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Рисунок 1. АНА на клеточной линии HEp-2 (Immco Diagnostics, Inc., США)
Примечание. А – гомогенный; Б – гранулярный; В – точки в ядре; Г – ядрышковый; Д – смешанный; Е – цитоплазматические типы свечения, 
флюоресцентная микроскопия, микроскоп Nikon Eclipse Ni (Япония), при ×40 увеличении.
Figure 1. ANA on the HEp-2 cell substrates (Immco Diagnostics, Inc., USA)
Note. A, homogenous; B, speckled; C, nuclear dots; D, nucleolar; E, homogenous+ speckled; F, cytoplasmic types of luminescence, fluorescence microscopy, 
Nikon Eclipse Ni microscope (Japan), ×40 magnification.
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ИЛЛЮСТРАЦИИ К СТАТЬЕ «ИНФОРМАТИВНОСТЬ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АНТИНУКЛЕАРНЫХ АНТИТЕЛ ПРИ СИСТЕМНЫХ 
ПОРАЖЕНИЯХ СОЕДИНИТЕЛЬНОЙ ТКАНИ У ДЕТЕЙ» (АВТОРЫ: ЖУЖУЛА А.А., КУРБАТОВА О.В., СНОВСКАЯ М.А., ПЕТРИЧУК С.В., 
КОМЯГИНА Т.М., ТРЯПОЧКИНА А.С. [с. 251-258])
ILLUSTRATIONS FOR THE ARTICLE "SIGNIFICANE OF DETERMINING ANTINUCLEAR ANTIBODIES IN SYSTEMIC CONNECTIVE TISSUE 
DISORDERS IN CHILDREN" (AUTHORS: ZHUZHULA A.A., KURBATOVA O.V., SNOVSKAYA M.A., PETRICHUK S.V., KOMYAGINA T.M., 
TRYAPOCHKINA A.S. [pp. 251-258])

ИЛЛЮСТРАЦИИ К СТАТЬЕ «АНАЛИЗ ЭКСПРЕССИИ PD1 НА CD3+ ЛИМФОЦИТАХ КРОВИ КРЫСЫ, СТИМУЛИРОВАННЫХ 
АНТИТЕЛАМИ К CD3, МЕТОДОМ ПРОТОЧНОЙ ЦИТОМЕТРИИ» (АВТОРЫ: ХРАМОВА Т.В., БЕДУЛЕВА Л.В., ФОМИНА К.В., 
АБИШЕВА Н.Н. [с. 415-420])
ILLUSTRATIONS FOR THE ARTICLE "FLOW CYTOMETRY ANALYSIS OF PD1 EXPRESSION ON RAT BLOOD CD3+ LYMPHOCYTES 
STIMULATED BY CD3 ANTIBODIES" (AUTHORS: KHRAMOVA T.V., BEDULEVA L.V., FOMINA K.V., ABISHEVA N.N. [pp. 415-420])

Рисунок 1. Репрезентативные диаграммы распределения лимфоцитов периферической крови крыс по параметрам прямого 
и бокового светорассеяния клеток перед культивированием (А), после 2,5-дневного инкубирования в питательной среде (Б) 
и после 2,5-дневного культивирования с иммобилизованными на дне лунок антителами к CD3 (В). Г – пример диаграммы для 
определения процента PD1+ клеток среди CD3+Т-лимфоцитов
Figure 1. Representative forward and side scatter plot of rat peripheral blood lymphocytes before cultivation (A), after 2,5 days of cultivation in a 
culture medium (B) and after 2,5 days of cultivation with anti-CD3 antibodies immobilized at the bottom of the wells (C). D is an example of a plot 
for determining the percentage of PD1+ cells among CD3+T lymphocytes

А (А)

Г (D)

Б (B)

В (C)

Перед культивированием
Before cultivation

2,5 дня культивирования в питательной среде
2.5 days of cultivation in a culture medium

2,5 дня культивирования с антителами к CD3
2.5 days of cultivation with anti-CD3 antibodies

CD3+

PD1+ (22,75%)



РОССИЙСКИЙ 
ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ  
ЖУРНАЛ

РОССИЙСКОЕ НАУЧНОЕ ОБЩЕСТВО ИММУНОЛОГОВ
(РНОИ)

июль-сентябрь

2023, том 26	 . 3
Основан в 1996 году



Ответственные секретари:
Ризопулу А.П., д.б.н. (Москва)
Ракитянская Н.В. (Санкт-Петербург)
E-mail: rusimmun@gmail.com
Редактор перевода:
Чухловин А.Б., д.м.н. (Санкт-Петербург)
Редактор электронной версии:
Ерофеева В.С. (Санкт-Петербург)
Редакция: тел./факс (812) 233-08-58
Адрес для корреспонденции:  
Редакция журнала «Российский иммунологический журнал»
197101, Санкт-Петербург, а/я 130
Электронная версия: www.rusimmun.ru
©	 Российский иммунологический журнал
Журнал зарегистрирован Министерстве РФ по делам печати, телерадио-
вещания и средств массовых коммуникаций (свидетельство о регистрации 
средства массовой информации ПИ №77-11525 от 04.01.2002 г.)
Данный материал распространяется по лицензии  
Creative Commons Attribution 4.0 License.

Издательство «Человек»
199004, Россия, Санкт-Петербург, Малый пр. В.О., 26, оф. 3.
E-mail: mail@mirmed.ru
Тел./факс: (812) 325-25-64.
Подписано в печать 11.08.2023 г. Формат 60 x 90 1/8. Печать офсетная.
Усл. печ. л. 28,25. Тираж 2000 экз. (1-й завод – 1000 экз.) 
Заказ № 046
Напечатано в Издательском центре «Титул».
454020, г. Челябинск, ул. Курчатова, 25А-65
Тел.: (351) 230-67-37.

«Российский иммунологический журнал» входит в «Перечень российских рецензируемых научных журналов, рекомендованных ВАК 
РФ, в которых должны быть опубликованы основные научные результаты диссертаций на соискание ученых степеней доктора 
и кандидата наук», а также в базу Russian Science Citation Index (RSCI), полностью интегрированную с платформой Web of Science

Главный редактор
Черешнев Валерий Александрович – доктор медицинских наук, профессор, академик РАН, 
научный руководитель Института иммунологии и физиологии, президент Российского Научного Общества 
Иммунологов, Екатеринбург, Россия

Заместитель главного редактора
Козлов Владимир Александрович – доктор медицинских наук, профессор, академик РАН, 
научный руководитель НИИ фундаментальной и клинической иммунологии Сибирского отделения РАН, 
Новосибирск, Россия
Козлов Иван Генрихович – доктор медицинских наук, профессор, Национальный медицинский 
исследовательский Центр детской гематологии, онкологии и иммунологии имени Дмитрия Рогачева, 
заведующий лабораторией экспериментальной и клинической фармакологии, Москва, Россия

Редакционная коллегия
Бен Мари – доктор медицинских наук, профессор, руководитель гематологической лаборатории 
Клинического Центра Университета Нанта, Нант, Франция
Бочаров Геннадий Алексеевич – доктор физико-математических наук, ведущий научный 
сотрудник Института вычислительной математики РАН, Москва, Россия
Ганковская Людмила Викторовна – доктор медицинских наук, профессор, Российский 
национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова, заведующая кафедрой 
иммунологии, Москва, Россия 
Григорова Ирина – ассистент профессора отдела микробиологии и иммунологии, Медицинская 
школа, Мичиганский Университет, Энн Арбор, США 
Кадагидзе Заира Григорьевна – доктор медицинских наук, профессор, ведущий научный 
сотрудник лаборатории клинической иммунологии опухолей НИИ клинической онкологии имени академика 
Н.Н. Трапезникова НМИЦ онкологии имени Н.Н. Блохина, Москва, Россия
Караулов Александр Викторович – академик РАН, доктор медицинских наук, профессор, Первый 
МГМУ имени И.М. Сеченова, заведующий кафедрой клинической иммунологии и аллергологии, Москва, 
Россия
Корнева Елена Андреевна – доктор медицинских наук, профессор, заслуженный деятель науки РФ, 
академик РАН, главный научный сотрудник отдела общей патологии и патологической физиологии НИИ 
экспериментальной медицины, Санкт-Петербург, Росси
Круглов Андрей Алексеевич – руководитель лаборатории хронического воспаления, 
Исследовательский Ревматологический Центр Германии, Берлин, Германия
Купраш Дмитрий Владимирович – член-корреспондент РАН, профессор, доктор биологических 
наук, Институт молекулярной биологии имени В.А. Энгельгардта РАН, лаборатория передачи 
внутриклеточных сигналов в норме и патологии, главный научный сотрудник, МГУ имени Ломоносова, 
профессор кафедры иммунологии, Москва, Россия
Лагарькова Мария Андреевна – член-корреспондент РАН, доктор биологических наук, профессор 
МГУ имени М. В. Ломоносова, заведующая лабораторией клеточной биологии Федерального научно-
клинического Центра физико-химической медицины, Москва, Россия
Лядова Ирина Владимировна – доктор медицинских наук, Центральный НИИ туберкулеза, 
заведующая лабораторией биотехнологии отдела иммунологии, Москва, Россия
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РОЛЬ ПАССИВНОЙ И АКТИВНОЙ  
МИОСТИМУЛЯЦИИ В ИЗМЕНЕНИИ УРОВНЕЙ  
НЕКОТОРЫХ ЦИТОКИНОВ
Ахметьянов Р.Р.1, Давыдова Е.В.1, 2, Сабирьянов А.Р.2, 
Щербакова И.Л.1
1 ГБУЗ «Челябинская областная клиническая больница», г. Челябинск, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Челябинск, Россия

Резюме. Травма передней крестообразной связки (ПКС) коленного сустава сопровождается раз-
витием артрогенного мышечного торможения, вследствие дизрегулирующих афферентных влияний 
на возбудимость спинномозговых и супраспинальных путей. Цель – изучение показателей электро-
миографии, уровней миокинов на фоне миостимуляции при травматическом повреждении ПКС.

Принимали участие 28 мужчин-спортсменов с травматическим повреждением ПКС. Все пациен-
ты при поступлении проходили электромиографическое исследование травмированной конечности 
на аппарате ЭМГ/ВП Viking Quest (Nicolet, США). Части пациентов за 10 дней до начала оператив-
ного лечения, проводили пассивную электромиостимуляцию (ЭМС) четырехглавой мышцы бедра 
на аппарате INTELECT® Advanced (Chattanooga (DJO), США). Далее всем пациентам проводили 
артропластику на артроскопе Karl Storz (Германия). В послеоперационный период на протяжении 
2-недельной иммобилизации все пациенты получали ЭМС, после снятия ортеза пациенты перехо-
дили к режиму активных тренировок. Уровни цитокина IL-6 исследовали с помощью набора реаген-
тов для ИФА (АО «Вектор-Бест», г. Новосибирск), трансформирующего фактора роста – β (Cloud-
Clone Corp., Китай). Статистическая обработка материала проводилась при помощи пакета Statistica. 
vers.10.0 (StatSoft Inc., США). 

Наиболее высокая средняя амплитуда (мкВ) при проведении электромиографии регистрировалась 
у здоровых лиц, у пациентов основной группы фиксировались значимо меньшие величины сред-
ней амплитуды. После проведения 10-дневной ЭМС отмечено значимое увеличение показателя до 
значений здоровых лиц. В динамике после оперативного вмешательства показатели ЭМГ без ЭМС 
оставались на прежнем низком уровне, значения, регистрируемые на фоне ЭМС, были сравнимы со 
здоровыми лицами, что отражает более быстрое и качественное восстановление мышц после травмы. 
Уровни цитокинов – миокинов IL-6 и TGF-β1 значимо превысили исходные уровни на фоне ЭМС. 
Биологическое значение повышения уровня IL-6 при мышечной нагрузке заключается в активации 
на уровне скелетной мускулатуры АМФ-киназы и/или фосфатидилинозитол-3-киназы и более эф-
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фективном обеспечении мышц энергетическим субстратом. TGF-β1 способствует пролиферации фи-
бробластов, увеличивает содержание коллагена. 

Проведение пассивной и активной ЭМС приводит к улучшению показателей электромиографии, 
повышению концентрации в крови миокинов – IL-6 и TGF-β, что способствует улучшению энерге-
тического баланса, повышению противовоспалительного и репаративного потенциала поврежден-
ных тканей.

Ключевые слова: повреждение связок, электромиостимуляция, электромиография, цитокины, миокины

ROLE OF PASSIVE AND ACTIVE MYOSTIMULATION FOR 
THE CHANGING LEVELS OF SOME CYTOKINES 
Akhmetyanov R.R.а, Davydova E.V.а, b, Sabiryanov A.R.b, 
Shcherbakova I.L.a
a Chelyabinsk Regional Clinical Hospital, Chelyabinsk, Russian Federation  
b South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. Injury to the anterior cruciate ligament (ACL) of the knee joint is complicated by development 
of arthrogenic muscle inhibition due to disregulating afferent influences on the excitability of the spinal and 
supraspinal tracts. The aim of our work was to study electromyography parameters, and myokine levels in the 
course of myostimulation in traumatic ACL injury. 

28 male athletes with traumatic ACL injuries participated in the study. On admission to the clinic, all 
patients underwent electromyographic examination of the injured limb by the means of Viking Quest EMG/ EP 
apparatus (Nicolet, USA). Some patients, 10 days before starting the surgical treatment, underwent passive 
electrical myostimulation (EMS) of the quadriceps femoris muscle using the INTELECT® Advanced device 
(Chattanooga (DJO), USA). Further on, all patients underwent arthroplasty using a Karl Storz arthroscope 
(Germany). In the postoperative period, during immobilization for 2-weeks, the patients received EMS. After 
removing the orthosis, the patients switched to active training. The cytokine levels were studied using ELISA 
reagent kits from Vector-Best, Novosibirsk (IL-6), or from Cloud-Clone Corp. (China) for TGF–β assays. 
Statistical processing of the material was carried out using the Statistica package. vers.10.0 (StatSoft Inc., USA). 

The highest average amplitude (μV) was recorded by electromyography in healthy individuals. In patients 
of the main group, significantly lower values of the average amplitude were recorded. After a 10-day EMS, 
a significant increase to the reference values of healthy individuals was noted. In the postsurgical dynamics, 
EMG indicators without EMS treatment remained at the same low levels. Meanwhile, the values following 
EMS treatment were comparable with those in healthy individuals, thus reflecting a faster and better muscle 
recovery after injury. The levels of IL-6 and TGF-β1 cytokines (myokines) significantly exceeded the initial 
levels in the course of EMS. The biological significance of increased IL-6 levels during the muscle exercise may 
consist the activation of AMP kinase and/or phosphatidylinositol-3-kinase at the level of skeletal muscles thus 
providing more efficient supply of energy substrate to the muscles. TGF-β1 promotes fibroblast proliferation, 
thus increasing collagen content. 

Passive and active EMS leads to an improvement in electromyography parameters, along with increased 
concentration of myokines (IL-6 and TGF-β) in peripheral blood, thus promoting improvement of energy 
balance, increasing the anti-inflammatory and repair potential of the damaged tissues.

Keywords: ligament damage, electromyostimulation, electromyography, cytokines, myokines

Введение
Повреждение передней крестообразной связ-

ки (ПКС) у спортсменов происходит с частотой 
около 4-5 случаев на 1000 человек в год [1], по 
данным зарубежных авторов, в среднем 69 слу-
чаев на 100 000 человек в год, у мужчин-спор-
тсменов чаще примерно 82 случая на 100 000, у 
женщин – 59 случаев на 100 000. При сопостав-

лении данных показателей по возрасту и полу у 
женщин-спортсменок в возрасте 14-18 лет самый 
высокий уровень травм – 227,6 на 100 000, у муж-
чин пик травм ПКС регистрируется в возрасте от 
19 до 24 лет – 241 на 100 000 [12]. 

Спортсменки в восемь раз чаще напрягают 
переднюю крестообразную связку в тех видах 
спорта, которые включают в себя прыжки, при 
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этом самый высокий процент травм ПКС был за-
фиксирован в спортивной гимнастике 33 случая 
на 1000 спортсменок в год. Гендерные различия 
травматизма ПКС обусловлены, с одной стороны 
преобладанием эстрогенового фона у женщин и 
высокой степенью рыхлостью и разволокненно-
стью связок, с другой –  различиями в выравни-
вании ног/таза при движении [7].

Артрогенное мышечное торможение (АМТ), 
возникающее вследствие травмы передней кре-
стообразной связки, продолжает оставаться 
ограничивающим фактором в успешном опера-
тивном лечении и последующей реабилитации, 
вследствие неспособности произвольной актива-
ции четырехглавой мышцы, что значительно за-
медляет восстановление [8, 9].

Аномальные суставные афферентные выб
росы, являющиеся причиной АМТ при травме 
ПКС, влияют на возбудимость спинномозговых и 
супраспинальных путей, ограничивая мышечную 
активацию, и могут оказывать тормозное влияние 
на центральную нервную систему, в частности на 
кортикомоторные и внутрикорковые пути. Игно-
рирование дисфункции четырехглавой мышцы 
бедра приводит к стойкой гипокинезии, атрофии 
мышц, увеличивает риск повторного травмиро-
вания и способствует развитию посттравмати-
ческого остеоартрита коленного сустава [10, 11]. 
Ряд исследований показывает эффективность 
пассивной электромиостимуляции в качестве 
дооперационной подготовки, обусловленную 
выбросом в кровь особых цитокинов, проду-
цируемых активно работающими мышечными 
клетками  – миокинами, обладающими богатым 
спектром биологического действия, включающе-
го противовоспалительный и репаративный эф-
фекты [4]. 

В связи с вышеизложенным целью исследова-
ния явилось изучение показателей электромио-
графии, уровней некоторых цитокинов-миоки-
нов при пассивной и активной миостимуляции 
при травматическом повреждении передней кре-
стообразной связки.

Материалы и методы
В исследовании принимали участие 28 муж-

чин, занимающихся анаэробными видами спор-
та (легкая атлетика, плавание, баскетбол) с диа-
гнозом по МКБ-10 S83.5. Растяжение, разрыв и 
перенапряжение передней крестообразной связ-
ки коленного сустава с давностью травмы менее 
3-4 месяцев, поступивших для реконструктив-
ного хирургического вмешательства в отделение 
травматологии и ортопедии ГБУЗ «Челябинская 
областная клиническая больница». Средний 

возраст пациентов основной группы составил 
35,2±2,3 года. Верификация диагноза осущест-
влялась при наличии положительных тестов 
Лахмана, «переднего выдвижного ящика» при 
сгибании 90 градусов и рентгенологическом ис-
следовании КС. 

Среди жалоб преобладали умеренные боле-
вые ощущения (65%), чувство нестабильности в 
поврежденном коленном суставе (93%), слабость 
в мышцах поврежденной конечности (48%). Все 
пациенты при поступлении проходили электро-
миографическое (ЭМГ) исследование прямой 
головки четырехглавой мышцы бедра травми-
рованной конечности на 4-канальной системе 
ЭМГ/ВП Viking Quest (Nicolet, США). Прово-
дилась суммарная поверхностная ЭМГ при раз-
витии максимального произвольного мышечно-
го напряжения с оценкой среднеквадратичной 
амплитуды (Root Mean Square amplitude), мкВ. 
Далее, лица, имеющие сниженные показатели 
по ЭМГ, методом простой рандомизации были 
разделены на две равновеликие группы. Группу 
2 составили 14 пациентов, которым за 10 дней 
до начала артроскопического оперативного 
вмешательства проводили пассивную электро-
миостимуляцию (ЭМС) четырехглавой мыш-
цы бедра в ежедневном режиме, рабочий цикл 
10 с стимуляция  /  10 с расслабление, в течение 
20 мин на аппарате комбинированной тера-
пии INTELECT® Advanced (Chattanooga (DJO), 
США). Силу тока наращивали через каждые 2-3 
цикла после начала воздействия, до появления 
ощутимых мышечных сокращений. В третью 
группу вошли 14 пациентов, которым опера-
тивное вмешательство проводилось без пред-
варительной ЭМС. После реконструктивной 
артроскопической операции, заключающейся 
в аутопластике ПКС при помощи артроскопа 
Karl Storz (Германия), пациенты 2-й и 3-й групп 
на протяжении 2-недельной иммобилизации 
конечности получали ЭМС в описанном выше 
режиме, с 3-й недели после достижения угла 
сгибания в коленном суставе более 90 градусов 
и снятия ортеза все пациенты перешли к режиму 
активных тренировок. В динамике ЭМГ прово-
дили через 2 и 7 недель после операции. 

Контрольную группу 1 составили 12 здоро-
вых мужчин, средний возраст 34,2±2,4 года. ЭМГ 
прямой головки четырехглавой мышцы бедра и 
забор крови у здоровых лиц проводился одно-
кратно.

Уровни цитокинов IL-6 и TGF-β в сыворот-
ке венозной крови исследовали у здоровых лиц, 
в основной группе при поступлении, в динами-
ке после 10-дневной пассивной ЭМС в группе 
2, через 2 и 7 недель после оперативного вмеша-
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тельства с помощью набора реагентов для им-
муноферментного анализа (АО «Вектор-Бест», 
г.  Новосибирск) в диапазоне концентраций 
0-300 пг/мл, при длине волны 450 нм; концентра-
цию трансформирующего фактора роста β с по-
мощью набора фирмы Cloud-Clone Corp. (China) 
в диапазоне концентраций 5,8-1000 пг/мл, при 
длине волны 450 нм.

Статистическая обработка материала прово-
дилась с помощью пакета лицензионных про-
грамм Statistica. Vers. 10.0 (StatSoft  Inc., США). 
При сравнении данных использовали непараме-
трический критерий Манна–Уитни, в динамике 
ЭМС с помощью критерия Вилкоксона. Данные 
представлены в виде медианы (Ме) и значений 
интерквартильного размаха (Q0,25-Q0,75). Срав-
нение групп производили, используя непара-
метрический критерий Манна–Уитни, с учетом 
поправки Бонферрони, значимыми считали раз-
личия при p ≤ 0,02. 

Результаты и обсуждение
Наиболее высокая средняя амплитуда (мкВ) 

при проведении ЭМГ регистрировалась у здо-
ровых лиц и составила по медиане 521,4 (489,3; 
562,4) (рис. 1). При поступлении в стационар у 
пациентов 2-й и 3-й групп зафиксированы зна-
чимо меньшие величины средней амплитуды, со-
ответственно, 247,3 (197,3-275,6) и 250,2 (196,5-
321,3). После проведения 10-дневной ЭМС во 

Рисунок 1. Показатели ЭМГ в динамике пассивной и 
активной миостимуляции
Figure 1. EMG parameters in the dynamics of passive and 
active myostimulation
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второй группе отмечено значимое увеличение 
показателя до значений здоровых лиц. В динами-
ке после оперативного вмешательства показате-
ли ЭМГ через 2 и 7 недель в 3-й группе остава-
лись на прежнем низком уровне, в то время как 
показатели ЭМГ второй группы были сравнимы 
со здоровыми лицами, что отражает более бы-
строе и качественное восстановление мышц по-
сле травмы, позволяющее спустя 7 недель после 
оперативного вмешательства перейти в трениру-
ющий режим нагрузок. 

Известно, что во время ЭМС и активных фи-
зических нагрузок мышцы проявляют эндокрин-
ную активность за счет продукции миоцитами 
и сателлитными клетками ряда цитокинов, на-
зываемых миокинами, таких как IL-6, иризин, 
IGF-1, FGF2, TGF-β, миостатина, декорина и 
др., выполняющих как аутокринную функцию 
регуляции мышечного метаболизма, так и пара-
кринную/эндокринную регулирующую функ-
цию в отдаленных органах и тканях, таких как 
кость, жировая ткань, мозг и печень, проявляя в 
определенных концентрациях противовоспали-
тельные и репаративные свойства [6].

Нами наглядно показаны исходно низкие 
концентрации IL-6 в группах 2 и 3 при поступле-
нии (соответственно по медиане 1,4 (1,2-1,6) и 
2,2 (1,2-2,3) в сравнении с уровнем здоровых лиц 
6,2 (4,2-7,1) и значимое повышение концентра-
ции IL-6 крови пациентов группы 2, получающей 
процедуру пассивной ЭМС до оперативного вме-
шательства до уровня здоровых лиц (рис. 2).

Через 2 и 7 недель после оперативного вме-
шательства уровень миокина во второй группе 
не имел различий со здоровыми лицами, в от-
личие от группы 3, где он оставался на уровне 
3,2 (2,5-4,5). Биологическое значение повыше-
ния уровня IL-6, не превышающее референс-
ные значения здоровых лиц, при мышечной 
нагрузке заключается в активации на уровне 
скелетной мускулатуры АМФ-киназы и/или 
фосфатидилинозитол-3-киназы через рецептор 
gp130rβ/IL-6ra, что приводит к увеличению по-
глощения глюкозы и  окислению жирных кис-
лот, обеспечивая энергетическим субстратом 
сокращающиеся мышцы. Эндокринное дей-
ствие циркулирующего IL-6 направлено на мо-
билизацию энергетических ресурсов организма 
в виде липолитического эффекта за счет повы-
шения активности липопротеинлипазы. Также 
IL-6 способен проявлять ингибирующее влия-
ние на продукцию инсулина за счет угнетения 
синтеза SOSC-3 (suppressor of cytokine signaling), 
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Рисунок 2. Уровни миокина – IL-6 в динамике пассивной 
и активной миостимуляции
Figure 2. Levels of myokine – IL-6 in the dynamics of passive 
and active myostimulation

Рисунок 3. Уровни TGF-ββ на фоне пассивной и активной 
миостимуляции
Figure 3. TGF-β levels against the background of passive and 
active myostimulation
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реципрокно отвечающего за  сигнальный путь 
IL-6. SOSC-3 может связываться и угнетать ак-
тивность как мембранного рецептора инсулина, 
так и  IRS-1,  и  препятствовать проведению ин-
сулинового сигнала. Формируя таким образом 
инсулинорезистентность, IL-6 способствует бо-
лее эффективной мобилизации глюкозы и жир-
ных кислот  в  качестве источников энергии  [2]. 
Некоторые авторы отмечают, что контролиру-
емые физические упражнения также способны 
модулировать иммунный ответ, уменьшая вы-
раженность воспалительных изменений в виде 
снижения в крови уровней CXCL8/IL-8, CCL2/
MCP-1, IFNγ с параллельным повышением кон-
центраций IL-2, IL-6, IL-4 и IL-10 [5].

Исследования последних лет показали важ-
нейшую роль в процессах воспаления, ремодели-
рования и репарации тканей трансформирующе-
го фактора роста β, полимодального цитокина, 
активирующего ряд каскадных сигнальных путей 
как в иммунных, так и в других типах клеток [3]. 
Нами изучены уровни данного цитокина в ди-
намике пассивной и активной миостимуляции. 
Установлено, что в условиях вынужденной ги-
покинезии в крови значимо снижается уровень 
TGF-β в сравнении со здоровыми лицами, что 
демонстрирует рисунок 3. После проведения 
предоперационной пассивной ЭМС и в динами-
ке пассивной и активной миостимуляции во 2-й 
группе пациентов концентрация TGF-β увеличи-
лась до значений здоровых лиц. 

Известна способность TGF-β принимать уча-
стие в процессах репарации, путем запуска каска-
да сигнальных путей, в частности Smad-белков, 
Erk1/2, JNK и p38, PI3K, а также посредством 
активации рецептора эпидермального росто-
вого фактора (EGF), фактора роста эндотелия 
сосудов (VEGF). Отмечено, что повышенное 
содержание TGF-β1 снижает активность NO-
синтазы, приводящее к падению генерации NO, 
и как следствие  – NO-радикалов, снижая риск 
развития нитрозативного клеточного стресса. 
Кроме того, описано, что TGF-β1 способствует 
пролиферации фибробластов, увеличивает со-
держание коллагена, путем регуляции экспрес-
сии генов, кодирующих фибриллярный коллаген 
I и III типов. 

Заключение
Таким образом, проведение пассивной ЭМС 

до начала оперативного лечения травматическо-
го повреждения ПКС, после оперативного лече-
ния в течение 2 недель и активной ЭМС после 

периода ортезирования приводит к улучшению 
показателей электромиографии, повышению 
концентрации в крови миокинов – IL-6 и TGF-β 
в пределах значений здоровых лиц, что способ-
ствует улучшению энергетического баланса, по-
вышению противовоспалительного и репаратив-
ного потенциала поврежденных тканей.
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ПОЛИМОРФИЗМ TLR-9 (-1237)*Т/С  
У БОЛЬНЫХ COVID-19 РУССКИХ ЧЕЛЯБИНСКОЙ  
ОБЛАСТИ

Беляева С.В.1, 2, Суслова Т.А.1, 2, Сташкевич Д.С.1, Баландина С.Э.1, 
Мякотина Д.Э.1, Милонченко М.С.1

1 ФГБОУ ВО «Челябинский государственный университет», г. Челябинск, Россия  
2 ГБУЗ «Челябинская областная станция переливания крови», г. Челябинск, Россия

Резюме. COVID-19 – заболевание, исход которого зависит от широкого спектра факторов, в том 
числе генетических, среди которых особый интерес представляют гены рецепторов врожденной им-
мунной системы – TLRs, занимающие центральное звено в развитии реакций врожденного иммун-
ного ответа. 

В настоящем исследовании нами впервые определены аллельные варианты гена TLR-9 (-1237)*T/ C 
у русских жителей Челябинской области, переболевших COVID-19 с осложнением в виде двусторон-
ней вирусной пневмонии. Полиморфные варианты TLR-9 (-1237)*T/C определены методом полиме-
разной цепной реакции. Установлено, что в группе больных COVID-19 чаще встречался аллель с бо-
лее высокой транскрипционной активностью TLR-9 (-1237)*С в сравнении с контрольной (19,421% 
и 11,275% соответственно, р = 0,019) и его гомозиготный генотип TLR-9 (-1237)*С, который в группе 
сравнения не обнаружен. Аллель TLR-9 (-1237)*Т у больных COVID-19 встречался реже в сравнении 
с контрольной группой (80,579% и 88,725% соответственно, р = 0,019). Учитывая различия в экспрес-
сии TLR-9 у больных с более тяжелыми формами заболевания, мы провели сравнение распределения 
полиморфизма TLR-9 (-1237)*T/С у больных с разной степенью тяжести COVID-19. В группе боль-
ных с легкой формой чаще встречался генотип TLR-9 (-1237)*T/T в сравнении с группами больных с 
более тяжелыми формами. Различия были достоверны на уровне тенденции в сравнении с больными 
со средней формой (86,364% и 66,000% соответственно, р = 0,076). 

Ключевые слова: полиморфизм генов, COVID-19, SARS-CoV-2, TLR-9 (-1237)*Т/С, биомаркеры COVID-19
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TLR-9 (-1237)*T/C POLYMORPHISM IN RUSSIAN COVID-19 
PATIENTS FROM THE СHELYABINSK REGION 
Belyaeva S.V.a, b, Suslova T.A.a, b, Stashkevich D.S.a, Balandina S.E.a, 
Myakotina D.E.a, Milonchenko M.S.a
a Chelyabinsk State University, Chelyabinsk, Russian Federation  
b Chelyabinsk Regional Blood Transfusion Station, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. In COVID-19, the clinical outcome depends on a wide range of factors, including genetic 
features. Among them, TLRs, the genes encoding the receptors of innate immune system are of particular 
interest since they play the key role in development of innate immune response. The present study concerns the 
newely identified allelic variants of the TLR-9 (-1237)*T/C gene in Russian residents from the Chelyabinsk 
Region who had COVID-19 complicated by the bilateral viral pneumonia. Polymorphic variants of TLR-9 
(-1237)*T/ C were determined by polymerase chain reaction. It was found that, among the COVID-19 patients, 
a TLR-9 allele (-1237 C) with higher transcriptional activity was more common than in the control group 
(19.421% and 11.275%, respectively, p  =  0.019), and its homozygous genotype TLR-9 (-1237)*C was not 
detected in the comparison group. TLR-9 allele (-1237)*T in the patients with COVID-19 was less common 
in comparison with the control group (80.579% and 88.725%, respectively, p = 0.019). Taking into account the 
differences in suggested TLR-9 expression in more severe COVID-19 patients, we compared distribution of 
TLR-9 (-1237)*T/ С allele polymorphism in the patients with different severity of COVID-19. In the group of 
patients with mild form, the TLR-9 (-1237)*T/T genotype was more common as compared with patients who 
had more severe clinical course. The differences were significant at the trend level when compared with patients 
with a medium-severity disease (86.364% and 66,000%, respectively; p = 0.076).

Keywords: gene polymorphism, COVID-19, SARS-CoV-2, TLR-9 (-1237)*T/С, COVID-19 biomarkers

Введение
Пандемия новой коронавирусной инфекции 

COVID-19, связанная с распространением вируса 
SARS-CoV-2, является серьезной проблемой об-
щественного здравоохранения во всем мире [8]. 
В настоящее время ведется поиск потенциаль-
ных биомаркеров заболевания, которые повысят 
эффективность ранней диагностики, а также по-
зволят разрабатывать методики лечения и пред-
упреждения распространения COVID-19. Одним 
из таких биомаркеров является Тоll-подобный 
рецептор-9 (TLR-9) [3, 5]. 

TLR-9  – эндосомальный рецептор, распоз-
нающий мотивы РНК и ДНК, богатые немети-
лированными последовательностями цитозин-
фосфат-гуанин (CpG). Поскольку SARS-CoV-2 
имеет CpG-мотивы в своем генетическом мате-
риале, вполне возможно, что вирус напрямую 
активирует TLR-9 в эндотелиальных клетках [5]. 
Мотивы CpG от SARS-CoV-2 достигают TLR-9 
через опосредованное ACE2 поглощение виру-
са в клетки с последующей трансляцией РНК и 
переносом вирусных CpG-мотивов в эндосому. 
Активация тромбоцитов и нейтрофилов может 

повышать уровень экспрессии TLR-9, что, как 
предполагается, приводит к постоянному вос-
палению. Длительная активация TLR-9 инду-
цирует нижестоящие каскады через MyD88, что 
вызывает повышенную экспрессию провоспа-
лительных цитокинов, активацию лимфоцитов, 
нейтрофилов и тромбоцитов [5]. Кроме того, 
данные исследований Costa T.J. и соавт. свиде-
тельствуют о том, что SARS-CoV-2 способствует 
дисфункции митохондрий, при этом увеличи-
вается высвобождение мтДНК и активируется 
передача сигналов TLR-9 [6]. Интересно отме-
тить, что уровень циркулирующей мтДНК уве-
личивается с возрастом, что является фактором, 
способствующим хроническому воспалению, 
так называемому «воспалительному старению» 
у пожилых людей. Эта ось воспалительного 
старения и TLR-9 может иметь значение в кон-
тексте COVID-19, где пожилой возраст связан с 
большим риском развития тяжелых осложнений 
COVID-19 [5].

Предполагается, что активация TLR-9 может 
быть скрытой, но движущей силой, объясняющей 
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обострение гипервоспаления и тромботических 
осложнений, наблюдаемых при COVID-19 [5].

Для TLR-9 идентифицировано несколько 
SNPs, изменяющих восприимчивость к бак-
териальным и вирусным инфекциям [3]. Ген 
TLR-9 локализуется в районе генов-супрессо-
ров опухолевого роста на коротком плече 3-й 
хромосомы человека, кодируется с помощью 
2 экзонов, второй из которых представляет ос-
новную кодирующую область [1]. Al-Khatib et 
al. обнаружили, что у людей, несущих аллель 
TLR-9 (-1237)*C, наблюдается повышенная 
транскрипционная активность данного гена [4]. 
Кроме того, полиморфизм TLR-9 (-1237)*C, 
вызывающий активацию провоспалительных 
хемокинов и цитокинов, а также адаптивных 
иммунологических реакций, был связан с более 
высокой частотой инфекций, приобретенных в 
отделении интенсивной терапии и иммуноопос-
редованных заболеваний. Было обнаружено, что 
аллель TLR-9 (-1237)*C и его гомозиготный ге-
нотип TLR-9 (-1237)*C/С в значительной степе-
ни связаны с повышенным риском и тяжестью 
инфекции COVID-19 [3].

Понимание влияния генетической изменчи-
вости на контроль экспрессии гена TLR-9 может 
дать представление об индивидуальных вариа-
циях риска заболевания и лежащего в его основе 
патогенеза.

Поэтому целью нашего исследования была 
оценка распределения частоты встречаемости 
полиморфизма гена TLR-9 (Т-1237С) у больных 
COVID-19 русских Челябинской области с раз-
ными формами тяжести.

Материалы и методы
Обследуемую группу составил 121 пациент 

противоковидных госпиталей № 2, 3, 9 горо-
да Челябинска с подтвержденной инфекцией 
COVID-19 русской популяции. Контрольную 
группу составили 102 здоровых донора Челя-
бинской областной станции переливания кро-
ви русской популяции, без прививок, антител к 
SARS-CoV-2 и не состоящие в Федеральном ре-
гистре лиц, больных COVID-19 Единой Государ-
ственной Информационной Системы Здравоох-
ранения (ЕГИСЗ). Все участники предоставили 
информированное согласие на участие в иссле-
довании. Диагноз подтвержден тестом на РНК 
SARS-CoV-2 методом ОТ-ПЦР из мазка из носо-
глотки (АО «Вектор-Бест», г. Новосибирск). Для 
сравнительного анализа между больными с раз-
ными формами COVID-19 пациенты были раз-
делены на 3 группы по тяжести течения заболе-
вания. Больные в группах со средней и высокой 

степенью тяжести перенесли COVID-19 в форме 
двусторонней пневмонии. Больные с легкой фор-
мой имели антитела (без вакцинации), но не име-
ли выраженных клинических признаков заболе-
вания. Обследуемые не имели сопутствующих 
тяжелых заболеваний. 

Определение SNP в гене TLR-9 выполняли с 
помощью ПЦР (T-1237C в гене TLR-9) реакти-
вами ООО НПФ «Литех» (Москва). Интерпрета-
цию результатов проводили с помощью электро-
форетической детекции в 3%-м агарозном геле. 

С целью статистической обработки полу-
ченных результатов нами был использован он-
лайн-калькулятор «Медицинская статистика», в 
котором проводилась оценка критерия χ2 с по-
мощью анализа четырехпольной таблицы. Связь 
между полиморфизмом гена TLR-9 (-1237)*T/C 
и COVID-19 оценивали с помощью критерия от-
ношения шансов (OR) и соответствующих 95% 
доверительных интервалов (CI) при анализе слу-
чаев заболевания с группой сравнения. Достовер-
ность полученных значений считали статистиче-
ски значимыми при р ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение
В результате сравнительного анализа частоты 

распределения аллелей и генотипов гена TLR-9 
(-1237)*T/C между контрольной группой и груп-
пами больных были обнаружены достоверные 
различия. Результаты анализа представлены в та-
блице 1. 

В группах больных COVID-19 и контрольной с 
более высокой частотой встречался аллель TLR- 9 
(-1237)*Т (80,56% и 88,73% соответственно), за 
среднюю транскрипционную активность TLR- 9, 
что соответствует распределению у европеои-
дов [7].

В группе больных COVID-19 чаще встречал-
ся аллель TLR-9 (-1237)*С в сравнении с кон-
трольной (19,421% и 11,275% соответственно, 
χ2 = 5,552, р = 0,019, OR = 1,897, CI 1,107-3,249). 
Гомозиготный генотип TLR-9 (-1237)*С/С был 
обнаружен только в группе больных. Данный по-
лиморфизм ассоциирован с повышенной транс-
крипционной активностью TLR-9 [4], что ведет 
к гиперпродукции медиаторов воспаления [3], 
вызывая развитие более тяжелых форм заболева-
ния.

В группе больных COVID-19 реже встречал-
ся аллель TLR-9 (-1237)*Т в сравнении с кон-
трольной (80,579% и 88,725% соответственно, 
χ2 = 5,552, р = 0,019, OR = 0,527, CI 0,308-0,903), 
что позволяет его рассматривать в качестве про-
текторного.
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ТАБЛИЦА 2. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ЧАСТОТ АЛЛЕЛЕЙ И ГЕНОТИПОВ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНА TLR-9 (-1237)*T/C 
В ГРУППАХ БОЛЬНЫХ COVID-19 РУССКИХ ЧЕЛЯБИНСКОЙ ОБЛАСТИ С РАЗЛИЧНЫМИ КЛИНИЧЕСКИМИ ФОРМАМИ 
ЗАБОЛЕВАНИЯ

TABLE 2. DISTRIBUTION OF FREQUENCIES OF ALLELES AND GENOTYPES OF TLR-9 (-1237)*T/C GENE POLYMORPHISM 
IN GROUPS OF COVID-19 RUSSIAN PATIENTS OF THE CHELYABINSK REGION WITH VARIOUS CLINICAL FORMS OF THE 
DISEASE

TLR-9
(-1237)*

T/C

Тяжелая форма COVID-19
Severe form of COVID-19

n = 49

Средняя форма COVID-19 
Average form of COVID-19

n = 50

Легкая форма COVID-19
Light form of COVID-19

n = 22

% % %

Аллели
Alleles

Т 80,612 77,000 88,636

С 19,388 23,000 11,364

Генотипы
Genotypes

Т/Т 73,469 66,000 86,364

Т/С 14,286 22,000 4,545

С/С 12,245 12,000 9,091

ТАБЛИЦА 1. РАСПРЕДЕЛЕНИЯ ЧАСТОТ АЛЛЕЛЕЙ И ГЕНОТИПОВ ГЕНА TLR-9 (-1237)*T/C В ГРУППАХ БОЛЬНЫХ 
COVID-19 И ЗДОРОВЫХ РУССКИХ ЧЕЛЯБИНСКОЙ ОБЛАСТИ

TABLE 1. FREQUENCY DISTRIBUTIONS OF ALLELES AND GENOTYPES OF THE TLR-9 GENE (-1237)*T/C IN GROUPS 
OF COVID-19 PATIENTS AND HEALTHY RUSSIANS OF THE CHELYABINSK REGION

TLR-9 
(-1237)

*T/C

Больные COVID-19
COVID-19 patients

n = 121

Контрольная 
группа

Control group
n = 102

χχ2 p value  OR CI

N % N %

Аллели
Alleles

Т 195 80,579 181 88,725 5,552 0,019 0,527 0,308 0,903

С 47 19,421 23 11,275 5,552 0,019 1,897 1,107 3,249

Генотипы
Genotypes

Т/Т 88 72,727 79 77,451 0,657 0,418 0,776 0,421 1,433

Т/С 19 15,702 23 22,549 1,697 0,193 0,640 0,326 1,257

С/С 14 11,570 0 0 – < 0,001 – – –
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Согласно данным литературы, у больных с 
тяжелой формой COVID-19 наблюдается повы-
шенная экспрессия TLR-9, приводящая к гипе-
рактивации рецептора и, соответственно, к чрез-
мерной выработке медиаторов воспаления, что 
лежит в основе цитокинового шторма и тромбо-
тических осложнений у пациентов с тяжелыми 
формами коронавирусной инфекции [2].

С целью определения ассоциации между по-
лиморфизмом гена TLR-9 (-1237)*T/C и тяже-
стью течения COVID-19 был проведен анализ 
распределения аллелей и генотипов полимор-
физма гена TLR-9 (-1237)*T/C в группах больных 
COVID-19 с различными клиническими форма-
ми заболевания. Были рассмотрены больные с 
тяжелой, средней и легкой формами заболева-
ния. Результаты представлены в таблице 2.

В результате анализа обнаружено, что у боль-
ных с легкой формой чаще встречался генотип 
TLR-9 (-1237)*T/T в сравнении с больными с бо-
лее тяжелыми формами. Различия были достовер-
ны на уровне тенденции в сравнении с больными 
со средней формой (86 364% и 66 000% соответ-
ственно χ2 = 3,158, р = 0,076). TLR-9 (-1237)*T/T. 
По данным литературы, данный генотип связан с 

низким уровнем IL-6 в плазме крови. Также из-
вестно, что IL-6 играет важную роль в развитии 
цитокинового шторма у больных с тяжелой фор-
мой COVID-19 и высокие уровни IL-6 в плазме 
крови могут являться фактором развития более 
тяжелых исходов при COVID-19 [9].

Заключение
Наши результаты подтверждают теорию о 

том, что генетические различия определяют раз-
витие и течение различных форм COVID-19 у 
русских Челябинской области. Вероятно, более 
высокий риск развития заболевания ассоцииро-
ван с аллелем TLR-9 (-1237)*С и его гомозигот-
ным генотипом TLR-9 (-1237)*С/С, связанным с 
более высокой транскрипционной активностью 
TLR-9. У больных, имеющих в генотипе TLR-9 
(-1237)*T/T, связанный со средней продукци-
ей TLR-9, большая вероятность развития более 
легких форм заболевания. Поиск эффективных 
генетических биомаркеров развития коронави-
русной инфекции может быть использовано для 
разработки методик лечения и предупреждения 
распространения COVID-19 у русских Челябин-
ской области. 
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НЕКОТОРЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ ПРИМЕНЕНИЯ  
РИАМИЛОВИРА (ТРИАЗАВИРИНА)  
МЕДРАБОТНИКАМИ ДЛЯ ПРОФИЛАКТИКИ  
И ЛЕЧЕНИЯ COVID-19
Бердюгина О.В., Гусев Е.Ю.
ФГБУН «Институт иммунологии и физиологии» Российской академии наук, г. Екатеринбург, Россия

Резюме. Зарегистрированный в России риамиловир (метилтионитрооксодигидротриазолотриа-
зинид натрия, торговое название – Триазавирин) является синтетическим аналогом гуанина и пре-
паратом прямого противовирусного действия. В настоящее время имеются противоречивые данные 
относительно использования риамиловира в качестве профилактического и лечебного средства при 
коронавирусных инфекциях. Целью настоящего исследования стал анализ некоторых результатов 
применения риамиловира как в целях профилактики инфицирования вирусом SARS-CoV-2, так и 
для лечения COVID-19 в период первой волны пандемии новой коронавирусной инфекции. 

Анализ был сделан на основе опроса 62 медицинских работников, одного из медицинских учреж-
дений г. Екатеринбурга, переболевших COVID-19, подразделенных на 4 группы: 1) не получавших 
риамиловир (контроль), 2) получавших риамиловир только в качестве профилактики заболевания, 
3) получавших препарат в качестве лечебного средства, 4) получавших риамиловир до и во время за-
болевания. 

Полученные данные по использованию риамиловира в целях профилактики заражения вирусом 
SARS-CoV-2 показало, что следствием стало: увеличение длительности госпитализации, рост таких 
осложнений COVID-19, как: лихорадка, одышка, легочная недостаточность, пневмония легких, по-
вышенная частота неврологических расстройств, о чем не сообщалось ранее. Перенесенное заболе-
вание как тяжелое при профилактическом приеме риамиловира было оценено значительно чаще, а 
спустя 2 месяца после болезни реабилитационный период был незаконченным. У всех, кто прини-
мал риамиловир для профилактики НКИ, в дальнейшем появлялась клиника мышечных и суставных 
болей. Использование риамиловира с лечебной целью позволило избежать развития легочной не-
достаточности, тяжелого течения инфекционного заболевания, восстановить состояние здоровья в 
полном объеме.

В исследовании не выявлено полезности применения риамиловира для профилактики осложне-
ний COVID-19 при приеме препарата до инфицирования вирусом SARS-CoV-2. Однако применение 
риамиловира с лечебной целью позволяет избежать тяжелого течения инфекционного заболевания 
и в 4 раза снизить риск появления болей в мышцах, суставах, позвоночнике после перенесенного 
COVID-19.
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SOME RESULTS OF RIAMILOVIR (TRIAZAVIRINE) USAGE 
IN MEDICAL STAFF FOR PREVENTION AND TREATMENT 
OF COVID-19
Berdiugina O.V., Gusev E.Yu.
Research Institute of Immunology and Physiology, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Ekaterinburg, Russian 
Federation

Abstract. Riamilovir, a drug registered in Russia (chemical formula: methylthionitrooxodihydrotriazolot
riazinide sodium, trade name: Triazavirin) is a synthetic analogue of guanine and a drug of direct antiviral 
action. Currently, there are conflicting data regarding usage of riamilovir as a preventive and therapeutic agent 
in coronavirus infections. The purpose of this study was to analyze some results of riamilovir usage, both for 
prevention of the SARS-CoV-2 infection and for the treatment of COVID-19 during the first wave of the new 
coronavirus pandemic. 

The analysis was based on a survey of 62 medical staff workers at a single medical institution in Ekaterinburg 
who was ill with COVID-19, being divided into 4 groups: (1) those who did not receive riamilovir (control), 
(2)  persons who received riamilovir only as a disease prevention, (3) subjects who received the drug as a 
therapeutic agent, (4) those who received riamilovir before and during the disease. 

The data concerning usage of riamilovir for the prevention of infection with the SARS-CoV-2 virus 
have shown the following consequences: increased duration of hospitalization, an increased incidence of 
COVID-19 complications, i.e., fever, shortness of breath, pulmonary insufficiency, pneumonia, higher 
frequency of neurological disorders, which were not reported elsewhere. Severe clinical course of the disease 
was observed much more often in cases of prophylactic riamilovir administration, and the rehabilitation period 
was incomplete 2 months after the disease. Clinical symptoms of muscle and joint pain were documented at 
later terms in all persons who received riamilovir to prevent a new coronavirus infection. Usage of riamilovir for 
therapeutic purposes made it possible to avoid the development of pulmonary insufficiency, severe course of the 
infectious disease, and entirely restore the state of health. 

The study did not reveal the usefulness of riamilovir for prevention of COVID-19 complications when taking 
the drug before infection with the SARS-CoV-2 virus. However, the use of riamilovir for therapeutic purposes 
prevents development of severe clinical cases and is associated with 4-fold reduced risk of pain in muscles, 
joints, and spine among the COVID-19 patients.

Keywords: riamilovir, Triazavirin, COVID-19, SARS-CoV-2, prevention, treatment
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Введение 
Пандемия 2019-2023 годов сопровождалась 

неоднократным пересмотром методических ре-
комендаций по профилактике, диагностике и ле-
чению новой коронавирусной инфекции (НКИ) 
COVID-19. Этот факт свидетельствует о наличии 
объективных сложностей выбора эффективно-
го метода предупреждения заболевания, ини-
циируемого вирусом SARS-CoV-2, а также ра-
ционального способа лечения и реабилитации 
пациентов. В частности, в качестве этиологиче-
ской терапии COVID-19 был рекомендован риа-
миловир (riamilovir, торговое название – Триаза-
вирин), который уже и до пандемии COVID-19 
использовался в лечении гриппа и некоторых 

других острых респираторных вирусных инфек-
ции (ОРВИ) [4, 7].

Согласно опубликованным ранее данным, в 
клинических исследованиях среди 113 человек, 
использовавших риамиловир в целях профилак-
тики COVID-19, в течение первых 7 дней по-
сле контакта с инфицированными SARS-CoV-2 
пациентами заболело 3 человека, что авторами 
статьи расценено как высокая протективная эф-
фективность препарата: более 97% резистентных 
к заражению контактирующих [5]. Немногочис-
ленные исследования, раскрывающие результаты 
использования риамиловира для лечения НКИ, 
показали, что применение препарата на ранних 
стадиях заболевания, в дополнение к стандарт-
ной терапии, позволило ускорить элиминацию 
вируса у молодых пациентов со среднетяжелым 
течением болезни, а также наблюдать клиниче-
ские симптомы улучшения состояния [3]. Хотя 
в проведенном в 2020 году в Китае рандомизи-
рованном исследовании не было обнаружено 
статистически значимых доказательств того, что 
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риамиловир (Триазавирин) приносит пользу па-
циентам с COVID-19, наблюдения всё же пока-
зали возможную пользу от его использования для 
лечения COVID-19 из-за его известного противо-
вирусного действия [10].

Теоретические предпосылки возможности ис-
пользования риамиловира в лечении инфекции, 
вызываемой вирусом SARS-CoV-2, были пред-
ставлены ранее [2, 9]. Однако даже в предвари-
тельных расчетах была зафиксирована возмож-
ность возникновения некоторых осложнений 
вследствие приема препарата, в частности увели-
чения агрегации тромбоцитов [11]. Очевидно, что 
массовое использование лекарственных средств 
необходимо сопровождать мониторингом воз-
можных осложнений. 

Целью настоящего исследования стал анализ 
некоторых результатов применения риамиловира 
как в целях профилактики инфицирования виру-
сом SARS-CoV-2, так и для лечения COVID-19 в 
период первой волны пандемии новой коронави-
русной инфекции. 

Материалы и методы 
Сбор первичных данных выполнен в Екате-

ринбурге (Свердловская область) в первую вол-
ну заболеваемости населения НКИ, а именно в 
период с октября по декабрь 2020 года. Исследо-
вание проведено при участии и после собствен-
норучно подписанного добровольного информи-
рованного согласия 62 медицинских работников 
многопрофильного учреждения, в котором в кру-
глосуточном режиме оказывали неотложную пе-
диатрическую помощь. Никто из поступающих 
на лечение в стационар детей не был предвари-
тельно обследован на наличие РНК (рибонукле-
иновой кислоты) или антигена вируса SARS-
CoV-2, вследствие чего медицинские сотрудники 
контактировали в том числе и с инфицированны-
ми НКИ пациентами. 

Требования физико-химического предупреж-
дения инфицирования 62 обследованных сотруд-
ников больницы соблюдались путем использова-
ния одноразовых медицинских масок, ношения 
перчаток, обработки рук дезинфицирующими 
растворами, а помещений  – ультрафиолетовым 
освещением. Никто из участников исследования 
не был вакцинирован, так как специфические 
иммунопрофилактические средства на момент 
получения данных исследования не были разра-
ботаны. 

Все медицинские работники, участвовавшие 
в данном тестировании, однократно перенесли 
COVID-19. Диагноз НКИ установлен на основа-
нии клинико-инструментальных и лабораторных 
методов исследования. Молекулярно-биологиче-
ское тестирование образцов эпителия ротоглотки 
и носоглотки выполнялось согласно требований 
временных методических рекомендаций Мини-

стерства здравоохранения Российской Федера-
ции в сроки до 4 дней с момента появления кли-
нических проявлений заболевания или контакта 
с больным НКИ. РНК возбудителя COVID-19 
выявлена во всех случаях инфицирования. 

Жизнь и здоровье участников исследования 
опасности не подвергались. Сбор данных про-
водился через 2 месяца после болезни. Изучение 
сведений, включавших информацию о премор-
бидном статусе (наличии заболеваний сердечно-
сосудистой, дыхательной, эндокринной, иммун-
ной систем, а также имеющихся зависимостях), 
характере течения заболевания (синдромы, те-
рапия), постморбидных изменениях (обостре-
нии хронических, а также возникновении новых 
заболеваний) и серологических маркерах НКИ 
(с использованием реагентов SARS-CoV-2-IgG 
количественный-ИФА-Бест; D-5505, РУ № РЗН 
2021/14458 и SARS-CoV-2-IgM-ИФА-Бест; 
D-5502, РУ № РЗН 2020/10389, «Вектор-Бест», 
Новосибирск для ориентировочной оценки 
уровня IgM) базировалось на принципах «Хель-
синкской декларации Всемирной медицинской 
ассоциации» и ее последующих редакций, доку-
ментах Организации Объединенных Наций, ка-
сающихся прав пациента и положений Приказа 
МЗ РФ № 266 от 19.06.2003 года «Об утверждении 
Правил клинической практики в Российской 
Федерации».

Часть медицинских работников по собствен-
ной инициативе (без согласования с врачом) в 
целях профилактики заражения вирусом SARS-
CoV-2 использовала риамиловир, согласно ин-
струкции по применению, а именно перорально 
по 250 мг трижды в день на протяжении не менее 
трех недель. С учетом того, что респонденты яв-
лялись либо врачами, либо в свободном режиме 
могли контактировать с врачами по вопросам 
приема риамиловира, в данном исследовании 
полагали, что сотрудники учреждения осущест-
вляли прием препарата в соответствии с реко-
мендациями по использованию. Помимо этого, 
среди медицинских работников, которые при-
няли участие в исследовании, была когорта тех, 
кому при манифестации COVID-19 был назначен 
риамиловир в комплексной терапии НКИ.

Таким образом, среди общего количества об-
следованных (62 человека): не принимали риами-
ловир – 26 респондентов (41,9% от всех) – группа 
№ 1 (контрольная), использовали риамиловир в 
целях профилактики инфицирования вирусом 
SARS-CoV-2 – 8 человек (12,9% от всех) – группа 
№ 2, применяли риамиловир для лечения новой 
коронавирусной инфекции – 19 человек (30,6% от 
всех) – группа № 3, использовали риамиловир и 
в целях профилактики заражения вирусом SARS-
CoV-2, и для лечения НКИ – 9 человек (14,5% от 
всех) – группа № 4. Медиана и межквартильный 
размах возраста групп составили: № 1 – 47 (40 – 
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53) лет, № 2 – 49 (43-56) лет, № 3 – 40 (28-49) лет, 
№ 4 – 43 (36-53) года соответственно, значимых 
отличий в возрастном составе между когортами 
не выявлено. Гендерное разнообразие групп так-
же был сходным: подавляющее большинство со-
ставляли женщины, мужчин в группе № 1 было 
3 (11,5% от числа в группе), в группе № 2 – 0, в 
группе № 3  – 4 человека (21,1% от числа чело-
век в группе), в группе № 4 – 1 (11,1% от числа 
в группе). Среди обследованных в группе №  1 
было 4 (15,4% от числа человек в группе) врача, 
16 (61,5% от числа человек в группе) человек со 
средним и 1 (3,8% от числа человек в группе) – с 
младшим медицинским образованием, а также 5 
(19,2% от числа человек в группе) человек иного 
персонала лечебного учреждения; в группе № 2 
было 4 (50,0% от числа человек в группе) врача, 
2 (25,0% от числа человек в группе) медицинские 
сестры и по одному (по 12,5% соответственно от 
числа человек в группе) человеку с младшим ме-
дицинским образованием и иного медицинского 
персонала больницы, в группе № 3 было 7 (36,8% 
от числа человек в группе) врачей, 11 (57,9% от 
числа человек в группе) медицинских сестер и 1 
(5,3% от числа человек в группе) представитель 
иного персонала лечебного учреждения; груп-
па № 4 состояла из 4 (44,4% от числа человек в 
группе) специалистов с высшим медицинским 
образованием, 4 (44,4% от числа человек в груп-
пе) – со средним медицинским образованием и 
1 (11,1% от числа человек в группе) сотрудника 
иного персонала больницы.

Статистическая обработка полученных дан-
ных выполнена с использованием операцион-
ной системы Windows 10 (Microsoft Corporation, 
США); статистический пакет STATISTICA 
v. 12.5.192.5 (StatSoft, Inc., США). Исследование 
включало методы вариационной статистики, 
данные представлялись в виде процента случаев 
от общего количества человек в группе, медианы 
(Me) и межквартильного размаха (Q0,25-Q0,75) вы-
борки. Проверку нормальности распределения 
производили с использованием тестом Колмого-
рова–Смирнова (p < 0,05 соответствовал ненор-
мальному распределению изученных данных). 
Различия между группами оценивали с исполь-
зованием Chi-Square test. Уровень значимости 
(p-value) вероятности отказа от принимаемой 
статистической гипотезы считали равным 0,05. 

Исследование выполнено с одобрения ло-
кального этического комитета медицинского 
учреждения. Экспертное заключение о возмож-
ности открытого опубликования полученных 
данных утверждено членами экспертной комис-
сии ФГБУН ИИФ УрО РАН.

Результаты и обсуждение
Оценка характера распределения полученных 

данных на основании использования теста Кол-

могорова–Смирнова и сравнительного анализа 
четырех групп исследования с использованием 
критерия Chi-Square (χ2, критерий согласия Пир-
сона) показали следующее (табл. 1). 

Медицинские сотрудники, принимавшие ри-
амиловир в целях профилактики COVID-19 в 
сравнении с контрольной группой (не исполь-
зовавшей риамиловир в лечении и профилакти-
ке) после инфицирования вирусом SARS-CoV-2 
чаще испытывали одышку (в 1,3 раза), легочную 
недостаточность (в 2,2 раза), лихорадочное состо-
яние (в 1,9 раза), переносили пневмонию (в 1,5 
раза), имели б льший объем поражения тканей 
легких (в 2,5 раза) согласно данным компьютер-
ной томографии, повышенную частоту невроло-
гических расстройств (в 3,2 раза), аносмию/дис-
гевзию (на 16%). Длительность госпитализации 
пациентов в группе № 2 в сравнении с контроль-
ной была дольше в 3,3 раза. Респонденты, прини-
мавшие риамиловир в профилактических целях, 
оценили перенесенное заболевание как тяжелое 
в 2,4 раза чаще, чем больные группы № 1, как за-
болевание средней тяжести – в 1,8 раза чаще 1-й 
группы, случаев легкого и бессимптомного тече-
ния болезни зафиксировано не было.

Через 2 месяца после инфицирования виру-
сом SARS-CoV-2 пациенты группы № 2 имели 
сложности с восстановлением трудоспособности 
(табл. 2): они в 6,4 раза чаще, чем в группе кон-
троля, считали, что полной реабилитации не на-
ступило, все констатировали повышенную утом-
ляемость (в 2,2 раза выше, чем в группе № 1), в 
6,6 раза чаще жаловались на впервые появивши-
еся после COVID-19 новые заболевания, а также 
обострения хронических болезней (чаще в 3,3 
раза). О впервые появившихся болях в мышцах, 
суставах, позвоночнике после COVID-19 заявили 
все респонденты группы, принимавшей риами-
ловир в профилактических целях, что в 2,4 раза 
выше, чем в группе № 1. 

Следующая рассмотренная группа № 3 ис-
пользовала риамиловир только для лече-
ния COVID-19. Выявлены такие особенности 
(табл.  1,  2). В сравнении с группой № 1 в про-
цессе болезни не отмечено ни одного случая ле-
гочной недостаточности, тогда как в отсутствие 
использования риамиловира осложнение диа-
гностировано в 11,5% случаев. При оценке тяже-
сти инфекционного заболевания в 1,5 раза чаще, 
чем в группе № 1 оно расценивалось как средне-
тяжелое, вместе с тем не было зафиксировано ни 
одного случая тяжелого течения. Все респонден-
ты группы № 3 через 2 месяца после инфекции 
заявили о полном восстановлении состояния 
здоровья. Частота случаев впервые появившихся 
болей в мышцах, суставах, позвоночнике после 
COVID-19 была в 4 раза ниже, чем в группе № 1. 
Концентрация IgG через 2 месяца после НКИ 
была несколько ниже, чем в группе, не исполь-
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ТАБЛИЦА 1. НЕКОТОРЫЕ КЛИНИЧЕСКИЕ ДАННЫЕ ТЕЧЕНИЯ НКИ У РЕСПОНДЕНТОВ, ИСПОЛЬЗОВАВШИХ / НЕ 
ИСПОЛЬЗОВАВШИХ РИАМИЛОВИР ДЛЯ ЛЕЧЕНИЯ И ПРОФИЛАКТИКИ COVID-19

TABLE 1. SOME CLINICAL DATA ON THE COURSE OF A NEW CORONAVIRUS INFECTION IN RESPONDENTS WHO USED/ 
DID NOT USE RIAMILOVIR FOR THE TREATMENT AND PREVENTION OF COVID-19

Исследованные 
показатели

Investigated indicators

Риамиловир не 
принимали (26 

человек)
Группа № 1

Riamilovir was not 
taken (26 people)

Group No. 1

Использовали 
риамиловир в 

профилактических 
целях (8 человек)

Группа № 2
Riamilovir was 

used for preventive 
purposes (8 people)

Group No. 2

Использовали 
риамиловир в 

процессе лечения 
COVID-19 (19 

человек)
Группа № 3

Riamilovir was used 
in the treatment 
of COVID-19 (19 

people)
Group No. 3

Использовали ри-
амиловир в целях 
профилактики и 

лечения COVID-19 
(9 человек)
Группа № 4

Riamilovir was used 
for the prevention 
and treatment of 

COVID-19 (9 people)
Group No. 4

Частота  
лихорадки, %
Frequency of fever, %

38,5

75,0
with № 1:  

Chi-Square = 19,52, 
p < 0,001

50,0
with № 2:  

Chi-Square = 8,26, 
p = 0,005

55,6
with № 1:  

Chi-Square = 11,30, 
p < 0,001

Частота одышки, %
Frequency of shortness 
of breath, %

19,2

25,0
with № 1:  

Chi-Square = 8,71, 
p = 0,004

5,3
with № 2:  

Chi-Square = 16,82, 
p < 0,001

21,1
with № 1:  

Chi-Square = 7,43, 
p = 0,007 
with № 3:  

Chi-Square = 13,61, 
p < 0,001

Частота  
пневмонии, %
Frequency of 
pneumonia, %

42,3

62,5
with № 1:  

Chi-Square = 13,67, 
p < 0,001

42,1
with № 2:  

Chi-Square = 7,97, 
p = 0,005

44,4

Частота развития 
легочной 
недостаточности, %
Incidence of pulmonary 
insufficiency, %

11,5

25,0
with № 1:  

Chi-Square = 13,81, 
p < 0,001

0 11,1

Поражение тканей 
легких по данным 
компьютерной 
томографии (%), 
Me (Q0,25-Q0,75) 
Lung tissue damage 
according to computed 
tomography (%), 
Me (Q0.25-Q0.75) 

10,0
(7,0-20,0)

25,0
(25,0-32,5)
with № 1:  

Chi-Square = 15,86, 
p < 0,001

7,5
(1,3-14,3)
with № 2:  

Chi-Square = 12,77, 
p < 0,001

15,0
(3,0-23,8)
with № 1:  

Chi-Square = 7,14, 
p = 0,008
with № 3:  

Chi-Square = 6,41, 
p = 0,012

Частота 
неврологических 
расстройств, %
Frequency of 
neurological disorders, %

23,1

75,0
with № 1:  

Chi-Square = 30,38, 
p < 0,001

21,1
with № 2:  

Chi-Square = 22,58, 
p < 0,001

33,0
with № 1:  

Chi-Square = 9,56, 
p = 0,002
with № 3:  

Chi-Square = 6,19, 
p = 0,013

Частота аносмии, %
Frequency of anosmia, % 53,9

62,5
with № 1:  

Chi-Square = 9,72, 
p = 0,002

89,5
with № 1:  

Chi-Square = 5,78, 
p = 0,017

66,7
with № 1:  

Chi-Square = 9,56, 
p = 0,002
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Исследованные 
показатели

Investigated indicators

Риамиловир не 
принимали (26 

человек)
Группа № 1

Riamilovir was not 
taken (26 people)

Group No. 1

Использовали 
риамиловир в 

профилактических 
целях (8 человек)

Группа № 2
Riamilovir was 

used for preventive 
purposes (8 people)

Group No. 2

Использовали 
риамиловир в 

процессе лечения 
COVID-19 (19 

человек)
Группа № 3

Riamilovir was used 
in the treatment 
of COVID-19 (19 

people)
Group No. 3

Использовали ри-
амиловир в целях 
профилактики и 

лечения COVID-19 
(9 человек)
Группа № 4

Riamilovir was used 
for the prevention 
and treatment of 

COVID-19 (9 people)
Group No. 4

Частота дисгевзии, %
Frequency of 
dysgeusia, %

53,9

62,5
with № 1:  

Chi-Square = 9,72, 
p = 0,002

84,2
with № 1:  

Chi-Square = 4,80, 
p = 0,029

66,7
with № 1:  

Chi-Square = 9,56, 
p = 0,002

Частота развития 
острой почечной 
недостаточности, %
Frequency of acute 
renal failure, %

3,8 0 0 0

Частота развития 
полиорганной 
недостаточности, %
Frequency of 
development of multiple 
organ failure, %

7,7 0 0 0

Длительность 
госпитализации 
(суток), Me (Q0,25-Q0,75) 
Duration of 
hospitalization (days), 
Me (Q0.25-Q0.75)

4
0-10

13
10-17

with № 1:  
Chi-Square = 13,11, 

p < 0,001

3
0-4

with № 2:  
Chi-Square = 10,71, 

p = 0,002

5
0-12

Длительность 
нетрудоспособности 
(суток), Me (Q0,25-Q0,75) 
Duration of disability 
(days), Me (Q0.25-Q0.75)

22
18-28

24
17-30

19
14-21

22
15-30

Оценка тяжести 
инфекции: частота 
тяжелой инфекции, % 
Assessment of the 
severity of infection: 
the frequency of severe 
infection, %

15,4

37,5
with № 1:  

Chi-Square = 19,29, 
p < 0,001

0

33,3
with № 1:  

Chi-Square = 15,00, 
p < 0,001

Оценка тяжести 
инфекции: 
частота инфекции 
средней тяжести, %
Assessment of the 
severity of infection: the 
frequency of occurrence 
of moderate infection, %

34,6

62,5
with № 1:  

Chi-Square = 16,87, 
p < 0,001

52,6
with № 1:  

Chi-Square = 3,89, 
p = 0,049
with № 2:  

Chi-Square = 5,34, 
p = 0,021

55,6

Таблица 1 (продолжение)
Table 1 (continued)
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Исследованные 
показатели

Investigated indicators

Риамиловир не 
принимали (26 

человек)
Группа № 1

Riamilovir was not 
taken (26 people)

Group No. 1

Использовали 
риамиловир в 

профилактических 
целях (8 человек)

Группа № 2
Riamilovir was 

used for preventive 
purposes (8 people)

Group No. 2

Использовали 
риамиловир в 

процессе лечения 
COVID-19 (19 

человек)
Группа № 3

Riamilovir was used 
in the treatment 
of COVID-19 (19 

people)
Group No. 3

Использовали ри-
амиловир в целях 
профилактики и 

лечения COVID-19 
(9 человек)
Группа № 4

Riamilovir was used 
for the prevention 
and treatment of 

COVID-19 (9 people)
Group No. 4

Оценка тяжести 
инфекции: частота 
легкой инфекции, %
Assessment of the 
severity of infection: 
the incidence of mild 
infection, %

42,3 0 47,4 0

Оценка тяжести 
инфекции: частота 
бессимптомного 
течения инфекции, %
Assessment of the se-
verity of infection: the 
frequency of asympto-
matic infection, %

7,7 0 0

11,1
with № 1:  

Chi-Square = 6,34, 
p = 0,012

Примечание. With – в сравнении с группой, Me (median) – медиана, Q0.25-Q0.75 – межквартильный размах.
Note. With, in comparison with the group; Me, median; Q0.25-Q0.75, interquartile range.

зовавшей риамиловир, вместе с тем значимых от-
личий выявлено не было.

Сравнительный анализ данных группы №  4 
показал (табл. 1, 2), что больные, применявшие 
риамиловир и для профилактики инфицирова-
ния, и в процессе лечения, чаще, чем респонден-
ты группы № 1 во время болезни имели лихора-
дочное состояние (в 1,4 раза), одышку (на 16%), 
имели больший объем поражения тканей легких 
(в 1,5 раза), частоту неврологических расстройств 
(в 1,4 раза), аносмии/дисгевзии (на 24%), в 2,2 
раза чаще, чем в группе № 1 расценивали инфек-
цию, как тяжелую. Случаев легкого течения так-
же, как и в группе № 2 не наблюдалось. Постко-
видный синдром в группе № 4 характеризовался 
следующими особенностями. Несколько лучше 
восстановилось состояние через 2 месяца после 
COVID-19: о полной реабилитации заявили на 6% 
больше респондентов, чем в группе № 1, однако 
повышенная утомляемость сохранялась в 1,4 раза 
чаще, чем в контрольной группе. Впервые по-
явившиеся заболевания после COVID-19 отмеча-
лись в группе № 4 в 3 раза чаще, чем в контроль-
ной группе; хронические болезни не обострились 
ни разу, тогда как в группе № 1 этот факт зафик-
сирован более чем в 7% случаев. Частота случаев 
впервые появившихся болей в мышцах, суставах, 
позвоночнике после COVID-19 у пациентов 4-й 

группы была несколько ниже, чем в контрольной 
группе (на 27%). Концентрация антител к вирусу 
SARS-CoV-2 была сходной с данными в группе 
№ 1.

Риамиловир или метилтионитрооксодигидро-
триазолотриазинид натрия (Триазавирин) пред-
ставляет собой синтетический аналог оснований 
пуриновых нуклеозидов (гуанина) и относится к 
препаратам прямого противовирусного действия. 
К настоящему моменту механизм действия реа-
миловира до конца не изучен, наиболее вероят-
ным считается ингибирование протеиндисуль-
фид-изомеразы, отвечающей за образование и 
изомеризацию дисульфидных связей. Данные 
молекулярного моделирования показали, что по-
видимому существуют две возможные мишени: 
РНК-зависимая РНК-полимераза и 3C-подобная 
протеаза [6]. Вычислительные методы in silico вы-
явили удовлетворительную аффинность связыва-
ния лиганда риамиловира со структурными (E)- и 
(S)-белками, неструктурной 3-химотрипсинопо-
добной протеазой (3-CLpro) SARS-CoV-2, а так-
же человеческим ангиотензин-I превращающим 
ферментом-2 [8], позволяющим, по-видимому, 
инактивировать вирус. Полученные в представ-
ленном исследовании данные по использованию 
риамиловира в целях профилактики заражения 
вирусом SARS-CoV-2 показало, что следствием 

Таблица 1 (окончание)
Table 1 (continued)
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ТАБЛИЦА 2. НЕКОТОРЫЕ КЛИНИКО-ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ДАННЫЕ РЕСПОНДЕНТОВ, ИСПОЛЬЗОВАВШИХ / НЕ 
ИСПОЛЬЗОВАВШИХ РИАМИЛОВИР ДЛЯ ЛЕЧЕНИЯ И ПРОФИЛАКТИКИ COVID-19, ПОСЛЕ БОЛЕЗНИ
TABLE 2. SOME CLINICAL AND IMMUNOLOGICAL DATA OF RESPONDENTS WHO USED / DID NOT USE RIAMILOVIR FOR 
THE TREATMENT AND PREVENTION OF COVID-19, AFTER THE DISEASE

Исследованные 
показатели

Investigated indicators

Риамиловир не 
принимали (26 

человек)
Группа № 1

Riamilovir was 
not taken (26 

people)
Group No. 1

Использовали 
риамиловир в 

профилактических 
целях (8 человек)

Группа № 2
Riamilovir was used for 
preventive purposes (8 

people)
Group No. 2

Использовали 
риамиловир 
в процессе 

лечения COV-
ID-19 (19 человек)

Группа № 3
Riamilovir was 

used in the 
treatment of 

COVID-19 (19 
people)

Group No. 3

Использовали 
риамиловир 

в целях 
профилактики и 

лечения COVID-19 
(9 человек)
Группа № 4

Riamilovir was used 
for the prevention 
and treatment of 

COVID-19 (9 people)
Group No. 4

Постковидный синдром / Post-COVID syndrome
Восстановление 
трудоспособности через 
2 месяца после болезни: 
полное, % 
Recovery of working 
capacity 2 months after the 
illness: complete, %

73,1 50,0 100
77,8

with № 1:  
Chi-Square = 7,68, 

p = 0,006

Восстановление 
трудоспособности через 
2 месяца после болезни: 
частичное, %
Recovery of working 
capacity 2 months after the 
illness: partial, %

23,1 25,0 0 22,2

Восстановление 
трудоспособности через 
2 месяца после болезни: 
не восстановилась, %
Recovery of working 
capacity 2 months after the 
illness: not recovered, %

3,9
25,0

with № 1:  
Chi-Square = 24,65, 

p < 0,001
0 0

Частота случаев 
повышенной 
утомляемости через 2 
месяца после болезни, %
Frequency of cases of 
increased fatigue 2 months 
after the disease, %

46,2
100

with № 1:  
Chi-Square = 23,23, 

p < 0,001

31,6
with № 2:  

Chi-Square = 21,89, 
p < 0,001

66,7
with № 1:  

Chi-Square = 12,06, 
p < 0,001
with № 3:  

Chi-Square = 11,47, 
p < 0,001

Частота случаев 
появления новых 
заболеваний после COV-
ID-19, %
Incidence of new diseases 
after COVID-19, %

3,8
25,0

with № 1:  
Chi-Square = 24,65, 

p < 0,001

5,3
with № 2:  

Chi-Square = 16,81, 
p < 0,001

11,1
with № 1:  

Chi-Square = 9,92, 
p = 0,002
with № 3:  

Chi-Square = 5,50, 
p = 0,019

Варианты новых забо
леваний после COVID-19
Variants of new diseases 
after COVID-19

Аллергия
Allergy

Снижение остроты 
зрения

Decreased visual 
acuity

Снижение остро-
ты зрения

Decreased visual 
acuity

Бронихиальная 
астма

Bronchial asthma

Частота случаев 
обострения хронических 
заболеваний после  
COVID-19, %
Frequency of cases of 
exacerbation of chronic 
diseases after COVID-19, %

7,7
25,0

with № 1:  
Chi-Square = 19,65, 

p < 0,001

5,3
with № 2:  

Chi-Square = 16,81, 
p < 0,001

0
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Исследованные 
показатели

Investigated indicators

Риамиловир не 
принимали (26 

человек)
Группа № 1

Riamilovir was 
not taken (26 

people)
Group No. 1

Использовали 
риамиловир в 

профилактических 
целях (8 человек)

Группа № 2
Riamilovir was used for 
preventive purposes (8 

people)
Group No. 2

Использовали 
риамиловир 
в процессе 

лечения COV-
ID-19 (19 человек)

Группа № 3
Riamilovir was 

used in the 
treatment of 

COVID-19 (19 
people)

Group No. 3

Использовали 
риамиловир 

в целях 
профилактики и 

лечения COVID-19 
(9 человек)
Группа № 4

Riamilovir was used 
for the prevention 
and treatment of 

COVID-19 (9 people)
Group No. 4

Частота случаев 
впервые появившихся 
болей в мышцах, 
суставах, позвоночнике 
после COVID-19, %
Frequency of cases of first-
time pain in muscles, joints, 
spine after COVID-19, %

42,3

100
with № 1:  

Chi-Square = 25,44, 
p < 0,001

10,5
with № 1:  

Chi-Square = 6,08, 
p = 0,014
with № 2:  

Chi-Square = 48,79, 
p < 0,001

33,3
with № 2:  

Chi-Square = 5,92, 
p = 0,016
with № 3:  

Chi-Square = 13,96, 
p < 0,001

Серологические маркеры через 2 месяца после НКИ / Serological markers 2 months after a new coronavirus infection
IgM (BAU/мл), 
Me (Q0,25-Q0,75)
IgM (BAU/mL), 
Me (Q0.25-Q0.75)

0
0,0-5,0

0
0,0-3,0

0
0,0-7,0

0
0,0-5,5

IgG (BAU/мл), 
Me (Q0,25-Q0,75)
IgG (BAU/mL), 
Me (Q0.25-Q0.75)

17,4
(15,0-18,8)

17,0
(17,0-18,0)

5,2
(4,4-8,7)
with № 2:  

Chi-Square = 11,01, 
p < 0,001

15,2
(14,8-16,3)
with № 3:  

Chi-Square = 8,57, 
p = 0,004

Примечание. With – в сравнении с группой, Me (median) – медиана, Q0.25-Q0.75 – межквартильный размах, мл – 
миллилитр, BAU (binding antibody units) – единицы связывающих антител.
Note. With, in comparison with the group; Me, median; Q0.25-Q0.75, interquartile range; mL, milliliter; BAU, binding antibody units.

стало не просто увеличение длительности госпи-
тализации, но и рост таких осложнений НКИ, как 
лихорадка, одышка, легочная недостаточность, 
пневмония легких, повышенная частота невро-
логических расстройств, о чем не сообщалось ра-
нее. Перенесенное заболевание как тяжелое при 
профилактическом приеме риамиловира было 
оценено значительно чаще, а спустя 2 месяца по-
сле болезни реабилитационный период был не-
законченным. У всех, кто принимал риамиловир 
для профилактики НКИ, в дальнейшем появля-
лась клиника мышечных и суставных болей, что 
было нами показано ранее [1]. Использование 
риамиловира с лечебной целью, т. е. в процессе 
НКИ, позволило избежать развития легочной не-
достаточности, тяжелого течения инфекционно-
го заболевания, восстановить состояние здоровья 
в полном объеме. Помимо этого, применение ри-
амиловира при лечении COVID-19 позволило в 
4 раза снизить риск появления болей в мышцах, 
суставах, позвоночнике после COVID-19. Огра-
ничением полученных данных является неболь-
шая выборка исследования. 

Заключение
Использование риамиловира в целях профи-

лактики инфицирования вирусом SARS-CoV-2 
несет риски отдаленных (постковидных) ослож-
нений течения заболевания, в том числе в виде 
дебютного появления болей в мышцах, суста-
вах, позвоночнике. Применение риамиловира 
с лечебной целью позволяет избежать развития 
легочной недостаточности, тяжелого течения ин-
фекционного заболевания, восстановить состоя-
ние здоровья в полном объеме и в 4 раза снизить 
риск появления болей в мышцах, суставах, позво-
ночнике после НКИ. Таким образом, наше ис-
следование подтверждает возможную эффектив-
ность риамиловира в качестве лечебного, но не 
профилактического средства при НКИ. Между 
тем, настоящее исследование выполнено при ис-
пользовании ограниченных по объему выборках 
пациентов, поэтому окончательное заключение 
относительно эффективности использования ри-
амиловира при коронавирусных инфекциях мо-
жет быть сделано только на основе систематиче-
ских обзоров и данных метаанализа.

Таблица 2 (окончание)
Table 2 (continued)
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ИССЛЕДОВАНИЕ ГОРМОН-  
И ЦИТОКИНПРОДУЦИРУЮЩЕЙ ФУНКЦИИ  
КУМУЛЮСНЫХ КЛЕТОК ЧЕЛОВЕКА И ЕЕ СВЯЗЬ 
С ФЕРТИЛЬНОСТЬЮ ПРИ СИНДРОМЕ ПОЛИКИСТОЗНЫХ 
ЯИЧНИКОВ
Валикова О.В.1, 2, 4, Здор В.В.1, 4, Тихонов Я.Н.1, Борода А.В.3, 
Грачева А.М.5, Колбин К.Г.5
1 ФГБОУ ВО «Тихоокеанский государственный медицинский университет» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Владивосток, Россия  
2 ГБУЗ «Краевая клиническая больница № 2», г. Владивосток, Россия  
3 ФГБУН «Национальный научный центр морской биологии им. А.В. Жирмунского» Дальневосточного 
отделения Российской академии наук, г. Владивосток, Россия  
4 Клиника диабета и эндокринных заболеваний, г. Владивосток, Россия  
5 Клиника репродукции и генетики Next Generation Clinic, г. Владивосток, Россия 

Резюме. Кумулюсные клетки – специализированный слой фолликулярных клеток, находящихся в 
тесном контакте с ооцитом, считаются косвенными маркерами их качества. Изменения этих клеток 
свидетельствует о повреждении яйцеклетки. Определение показателей цитокинов в культуре куму-
люсных клеток может предопределить возможности зачатия и развития беременности. Целью иссле-
дования было получение первичной культуры КК от здоровых доноров и пациенток с СПКЯ, вы-
явление наиболее значимых отличий в синтезе ключевых цитокинов в монокультурах кумулюсных 
клеток пациенток и здоровых лиц для прогнозирования результатов экстракорпорального оплодотво-
рения. Использовался метод клеточных культур – кумулюсные клетки здоровых доноров и пациенток 
с синдромом поликистозных яичников, полученные после проведения трансвагинальной пункции 
фолликулов в программе экстракорпорального оплодотворения, что не нарушало права эмбриона, 
так как на этапе проведения процедуры ЭКО и интрацитоплазматической инъекции сперматозоида, 
кумулюсные клетки не используются. Этический комитет протокол № 9 от 16.05.2022 г. В адгезивной 
культуре кумулюсных клеток методом ИФА на 1-е, 3-и, 7-е сутки эксперимента исследовались по-
казатели IL-6, IL-10, IFNγ и прогестерона. Проводилось цитометрическое исследование кумулюсных 
клеток на 1-е, 3-и, 7-е сутки культивирования. Доказано – в адгезивной монокультуре кумулюсных 
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клеток продолжается секреция прогестерона, IL-6, IL-10, IFNγ. В культуральной среде при СПКЯ 
на 7-е сутки происходило резкое возрастание уровня прогестерона (p < 0,01), в отличие от доноров, 
где исходно увеличенное количество прогестерона значимо снижалось на 7-е сутки исследования. 
На 7-е сутки эксперимента в культуре кумулюсных клеток при СПКЯ значения IL-6, IL-10 увели-
чивались лишь двукратно, у здоровых доноров эти цитокины возрастали в 30 раз (p < 0,01). За семь 
суток наблюдения происходило трехкратное снижение IFNγ в культуре клеток при СПКЯ (p1-7 < 0,01; 
p < 0,05) по сравнению с культурой здоровых клеток, где показатели цитокина наоборот – возрастали 
в 20 раз (p1-7 < 0,01), что определяло общий баланс цитокинов и, вероятно, определяло прогноз по вы-
нашиванию беременности. Заключение: значимые разнонаправленные изменения уровня цитокинов 
в культуре кумулюсных клеток при СПКЯ и у здоровых лиц, могут стать определяющими факторами 
в формировании бластоцисты и сохранении эмбриона. Дальнейшее изучение продукции цитокинов 
и половых стероидов КК особенно актуально на 5-7-е сутки, когда происходит отбор ооцитов для 
вступления в цикл экстракорпорального оплодотворения. Изучение морфофункциональных свойств 
малоизученных клеток кумулюса методом клеточных культур позволит глубже исследовать механиз-
мы нарушения фолликулогенеза при СПКЯ и, тем самым улучшить репродуктивный прогноз при 
данной патологии. 

Ключевые слова: синдром поликистозных яичников, IL-6, IL-10, IFNg, кумулюсные клетки, прогестерон

STUDIES ON THE HORMONE AND CYTOKINE PRODUCING 
FUNCTION OF HUMAN CUMULUS CELLS AND ITS 
INTERRELATION WITH FERTILITY IN POLYCYSTIC OVARIAN 
SYNDROME
Valikova O.V.a, b, d, Zdor V.V.a, d, Tikhonov Ya.N.a, Boroda A.V.c, 

Gracheva A.M.e, Kolbin K.G.e
a Pacific State Medical University, Vladivostok, Russian Federation  
b Regional Clinical Hospital No. 2, Vladivostok, Russian Federation  
c A. Zhirmunsky National Scientific Center of Marine Biology, 
 Far East Branch, Russian Academy of Sciences, Vladivostok, Russian Federation  
d Cliniс for Diabetes and Endocrine Diseases, Vladivostok, Russian Federation  
e Cliniс of Reproduction and Genetics “Next Generation Clinic”, Vladivostok, Russian Federation

Abstract. Cumulus cells (CC) are the specialized layer of follicular cells that are in close contact with the 
oocyte. They are considered as indirect markers of the oocyte quality. Changes of these cells suggest a damage 
of the ovary. Determination of cytokines in cumulus cell culture may predict the chance for the conception 
and development of pregnancy. The objective of the present study was to obtain a primary culture of CC 
from healthy donors and patients with polycystic ovarian syndrome (PCOS), to identify the most significant 
differences in production of key cytokines in the CC monocultures of patients and healthy individuals in order 
to predict the results of in vitro fertilization. Materials and methods: the cell culture technique was used, i.e., 
cumulus cells of healthy donors and patients with polycystic ovary syndrome were obtained by transvaginal 
puncture of follicles in the in vitro fertilization (IVF) program. This procedure does not affect the rights of 
embryo, since the CC are not used at the stage of IVF procedure and intracytoplasmic sperm injection (Ethical 
Committee Protocol No. 9 of May 16, 2022). IL-6, IL-10, IFNγ and progesterone parameters were tested 
in adhesive cultures of CC by ELISA technique on days 1, 3, 7 of in vitro experiments. Results: We revealed 
a continuous secretion of progesterone, IL-6, IL-10, IFNγ in adhesive monocultures of CC. In the patients 
with PCOS, we have found a sharp increase of progesterone level in cultural media (p < 0.01) on the 7th day, 
By contrast, the initially increased progesterone levels proved to be significantly decreased in donors on the 
7th day of culture. Moreover, in the culture of CC from patients with PCOS (7th day of the experiment), the 
values of IL-6, IL-10 increased only two-fold compared with 30-fold increase of these cytokines in healthy 
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donors (p < 0.01). At the same term, we have observed a threefold decrease in IFNγ in the CC cultures of 
PCOS patients (p1-7  <  0.01; p  <  0.05) compared with cultured controls, which showed a 20-fold increase  
(p1-7 < 0.01), thus determining differences in total cytokine balance and, probably, influencing the pregnancy 
prognosis. Conclusion: Significant multidirectional changes of cytokine levels in the culture of cumulus cells 
of the patients with PCOS and in healthy individuals may be regarded as determining factors in formation of 
blastocyst and preservation of the embryo. A further in vitro research on the production of cytokines and sex 
steroids by CC is especially important on day 5 to 7, when the oocytes are selected for entry into the in vitro 
fertilization cycle. The study of morpho-functional properties of little-studied cumulus cells using the cell 
culture technique will enable us for a deeper study on the mechanisms of disturbed folliculogenesis in PCOS, 
and, thereby, improve the reproductive prognosis in this disorder.

Keywords: polycystic ovarian syndrome, IL-6, IL-10, IFNg, cumulus cells, progesterone

Введение
Синдром поликистозных яичников (СПКЯ) 

является распространенным эндокринным и ме-
таболическим заболеванием у репродуктивных 
женщин и характеризуется поликистозом яични-
ков, гиперандрогенией и хронической ановуля-
цией [1]. Аномальный фолликулогенез считается 
общей характеристикой СПКЯ. Клинические и 
биохимические характеристики СПКЯ имеют 
типичную гетерогенность, но аномальное раз-
витие фолликулов, вызывающее ановуляцию, 
является основной характеристикой СПКЯ [7]. 
В физиологично развивающем фолликуле на 
этапе формирования полости внутри фоллику-
ла соматические клетки дифференцируются на 
два различных функционально и анатомических 
слоя: клетки выстилающие полость фолликула, 
ответственные за стероидогенез  – клетки му-
ральной гранулезы и кумулюсные клетки (КК), 
непосредственно контактирующие с ооцитом [2, 
6]. КК находятся в тесном контакте с ооцитом, 
их морфофункциональные свойства влияют на 
качество яйцеклетки, поскольку отвечают за 
энергетический метаболизм, поддержку ионов, 
созревание и защиту женской гаметы, измене-
ния в этих клетках могут нанести вред развитию 
фолликулов и свидетельствовать о повреждении 
яйцеклетки [11]. В физиологичных условиях КК 
будут сопровождать ооцит во время овуляции, 
при оплодотворении и в течение определенного 
времени после проникновения сперматозоида в 
яйцеклетку [2, 5, 6]. 

Возможность отделение клеток кумулюса от 
ооцита без нарушения его целостности во время 
проведения экстракорпорального оплодотворе-
ния (ЭКО), делает возможность изучить клетки 
в культуре [11]. Применение ЭКО у пациенток 
с СПКЯ, не всегда дает положительный резуль-
тат  [15]. В настоящее время продолжаются на-
учные дискуссии об уровне прогестерона при 
СПКЯ и его влиянии на исход беременности [8, 
13]. При проведении вспомогательных репро-

дуктивных технологий (ВРТ) обязательной счи-
тается оценка качества ооцитов перед переносом 
эмбрионов. Ооциты в метафазе II очень хрупкие, 
неоднократное морфологическое исследование 
напрямую ухудшает качество и влияет на про-
цесс имплантации эмбриона. Поэтому поиск 
неинвазивных биомаркеров, характеризующих 
комплекс кумулюсных клеток и ооцита, весьма 
актуален и может предопределить улучшение ре-
зультатов беременности при СПКЯ [13]. 

В исследовании 2012 года представлено до-
казательство положительного влияния добавле-
ния рекомбинантного IL-6 при культивирование 
in vitro свиных диплоидных партенотов до стадии 
бластоцисты, в результате увеличивалось коли-
чество бластоцист, уменьшался апоптоз, снижа-
лась экспрессия мРНК проапоптического гена 
Casposa3, увеличивались экспрессии антиапоп-
тотического гена BcI2I1 и Survivin, тем самым 
повышая жизнеспособность свиных эмбрио-
нов [12]. Эти данные концептуально не противо-
речат полученными нами результатов (табл. 1, 2). 
В 2018 г. исследователи на экспериментальной 
модели животных с индуцированным дегидроэ-
пиандростероном СПКЯ, выявили более низкий 
уровень IFNγ по сравнению с контрольной груп-
пой животных [9]. Также зафиксирован более 
низкий уровень IFNγ в сыворотке крови женщин 
с СПКЯ, по сравнению со здоровыми женщина-
ми, выявлено, что IFNγ способствует пролифера-
ции, но ингибирует апоптоз гранулезных клеток 
яичника [9]. В ранее проведенных исследовани-
ях [3, 4] выявлен более низкий уровень IL-10 у 
женщин с СПКЯ по сравнению с контрольной 
группой, при лечении IL-10 подавлялся стеро-
идогенез и экспрессия воспалительных генов, 
что впоследствии может стать новым подходом 
к терапии СПКЯ [4]. Исследована роль переда-
чи сигналов TGF-β в регуляции опосредованной 
гиалуроновой кислотой экспансии кумулюса и 
овуляции в гранулезо-лютеиновых клетках че-
ловека. Молекулярные механизмы, с помощью 
которых TGF-β регулирует синтез гиалуроно-
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вой кислоты в клетках КК, до конца не ясны, но 
требуют изучения из-за своей значимости [14]. 
В исследовании 2018 года изучали влияние IL-lβ 
и TNFα на рост и созревание ооцитов из неболь-
ших фолликулов во время созревания in vitro, ку-
мулюс-ооцитарные комплексы культивировали 
с добавлением IL-lβ и TNFα в течении 48 часов. 
В  результате ооциты, культивируемые с добав-
лением IL-lβ и TNFα, имели больший диаметр 
в сравнении с контролем [10]. В  ряде исследо-
ваний [6, 8, 11] доказано, что на исход беремен-
ности влияют морфофункциональных свойства 

КК, которые целесообразно изучать в культуре 
клеток, что может прояснить механизмы на-
рушений формирования эмбриона и увеличить 
процент положительных исходов беременности. 
Целью исследования было получение первичной 
культуры КК от здоровых доноров и пациенток с 
СПКЯ, выявление наиболее значимых отличий 
в синтезе ключевых цитокинов в монокультурах 
кумулюсных клеток пациенток и здоровых лиц 
для прогнозирования результатов экстракорпо-
рального оплодотворения. 

ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ ПРОГЕСТЕРОНА И ЦИТОКИНОВ В КУЛЬТУРАЛЬНОЙ СРЕДЕ ПРИ СИНДРОМЕ 
ПОЛИКИСТОЗНЫХ ЯИЧНИКОВ В РАЗНЫЕ СУТКИ ЭКСПЕРИМЕНТА

TABLE 1. CONTENT OF PROGESTERONE AND CYTOKINES IN THE CULTURE MEDIUM IN POLYCYSTIC OVARY SYNDROME 
ON DIFFERENT DAYS OF THE EXPERIMENT

Показатель, нг/мл
Index, ng/mL

1-е сутки
1st day

3-и сутки
3rd day

7-е сутки
7th day

Значение p
Value p

Прогестерон
Progesteron 10,09±0,14 82,70±0,43 323,70±5,43 ρ < 0,05,

(ρ1-3, 3-7, 1-7 < 0,01)

IL-6 20,40±0,52 32,70±0,43 45,600±0,423 ρ < 0,05;
(ρ1-3, 1-7 < 0,05)

IL-10 3,66±0,06 4,57±0,05 6,56±0,07 ρ < 0,05,
(ρ1-7 < 0,05)

IFNγ 6,24±0,03 3,26±0,04 1,76±0,01 ρ < 0,05
(ρ1-3, 3-7, 1-7 < 0,05)

Примечание. p – статистическая значимость различий (p < 0,05; p < 0,01 по t-критерию Стьюдента) между показателями 
у женщин при СПКЯ и у здоровых женщин (p1-3, 3-7, 1-7 – где 1-3, 3-7, 1-7 отличия между сутками в одном показателе в одной 
культуральной среде).

Note. p, statistical significance of differences (p < 0.05; p < 0.01 according to Student’s t-test) between indicators in women with 
PCOS and in healthy women (p1-3, 3-7,1-7, where 1-3, 3-7, 1-7 differences between days in one indicator in one culture medium).

ТАБЛИЦА 2. СОДЕРЖАНИЕ ПРОГЕСТЕРОНА И ЦИТОКИНОВ В КУЛЬТУРАЛЬНОЙ СРЕДЕ У ЗДОРОВЫХ ДОНОРОВ 
В РАЗНЫЕ СУТКИ ЭКСПЕРИМЕНТА

TABLE 2. CONTENT OF PROGESTERONE AND CYTOKINES IN THE CULTURE MEDIUM OF HEALTHY DONORS ON 
DIFFERENT DAYS OF THE EXPERIMENT

Показатель, нг/мл
Index, ng/mL

1-е сутки
1st day

3-и сутки
3rd day

7-е сутки
7th day

Значение ρ
Value ρ

Прогестерон
Progesteron 14,50±0,36 110,00±2,12 58,25±0,40 ρ < 0,05;

(ρ1-3, 3-7, 1-7 < 0,05)

IL-6 6,34±0,30 16,35±0,34 187,53±0,65 ρ < 0,05;
(ρ1-3, 3-7, 1-7 < 0,01)

IL-10 1,74±0,57 2,37±0,79 30,16±0,80 ρ < 0,05;
(ρ3-7, 1-7 < 0,01)

IFNγ 3,27±0,04 1,24±0,03 71,91±0,31 ρ < 0,05;
(ρ 3-7, 1-7 < 0,01)

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.
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Материалы и методы
Проведение исследование одобрено Меж-

дисциплинарным этическим комитетом ФГБОУ 
ВО ТГМУ Минздрава России (протокол № 9 от 
16.05.2022 г.). КК были получены от 11 здоровых 
доноров (средний возраст 28,6±5,3 года) и 10 па-
циенток с СПКЯ (средний возраст 29,4±3,3 года), 
обратившихся в клинику репродукции г. Влади-
востока и прошедших процедуру ЭКО/ИКСИ. 
Все пациентки подписали добровольное инфор-
мированное согласие на участие в исследовании. 
В работе использовали КК, которые стандартно 
утилизируют после проведения манипуляции от-
деления от ооцита, они не требуются в дальней-
шей процедуре ЭКО/ИКСИ. Клетки получали 
после проведения трансвагинальной пункции в 
условиях стерильной операционной в асептиче-
ских условиях. Стимуляцию яичников проводи-
ли перед забором материала по стандартным про-
токолам ЭКО путем введением рекомбинантного 
фолликулостимулирующего гормона человека и 
высокоочищенного менопаузального гонадотро-
пина человека в индивидуальных дозах согласно 
протокола введения антагонистов гонадотропин-
рилизинг-гормона. Овуляцию индуцировали 
резус-хорионическим гонадотропином (рчХГ), 
чтобы вызвать созревание ооцитов на 9-12-й день 
после первоначального введения гонадотропина. 
Забор ооцитов стандартно проводили в клинике 
репродукции человека с помощью трансваги-
нального УЗИ через 36 ч после введения рчХГ. 
Отделение КК от ооцита без нарушения его це-
лостности позволяет использовать обычно ути-
лизируемые КК для дальнейшего исследования, 
что никак не нарушает права эмбриона. 

После забора ооцитов происходит механиче-
ское удаление окружающих ооциты соматических 
клеток – corona radiata и cumulus oophorus. Осаж-
дали центрифугированием при 500 g в течение 5 
минут при комнатной температуре (RT). Надо-
садочную жидкость удаляли, осадок клеток ре-
суспендировали в среде Искова (Iscove’s Modified 
Dulbecco’s Medium, Gibco, США), содержащей 
20% эмбриональной бычьей сыворотки, 1 раствор 
заменимых аминокислот (MEM NEAA, Gibco, 
США); 1,2 мМ α-тиоглицерола (Sigma-Aldrich, 
США), 100  мкг/мл стрептомицина (Sigma-
Aldrich), 100 ед/мл пенициллина (Sigma-Aldrich), 
100 мкг/мл антимикробного агента Primocin™ 
(InvivoGen, США). Клетки распределяли в лунки 
12-луночного планшета для адгезионных культур 
клеток (TPP, Швейцария) с конечным объемом 
среды в лунке 1 мл. Культивирование проводи-
ли при +37  °C, 5% CO2 и влажности 95%. Через 
24 ч культивирования производили смену среды. 
Последующую смену среды производили на 3-и, 
7-е сутки культивирования. В среде определяли 

уровень прогестерона, IL-6, IL-10, IFNγ на 1-е, 
3-и, 7-е сутки культивирования. Ежедневное на-
блюдение за клетками осуществляли с помощью 
инвертированного микроскопа CKX41 (Olympus, 
Япония), оснащенного системой фазового кон-
траста. Съемку проводили камерой AxioCam5 
(Carl Zeiss, Германия) с помощью лицензионно-
го программного обеспечения Zen 2, Blue Edition 
(Carl Zeiss).

Анализ состояния клеток осуществляли с по-
мощью окрашивания флуоресцентными краси-
телями с последующей проточной цитометрией. 
Клетки открепляли из лунок планшета с помо-
щью смеси 0,05% трипсина-0,02% EDTA (Sigma-
Aldrich), осаждали центрифугированием при 
500 g в течение 5 мин при RT. К осадкам клеток из 
индивидуальных лунок добавляли 100 мкл сме-
си красителей: 4›,6-диамидино-2-фенилиндол 
(ДАПИ, Sigma-Aldrich) в конечной концентра-
ции 1  мкг/мл для окрашивания погибающие 
клеток, H2DCFDA (Sigma-Aldrich) в конечной 
концентрации 10 мкг/мл для окрашивания кле-
ток с функционально-активными митохондрия-
ми, TO-PRO-3™ (Thermo Scientific, США) в ко-
нечной концентрации 1  мкМ для окрашивания 
апоптотических клеток. Окрашивание произво-
дили в течение 10 мин при RT. После этого су-
спензии анализировали на проточном цитофлу-
ориметре CytoFLEX S (Beckman-Coulter, США), 
подключенном к компьютеру с лицензионным 
программным обеспечением CytExpert (v. 2.5, 
Beckman Coulter). 

Результаты и обсуждение
Показатели содержания в культуральных сре-

дах прогестерона, IL-6, IL-10, IFNγ у здоровых 
доноров и при СПКЯ представлены в таблицах 
1, 2. В исследовании установлено, что в получа-
емой адгезивной культуре КК продолжается син-
тез прогестерона, IL-6, IL-10 данными клетками 
(табл. 1, 2). Исключение составила культура кле-
ток при СПКЯ, в которой продукция, IFNγ про-
грессивно снижалась по сравнению с контролем, 
и к 7-му дню эксперимента была зафиксирована 
на минимальном уровне (табл. 1). 

При сравнимом исходном уровне прогестеро-
на в обеих клеточных культурах  – при СПКЯ и 
здоровых доноров, и на 3-и сутки эксперимента 
показатели гормона оставались соизмеримыми, 
но на 7-е сутки зафиксировано резкое возраста-
ние значений прогестерона при СПКЯ (p < 0,01), 
что вполне согласуется с данными исследова-
ний о негативном прогнозе ЭКО при СПКЯ при 
значимом нарастании значений прогестерона в 
крови пациенток [8,  15]. Ряд авторов указывали 
на сниженный потенциал развития ооцитов у 
пациенток с СПКЯ и его зависимости от уровня 
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прогестерона, который тесно связан с наступле-
нием беременности, трансформацией эндоме-
трия из пролиферативной стадии в секреторную, 
имплантацию и роста эмбриона [3, 8, 15]. Наши 
данные на монокультуре КК отчетливо доказыва-
ют эту зависимость от прогестерона, указанную в 
клинических исследованиях. Раннее повышение 
прогестерона при СПКЯ расширяет «окно ре-
цептивности» эндометрия, что приводит к асин-
хронности между эндометрием и эмбрионом, и, 
следовательно, к неудаче имплантации и исхода 
беременности [8, 15]. Возможно, учитывая наши 
данные, гиперпродукция прогестерона обеспе-
чивается КК, и ее ранняя верификация позволит 
таргетно корректировать проблему в будущем.

Содержание IL-6 при СПКЯ исходно значимо 
(более чем в 3 раза) превышало аналогичный по-
казатель здоровых доноров (табл. 1, 2), но темпы 
нарастания цитокина у здоровых лиц были зна-
чимо выше, и через 7 дней эксперимента IL-6 у 
них зафиксирован в 4 раза выше, чем в группе 
СПКЯ. Этот феномен может свидетельствовать 
о релевантном истощении функционального по-
тенциала КК. Аналогичная ситуация имела ме-
сто в содержании IL-10 в культуральных средах: 
при исходно более высоком уровне цитокина при 
СПКЯ, темпы его нарастания и, следовательно, 
синтеза клетками при СПКЯ вначале замедля-

Рисунок 1. Данные по результатам ЭКО у здоровых 
женщин, принимавших участие в исследовании, и при 
синдроме поликистозных яичников
Figure 1. Data from IVF results in healthy women and those with 
polycystic ovary syndrome who participated in the study

лись (к 3-м суткам), а затем резко снижались к 
7-м суткам по сравнению со здоровыми женщи-
нами (табл. 1, 2). Данные также подтверждают 
высказанное выше предположение о функцио-
нальном дефиците КК при СПКЯ в плане про-
дукции цитокинов.

Содержание IFNγ в культуре КК здоровых 
женщин было исходно в 2 раза ниже, чем при 
СПКЯ (табл. 1, 2). Однако на 7-е сутки, син-
тез IFNγ клетками обеих групп резко снизился 
(табл.  1, 2). Более резкое и значимое снижение 
синтеза IFNγ клетками при СПКЯ через неделю 
эксперимента нарушило исходно вполне реле-
вантный баланс цитокинов: исходно соотноше-
ние IFNγ / IL-10 при СПКЯ составило 1,7 против 
1,88 у здоровых доноров. После 7 дней культиви-
рования КК, баланс синтезируемых при СПКЯ 
цитокинов (IFNγ / IL-10) резко снизился до 0,27 
против 2,38 у здоровых лиц, что ясно демонстри-
рует глубину тканевого дисбаланса про- и проти-
вовоспалительных цитокинов при поликистозе 
яичников и истощение функциональных свойств 
КК при СПКЯ. 

Значимые разнонаправленные изменения 
уровня цитокинов в монокультуре кумулюсных 
клеток при СПКЯ, по сравнению со здоровыми 
донорами, могут служить определяющими фак-
торами формирования бластоцистов и, следова-
тельно, исхода беременности при ЭКО. Дальней-
шее изучение этого вопроса весьма актуально, так 
как именно на 5-7-е сутки формирования бласто-
цистов происходит отбор ооцитов для вступления 
в цикл экстракорпорального оплодотворения. 
Изменение показателей цитокинов в культуре 
клеток и результаты наступления беременности у 
этих женщин (рис. 1) дают возможность прогно-
зировать результаты вспомогательных репродук-
тивных технологий и, в дальнейшем, корректиро-
вать эти нарушения с помощью восстановления 
баланса цитокинов. Для пациенток с синдромом 
поликистозных яичников проведение успешной 
вспомогательной репродуктивной технологии 
является зачастую единственным шансом реали-
зовать свой репродуктивный потенциал.

Выводы
1.	 Содержание и синтез прогестерона в 

монокультурах кумулюсных клеток у здоровых 
женщин и пациенток с СПКЯ имеет значимые 
отличия, избыточная активация стероидпро-
дуцирующей функции КК при СПКЯ проде-
монстрирована в резком возрастании значений 
прогестерона в этой культуре КК в сравнении со 
здоровыми клетками через 7 дней наблюдения.

2.	 Продукция и динамика синтеза IFNγ в 
монокультурах кумулюсных клеток здоровых лиц 
и при СПКЯ имеет значимые отличия. Резкое 
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снижение синтеза исходно более высокого IFNγ 
при СПКЯ через неделю эксперимента значимо 
нарушило баланс цитокинов – снизился показа-
тель IFNγ / IL-10 при СПКЯ в 8,8 раза по срав-
нению со здоровыми клетками, что ясно демон-
стрирует глубину тканевого дисбаланса про- и 
противовоспалительных цитокинов при полики-
стозе яичников и истощение цитокинпродуциру-
ющих функциональных свойств КК при СПКЯ.

3.	 При анализе результатов синтеза IL-6 в 
монокультурах кумулюсных клеток выявлены 
значимые отличия функции здоровых клеток: 
содержание IL-6 при СПКЯ имело трехкратно 
превышение исходно, но темпы нарастания ци-

токина у здоровых КК за 7 дней превысили КК 
при СПКЯ и значимо возросли (в 4 раза) в конце 
эксперимента. 

4.	 Синтез IL-10 и его динамика в монокуль-
турах кумулюсных клеток также имел значимые 
отличия  – при более высоком исходном уровне 
цитокина при СПКЯ, темпы его нарастания и, 
следовательно, синтеза кумулюсными клетками 
в первые трое суток замедлялись, а затем резко 
снижались к 7-м суткам эксперимента по сравне-
нию со здоровыми КК. Результаты исследования 
цитокинов в монокультурах ясно свидетельству-
ют о феномене активационного истощения КК 
при СПКЯ.
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НАРУШЕНИЕ В-КЛЕТОЧНОГО ЗВЕНА ИММУННОЙ 
СИСТЕМЫ И СВЯЗАННЫХ С НИМ НАРУШЕНИЙ 
ИММУНИТЕТА У ПОСТКОВИДНЫХ ПАЦИЕНТОВ
Добрынина М.А.1, 2, Зурочка А.В.1, 3, Комелькова М.В.1, 3, 
Зурочка В.А.1, 3, Сарапульцев А.П.1, 3

1 ФГБУН «Институт иммунологии и физиологии» Уральского отделения Российской академии наук, 
г. Екатеринбург, Россия  
2 ФГБУ «Государственный научный центр Российской Федерации – Федеральный медицинский биофизический 
центр имени А.И. Бурназяна» Федерального медико-биологического агентства Российской Федерации, 
Москва, Россия  
3 ФГАОУ ВО «Южно-Уральский государственный университет (национальный исследовательский 
университет)», г. Челябинск, Россия

Резюме. Изменения В-клеточного ответа иммунной системы, описанные у больных COVID-19, 
являются недостаточно изученными у постковидных пациентов несмотря на то, что В-клетки играют 
важную роль в формировании постинфекционного иммунитета. 

Целью исследования явилось изучение особенностей В-клеточного ответа иммунной системы у 
постковидных пациентов. С этой целью были исследованы, помимо стандартной иммунограммы, 
следующие фенотипы: В-клетки общие (CD45+, CD3-, CD19+), В клетки памяти общие (CD45+, CD3-,  
CD19+, CD27+), В не клетки памяти общие (CD45+, CD3-, CD19+, CD5+), В1-клетки памяти (CD45+, 
CD3-, CD19+, CD5+, CD27+), В2-клетки памяти (CD45+, CD3-, CD19+, CD5-, CD27+), В1 не клетки па-
мяти (CD45+, CD3-, CD19+, CD5+, CD27-), В2 не клетки памяти (CD45+, CD3-, CD19+, CD5-, CD27-). 
Проведенное исследование у пациентов с постковидным синдромом с нарушением уровня В1-клеток 
памяти выявило резкое повышение данных клеток у 15,3% обследованных. Это сопровождалось уве-
личением общих В-клеток памяти и В1-общих лимфоцитов (преимущественно за счет В1-клеток па-
мяти), повышенным уровнем общих Т-лимфоцитов и общего IgA. В то же время у данной группы 
пациентов отмечалось резкое снижение плазмоцитов и В2-лимофцитов (как клеток памяти, так и не 
клеток памяти), натуральных киллеров, Т-регуляторных клеток, Т-клеток ранней активации (CD25+) 
и С3а-фрагмента комплемента. Эти данные говорят о том, что у пациентов формируется особый тип 
нарушения иммунной системы, а именно дезорганизация переключения В-лимфоцитов с синтеза 
IgM на IgG и IgA, что приводит к резкому снижению В2-субпопуляций лимфоцитов. Возможно, такое 
нарушение связано с резким снижением Т-регуляторных лимфоцитов и Т-лимфоцитов, отвечающих 
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за регуляцию формирования дифференцировки В-лимфоцитов с клеток, несущих IgM-рецепторы на 
клетки, синтезирующие IgG и IgA (Т-лимфоцитов ранней активации, несущих маркер к IL-2). Кроме 
того, у таких больных также наблюдается снижение параметров гемоглобина и тромбоцитов, что мо-
жет в свою очередь способствовать у них проявлениям гипоксии и возможному нарушению системы 
свертывания крови.

Таким образом, данный фенотип нарушения иммунной системы у пациентов является более 
трудоемким в определении (так как требует нестандартных подходов к оценке иммунного статуса 
больных с постковидным синдромом нарушений иммунной системы), что, несомненно, усложняет 
обследование, но в то же время эти пациенты нуждаются в подборе иммунопрепаратов с целью им-
мунокорреции данного нарушения. Полученные данные расширяют представление о формирование 
постковидных нарушений иммунной системы и требуют более глубокого изучения причин, приво-
дящих к таким нарушениям.

Ключевые слова: В-лимфоциты, В1-лимфоциты, иммунная система, Т-лимфоциты,Тreg-лимфоциты, общий анализ 
крови, SARS-CoV-2 инфекция, постковидные пациенты

DISTURBANCES IN THE B CELL COMPONENT OF IMMUNE 
SYSTEM AND ASSOCIATED IMMUNE ALTERATIONS  
IN POST-COVID PATIENTS
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Federation  
b A. Burnazyan Russian State Research Center – Federal Medical Biophysical Center, Moscow, Russian Federation  
c South Ural State University (National Research University), Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. There is only limited data on B-cell response in post-COVID patients despite its importance in 
studying the post-infection immunity. The present study aimed to investigate the features of the B-cell response 
in post-COVID patients, focusing on various B cell phenotypes. Along with the standard immunogram, the 
following cell phenotypes were examined: common B cells (CD45+, CD3-, CD19+); common memory cells 
(CD45+, CD3-, CD19+, CD27+); common non-memory cells (CD45+, CD3-, CD19+, CD5+); B1 memory 
cells (CD45+, CD3-, CD19+, CD5+, CD27+); B2 memory cells (CD45+, CD3-, CD19+, CD5-, CD27+); B1 
non-memory cells (CD45+, CD3-, CD19+, CD5+, CD27-); and B2 non-memory cells (CD45+, CD3-, CD19+, 
CD5-, CD27-). The study revealed a sharp increase in B1 memory cells in 15.3% of post-COVID patients 
with impaired levels of B1 memory cells. This increase was accompanied by elevated levels of total B memory 
cells, B1 total lymphocytes (mainly, B1 memory cells), total T lymphocytes, and total IgA. By contrast, the 
patients with impaired B1 memory cells exhibited a sharp decrease in plasma cells, B2 lymphocytes (both 
memory and non-memory cells), natural killer cells, T regulatory cells, early activation T cells (CD25+), 
and C3a complement fragment. These findings suggest a unique immune system disorder characterized by 
dysregulated B lymphocyte switching from IgM to IgG and IgA synthesis, thus resulting in marked decrease in 
B2 lymphocyte subpopulations. This disorder may be associated with reduced T regulatory lymphocytes and 
early activation of T lymphocytes responsible for regulating B lymphocyte differentiation. Furthermore, the 
patients also exhibited reduced hemoglobin and platelet parameters, thus, potentially, contributing to hypoxia 
and blood clotting abnormalities. Thus, the phenotype identification of these immune system disorders in 
post-COVID patients requires non-standard approaches to assessing immune status, thus compicating clinical 
examination, but highlighting the need for immunocorrective therapies. These findings contribute to better 
understanding of post-COVID immune system disorders and require further investigation into the underlying 
causal factors.

Keywords: B cells, B1 lymphocytes, immune system, T lymphocytes, T regulatory lymphocytes, complete blood count, SARS-CoV-2 
infection, post-COVID patients
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Введение
Пандемия, вызванная вирусом SARS-CoV-2, 

привела к значительному росту числа пациен-
тов с широким спектром персистирующих сим-
птомов (усталость, одышка, лихорадка, кашель, 
миалгии, нервно-психические заболевания), ха-
рактеризующихся длительностью их течения, что 
оказывает существенное влияние на здоровье на-
селения [10, 11, 16] и создает значительную на-
грузку на системы здравоохранения [7].

Литературные данные свидетельствуют о том, 
что причиной таких постинфекционных син-
дромов может являться длительное нарушение 
регуляции иммунного ответа. Данные литера-
туры свидетельствуют о целом комплексе фено-
типических и функциональных изменений В- и 
Т-клеток по всей траектории иммунного ответа 
на SARS-CoV-2, от острого заболевания до кли-
нического выздоровления, зачастую сохраня-
ющемся до 6-8 месяцев после реконвалесцен-
ции [17]. Данные изменения обычно включают в 
себя сдвиги в популяциях врожденных и адаптив-
ных иммунных клеток CD45 и повышение уров-
ня маркеров активации и истощения на CD4+ и 
CD8+ клетках людей [9]. Интересно, что среди 
людей, перенесших COVID-19, те, кому в по-
следующем был поставлен диагноз лонг-ковида 
(longcovid) характеризовались высокой активно-
стью клеток врожденного иммунного ответа на 
фоне практически полного отсутствия наивных 
Т- и В-клеток, и демонстрировали повышенную 
экспрессию IFN I типа (IFNβ) и IFN III типа 
(IFNλ1), которая оставалась стабильно высокой 
даже через 8 месяцев с момента установки диа-
гноза [15].

В то время как большинство исследований, 
посвященных иммунным нарушениям у лиц с 
постострыми последствиями COVID-19, направ-
лено на изучение клеток врожденного иммуни-
тета и популяций Т-лимфоцитов [18], повреж-
дению В-клеточного звена иммунной системы, 
который определяет продолжительность и ши-
роту защитного иммунитета, уделено недоста-
точно внимания. SARS-CoV-2 вызывает стойкий 
ответ В-клеток [13], но уровни антител со време-
нем снижаются, что повышает риск ослабления 
иммунитета, поскольку титр нейтрализующих 
антител снижается ниже порогового значения, 
необходимого для защиты от повторного зараже-
ния [8]. Реакция В-клеток памяти, специфичная 

для SARS-CoV-2, увеличивается в течение пер-
вых 4-5 месяцев после заражения, прежде чем 
стабилизируется [13], однако специфичные для 
SARS-CoV-2 плазматические клетки сохраняют-
ся в костном мозге между 7 и 11 месяцами после 
заражения, поддерживая уровни сывороточных 
антител [19].

В тех работах, которые были посвящены дол-
госрочным В-клеточным ответам [9] также было 
показано усиление активации В-клеток, опреде-
ляемое повышением часто ты маркеров CD95+, 
CD69+ и PD1+, которое с течением времени 
возвращается к нормальным значениям; одна-
ко устойчивое присутствие В-клеток FCRL4+ и 
PD1+ у таких пациентов предполагает сохранение 
их дисрегуляции [9]. Крайне важно, что содер-
жание антигенспецифичных В-клеток памяти к 
SARS-CoV-2 обычно пропорционально тяжести 
COVID-19, и в группе с тяжелым течением забо-
левания, как правило, наблюдается более высо-
кое содержание всех В-клеток памяти IgM+, IgA+ 
и IgG+ по сравнению с другими группами [12], 
что придает их изучению особенную значимость.

В наших предыдущих исследованиях было 
показано, что у пациентов, перенесших острый 
COVID-19, отмечается три вида нарушений им-
мунной системы, выделенных нами в отдель-
ные фенотипы (поражение NK-клеток, цито-
токсических клеток и клеток, несущих рецептор 
CD46+)  [1, 2, 3]. В то же время исследование 
B-клеток отдельно не проводилось, что и сфор-
мировало цель данной работы, которая заключа-
ется в изучении В-клеточного ростка иммунной 
системы у постковидных пациентов и особен-
ностей нарушений иммунной системы у таких 
больных.

Материалы и методы
Было обследовано 98 пациентов, перенесших 

SARS-CoV-2-инфекцию. Критерием включения 
в группы исследований были: подтвержденный 
диагноз SARS-CoV-2-инфекции методом поли-
меразной цепной реакции (ПЦР), наличие IgA, 
IgM, IgG к вирусу SARS-CoV-2 инфекции, дан-
ные компьютерной томографии о перенесенной 
пневмонии (варианты: поражение от 25% легких 
до 75% легких). Кроме того, критериями включе-
ния являлись наличие жалоб на усталость, боль, 
симптомы, возникающие после физической на-
грузки, изменения в работе и/или учебе, нару-
шение работы сердечно-сосудистой, нервной 
систем, наличие когнитивных, психических и 
физических нарушений [6, 14].

Исследование проводилось не менее чем через 
6 месяцев после перенесенной пневмонии вы-
званной SARS-CoV-2 инфекцией. Все пациенты 
были предварительно обследованы врачом-тера-
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певтом и иммунологом-аллергологом для выяв-
ления сопутствующих заболеваний.

Определение групп сравнения проводилось по 
уровню В1-клеток памяти. В качестве референс-
ных интервалов и пороговых значений В1-клеток 
памяти были приняты данные, представленные в 
монографии Зурочка А.В. и соавт. (2018) [4]. Кро-
ме того, группы были рандомизированы по полу, 
возрасту, сопутствующим заболеваниям по кри-
терию χ2. Таким образом, нами было выделено 2 
группы сравнения: группа 1 – постковидные па-
циенты с повышенным уровнем В1-клеток памя-
ти (n = 15), группа 2 – постковидные пациенты с 
нормальным уровнем В1-клеток памяти (n = 83).

Все исследования были одобрены Независи-
мым локальным этическим комитетом при ГАУЗ 
ОТКЗ «Городская клиническая больница №  1» 
г.  Челябинска (протокол № 8 от 11.04.2022), на 
базе которой проводились данные исследования.

Иммунологические исследования
Оценка иммунного статуса осуществлялась 

методом проточной цитометрии на цитофлюо-
риметре Navios (Beckman Coulter, США) по стан-
дартизованной технологии оценки лимфоцитар-
ного звена иммунитета [4, 5].

В ходе исследования были определены следу-
ющие параметры: CD45+ и CD46+ (панлейкоци-
тарный маркер для гейтирования лимфоцитов), 
CD45+ (CD46+), CD3+ (Т-лимфоциты), CD45+ 

(CD46+), CD3+, CD4+ (хелперы-индукторы), 
CD45+ (CD46+), CD3+, CD8+ (цитотоксические 
Т-лимфоциты), CD45+ (CD46+), CD3+, CD16+, 
CD56+ (TNK-клетки) CD45+ (CD46+), CD3-, 
CD16+, CD56+ (натуральные киллеры), CD45+ 

(CD46+), CD3-, CD19+ (В-лимфоциты), CD45+, 
CD3+, CD4+, CD25+, CD127- (Т-регуляторные 
клетки/супрессоры), CD45+ (CD46+), CD3+, 
CD4+, CD25+ (активированные хелперы, ранняя 
активация лимфоцитов), CD45+ (CD46+), CD3+, 
HLA-DR (активированные Т-лимфоциты  – 
поздняя активация лимфоцитов), В-клетки па-
мяти общие (CD45+, CD3-, CD19+, CD27+), В 
не клетки памяти общие (CD45+, CD3-, CD19+, 
CD5+), В1-клетки памяти (CD45+, CD3-, CD19+, 
CD5+, CD27+), В2 клетки памяти (CD45+, CD3-,  
CD19+, CD5-, CD27+), В1 не клетки памяти 
(CD45+, CD3-, CD19+, CD5+, CD27-), В2 не клет-
ки памяти (CD45+, CD3-, CD19+, CD5-, CD27-) 
(Beckman Coulter, BioLegend, США).

Уровни общих IgM, IgG, IgA, специфических 
IgM, IgG, IgA к коронавирусу COVID-19, C1-
ингибитора, С3а- и С5а-компонентов компле-
мента проводилось методом иммуноферментно-
го на иммуноферментном анализаторе Multiscan 
FC Thermo Scientific (Китай) с использованием 
наборов реагентов «Вектор-Бест» (Россия).

Гематологические исследования
Общий анализ крови (исследовано 25 па-

раметров: лейкоцитарный, эритроцитарный и 
тромбоцитарный ростки кроветворения), коли-
чественный и качественный состав ростков кро-
ветворения проведен стандартизованным мето-
дом на гематологическом анализаторе Medonic 
M20 (Швеция).

Статистическая обработка данных
Обработка и анализ данных осуществлялись 

с помощью R 3.1.1 12 (R Foundation for Statistical 
Computing, Австрия) и Microsoft Excel версии 
14.0. Так как распределение в количественных 
данных было не нормальным (p-value теста Ша-
пиро–Уилка  <  0,05), то использованные стати-
стические критерии были непараметрическими.

Результаты и обсуждение
При делении общей выборки исследованных 

постковидных пациентов по уровню В1-клеток 
памяти было выявлено, что у 15,3% наблюдал-
ся повышенный абсолютный и относительный 
уровень В1-клеток памяти по сравнению с груп-
пой с нормальным их содержанием (табл. 1). Это 
повышение сопровождалось трехкратным уве-
личением количества общих В-клеток памяти и 
четырехкратным – В1-общих лимфоцитов (пре-
имущественно за счет В1-клеток памяти).

В то же время у этих пациентов обнаружено 
снижение более чем в 4 раза субпопуляции об-
щих В2-лимфоцитов, которое происходило как 
за счет снижения В2-лимфоцитов клеток памяти, 
так и В2-лимфоцитов не клеток памяти (табл. 1). 
Кроме того, у пациентов с повышенным уровнем 
В1-клеток памяти отмечено усиление продукции 
IgA (рис. 1).

Анализ полученных показателей выявил на-
рушение врожденных факторов иммунной си-
стемы. Так, у пациентов, перенесших COVID-19, 
с повышенным уровнем В1-клеток памяти от-
мечено значимое абсолютное и относитель-
ное снижение уровня натуральных киллеров  
CD45+CD3-CD16+ CD 56+ (NK-киллеры, абс., 
106 кл/л  – группа 1: 208,8±20,65; группа 2: 
269,35±20,25; NK-киллеры, отн, %  – группа 1: 
9,17±1,16; группа 2: 12,32±0,74). Вместе с тем, 
у этих пациентов обнаружено снижение на 13% 
C3a-фрагмента комплемента относительно груп-
пы постковидных пациентов с нормальным уров-
нем В1-клеток памяти (группа 1: 100,29±4,26; 
группа 2:  114,78±2,92).

Исследование популяции Т-лимфоцитов у 
постковидных пациентов группы 1 выявило по-
вышение ее уровня по сравнению с группой 2, а 
также изменения в субпопуляционном составе. 
Так, у пациентов с повышенным содержанием 
В1-клеток памяти отмечено снижение в 1,3 раза 
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ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ СУБПОПУЛЯЦИЙ В-ЛИМФОЦИТОВ У ПОСТКОВИДНЫХ ПАЦИЕНТОВ С НАРУШЕНИЕМ 
УРОВНЯ В1-КЛЕТОК ПАМЯТИ
TABLE 1. CONTENT OF B LYMPHOCYTE SUBPOPULATIONS IN POST-COVID PATIENTS WITH A VIOLATION OF THE LEVEL 
OF B1 MEMORY CELLS

Показатели иммунной системы
Immune system indicators

Группа 1. Постковидные 
пациенты с повышенным 
уровнем В1-клеток памяти
Group 1. Post-COVID patients 

with increased levels of B1 
memory cells

n = 15

Группа 2. Постковидные 
пациенты с нормальным 

уровнем В1-клеток памяти
Group 2. Post-COVID patients 

with normal levels of B1 memory 
cells

n = 83

B-лимфоциты клетки памяти общие 
(CD45+CD3-CD19+ CD27+), отн. (%)
Memory cell B lymphocytes, total  
(CD45+CD3-CD19+ CD27+), rel. (%)

6,74±0,93* 2,77±0,19

B-лимфоциты клетки памяти общие 
(CD45+CD3-CD19+CD27+), абс. (106 кл/л)
B lymphocytes, memory cells, total 
(CD45+CD3-CD19+CD27+), abs. (106 cell/L)

168,13±33,34* 61,43±4,92

B-лимфоциты не клетки памяти общие 
(CD45+CD3-CD19+), отн. (%)
B lymphocytes, not memory cells, total 
(CD45+CD3-CD19+), rel. (%)

3,207±0,530* 7,75±0,50

B-лимфоциты не клетки памяти общие 
(CD45+CD3-CD19+), абс. (106 кл/л)
B lymphocytes, not memory cells, total 
(CD45+CD3-CD19+), abs. (106 cell/L)

69,80±10,13* 169,30±12,75

В1-лимфоциты клетки памяти  
(CD45+CD3-CD19+CD5+CD27+), отн. (%)
B1 lymphocytes, memory cell  
(CD45+CD3-CD19+CD5+CD27+), rel. (%)

6,21±0,86* 0,37±0,04

В1-лимфоциты клетки памяти  
(CD45+CD3-CD19+CD5+CD27+), абс. (106 кл/л)
B1 lymphocytes, memory cell  
(CD45+CD3-CD19+CD5+CD27+), abs. (106 cell/L)

154,80±30,56* 7,67±0,77

В1-лимфоциты общие  
(CD45+CD3-CD19+CD5+), отн. (%)
B1 lymphocytes, total  
(CD45+CD3-CD19+CD5+), rel. (%)

8,17±0,75* 2,02±0,16

В1-лимфоциты общие  
(CD45+CD3-CD19+CD5+), абс. (106 кл/л)
B1 lymphocytes, total  
(CD45+CD3-CD19+CD5+), abs. (106 cell/L)

196,20±29,13* 42,47±3,46

В2-лимфоциты клетки памяти  
(CD45+CD3-CD19+CD5-CD27+), отн. (%)
Memory cell B2 lymphocytes  
(CD45+CD3-CD19+CD5-CD27+), rel. (%)

0,53±0,10* 2,46±0,17

В2-лимфоциты клетки памяти  
(CD45+CD3-CD19+CD5-CD27+), абс. (106 кл/л)
Memory cell B2 lymphocytes  
(CD45+CD3-CD19+CD5-CD27+), abs. (106 cell/L)

13,07±3,18* 54,69±4,52

В2-лимфоциты не клетки памяти 
(CD45+CD3-CD19+CD5-CD27-), отн. (%)
B2 lymphocytes are not memory cells 
(CD45+CD3-CD19+CD5-CD27-), rel. (%)

1,25±0,29* 6,06±0,41
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Показатели иммунной системы
Immune system indicators

Группа 1. Постковидные 
пациенты с повышенным 
уровнем В1-клеток памяти
Group 1. Post-COVID patients 

with increased levels of B1 
memory cells

n = 15

Группа 2. Постковидные 
пациенты с нормальным 

уровнем В1-клеток памяти
Group 2. Post-COVID patients 

with normal levels of B1 memory 
cells

n = 83

В2-лимфоциты не клетки памяти 
(CD45+CD3-CD19+CD5-CD27-), абс. (106 кл/л)
B2 lymphocytes, not memory cells  
(CD45+CD3-CD19+CD5-CD27-), abs. (106 cell/L)

25,51±7,55* 134,18±10,81

В2-лимфоциты общие 
(CD45+CD3-CD19+CD5-), отн. (%)
B2 lymphocytes, total
(CD45+CD3-CD19+CD5-), rel. (%)

1,78±0,28* 8,53±0,46

В2-лимфоциты общие 
(CD45+CD3-CD19+CD5-), абс. (106 кл/л)
B2 lymphocytes, total
(CD45+CD3-CD19+CD5-), abs. (106 cell/L)

41,93±7,87* 189,0±12,99

Примечание. * – достоверность различий между группами, р < 0,05.

Note. *, significance of differences between groups, p < 0.05.

Таблица 1 (окончание)
Table 1 (continued)

лярного гемоглобина (группа 1: 332,27±1,15; 
группа 2: 340,85±1,12). Данные изменения в 
системе эритроцитарного и тромбоцитарного 
ростков кроветворения могут способствовать 
проявлениям гипоксии и нарушению системы 
свертывания крови.

В целом наше исследование подтверждает 
литературные данные о наличии устойчивого 
изменения лимфоцитов после перенесенного 
COVID-19 [13, 17]. Более того, нами были выде-
лены дистинктные фенотипы по ответу иммун-
ной системы у постковидных больных. В этом 
ключе интересно сопоставить наши результаты с 
работой Shuwa H.S. (2021), в которой также было 
выделено три 3 подгруппы выздоравливающих 
пациентов на основе различных фенотипов лим-
фоцитов, при этом выявление одной из них четко 
ассоциировалось с худшим клиническим исхо-
дом [1, 2, 3, 17]. Так, в данной работе группа 1 ха-
рактеризовалось высокой экспрессией транспор-
тирующих молекул и увеличенной долей наивных 
В- и Т-клеток; группа 2 – высокой долей IgA+ и 
IgG+, В-клеток и В-клеток памяти (как переклю-
чаемых, так и не переключаемых); а группа 3 по-
казала повышенное содержание цитотоксических 
Т-клеток, CD8+TEMRA и цитокинов типа  1 как 
CD8+, так и CD4+Т-клеток и характеризовалась 
худшей клинической картиной [17].

Интересно, что пациенты группы 2 (наибо-
лее близкой к выявленной нами) по анамнести-
ческим и демографическим характеристикам не 
отличались от группы 3, но имели существенно 

Рисунок 1. Уровень общего IgA у постковидных 
пациентов с нарушением уровня В1-клеток памяти
Примечание. * – достоверность различий между группами, 
р < 0,05.
Figure 1. Level of total IgA in post-COVID patients with impaired 
levels of B1 memory cells
Note. *, significance of differences between groups, p < 0.05.

Т-регуляторных клеток и в 1,6 раза Т-клеток ран-
ней активации лимфоцитов (CD25+) (табл. 2).

При анализе показателей тромбоцитарного 
ростка кроветворения у пациентов с повышен-
ным уровнем В1-клеток памяти выявлено сни-
жение среднего объема тромбоцитов (группа  1: 
7,32±0,3; группа 2: 7,99±0,11). Кроме того, у та-
ких больных наблюдается снижение параметров 
гемоглобина: среднего корпускулярного объ-
ема гемоглобина (группа 1: 28,03±0,62; группа 2: 
29,67±0,28) и средней концентрации корпуску-
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ТАБЛИЦА 2. СОДЕРЖАНИЕ СУБПОПУЛЯЦИЙ Т-ЛИМФОЦИТОВ У ПОСТКОВИДНЫХ ПАЦИЕНТОВ С НАРУШЕНИЕМ 
УРОВНЯ В1-КЛЕТОК ПАМЯТИ

TABLE 2. CONTENT OF SUBPOPULATIONS OF T LYMPHOCYTES IN POST-COVID PATIENTS WITH A VIOLATION  
OF THE LEVEL OF B1 MEMORY CELLS

Показатели иммунной системы
Immune system indicators

Группа 1. Постковидные 
пациенты с повышенным 
уровнем В1-клеток памяти
Group 1. Post-COVID patients 

with increased levels of B1 
memory cells

n = 15

Группа 2. Постковидные 
пациенты с нормальным 

уровнем В1-клеток памяти
Group 2. Post-COVID patients 

with normal levels of B1 memory 
cells

n = 83
Общее число T-лимфоцитов 
(CD45+CD3+CD19-), отн. (%)
Total number of T lymphocytes 
(CD45+CD3+CD19-), rel. (%)

77,05±1,47* 71,75±0,95

Общее число T-лимфоцитов 
(CD46+CD3+CD19-), абс. (106 кл/л)
Total number of T lymphocytes 
(CD46+CD3+CD19-), abs. (106 cell/L)

1806,33±161,03* 1576,26±63,78

T-лимфоциты (CD45+CD3+CD4+CD25+) 
ранняя активация, отн. %
T lymphocytes (CD45+CD3+CD4+CD25+) early 
activation, rel. %

4,51±0,71* 7,63±0,35

T-лимфоциты (CD45+CD3+CD4+CD25+) 
ранняя активация, абс. (106 кл/л)
T lymphocytes (CD45+CD3+CD4+CD25+) early 
activation, abs. (106 cell/L)

46,20±6,66* 75,52±4,55

Т-регуляторные лимфоциты 
(CD45+CD3+CD4+CD25+CD127-) отн. %
T regulatory lymphocytes 
(CD45+CD3+CD4+CD25+CD127-) rel. %

1,63±0,17* 2,16±0,17

Т-регуляторные лимфоциты 
(CD45+CD3+CD4+CD25+CD127-) абс. (106 кл/л)
T regulatory lymphocytes 
(CD45+CD3+CD4+CD25+CD127-) (106 cell/L)

17,20±1,36* 22,624±1,760

Примечание. * – достоверность различий между группами, р < 0,05.

Note. *, significance of differences between groups, p < 0.05

более благоприятную (по данным рентгена) кли-
ническую картину. В силу этого можно говорить, 
что именно особенности иммунного ответа явля-
лись фактором, определяющим процесс выздо-
ровления.

По-видимому, у пациентов, с повышенным 
уровнем В1-клеток памяти сформировался осо-
бый тип нарушения иммунной системы, за-
ключающийся в дезорганизации переключения 
В-лимфоцитов с синтеза IgM на IgG и IgA, что 
привело к резкому снижению В2-субпопуляций 
лимфоцитов. Возможно, такое нарушение связа-
но с резким снижением Т-регуляторных лимфо-
цитов и Т-лимфоцитов, отвечающих за регуля-
цию дифференцировки В-лимфоцитов с клеток, 
несущих IgM-рецепторы, на клетки, синтезиру-
ющие IgG и IgA (Т-лимфоцитов ранней актива-

ции, несущих маркер к IL-2). Необходимо от-
метить, что представленность изотипов Ig среди 
популяции В-клеток памяти, специфичных для 
SARS-CoV-2, меняется со временем [8], что яв-
ляется как ограничением данного исследования, 
так и причиной возможных расхождений с дру-
гими авторами, которые исследовали больных в 
другие временные периоды.

В целом настоящее исследование подтверж-
дает данные о наличии фенотипических и функ-
циональных изменений в В- и Т-клетках по всей 
траектории иммунного ответа и выявляет ком-
плекс изменений лимфоцитов у выздоравливаю-
щих пациентов с COVID-19 [17], который может 
быть ассоциирован с развитием долгосрочных 
осложнений в виде антипатогенных или аутово-
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спалительных реакций и требовать адресной им-
мунокоррекции.

Выводы
1.	 У 15,3% пациентов с постковидным син-

дромом нарушения иммунной системы выявля-
ется резкое увеличение В1-клеток памяти.

2.	 Повышение В1-клеток памяти сопрово-
ждается увеличением В1-общих клеток (за счет 
В1-клеток памяти), уровня общих Т-лимфоцитов, 
уровня IgA, но резко снижается В-лимфоцитов 

не клеток памяти, В2-лимофцитов как клеток па-
мяти, так и не клеток памяти, уровень натураль-
ных киллеров, Т-регуляторных клеток, Т-клеток 
ранней активации лимфоцитов (CD25+), уровень 
С3а-фрагмента комплемента.

3.	 У больных с повышенным содержанием 
В1-клеток памяти также наблюдается снижение 
параметров гемоглобина и тромбоцитов.

4.	 Все эти изменения формируют новый, 
неизвестный ранее фенотип повреждения им-
мунной системы у постковидных пациентов.
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ИНФОРМАТИВНОСТЬ ОПРЕДЕЛЕНИЯ  
АНТИНУКЛЕАРНЫХ АНТИТЕЛ ПРИ СИСТЕМНЫХ 
ПОРАЖЕНИЯХ СОЕДИНИТЕЛЬНОЙ ТКАНИ  
У ДЕТЕЙ
Жужула А.А., Курбатова О.В., Сновская М.А., Петричук С.В., 
Комягина Т.М., Тряпочкина А.С.
ФГАУ «Национальный медицинский исследовательский центр здоровья детей» Министерства 
здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Системные поражения соединительной ткани (СПСТ) характеризуются системным ауто-
иммунным воспалением и сопровождаются появлением антинуклеарных антител (АНА).

Цель исследования – сравнительный анализ АНА в сыворотке крови у детей при системной крас-
ной волчанке (СКВ) и ревматоидном артрите (РА).

Обследовано 50 детей с СКВ и 50 детей с РА, находившиеся на лечении в ФГАУ «НМИЦ здоровья 
детей» Минздрава России. Me возраста = 12,2 (9-15,5) года. Всем детям был определен титр АНА и 
тип свечения клеток в реакции непрямой иммунофлюоресценции (РНИФ) с использованием кле-
точной линии HEp-2 (Immco Diagnostics, Inc, США), а также концентрация антител к двуспираль-
ной ДНК (адсДНК) в сыворотке крови методом иммунохемилюминесценции (ИХМ) Elia™ dsDNA 
(Thermo Fisher Scientific, США).

У детей с СКВ позитивный титр АНА обнаружен у 98%, адсДНК – у 48% пациентов. В то время 
как у детей с РА позитивный титр АНА выявлен у 100%, адсДНК – у 4% детей. Высокопозитивный 
титр АНА (1/1280 и выше) выявлен у 68% детей с СКВ, и у 30% детей с РА. Ни у одного из пациентов 
с РА, имеющих высокопозитивный титр АНА, не выявлены адсДНК, а среди пациентов с СКВ 16% 
детей одновременно имели высокопозитивный титр АНА и позитивный уровень адсДНК. Проведен-
ный ROC-анализ показал, что титр > 1/640 является границей для разделения пациентов с СКВ и РА 
(AUC = 0,742, p = 0,001). У детей с СКВ и РА встречаются как одиночные типы свечения клеток, так 
и их сочетания. Комбинации двух или трех типов свечения встречаются у 56% детей с СКВ и у 54% 
детей с РА. Точки в ядре чаще встречались у детей с СКВ, цитоплазматический тип свечения – у детей 
с РА, ядрышковый тип свечения обнаружен только у детей с РА.



252

Zhuzhula A.A. et al.
Жужула А.А. и др.

Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal
Российский иммунологический журнал

Таким образом, определение АНА в диагностике СКВ и РА у детей имеет важное клиническое 
значение. Выявленные разные сочетания титров АНА и адсДНК у детей с СКВ и РА подтверждает 
необходимость одновременного использования РНИФ и ИХМ. 

Ключевые слова: дети, системная красная волчанка, артрит, антинуклеарные антитела, двуспиральная ДНК, HEp-2, 
иммунофлюоресценция, иммунохемилюминесценция

SIGNIFICANE OF DETERMINING ANTINUCLEAR ANTIBODIES 
IN SYSTEMIC CONNECTIVE TISSUE DISORDERS IN CHILDREN
Zhuzhula A.A., Kurbatova O.V., Snovskaya M.A., Petrichuk S.V., 
Komyagina T.M., Tryapochkina A.S.
National Medical Research Center for Children’s Health, Moscow, Russian Federation

Abstract. Systemic connective tissue diseases (SCTD) are characterized by systemic autoimmune 
inflammation and are accompanied by development of antinuclear antibodies (ANA). Our aim was a comparative 
analysis of ANA in blood serum in children with systemic lupus erythematosus (SLE) and rheumatoid arthritis 
(RA). The study included 50 patients with SLE, 50 patients with RA who were treated at the National Medical 
Research Center of Children’s Health. Median age was 12,2 y. o. (9-15.5). The titers of ANA and the cell 
fluorescence type were determined with the indirect immunofluorescence reaction (IFR) using the HEp-2 
cell line (Immco Diagnostics, Inc, USA), as well as the concentration of antibodies to double-stranded DNA 
(adsDNA) in blood serum samples of the children detected by immunochemiluminescence (ICM) woth Elia™ 
dsDNA (Thermo Fisher Scientific, USA). A positive ANA titer and adsDNA were found, respectively, in 98% 
and in 48% in children with SLE. A positive ANA titer and adsDNA was detected in 100% and in 4% of children 
with RA, respectively. Highly positive ANA titers (> 1/1280) have been detected in 68% of children with SLE, 
and in 30% of children with RA. None of the RA patients with highly positive ANA titers had adsDNA. But, in 
patients with SLE, highly positive ANA titers and a positive dsDNA level were simultaneously detected in 16% 
of cases. There are both single types of cell fluorescence and their combinations in children with SLE and RA. 
Nuclear dot-like fluorescence was more common in children with SLE, cytoplasmic type, in children with RA, 
nucleolar type of glow was found only in children with RA. The revealed combinations of ANA and adsDNA 
titers in children with SLE and RA confirm the need for simultaneous use of RNIF and ICM. 

Keywords: children, systemic lupus erythematosus, arthritis, antinuclear antibodies, dsDNA, HEp-2, immunofluorescence, 
immunochemiluminescence

Введение
Системные поражения соединительной ткани 

(СПСТ) – это группа заболеваний с системным 
аутоиммунным воспалительным поражением со-
единительной ткани и ее производных, сопрово-
ждающееся появлением аутоагрессивных анти-
нуклеарных антител (АНА) [3, 6, 10]. Наиболее 
распространенными СПСТ являются системная 
красная волчанка (СКВ), ревматоидный артрит 
(РА) [3, 12].

СКВ  – это системное аутоиммунное заболе-
вание соединительной ткани неизвестной эти-
ологии, характеризующееся генетически обу-

словленным нарушением иммунной регуляции, 
образованием аутоагрессивных АНА и воспали-
тельным поражением тканей органов [4, 8]. СКВ 
редко встречается у детей младше 5 лет, подъем 
заболеваемости регистрируется с 8-9 лет, а пик 
отмечается в возрасте 14-25 лет (средний воз-
раст дебюта заболевания – 11-12 лет), чаще все-
го это заболевание выявляется у детей женского 
пола [4, 8]. РА – мультифакторное наследствен-
ное заболевание, характеризующееся системным 
воспалением соединительной ткани с поражени-
ем суставов, относящееся к самым инвалидизи-
рующим ревматическим заболеваниям [5]. Дебют 
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РА приходится на возраст до 16 лет, чаще болеют 
девочки [5]. 

АНА представляют собой гетерогенную груп-
пу аутоагрессивных антител, которые выраба-
тываются к различным компонентам ядра и 
цитоплазмы клеток [1, 13]. Определение их кон-
центрации в сыворотке крови пациентов играет 
важную роль в диагностике СПСТ [6, 13]. 

Реакция непрямой иммунофлюоресценции 
(РНИФ) на клеточной линии HEp-2 является 
«золотым стандартом» и главным скрининго-
вым методом лабораторной диагностики СПСТ 
для выявления АНА в сыворотке крови [1, 3]. 
Этот метод используют для ранней диагности-
ки СПСТ, а также для исключения диагноза 
«СПСТ» при схожей клинической картине дру-
гих заболеваний, таких как СКВ, РА, системные 
васкулиты и т. д. [6]. Результат АНА представля-
ет собой информацию о конечном титре АНА и 
типе свечения ядра и цитоплазмы [13]. На тип 
свечения АНА влияют аутоантитела, которые ре-
агируют с антигенами в ядре и цитоплазме клеток 
HEp- 2. Чаще всего определяют следующие типы 
свечения: гомогенный, гранулярный, смешан-
ный (гомогенный + гранулярный), точки в ядре, 
центромерный, ядрышковый и цитоплазматиче-
ский [13].

Иммунохемилюминисцентный анализ (ИХЛА) 
методом Elia™ dsDNA  – один из самых точных 
существующих лабораторных методов для опре-
деления концентрации IgG к дсДНК и обнаруже-
ния комплекса антиген-антитело. 

В связи с возможностью развития СПСТ в 
детском возрасте, является актуальным раннее 
выявление маркеров данных заболеваний для 
своевременного назначения патогенетического 
лечения. Так, по данным литературы, выявление 
АНА у детей с олигоартритом в раннем возрас-
те может указывать на риск развития увеита [2, 
9]. Однако АНА не специфичны для РА [9]. При 
СКВ роль АНА в проявлениях заболевания луч-
ше изучена, особенно в отношении адсДНК. 
Показано, что эти антитела могут способство-
вать развитию нефрита путем образования им-
мунных комплексов, которые откладываются в 
почках [7, 11].

Лабораторная диагностика ревматических бо-
лезней с помощью АНА и адсДНК подробно изу-
чены у взрослых [6]. Анализ использования АНА 
в педиатрической практике представлен единич-
ными публикациями [9].

Цель исследования – провести сравнительный 
анализ АНА в сыворотке крови у детей при си-
стемной красной волчанке (СКВ) и ревматоид-
ном артрите (РА).

Материалы и методы
В исследовании было включено 100 детей с 

СПСТ, которые проходили обследование и лече-
ние в ФГАУ «НМИЦ здоровья детей» Минздрава 
России, 50 пациентов с СКВ, 50 пациентов с РА. 
Me возраста = 12,2 (9-15,5) года.

В рамках обследования всем детям проводили 
определение АНА на клеточной линии HEp-2 с 
помощью РНИФ (Immco Diagnostics, Inc., США) 
и определение концентрации адсДНК в сыво-
ротке крови с помощью ИХЛА методом Elia™ 
dsDNA (Thermo Fisher Scientific, США). 

В методе РНИФ использовали клеточную ли-
нию HEp-2 (эпителиальные клетки аденокарци-
номы гортани человека), которую инкубировали 
с сыворотками крови пациентов в серийных раз-
ведениях в лунках предметного стекла. После от-
мывки от не связавшихся компонентов в лунки 
предметного стекла вносили FITC конъюгат. Ре-
зультат реакции оценивали с помощью флюорес-
центного микроскопа Nikon Eclipse Ni (Япония) 
при 40× увеличении. Учитывали максимальный 
титр обнаружения АНА и тип свечения кле-
ток. Нормальными значениями считали титры 
АНА < 1/160, при титре 1/160 ответ считали низ-
копозитивным, 1/320-1/640 – умеренно позитив-
ным, 1/1280 и выше – высокопозитивным [1]. 

Определение адсДНК проводили методом 
Elia™ dsDNA, в основу которого положена тех-
нология Sandwich-метода: антитела исследуемой 
биологической жидкости реагируют с иммоби-
лизированными на твердой фазе антигенами, об-
разуя комплекс. При определении IgG к дсДНК 
методом Elia™ результат считали отрицатель-
ным, если концентрация аналита < 10 кЕ/л, со-
мнительным  – 10-14,9 кЕ/л, положительным  – 
> 15 кЕ/л. 

Статистическую обработку результатов про-
водили с использованием программ Statistica 10.0 
(StatSoft, США), Excel (Microsoft, США), IBM 
SPSS Statistics 25 (США). Описательная стати-
стика количественных признаков представлена 
в формате: медиана (нижний и верхний кварти-
ли) – Me (Q0,25-Q0,75).

Результаты и обсуждение
Проведенный анализ полученных результатов 

обследования детей с СКВ выявил: позитивный 
титр АНА обнаружен у 98% пациентов, из них титр 
1/160 – у 2% детей (низкопозитивный), 1/320 – у 
18% пациентов (умеренно позитивный), 1/640 – 
у 10% детей (умеренно позитивный), 1/1280 – у 
30% пациентов (высокопозитивный), 1/2560 – у 
28% детей (высокопозитивный), 1/5120 – у 10% 
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ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ ТИТРА АНА И адсДНК У ДЕТЕЙ С СКВ И РА

TABLE 1. INDICATORS OF THE TITER OF ANA AND dsDNA IN CHILDREN WITH SYSTEMIC LUPUS ERYTHEMATOSUS AND 
RHEUMATOID ARTHRITIS

Диагноз
Diagnosis

Количество 
детей 

Number of 
children

Титр 
АНА

Titer of 
ANA

адсДНК (Elia™) 
dsDNA (Elia™)

Отрицательный
Negative

Сомнительный
“Grey zone”

Положительный
Positive

СКВ
SLE
(n = 50)

1 (2%) < 1/160 0 1 (2%) 0

1 (2%) 1/160 0 0 1 (2%)

9 (18%) 1/320 2 (4%) 1 (2%) 6 (12%)

5 (10%) 1/640 3 (6%) 1 (2%) 1(2%)

15 (30%) 1/1280 10 (20%) 1 (2%) 4 (8%)

14 (28%) 1/2560 6 (12%) 0 8 (16%)

5 (10%) 1/5120 1 (2%) 0 4 (8%)

Итого
Total 50 (100%) 22 (44%) 4 (8%) 24 (48%)

РА 
RA
(n = 50)

0 (0%) < 1/160 0 0 0

1 (2%) 1/160 0 0 1 (2%)

19 (38%) 1/320 18 (36%) 0 1 (2%)

15 (30%) 1/640 12 (24%) 3 (6%) 0

10 (20%) 1/1280 10 (20%) 0 0

5 (10%) 1/2560 5 (10%) 0 0

0 (0%) 1/5120 0 0 0

Итого
Total 50 (100%) 45 (90%) 3 (6%) 2 (4%)

пациентов (высокопозитивный). У 2% детей с 
СКВ титр АНА был < 1/160 (табл. 1). 

У 48% детей с диагнозом «СКВ» обнаружены 
адсДНК, у 8% детей уровень адсДНК находится 
в «серой зоне», у 44% уровень адсДНК не обнару-
жен. У всех детей с позитивным уровнем адсДНК 
титр АНА в РНИФ был выше диагностического 
порога 1/160. У 2% детей при сомнительном ре-
зультате адсДНК не выявлено флюоресцентного 
свечения при проведении РНИФ. Проводя оцен-
ку интенсивности титров в РНИФ и определение 
адсДНК, нами обнаружено: дети с низкопози-
тивным титром АНА (2%) имели положительный 
результат адсДНК  – в 2% случаев. Пациенты с 

умеренно позитивным титром АНА (28%) име-
ли положительный результат адсДНК  – в 14%, 
сомнительный результат – в 4%, отрицательный 
результат – в 10%. Дети с высокопозитивным ти-
тром АНА (68%), результат адсДНК был следую-
щий: положительный – у 34%, сомнительный – 
2%, отрицательный – 34% (табл. 1).

У детей с РА при анализе уровня АНА вы-
явлено, что позитивный титр АНА был у 100%, 
из них: титр 1/160  – у 2% детей (низкопози-
тивный), 1/320  – у 38% пациентов (умеренно 
позитивный), 1/640  – у 30% детей (умеренно 
позитивный), 1/1280  – у 20% пациентов (вы-
сокопозитивный), 1/2560  – у 10% детей (высо-
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копозитивный). Только у 4% детей с диагнозом 
«РА» были выявлены адсДНК, у 6% детей уро-
вень адсДНК находился в «серой зоне», у 90% 
детей – адсДНК не выявлены. У 4% пациентов, 
у которых выявлены адсДНК, титр АНА был 
выше диагностического порога 1/160. Ни у од-
ного пациента с РА с высокопозитивным титром 
АНА (>  1/1280) не выявлено адсДНК. У паци-
ентов, у которых выявлены позитивный уровень 
адсДНК титр АНА был 1/160 (2%) и 1/320 (2%), 
у пациентов с сомнительным уровнем адсДНК 
титр АНА – 1/640 (6%). Данные представлены в 
таблице 1. 

Выявлено, что распределение по титрам АНА 
у детей с СКВ и РА достоверно отличались по 
критерию χ2 (p < 0,001).

Чаще всего у пациентов с СКВ и РА выявля-
лись следующие типы свечения АНА: гомоген-
ный, гранулярный, точки в ядре, ядрышковый, 
смешанный и цитоплазматический типы свече-
ния, представленные на рисунке 1 (см. 2-ю стр. 
обложки). Любой из определяемых типов свече-
ний АНА мы принимали за положительный ре-
зультат.

У детей с СКВ выявлялись следующие типы 
свечения гомогенный (2%), гранулярный (10%), 
смешанный (30%), сочетанием двух типов свече-
ния (50%), трех типов свечения (6%), у 2% детей 
свечение АНА не наблюдалось (рис. 2a). В соче-
таниях двух типов свечения наблюдались комби-
нации: гомогенный + цитоплазматический (2%), 
смешанный + цитоплазматический (16%), гра-

Рисунок 2. Процентное соотношение встречаемости разных типов АНА у детей с СКВ (А), с РА (Б)
Figure 2. Percentage of occurrence of different types of ANA in children with SLE (A), with RA (B)

А (А)

Б (B)

Гомогенный 
Homogeneous

Гранулярный 
Speckled

Смешанный 
Homogeneous + speckled

Сочетание 3 типов 
Combination of 3 types

Гомогенный + цитоплазматический 
Homogeneous + cytoplasmic

Смешанный + цитоплазматический 
Homogeneous + speckled + cytoplasmic

Гранулярный + цитоплазматический 
Speckled + cytoplasmic

Гранулярный + точки в ядре 
Speckled + nuclear dots

Смешанный + точки в ядре 
Homogeneous + speckled + nuclear dots

Гранулярный 
Speckled

Смешанный 
Homogeneous + speckled

Сочетание 3 типов 
Combination of 3 types

Гомогенный + цитоплазматический 
Homogeneous + cytoplasmic

Смешанный + цитоплазматический 
Homogeneous + speckled + cytoplasmic

Гранулярный + цитоплазматический 
Speckled + cytoplasmic

Смешанный + точки в ядре 
Homogeneous + speckled + nuclear dots

Нуклеарный + цитоплазматический 
Nucleolar + cytoplasmic
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нулярный + цитоплазматический (12%), грану-
лярный + точки в ядре (6%), смешанный + точки 
в ядре (14%) (рис. 2А). В сочетаниях трех типов 
свечения наблюдались комбинации: смешанный 
+ цитоплазматический + точки в ядре (4%) и го-
могенный + цитоплазматический + точки в ядре 
(2%). 

У детей с РА выявлялись следующие типы све-
чения: гранулярный (6%), смешанный (40%), со-
четание двух типов свечения (46%) и трех типов 
свечения (8%) (рис. 2Б). В сочетаниях двух типов 
свечения наблюдались комбинации: гомоген-
ный + цитоплазматический (4%), смешанный + 
цитоплазматический (24%), гранулярный + ци-
топлазматический (8%), смешанный + точки в 
ядре (8%), ядрышковый + цитоплазматический 
(2%) (рис. 2Б). В сочетаниях трех типов свечения 
наблюдались комбинации: смешанный + цито-
плазматический + точки в ядре (2%) и гомоген-
ный + цитоплазматический + точки в ядре (2%), 
гранулярный + цитоплазматический + точки в 
ядре (2%), ядрышковый + цитоплазматический 
+ точки в ядре (2%). 

Анализ АНА у детей с СКВ и РА показал как 
одиночные типы свечения, так и их сочетания. 
Наиболее часто выявлялись комбинации двух 
или трех типов свечения: в 56% случаев при СКВ 
и в 54% – при РА. Наиболее часто встречающий-
ся тип свечения как у детей с СКВ, так при РА 
был смешанный и составлял 30% случаев при 
СКВ и 40% – при РА. Гранулярный тип свечения 
у детей с СКВ выявлен в 10%, а у детей с РА – в 
6%. Точки в ядре чаще встречались у детей с СКВ, 
цитоплазматический тип свечения у детей с РА, 
ядрышковый тип свечения встречался только у 
детей с РА.

Нами проведен ROC-анализ для оценки раз-
делительной способности различных титров АНА 
для разделения пациентов с СКВ и РА. При титре 
АНА > 1/640 показало хорошее качество раздели-
тельной модели (AUC = 0,7, Sp = 72%, p < 0,001).

Таким образом, анализ результатов тестирова-
ния пациентов показал, что у 48% детей с СКВ вы-
явлены положительные результаты адсДНК при 
титре АНА (>  1/160), что соответствует данным 
Лапина С.В. о том, что адсДНК обнаруживается у 
40-70% пациентов с СКВ [6]. Нами обнаружено, 
что позитивные результаты адсДНК соотносятся 

с позитивными результатами определения АНА 
методом РНИФ при СКВ, тогда как такой зави-
симости у пациентов при РА не выявлено.

Обнаружено, что у детей с РА титр АНА чаще 
выявлялся умеренно позитивный, тогда, как для 
детей с СКВ был характерен высокопозитивный 
титр. Данный факт согласуется с данными Паш-
ниной И.А. о том, что при РА титр АНА у детей 
умеренный [9]. С нашей точки зрения особый 
интерес представляют результаты проведенного 
ROC-анализа для разделения СКВ и РА по титру 
АНА. Титр 1/640 показал хорошее качество раз-
делительной модели, что может быть использова-
но врачами для проведения дифференциального 
анализа.

Интересно отметить, что при СПСТ наибо-
лее часто выявляются комбинации из 2-х и 3-х 
типов свечения, что может свидетельствовать о 
многофакторности, гетерогенности иммунных 
нарушений при СКВ и РА [4, 5, 8]. Известно, что 
аутоантитела могут образовываться к ядру и ци-
топлазме клеток, что возможно, ассоциировать с 
тяжестью заболеваний и требует дальнейших ис-
следований [7].

В нашем исследовании у детей с РА также был 
выявлен ядрышковый тип свечения, что не счи-
тается патогномоничным для пациентов с РА и 
обычно характерен для пациентов со склеродер-
мией и полимиозитом [13]. В то же время у детей 
с СКВ чаще, чем у пациентов с РА, выявлялись 
гранулярный тип свечения и точки в ядре.

Заключение
Определение АНА в диагностике СКВ и РА 

у детей имеет важное клиническое значение. У 
детей с СКВ чаще определяется высокий титр 
АНА при положительных результатах адсДНК, 
тогда как у детей с РА чаще выявляется умерен-
ный титр АНА, при отсутствии адсДНК. У детей 
с СКВ и РА обнаруживаются разные сочетания 
титров АНА и уровня адсДНК, что подтверждает 
необходимость одновременного использования 
РНИФ и ИХЛА для лабораторной диагностики 
этих заболеваний. Проведенный ROC-анализ 
для разделения СКВ и РА и выявленная граница 
> 1/640, может использоваться врачами для про-
ведения дифференциального анализа.
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ИММУНОФАРМАКОЛОГИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ  
ИЗУЧЕНИЯ ИММУНОТРОПНЫХ СВОЙСТВ НОВОГО 
БИОСОЕДИНЕНИЯ

Забокрицкий Н.А.

ФГБУН «Институт иммунологии и физиологии» Уральского отделения Российской академии наук, 
г. Екатеринбург, Россия

Резюме. Настоящая публикация посвящена вопросам экспериментального изучения иммун-
нотропной активности нового соединения  – метабиотика, на основе метаболитов (биологиче-
ски активных веществ, БАВ), продуцируемых сапрофитным и безопасным стандартизированным 
штаммом ВКПМ Bacillus subtilis B-9909. Цель исследования – экспериментальная оценка имму-
нотропного действия метаболитов, продуцируемых пробиотическими микроорганизмами штамма 
ВКПМ Bacillus subtilis В-9909 на показатели клеточного иммунитета у лабораторных животных при 
моделировании у них токсического поражения печени. Метаболиты выделяли из культуральной 
жидкости бактериальной культуры Bacillus subtilis, штамм ВКПМ В-9909, при его глубинном куль-
тивировании в среде, состоящей из соляно-кислотного гидролизата соевой муки или панкреатиче-
ского гидролизата казеина. Культура в это время находилась в конце экспоненциальной фазы роста 
(16-18 часов культивирования). Исследование показателей клеточного статуса у эксперименталь-
ных групп животных при оценке терапевтической эффективности экспериментального образца 
метабиотика, по отношению к группе лабораторных животных, получавших препарат сравнения 
урсосан, проводили путем определения таких количественных показателей сыворотки крови, как: 
количественное определение фагоцитарной активности (ФА) нейтрофилов периферической кро-
ви; определение метаболической активности нейтрофилов периферической крови в НСТ-тесте; 
количественное определение Т- и В-лимфоцитов; количество антителообразующих клеток (АОК). 
Поражение печени изучали путем моделирования острого токсического гепатита у белых крыс. 
Экспериментальный токсический гепатит моделировали на лабораторных животных  – белых 
крысах. Внутрижелудочно вводили 40%-ный раствор CCl4 в вазелиновом масле в течение 2 недель 
из расчета 0,2 г/кг. Полученные результаты экспериментальных исследований свидетельствуют, 
что об активации фагоцитарной активности нейтрофилов периферической крови в ранние сроки 
эксперимента, что подтверждается данными, полученными в НСТ-тесте. Одновременно, в ран-
ние сроки эксперимента значительно выросло количественное представление популяций Т- и 
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В-лимфоцитов, а также количество АОК, что говорит об активации всех звеньев клеточного им-
мунитета, в ответ на токсическое воздействие четыреххлористого углерода. Таким образом, про-
веденные исследования по изучению клеточного статуса лабораторных животных, получавших 
метаболиты, продуцируемых пробиотическими микроорганизмами рода Bacillus subtilis В-9909 на 
лабораторных животных при моделировании у них токсического поражения, дают основания вы-
полнить заключение о наличии у испытуемого образца метабиотика существенного иммуномо-
дулирующего эффекта, в сравнении с урсосаном. Все вышеизложенное позволяет рекомендовать 
данное соединение, как перспективный лекарственный кандидат нового гепатопротектора с им-
мунотропным эффектом.

Ключевые слова: Bacillus sublilis, метаболиты, пробиотик, гепатопротектор, иммунотропная активность, клеточный 
иммунитет

IMMUNOPHARMACOLOGICAL ASPECTS OF STUDYING 
IMMUNOTROPIC PROPERTIES OF A NOVEL BIOCOMPOUND
Zabokritskiy N.A.
Institute of Immunology and Physiology, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Yekaterinburg, Russian 

Federation

Abstract. The article presents an experimental study of immunotropic activity of a new compound, a 
metabiotic, based on metabolites (biologically active substances) produced by a of saprophytic Bacillus 
subtilis B-9909 strain, being safe for health and standardized at Russian National Collection of Industrial 
Microorganisms (RNCIM). The aim of our study was to experimentally evaluate the immunotropic 
effects of metabolites produced by the probiotic Bacillus subtilis B-9909 upon the parameters of cellular 
immunity tested in the animal model of induced toxic liver damage. The metabolites were isolated from 
the cultural liquid of Bacillus subtilis culture (RNCIM strain B-9909) during its deep cultivation in a 
medium containing hydrochloric acid hydrolyzate of soy flour, or pancreatic hydrolyzate of casein. At 
16-18 hours of cultivation, the cells were in the exponential growth phase. The indices of cellular status 
were studied in experimental groups of animals, when assessing therapeutic efficacy of an experimental 
metabiotic sample, as compared to a group of laboratory animals treated with the reference drug (ursosan). 
We assessed the quantitative indicators of blood as follows: determination of phagocytic activity (FA) of 
peripheral blood neutrophils; measurement of metabolic activity in peripheral blood neutrophils by means 
of NBT-test; quantitative determination of T and B lymphocytes; the number of antibody-forming cells 
(AFC). Liver damage was studied in a model of acute toxic hepatitis in albino rats. Experimental toxic 
hepatitis was induced by 40% solution of CCl4 in vaseline oil injected intragastrically for 2 weeks at the 
dose of 0.2 g/kg. The results of experimental studies showed activation of phagocytic activity by peripheral 
blood neutrophils at the early terms of experiment, being also confirmed by the results of NBT-testing. 
Moreover, at the early observation terms, a significantly increased representation of T and B lymphocyte 
populations as well as AFC numbers, were revealed thus suggesting activation of all components of cellular 
immunity in response to the carbon tetrachloride toxicity. Thus, the reported studies on the cellular status 
of laboratory animals treated with metabolites produced by probiotic microorganisms of the genus Bacillus 
subtilis (B-9909) on laboratory animals with toxic liver damage allow us to conclude that the test sample of 
this metabiotic preparation exerts a significant immunomodulatory effect, when compared with ursosan. 
This evidence allows us to consider this compound a promising candidate drug for a new hepatoprotector 
with immunotropic effect.

Keywords: Bacillus subtilis, metabolites, probiotic, hepatoprotector, immunotropic activity, cellular immunity
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Работа выполнена в рамках госзадания ИИФ 
УрО РАН (тема № 122020900136-4).

Введение 
Практическое здравоохранение нуждается 

в поиске новых эффективных лечебно-профи-
лактических средств в области гастроэнтероло-
гии и иммунологии [1, 3, 4]. На сегодняшний 
день, одной из актуальных и востребованных 
фармакологических групп, применяемых при 
заболеваниях печени и желчевыводящих путей 
являются гепатопротекторные препараты. По-
исковые исследования большинства отечествен-
ных и зарубежных авторов свидетельствуют, что 
в создании подобных препаратов фармакологи-
ческий приоритет целесообразно отдавать ме-
дицинским иммунобиологическим препаратам 
микробного происхождения с иммунотропной 
активностью. В связи с этим весьма актуальной 
является группа пробиотических препаратов, а, 
в частности, лекарственные кандидаты нового 
поколения  – метабиотики. Так, известно, что в 
основа метабиотиков представлена биологиче-
ски активными веществами (БАВ), продуциру-
емыми пробиотическими микроорганизмами. 
С точки зрения современной фармакологии и 
биотехнологии наиболее востребованными про-
дуцентами БАВ являют непатогенные микроор-
ганизмы рода Bacillus, которые на сегодняшний 
день расцениваются как самоэлиминирующиеся 
антагонисты. Наиболее актуальным в этом плане 
представляется штамм Bacillus subtilis, который 
обладает значимой антагонистической активно-
стью в отношении широкого спектра патогенных 
и условно-патогенных микроорганизмов и не 
чувствительны или малочувствительны к совре-
менным химиотерапевтическим препаратам [2, 
5, 8]. Автором был получен, выделен, изучен и де-
понирован штамм ВКПМ Bacillus subtilis В-9909, 
который в более ранних исследованиях проявил 
гепатопротекторную активность, а также имму-
нотропное действие в отношении гуморального 
звена иммунитета.

В связи с этим значительный научный интерес 
представляют метабиотик, полученный на осно-
ве БАВ штамм ВКПМ Bacillus subtilis В-9909.

Цель исследования  – экспериментальная 
оценка иммунотропного действия метаболитов, 
продуцируемых пробиотическими микроорга-
низмами штамма ВКПМ Bacillus subtilis В-9909 

на лабораторных животных при моделировании 
у них токсического поражения печени.

Материалы и методы 
В работе использовали биологически актив-

ные вещества (метаболиты) микроорганизмов 
штамма ВКПМ Bacillus subtilis В-9909.

Комплекс биологически активных веществ 
получали в лабораторных условиях по имеющим-
ся в настоящее время в научной литературе реко-
мендациям [3, 4, 6, 7].

Метаболиты выделяли из культуральной жид-
кости бактериальной культуры Bacillus subtilis, 
штамм ВКПМ В-9909, при его глубинном куль-
тивировании в среде, состоящей из соляно-кис-
лотного гидролизата соевой муки или панкреа-
тического гидролизата казеина. Культура в это 
время находилась в конце экспоненциальной 
фазы роста (16-18 часов культивирования) [3, 7].

Культивирование проводили в 250,0 мл колбах 
на термостатированной установке выращивания 
микроорганизмов УВМТ-12-250. Для получения 
культуральной жидкости в больших объемах ис-
пользовали ферментер БИОР-0,1.

В последующем культуральную жидкость 
подвергали следующим технологическим опера
циям:

–	 центрифугированию (8000 об/мин в те-
чение 15 минут) или при больших объемах куль-
туральной жидкости сепарированию (для от-
деления клеточной массы) с использованием 
сепаратора АСГ-3МБ;

–	 ультразвуковой дезинтеграции (для раз-
рушения оставшихся бактериальных клеток 
Bacillus subtilis) для чего использовали ультразву-
ковой диспергатор УЗД2-0,1/22 [2, 6, 7];

–	 стерилизующей ультрафильтрации с ис-
пользованием мембранных фильтров Millipor с 
диаметром пор 0,22 мкм и Sartorius с диаметром 
пор 0,3 мкм;

–	 лиофильному высушиванию (до уровня 
остаточной влажности 3-5%) на лабораторной 
установке сублимационной сушки ЛСС-2. Выход 
лиофильно высушенного комплекса БАВ, осво-
божденного от клеточной биомассы (из 1 л фугат-
ной жидкости), составлял – 10-15 г.

Качественное и количественное содержание 
метаболитов определяли методом высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии. Разделение 
проводили при комнатной температуре с ис-
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пользованием колонки SupelcosilTM LC-18 (250 × 
4,6 мм, размер частиц 5 мкм). 

Поражение печени у белых лабораторных 
крыс изучали путем моделирования острого ток-
сического гепатита.

Экспериментальный токсический гепатит мо-
делировали путем внутрижелудочного введения 
40%-ного раствора CCl4 в вазелиновом масле в 
течение 2 недель из расчета 0,2 г/кг.

В исследовании было выделено четыре иссле-
дуемые группы по 12 лабораторных крыс в каж-
дой:

I – группа животных, которым назначили ис-
следуемый метабиотик;

II  – группа животных, которым назначили 
препарат сравнения урсосан;

III – контроль (без лечения);
IV – контроль интактные.
Для оценки показателей клеточного иммунно-

го статуса у лабораторных животных при приме-
нении экспериментального образца метаболитов 
в условиях моделирования острого токсического 
гепатита исследовали следующие показатели:

–	 количественное определение фагоцитар-
ной активности (ФА) нейтрофилов перифериче-
ской крови, опт. ед.;

–	 определение метаболической активно-
сти нейтрофилов периферической крови в НСТ-
тесте, опт. ед;

–	 количественное определение Т- и В- 
лимфоцитов методом Е-розетко-образования,  
106/см3;

–	 количество антителообразующих клеток 
(АОК), 106/см3.

Результаты статистически анализировались 
с использованием пакетов компьютерных про-
грамм Microsoft Office Excel 2010 и Statistica 12.0. 
При этом был использован метод дисперсионно-
го анализа (ANOVA). Оценивали нормальность 
распределения полученных данных по методу 
Колмогорова–Смирнова. Статистическую оцен-
ку достоверности межгрупповых различий про-
водили с использованием параметрического кри-
терия Фишера в зависимости от нормальности 
распределения данных. Оценку статистических 
гипотез выполняли при критическом уровне зна-
чимости р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Полученные экспериментальные данные 

изменения показателей клеточных факторов 
иммунитета белых лабораторных крыс при мо-

делировании острого токсического гепатита сви-
детельствуют о том, что на 3-и сутки эксперимента 
в группе IV подопытных животных с воспроизве-
денной моделью острого токсического гепатита, 
по сравнению с III (контрольной) группой жи-
вотных, отмечается существенное повышение 
всех изучаемых показателей клеточных факто-
ров иммунитета. Так, фагоцитарная активность 
нейтрофилов периферической крови возросла 
более, чем в 4 раза – 65,2±0,48 опт. ед., поглоти-
тельная способность нейтрофилов в НСТ-тесте 
увеличилась в 2,5 раза – 0,09±0,02 опт. ед., увели-
чилось количество Т- и В-лимфоцитов в 2 раза – 
0,43±0,05 × 106/см3 и 0,35±0,04 × 106/см3, коли-
чество АОК в 2,4 раза  – 0,153±0,021 × 106/см3,  
соответственно.

В I и II группах подопытных животных, полу-
чавших экспериментальный образец метабиоти-
ка и препарат сравнения урсосан, по сравнению с 
III (контрольной), отмечается более выраженное 
увеличение всех изучаемых клеточных факторов 
иммунитета  – повышение фагоцитарной актив-
ности нейтрофилов крови в 5,2 и 4,6 раза, по-
глотительной способности нейтрофилов в НСТ-
тесте в 8 и 6 раз, увеличение количества Т- и 
В-лимфоцитов в 2,3 и 2,1 раз, а также увеличение 
количества АОК в 1,5 раза в обеих группах соот-
ветственно.

Кроме того, на 8-е сутки эксперимента на-
блюдалось увеличение количества АОК и, со-
ответственно, Т- и В-лимфоцитов. Фагоцитар-
ная активность и поглотительная способность 
нейтрофилов крови оставалась на прежнем 
уровне.

На 14-е и 28-е сутки наблюдения отмечали 
положительную динамику изменения показате-
лей клеточного иммунитета, в большей степени 
выраженную в I группе подопытных животных, 
получавших экспериментальный образец мета-
биотика, чем во II группе подопытных животных, 
которым вводили препарат сравнения урсосан.

Заключение
Полученные экспериментальные данные по-

казателей факторов клеточного иммунитета по-
зволяют судить об активации фагоцитарной ак-
тивности нейтрофилов периферической крови в 
ранние сроки эксперимента, что подтверждается 
данными, полученными в НСТ-тесте. Одновре-
менно, в ранние сроки эксперимента значитель-
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но выросло количественное представление по-
пуляций Т- и В-лимфоцитов, а также количество 
АОК, что говорит об активации всех звеньев кле-
точного иммунитета, в ответ на токсическое воз-
действие четыреххлористого углерода.

Таким образом, проведенные исследования 
по изучению клеточного статуса лабораторных 

животных, получавших метаболиты, продуциру-
емых пробиотическими микроорганизмами рода 
Bacillus при моделировании у них токсического 
поражения, дают основания выполнить заключе-
ние о наличии у испытуемого образца метабиоти-
ка (БАВ) существенного иммуномодулирующего 
эффекта, в сравнении с урсосаном.
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ОЦЕНКА ОТНОШЕНИЯ СУБПОПУЛЯЦИЙ  
T-ХЕЛПЕРОВ В РАННЕМ ПОСТТРАВМАТИЧЕСКОМ 
ПЕРИОДЕ У ДЕТЕЙ
Закиров Р.Ш.1, 2, Петричук С.В.1, Фрейдлин Е.В.1, Купцова Д.Г.1, 
Янюшкина О.Г.2, Карасева О.В.1, 2

1 ФГАУ «Национальный медицинский исследовательский центр здоровья детей» Министерства 
здравоохранения РФ, Москва, Россия  
2 ГБУЗ города Москвы «Научно-исследовательский институт неотложной детской хирургии 
и травматологии» Департамента здравоохранения города Москвы, Москва, Россия

Резюме. Тяжелая механическая травма является одной из ведущих причин детской инвалидиза-
ции и смертности. Дисбаланс гипервоспаления и иммуносупрессии, развивающийся в критическом 
периоде тяжелой травмы, повышает риск развития инфекционных осложнений и/или полиорганной 
недостаточности. Целью работы было определение информативных иммунологических критериев 
оценки риска развития осложнений и прогноза исхода травматической болезни у детей при тяжелой 
механической травме (ТМТ, ISS ≥ 16, n = 87) в группах с благоприятным (n = 47) и неблагоприят-
ным исходом (n = 40), а также в зависимости от развития гнойно-септических осложнений (ГСО, 
n = 16) и синдрома полиорганной недостаточности (СПОН, n = 11). Методом проточной цитоме-
трии проведена оценка соотношения субпопуляций Т-хелперов (Th): регуляторные Т-лимфоциты – 
CD4+CD127lowCD25high (Treg), Th 17 типа – CD4+CD161+ и CD4+CD127higtCD25highТ-клетки (T127hi) в 
1-е, 3-и, 5-е, 7-е, 14-е сутки с момента получения травмы. Группу сравнения составили 34 ребенка с 
травмой легкой и средней степени тяжести (ЛТ, ISS < 16). Уровни T127hi/Treg и Th17/Treg в первые 
сутки после травмы у пациентов с ЛТ соответствовали значениям контрольной группы и значимо 
отличались от группы ТМТ. Для пациентов с ТМТ выявлено выраженное увеличение соотношения 
Th17/Treg в остром посттравматическом периоде с тенденцией к снижению к 7-14-м суткам после 
травмы. Для детей с ТМТ обнаружены различия в динамике анализируемых показателей в зависимо-
сти от развития осложнений и исхода травматической болезни. Динамика уровня Th17/Treg в остром 
посттравматическом периоде значимо отличалась у детей с ТМТ при развитии ГСО и неблагопри-
ятном исходе на 7-е и 14-е сутки соответственно. Низкий уровень T127hi/Treg у пациентов с ТМТ в 
значительной степени связан с развитием ГСО. Несмотря на то, что достоверных отличий анализиру-
емых показателей в группах пациентов в зависимости от развития СПОН выявлено не было, у паци-
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ентов с СПОН были отмечены более низкие медианные значения для Th17/Treg and T127hi/Treg, чем 
у пациентов без СПОН начиная с 3-х суток после травмы. Для Th17/T127hi достоверных различий 
в группе тяжелой травмы в зависимости от развития осложнений и исхода травматической болезни 
выявлено не было. Результаты исследования свидетельствуют о том, что у детей уровни Th17/Treg и 
T127hi/Treg могут быть использованы для прогнозирования исхода травматического заболевания и 
оценки риска развития инфекционных осложнений и синдрома полиорганной дисфункции.

Ключевые слова: дети, тяжелая травма, политравма, отношение субпопуляций T-хелперов, синдром полиорганной 
недостаточности, прогноз исхода, инфекционные осложнения

T HELPER SUBSETS DURING THE ACUTE POST-TRAUMATIC 
PERIOD IN CHILDREN
Zakirov R.Sh.a, b, Petrichuk S.V.a, Freidlin E.V.a, Kuptsova D.G.a, 
Yanyushkina O.G.b, Karaseva O.V.a, b

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

Abstract. Severe mechanical injury is among the main reasons of disability and mortality in pediatric patients. 
The imbalance between the states of inflammation and immune suppression during the critical period of post-
traumatic injury bears an elevated risk for infectious complications and/or multiple organ failure. The present 
study aimed to determine the informative immunological criteria in order to evaluate severity and prognosis for 
clinical outcomes in children from the severe injury group (SInj, ISS ≥ 16, n = 87); mild/moderate injury group 
(MInj, ISS < 16, n = 34), as based on assessment of helper T cells (Th) ratios, i.e., Th17/Treg, T127hi/ Treg, 
and Th17/T127hi. The patients with severe injuries were classified by their outcomes (favorable, n  =  47; 
unfavorable, n = 40), presence of infectious complications (IC, n = 16) and the development of multiple organ 
failure (MOF, n = 11). Th ratios were studied on the 1st, 3rd, 5th, 7th, 14th day after injury. For the Sinj group, 
a pronounced increase of Th17/Treg ratio in the acute post-traumatic period with a decrease by 14 days was 
revealed. The indices of T127hi/Treg ratio on the first day for the patients from Minj group corresponded to the 
values of control group and significantly differed from patients with SInj in the 3rd to 5th day. There are different 
kinetics of Th subset ratio in peripheral blood of children with severe injuries over time in different groups, as 
well as with/without MOF, in presence, or absence of infectious complications and different clinical outcomes. 
Significant differences in T127hi/Treg ratio level were found in group with IC from 1st to 3rd day and from 7th to 
14th day. Significant differences in Th17/Treg ratio level were found in IC group (7th day), in MOF group on 14th 
day post-injury. The patients with MOF had lower median concentrations of Th17/Treg and T127hi/Treg than 
patients without MOF. The results of the study indicate that the levels of Th17/Treg and T127hi/Treg ratio in 
children may be used to predict outcome of the traumatic disease and assess the risk of infectious complications 
and multiple organ dysfunction syndrome.

Keywords: children, severe injury, polytrauma, T helper subsets ratio, multiple organ failure, outcome prediction, infectious 
complications

Introduction
Severe mechanical injury is one of the leading 

causes of childhood disability and mortality [4]. 
Severe injury induces a complex host immune 
response to tissue damage, a parallel pro- and anti-
inflammatory state associated with an increased 
risk of infectious complications (IC) and/or 
multiple organ failure (MOF) [2, 6]. A period of 
pronounced immunosuppression is usually observed, 

the pathogenesis of which is largely determined 
by a decrease in the level of T ymphocytes (Th) in 
severe trauma [8]. Also, it has been demonstrated 
that Treg is activated in response to massive spread 
causing induced injury, downregulation of Th1 
responses, and T cell anergy [5]. The quantity 
of T helper subpopulations, such as regulatory 
T  lymphocytes (Treg)  – CD4+CD127lowCD25high 
and Th17 lymphocytes (Th17), can be a significant 
marker in the frequency of the pathological process 
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and predicting its outcome. Th17 and Treg cells have 
opposite roles in the development of autoimmune 
and inflammatory diseases. While Th17 cells promote 
autoimmunity, Treg cells serve to control it and 
therefore play a very important role in autoimmune 
pathogenesis by maintaining self-tolerance and by 
controlling expansion and activation of autoreactive 
CD4+T effector cells. The control of Th17/Treg 
balance appears also critical in the development of of 
many diseases, including severe trauma [9]. However, 
further evaluation is required to determine exact 
kinetic changes of CD4+T cells subsets count post-
trauma.

The purpose of this study was to identify 
informative immunological criteria for the traumatic 
disease severity and as applicable to children. The 
identification relies on the assessment of Th subsets 
ratio – Th17/Treg, T127hi/Treg, and Th17/T127hi.

Materials and methods 
The study involved 87 patients (58 boys (66.6%), 

35 girls (33.4%); 331 observation sessions) with 
severe injury (SInj), treated at the Department of 
Anesthesiology and Resuscitation of the Research 
Institute of Emergency Pediatric Surgery and 
Traumatology. We used the laboratory of the National 
Medical Research Center for Children’s Health for 
laboratory studies, which were prescribed 1 to 5 times, 
depending on the length of stay of a given child at the 
ICU. The mean age of the children was 12.0 (5.75-
15.0) years (Me (Q0.25-Q0.75)). The time options for 
laboratory studies were the first, third, fifth, seventh 
and 14th days from the day of injury. The comparison 
group was comprised of 34 patients (15 boys (44.1%), 
19 girls (55.9%); 34 observation sessions) with mild/
moderate injury (MInj) treated at the Department of 
Neurotrauma. The control group was comprised of 80 
apparently healthy children, all of them underwent 
medical examination at the National Medical 
Research Center for Children’s Health. The children 
were comparable in age and sex: age  – 12.41 (4.4-
16.2) years (Me (Q0.25-Q0.75)); 47 boys (58.7%), 33 girls 
(41.3%). 

Assessing the injury, we relied on the Injury Severity 
Score (ISS) and the Glasgow Coma Scale (GCS). 
The outcome of an SInj was assessed with the help of 
the Glasgow Outcome Scale (GOS) and the Severe 
Injury Outcomes Scale (OISS) [10]. These scales 
were applied to assess the condition of the patient at 
discharge from the hospital.

The patients in our study met the following criteria: 
severe injury (ISS ≥ 16), aged 1-18 years, admittance 
to the ICU within 72 hours. Concomitant acute 

inflammatory and chronic diseases were a reason for 
exclusion. 

At the first stage, we analyzed the results from 
the control group, the MInj (ISS 4.0 (4.0-9.0) (Me 
(Q0.25-Q0.75)) and the SInj group (ISS 26.0 (21.0-
29.0) (Me (Q0.25-Q0.75)). At the second stage, we 
analyzed the two groups from SInj formed with the 
help of GOS and OISS, the favorable outcome group 
(SInjfav, n = 47) and the unfavorable outcome group 
(SInjunfav, n = 40). The distribution into these groups 
was based on the scores: patients were allocated to the 
SInjfav group if they scored 4-5 points on the GOS 
scale and 1-2 points on the OISS scale, and to the 
SInjunfav group if they scored 1-3 points on the GOS 
scale and 3-5 points on the OISS scale. 

Clinical and laboratory indicators of systemic 
inflammatory response syndrome and organ failure 
were evaluated in all patients with severe injury. Organ 
functioning was assessed daily after admission to the 
ICU using MODS (Multiple Organ Dysfunction 
Score) [7]. Patients with severe injury were divided 
into groups depending on infectious complications 
(IC n = 16) and the development of MODS (MODS 
n = 11).

We assessed the absolute cell count of T127hi  – 
CD4+CD127higtCD25high, Th17  – CD4+CD161+, 
Treg  – CD4+CD127lowCD25high and their ratio 
Th17/ Treg, T127hi/Treg, and Th17/T127hi in the 
patients. Two-platform technology enabled assessment 
of the quantitative indicators of the subpopulation 
composition of peripheral blood T lymphocytes. he 
absolute number of lymphocytes was calculated with 
the help of a Sysmex XT-2000i hematology analyzer 
(Sysmex Corporation; Japan). The preparation 
of samples for cytofluorimetric analysis included 
incubation of 100 µL of whole blood with 10 µL of 
monoclonal antibodies tagged with fluorochromes for 
20 min in a dark place. The erythrocytes were lysed 
with BD FACS™ Lysing Solution (BD Biosciences; 
USA); the duration of incubation therewith in the 
dark at room temperature did not exceed 10-12 
minutes. The resulting samples were analyzed in a 
Novocyte flow cytometer (ACEA Biosciences; USA). 
The surface markers used to determine lymphocyte 
subpopulations were as follows: CD45, IgG1, IgG2a, 
CD3, CD4, CD25, CD127, CD161 (Beckman 
Coulter, USA; BD Biosciences, USA; SONY corp., 
Japan). 

We used MS Excel 2016 (Microsoft corp.; USA), 
Statistica 10 (StatSoft, Inc.; USA) to process the data 
obtained. The results are presented as a median (Me) 
and quartiles (Q0.25-Q0.75). Mann–Whitney U test and 
Kruskal–Wallis test enabled comparison of differences 
in the attributes. The conclusions were considered 
significant at p < 0.05 (*).
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Results and discussion
Using the nonparametric Kruskal–Wallis test, we 

compared the differences in Th17/Treg, T127hi/ Treg, 
and Th17/T127hi ratio in children with injury over 
time in different groups: Control group, Minj and 
Sinj groups (Table 1, Figure 1). For Sinj group, 
a pronounced increase of Th17/Treg ratio in the 
acute post-traumatic period with an decrease to 14 
days was revealed groups (Figure 1A). The values of 
T127hi/ Treg and Th17/ T127hi in the first day for 
indicators of patients with MInj correspond to the 
values of control group and significantly differ from 
patients with SInj in the 3-5th day and in the 5-14th day 
after the injury respectively (Figure 1B, C). 

Using the nonparametric Mann–Whitney test, 
we compared the differences in Th subsets ratio in 
children with severe injury over time in different 
groups: with and without MOF, with and without IC 
and outcome groups (Table 1). 

Significant differences in Th17/Treg ratio level 
were found in IC groups – on 7th day, in OISS groups 
on 14th day from, and no reliable differences in groups 
with and without MOF throughout the observation 
period. Significant differences in T127hi/Treg ratio 
level were found in IC groups from 1st to 3rd day and 
from 7th to 14th day, in IC and OISS  – no reliable 
differences. Also, there were no significant differences 

in the level of Th17/T127hi for all comparison groups 

in children with severe trauma (Table 1, Figure 2C-F, 

see 3rd page of cover). Even though the levels of Th 

subsets ratio in the groups were determined in a wide 

range of values, patients with MOF had lower median 

concentrations within from 7th to 14th day for Th17/

Treg and from 3rd to 14th day – for T127hi/Treg than 

patients without MOF (Table 1, Figure 2A, B, see 3rd 

page of cover). This is due to differences in the kinetics 

of the levels of Th subsets in the acute post-traumatic 

period in children. The level of T127hi lymphocytes 

reach normal values by 5th day, unlike Th17 and Treg, 

the level of which remains reduced for up to 7-14 

days. The patients with MOF and/or with IC had 

significantly lower median concentrations of Th17 

and Treg within 1-7 days after admission to the ICU 

than patients without MOF/IC (Figure 2, see 3rd page 

of cover). Zhang et al. demonstrated that the level of 

Th17 showed increased initially and then decreased 

in patients with thoracic trauma. The frequency 

of Th17 was significantly increased in traumatic 

patients compared to healthy controls on the day after 

admission [11]. Another studies have shown that on 

trauma patients found elevated Th17/CD4+Treg ratios 

in trauma patients who developed sepsis, furthermore 

the ratio of Th17 cells to CD4+Tregs was skewed in 

favor of Th17 cells in non-surviving patients [1, 3].

Figure 1. Dynamics of Th17/Treg (A), T127hi/Treg (B), and Th17/T127hi (C) ratio in the critical period of injury in children
Note. Me (Q0.25-Q0.75) Min-Max; the significance is represented by letters accoding to pairwise comparation through the Kruskal–Wallis test; 
comparison groups: Cntr – control group; ISS < 16 – MInj group; ISS > = 16 – SInj group by day after severe injury.
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TABLE 1. DYNAMICS OF Th17/Treg, T127hi/Treg, AND Th17/T127hi RATIO IN THE CRITICAL PERIOD OF SEVERE INJURY 
IN CHILDREN (SInj GROUP) IN COMPARATION WITH CONTROL GROUP AND MInj GROUP AND IN SInj GROUP DEPENDING 
OF IC, MOF DEVELOPMENT AND OUTCOME PREDICTION OF OISS, Me (Q0.25-Q0.75)

Factor Control MInj
SInj, day after injury

1 3 5 7 14

n 80 34 68 87 35 74 67

Th17/Treg ratio c. u. 1.78 
(1.32-2.31)

1.78 
(1.11-2.48)

2.58 
(1.83-3.36)

2.45 
(1.82-3.43)

2.47 
(1.50-3.43)

1.88
(1.34-2.84)

1.95
(1.49-2.63)

MOF 
Th17/Treg

N 2.59 
(1.61-3.34)

2.52 
(1.80-3.61)

2.50 
(1.67-3.86)

2.04 
(1.36-2.92)

2.07
(1.54-2.72)

Y 2.45 
(2.21-3.57)

2.28 
(2.04-2.97)

2.33 
(1.13-2.59)

1.45 
(1.18-2.08)

1.49 
(1.34-1.99)

IC
Th17/Treg

N 2.77 
(2.09-3.42)

2.57 
(1.94-3.75)

2.47 
(1.41-3.20)

2.13 
(1.46-2.98)*

2.02 
(1.53-2.63)

Y 2.03 
(1.65-2.48)

2.24 
(1.77-2.65)

3.21 
(2.18-4.56)

1.28 
(1.00-1.82)*

1.52 
(1.17-2.38)

OISS
Th17/Treg

F 2.61 
(1.60-3.28)

2.27 
(1.77-3.44)

2.38 
(1.90-3.85)

2.22 
(1.27-3.05)

2.20 
(1.77-2.92)*

UF 2.50
(1.90-4.51)

2.65 
(1.99-3.29)

2.54 
(1.13-2.88)

1.81 
(1.39-2.15)

1.58 
(1.32-2.46)*

T127hi/
Treg ratio c. u. 1.20 

(1.03-1.84)
1.11 

(1.01-1.73)
1.55

(1.08-2.46)
1.87 

(1.09-2.73)
1.89 

(1.23-2.92)
1.55 

(0.96-2.39)
1.62

(1.08-2.30)

MOF
T127hi/
Treg

N 1.53 
(1.04-2.23)

1.89 
(1.13-2.77)

1.90 
(1.40-2.95)

1.63 
(1.14-2.40)

1.73 
(1.15-2.47)

Y 1.87 
(1.23-3.01)

1.20 
(0.82-2.14)

1.22 
(0.98-1.89)

0.94 
(0.83-2.11)

1.27 
(0.99-1.71)

IC
T127hi/
Treg

N 1.70 
(1.16-2.69)*

2.11 
(1.13-2.87)**

1.89 
(1.25-2.89)

1.70 
(1.11-2.44)*

1.78 
(1.15-2.47)*

Y 1.00 
(0.82-1.38)*

1.20 
(0.83-1.68)**

2.10 
(1.11-3.73)

1.09 
(0.77-1.46)*

1.26 
(0.78-1.40)*

OISS
T127hi/
Treg

F 1.70 
(1.10-2.34)

1.69 
(1.02-2.51)

1.88 
(1.44-2.91)

1.67 
(1.01-2.38)

2.01 
(1.16-2.82)

UF 1.41 
(1.04-2.74)

2.05 
(1.18-2.82)

1.89 
(1.06-2.89)

1.45 
(0.98-2.31)

1.44 
(1.05-1.95)

Th17/
T127hi ratio c. u. 1.49 

(1.03-1.85)
1.52 

(1.12-1.79)
1.47

(1.21-2.10)
1.40

(1.09-1.99)
1.18

(0.94-1.40)
1.25

(0.96-1.64)
1.24 

(0.96-1.50)
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Conclusions
Therefore, we have characterized and analyzed the 

dynamics of Th subsets ratio – Th17/Treg, T127hi/

Treg, and Th17/T127hi in the critical period of severe 
injury in children, which may play an important 
role in the post-traumatic immunosuppression, and 
thereby the recovery from trauma. The lower-level 
T127hi/Treg ratio in trauma patients admitted to 
the ICU is significantly associated with develop the 
infectious complications and MOF. The lower-level 
Th17/Treg is significantly associated with develop 
the infectious complications and outcome of the 
traumatic disease.
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Factor Control MInj
SInj, day after injury

1 3 5 7 14

n 80 34 68 87 35 74 67

MOF 
Th17/
T127hi

N 1.48 
(1.21-2.10)

1.38
 (1.09-1.96)

1.16 
(0.91-1.36)

1.25 
(0.94-1.58)

1.20 
(0.96-1.56)

Y 1.36 
(1.24-1.61)

1.44 
(0.95-2.52)

1.27 
(1.26-1.45)

1.46 
(1.08-1.82)

1.32 
(0.99-1.44)

IC 
Th17/
T127hi

N 1.42 
(1.14-2.09)

1.37 
(1.07-1.91)

1.18 
(0.89-1.33)

1.25 
(0.96-1.63)

1.19 
(0.91-1.50)

Y 1.62 
(1.44-2.20)

2.03 
(1.26-2.56)

1.22 
(1.00-1.66)

1.27 
(0.97-1.86)

1.32 
(1.12-1.53)

OISS
Th17/
T127hi

F 1.43 
(1.20-1.80)

1.43 
(1.10-2.03)

1.27 
(0.90-1.52)

1.33
(0.96-1.62)

1.24 
(0.96-1.47)

UF 1.60 
(1.26-2.24)

1.29 
(1.09-1.86)

1.08 
(1.00-1.27)

1.20 
(0.96-1.69)

1.24 
(0.97-1.51)

Note. Mann–Whitney U test; *, p <0,05;  **, p <0,01; comparison groups: MOF group (N, no; Y, yes); Infectious complication (N, no; 
Y, yes); Outcome (F, favorable outcome; UF, unfavorable outcome); c. u., conventional units.
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ФАЗЫ СИСТЕМНОГО ВОСПАЛЕНИЯ ПРИ  
СЕПТИЧЕСКОМ И ГЕМОРРАГИЧЕСКОМ ШОКАХ
Зотова Н.В.1, Соломатина Л.В.1, Журавлёва Ю.А.1,  
Бражников А.Ю.2, Гусев Е.Ю.1

1 ФГБУН «Институт иммунологии и физиологии» Уральского отделения Российской академии наук, 
г. Екатеринбург, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Уральский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Екатеринбург, Россия

Резюме. Шоковые состояния различной природы можно рассматривать в качестве клинических 
эквивалентов системного воспаления (СВ), основными проявлениями которого являются выражен-
ная гиперцитокинемия, другие проявления системной воспалительной реакции (СВР), коагулопа-
тия, полиорганная недостаточность (ПОН), дистресс гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой 
системы (ГГНС), системная тканевая альтерация. В совокупности эти феномены связаны прямыми 
и обратными связями с системными микроциркуляторными расстройствами, определяющими пато-
генез шоковых состояний. Целью исследования стало выявление особенностей развития фаз СВ при 
развитии двух вариантов септического шока, а именно при остром (первая неделя процесса) и затяж-
ном/подостром сепсисе (от 2 до 6 недель с начала манифестации), а также геморрагического шока 
(исследование через 4-12 часа от начала массивной кровопотери). Для верификации фаз СВ исполь-
зовали ранее предложенную нами шкалу СВ, включающую значение шести уровней СВР (УР-0- 5), 
а также дополнительные критерии СВ, а именно ПОН (шкала SOFA), а в плазме крови: D-димеры 
(> 500 нг/ мл), кортизол (> 1380 нмоль/мл), маркеры альтерации – миоглобин (> 800 нг/ мл) и/или 
тропонин I (> 0,2 нг/мл). Для расчета УР определяли содержание в плазме крови: CRP и 4 цитокинов 
(IL-6, IL-8, IL-10, TNFα). Наличие СВ устанавливали при значении шкалы СВ ≥ 5 баллов (цифро-
вые значения УР + наличие дополнительных критериев, каждый равен 1 баллу). При верификации 
фаз учитывали время и тяжесть развития критического состояния, а также значения УР. При этом 
выделяли 3 основные фазы СВ: развития, цитокинового шторма / флогогенного удара (УР-4-5) и 
депрессивную фазу (фазу истощения), последняя характеризуется относительно небольшими значе-
ниями СВР (УР-2-3). Летальность при шоке на фоне острого сепсиса (n = 13) составила 71,4%, при 
затяжном сепсисе (n = 17) – 94,1%, при геморрагическом шоке, не купированном в течении 24 часов 
после массивной кровопотери (n = 13), – 53,8%. Развитие шока при остром сепсисе и геморрагиче-
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ском шоке (исследование в первые 4-12 часов после начала массивной кровопотери) сопровождается 
выраженностью критической фазы цитокинового шторма / ФФУ с преобладанием УР-5 в случаях 
летальных исходов, а при затяжном сепсисе – депрессивной фазы (УР-2-3). Общая летальность (по 
всем группам) на фазе ФФУ составила 66,7%, на депрессивной фазе – 89,5%, а на фазе развития при 
геморрагическом шоке – 15,4% (при этом не исключен переход этой фазы в более критические фазы 
СВ до момента летального исхода). 

В основе шоковых состояний как септической, так и асептической природы лежит типовой пато-
логический процесс СВ, который необходимо дифференцировать от признаков СВР, характерных для 
высокоинтенсивного канонического воспаления. СВ отличается от классического воспаления и ха-
рактеризуется более высокими значениями цитокинемии (фаза цитокинового шторма) или наличием 
комплекса дополнительных феноменов СВ при относительно умеренных значениях СВР (депрессив-
ная фаза СВ). При этом депрессивная фаза СВ по своей критичности является более фатальной для 
исхода заболевания по сравнению с фазой цитокинового шторма с большей выраженностью СВР.

Ключевые слова: системное воспаление, сепсис, геморрагический шок, септический шок, полиорганная недостаточность, 
цитокины

PHASES OF SYSTEMIC INFLAMMATION IN SEPTIC AND 
HAEMORRHAGIC SHOCKS
Zotova N.V.a, Solomatina L.V.a, Zhuravleva Yu.A.a, Brazhnikov A.Yu.b, 
Gusev E.Yu.a 
a Institute of Immunology and Physiology, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Yekaterinburg, Russian 
Federation  
b Ural State Medical University, Yekaterinburg, Russian Federation

Abstract. Shocks of different origin (both septic and aseptic) be be considered clinical equivalents of systemic 
inflammation (SI) with following main manifestations : pronounced hypercytokinemia, other markers of 
systemic inflammatory response (SIR), coagulopathy, multiple organ failure (MOF), hypothalamic-pituitary-
adrenal (HPA) distress, systemic tissue alteration. In general, these phenomena are directly and inversely 
related to systemic microcirculatory disturbances which determine the pathogenesis of distinct shock states. 
The aim of our study was to identify the features of SI phases in the development of two variants of septic 
shock, i.e., acute course (first week of the process) and prolonged/subacute sepsis (2 to 6 weeks from the onset 
of manifestations), as well as haemorrhagic shock studied 4-12 hours from the onset of massive blood loss. To 
verify the SI phases, we used the previously proposed SI scale, including the value of six SIR levels (RL-0-5), 
as well as additional criteria of SI, i.e., evaluation of clinical MOF grade (SOFA scale), plasma D-dimers 
(> 500 ng/mL), cortisol (> 1380 nmol/mL), tissue alteration markers, e.g., myoglobin (> 800 ng/mL) and/or 
troponin I (> 0.2 ng/mL). To calculate RL in SIR, plasma CRP and four cytokines (IL-6, IL-8, IL-10, TNFα) 
were determined. The presence of SI was established if the SI scale exceeded 5 points (numerical RL values + 
presence of additional criteria, each equal to 1 point). The time and severity of the developing critical state, as 
well as the RL scores, were taken into account when reviewing the phases. 

There were three main SI phases: (1) evolving condition, (2) cytokine storm/phlogogenic hit (SD-4-5), 
and depressive (exhausting) phase. The latter was characterized by relatively low SIR values (RL-2-3). The 
lethality rate for shock in the presence of acute sepsis (n = 13) was 71.4%, reaching 94.1% in prolonged sepsis 
(n = 17). For haemorrhagic shock after massive blood loss, if not resolved within 24 hoursm the mortality rates 
was 53.8% (n = 13). Development of shock in acute sepsis, and haemorrhagic shock (within 4 to 12 hours after 
the onset of massive blood loss) is accompanied by the severity of critical-phase cytokine storm/PPS with a 
predominance of RL-5 in cases of lethal outcomes, and by a depression phase (RL-2-3) in prolonged sepsis. 
Overall mortality (for all groups) was 66.7% in the PS phase, 89.5% in the depressive phase and 15.4% in the 
evolvingl phase of haemorrhagic shock (with possible transition from this phase to the more critical SI phases 
until lethal outcome). 
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Введение
В основе любого воспалительного процесса 

лежит стрессорная реакция клеток и тканей на 
воздействие факторов реального или потенци-
ального повреждения [6, 7]. При этом воспале-
ние можно подразделить на три самостоятельных 
общепатологических процесса: (1) хроническое 
воспаление низкой интенсивности, или метабо-
лическое воспаление, (2) классическое воспале-
ние с характерными очаговыми проявлениями 
воспалительного процесса, (3) системное гипер-
воспаление (СВ). Все три варианта воспаления 
имеют системную составляющую в виде систем-
ной воспалительной реакции (СВР), но с различ-
ной степенью ее интенсивности и критичности. 
Наиболее драматичным для жизни пациентов 
вариантом воспаления является острое СВ, ко-
торое характеризуется микроциркуляторными 
расстройствами в жизненно важных органах, 
диссеминированным внутрисосудистым сверты-
ванием крови (ДВС), полиорганной недостаточ-
ностью (ПОН), признаками системной тканевой 
альтерации, шоковыми состояниями. При этом 
динамика СВ определяется сменой фаз с различ-
ной выраженностью СВР и тяжести состояния, в 
зависимости от длительности критического со-
стояния и интенсивности системного поврежде-
ния [1, 3].

Наиболее очевидным клиническим экви-
валентом СВ является рефрактерный дистри-
бутивный шок, прежде всего септический шок 
(СШ) [2]. В свою очередь, геморрагический шок 
характеризуется критической гиповолемией, но 
при несвоевременном купировании этот процесс 
приобретает свойства дистрибутивного шока, 
связанного с системными микроциркуляторны-
ми расстройствами [2, 5].

Ключевым иммунологическим параметром 
СВ является выраженность СВР, определяемая, 
прежде всего, по уровням цитокинемии (УР). 
В предыдущих наших исследованиях для стан-
дартной оценки интенсивности СВР, выражен-
ной шестью уровнями (УР-0-5), в плазме крови 

определяли концентрацию С-реактивного белка 
(CRP) и 4 цитокинов: IL-6, IL-8, IL-10, TNFα [9, 
10]. При этом УР-0 соответствует референсным 
интервалам нормы, УР-1 практически исклю-
чает острое СВ, УР-2-3 могут характеризовать 
гиперцитокинемию при выраженном классиче-
ском воспалении, но также и гипоэргическую 
(депрессивную) фазу СВ (ДФ), а УР-4-5 могут 
характеризовать феномен цитокинового штор-
ма или, иначе, гиперэргические фазы СВ (фазы 
флогогенного удара – ФФУ). Таким образом, для 
верификации СВ, помимо уровней СВР, необ-
ходимо регистрировать и другие феномены СВ, 
включая: ДВС, ПОН, дистресс нейроэндокрин-
ной системы, системную тканевую альтерацию. 
Определение всех этих феноменов, наряду с УР, 
в рамках предлагаемой нами интегральной шка-
лы СВ позволяет не только верифицировать СВ, 
но и определить фазы этого процесса, а именно 
фазы развития и разрешения, ФФУ и ДФ [9, 11].

Целью исследования стало выявление особен-
ностей развития фаз СВ при разных видах шоко-
вых состояний: септическом шоке, возникшем 
на фоне острого или затяжного/подострого сеп-
сиса и геморрагическом шоке.

Материалы и методы 
Пациенты 
Пациенты с шоковыми состояниями инфек-

ционного и неинфекционного генеза были вы-
браны для выявления особенностей динамики 
развития СВ. Всего было проанализировано 4 
группы:

1.	 Септический шок (СШ). Согласно кри-
териям «Сепсис-3» [8], у пациентов с сепсисом 
на 1-2-е сутки после поступления в отделение 
интенсивной терапии, наличие гипотонии, не 
реагирующей на вазопрессоры, оценка по шкале 
SOFA от 6 до 14 баллов, средняя – 9,75 (n = 14, 
средний возраст – 49,1±17,8 лет, мужчины/жен-
щины = 57,1%/42,9%). Летальные исходы (n = 10) 
в 71,4% случаев; 

2.	 Третичный перитонит (ТП) с затяжным 
(14-30 дней) и подострым (> 30 дней от начала 
манифестации) септическим процессом с раз-

Shock states of both septic and aseptic origin are based on a typical pathological process of SI, which 
should be distinguished from the signs of SIR characteristic of high-intensity canonical inflammation. It is 
characterized by higher cytokinemia (cytokine storm phase) or by the presence of additional SI phenomena 
with relatively moderate SIR levels (depressive SI phase). Thus, the depressive phase of SI is more fatal for 
disease outcome compared to the cytokine storm phase with higher intensity of SIR.

Keywords: systemic inflammation, sepsis, hemorrhagic shock, septic shock, multiple organ failure, cytokines
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витием септического шока (ТП СШ), n  =  17, 
средний возраст – 50,2±15,6 лет, мужчины/жен-
щины  =  64,7%/35,3%, оценка по шкале SOFA 
не рассчитывалась. Летальные исходы (n = 16) в 
94,1% случаев. Данная группа рассматривалась 
как подострый вариант септического шока в 
сравнении с «острым» вариантом СШ при сепси-
се, согласно дефинициям «Сепсис-3» [8].

Пациенты с острой патологической кровопо-
терей при осложненном течении беременности 
и родов более 10-15% объема циркулирующей 
крови. Причинами кровотечения стали: отслойка 
плаценты, эмболия амниотической жидкостью, 
разрыв матки, кесарево сечение, выскаблива-
ние полости матки и прочие. Случаи с наличи-
ем острого инфекционного заболевания, септи-
ческими осложнениями беременности и родов, 
хроническими инфекционными заболеваниями 
в стадии обострения на момент исследования, 
системными аутоиммунными заболеваниями со-
единительной ткани из исследования исключа-
лись.

3.	 Шок купируемый – пациентки, у которых 
течение беременности и родов было осложнено 
кровотечением с развитием геморрагического 
шока, а в 76,9% случаев (10 из 13) и ПОН. Шок 
был купирован соответствующей терапией в те-
чение 24 часов (n  =  13, возраст 23-41 год, сред-
ний возраст – 28,9±6,0 лет, балл по шкале SOFA 
у пациентов с ПОН от 2 до 4, средний балл = 2,3). 
Объем кровопотери составил от 2000 мл до 4800 
мл, среднее – 3000 мл. 

4.	 Шок некупируемый  – кровотечение с 
развитием геморрагического шока, не купируе-
мого в течение первых 24 часов (n = 13, возраст 
24-36 лет, средний возраст – 29,5±5,3 лет). Объем 
кровопотери – от 1500 мл до 12 000 мл, среднее – 
3523,1 мл. 

Пациентам всех исследуемых групп проводи-
лась соответствующая инфузионно-трансфузи-
онная, заместительная гемостатическая, проти-
вошоковая терапия. 

Группа сравнения для групп шок купируемый/
некупируемый  – пациентки, у которых течение 
беременности и родов было осложнено крово-
течением без развития геморрагического шока 
(n  =  13, возраст 16-35 лет, средний возраст  – 
26,8±1,7 года), при этом у одной пациентки от-
мечалось развитие ПОН, балл по шкале SOFA – 
3, с терапевтической коррекцией ПОН к исходу 
первых 24 часов. Объем кровопотери у 10 паци-
енток составил 750-1500 мл (76,9%), 1500-2000 мл 
в двух случаях (15,4%) и в одном случае > 2000 мл 
(7,7%). 

Контрольная группа – здоровые доноры кро-
ви в возрасте 18-55 лет (n = 50, средний возраст – 
34,1±10,4 года, мужчины/женщины = 52%/48%).

Измерение биомаркеров
Мы исследовали стабилизированную ци-

тратом плазму крови, предварительно заморо-
женную при -20 °C. Уровни IL-6, IL-8, IL-10, 
TNFα, CRP, кортизола, миоглобина, тропонина 
I и D-димеров в образцах плазмы крови анали-
зировали с помощью закрытой системы для им-
мунохемилюминесцентного анализа Immulite 
(Siemens Medical Solutions Diagnostics, Malvern, 
PA, США).

Верификация системного воспаления
Мы использовали ранее предложенные нами 

шкалы СВ и УР для верификации СВ и его фаз, а 
также выраженности СВР [9, 10].

Статистический анализ
Описательная статистика представлена по 

основным характеристикам: m – среднее значе-
ние, Me – медиана, Q0,25-Q0,75% – квартили. Для 
проверки гипотезы о ненормальности распреде-
ления выборок использовались тесты Колмого-
рова–Смирнова и Шапиро–Уилка. Сравнение 
эмпирических данных проводили с помощью 
теста Манна–Уитни, частотных распределений в 
группах  – с помощью теста Хи-квадрат (χ2) для 
категориальных переменных. Все результаты счи-
тались статистически значимыми при p < 0,05. 

Результаты и обсуждение
Согласно данным таблицы 1, шоковые состо-

яния разной этиологической природы характе-
ризовались выраженным повышением в крови 
практически всех молекулярных маркеров СВ, 
что подтверждает общепатологический характер 
этого процесса. Однако выявлены существен-
ные отличия при сопоставлении как септическо-
го и асептического шока, так и двух вариантов 
СШ (купируемого и некупируемого). Септи-
ческий шок при остром сепсисе в сравнении с 
затяжным/подострым процессом (третичный 
перитонит) отличался более высокими значени-
ями большинства показателей СВР (IL-6, IL-8, 
IL- 10, TNFα, баллы по шкалам УР и СВ), при 
сопоставимости маркеров других феноменов СВ 
(табл. 1). Подобная закономерность прослежива-
лась при использовании интегральных критериев 
(табл. 2). Так, при двух вариантах СШ у пациентов 
в 100% случаях фиксировались только наиболее 
критичные для жизни фазы СВ, а именно фазы 
флогогенного удара (ФФУ) и депрессивная фаза 
(ДФ). Между тем, при остром сепсисе (группа 
№ 2) преобладали ФФУ (78,6%), а при затяжном 
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ТАБЛИЦА 1. ОПИСАТЕЛЬНАЯ СТАТИСТИКА ИССЛЕДУЕМЫХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ В ГРУППАХ ПАЦИЕНТОВ С ШОКАМИ  
(m / Me (Q0,25-Q0,75) %)

TABLE 1. DESCRIPTIVE STATISTICS OF THE INDICATORS STUDIED IN THE GROUPS OF PATIENTS WITH SHOCKS  
(m / Me (Q0.25-Q0.75) %)

Группы  
(№ )

Groups  
(No.)

Показатели
Parameter

Доноры (№ 1)
Donors
(No. 1)
n = 24

СШ (№ 2)
Septic shock

(No. 2)
n = 14

ТП СШ (№ 3)
TP SS
(No. 3)
n = 17

Купируемый 
шок (№ 4)

Manageable 
shock
(No. 4)
n = 13

Некупируемый 
шок (№ 5)

Unresponsive 
shock
(No. 5)
n = 13

IL-6, пг/мл
IL-6, pg/mL < 5 / < 5 4168,86 / 2583,50 

(341,00-4074,00)
410,06 / 75,10
(59,60-99,00)1

75,15 / 32,50 
(25,50-51,10)

4674,85 / 114,00
(73,50-3640,00)2

IL-8, пг/мл
IL-8, pg/mL

< 10
< 5 (< 5,00-

5,50)

698,57 / 493,00 
(149,00-999,00)

140,46 / 65,90 
(48,10-185,00)1

145,05 / 21,50 
(7,90-327,00)

2245,28 / 138,00 
(51,40-1342,00)

IL-10, пг/мл
IL-10, pg/mL < 5 / < 5 116,51 / 93,20 

(47,60-176,00)
11,25 / 7,80 
(4,90-11,90)1

68,93 / 49,70 
(< 5,00-106,00)

748,15 / 90,30 
(38,10-597,00)

TNFα, пг/мл
TNFα, pg/mL < 8 / < 8 258,28 / 45,50 

(26,00-141,00)
17,99 / 17,80 
(15,50-20,00)1

171,63 / 19,60 
(15,00-123,00)

291,46 / 50,20 
 (23,10-161,00)

CRP, мг/л
CRP, mg/L

0,19 / 0,15 
(0,10-0,22)

25,34 / 28,25 
(10,80-34,00)

20,62 / 11,10 
(8,50-25,10)

2,96 / 1,40 
(0,78-3,50)

1,82 / 1,20 
(0,36-2,99)

Тро, нг/мл
Tro, ng/mL < 0,2 / < 0,2 0,76 / 0,21 

(0,19-0,27)
1,58 / 0,23 
(0,19-1,10)

0,40 /  < 0,2 
(< 0,20-0,56)

24,69 / 0,55 
(< 0,20-1,70)

Мио, нг/мл
Myo, ng/mL

13,92 / 13,05
(11,50-15,10)

224,47 / 121,00 
(31,00-289,00)

276,78 / 166,00 
(105,00-259,00)

177,86 / 155,00 
(89,00-175,00)

423,03 / 364,00 
(96,70-682,00)

Кор, пмоль/л
Cor, pmol/L

370,87 / 352,50 
(254,00-523,50)

1467,29 / 1430,00 
(970,00-1920,00)

1061,12 / 1015,00 
(513,00-1396,00)

1049,60 / 1084,00 
(308,00-1266,00)

1479,23 / 1395,00 
(946,00-1532,00)

SOFA, балл
SOFA, point 0 9,75 / 10,00 

(8,50-11,00)
8,06 / 8,00 
(5,00-11,00)

2,31 / 3,00 
(2,00-3,00)

10,15 / 10,00 
(6,00-14,00)2

УР
RL

0,00 / 0,00 
(0,00-0,00)

4,14 / 4,00 
(4,00-5,00)

2,71 / 3,00 
(2,00-3,00)1

3,00 / 3,00 
(3,00-3,00)

3,54 / 3,00 
(3,00-5,00)

СВ, балл
SI, point 0 7,00 / 7,00 

(6,00-8,00)
5,65 / 6,00 
(5,00-6,00)1

5,08 / 5,00 
(4,00-6,00)

6,77 / 7,00 
(7,00-8,00)2

Примечание. 1 – статистически значимые отличия (U-критерий Манна–Уитни, p < 0,05) между группами № 2 и № 3,  
2 – статистически значимые отличия (U-критерий Манна–Уитни, p < 0,05) между группами № 4 и № 5.

Note. 1, statistically significant differences (Mann-Whitney (U) test, p < 0.05) between groups No. 2 and No. 3; 2, statistically 
significant differences (Mann–Whitney (U) test, p < 0.05) between groups No. 4 and No. 5.

сепсисе (группа № 3) – ДФ (94,1%). Уменьшение 
соотношения ФФУ/ДФ при увеличении длитель-
ности процесса являлось общей закономерно-
стью СВ. При этом доминирование ДФ являлось 
неблагоприятным прогностическим фактором, 
что подтверждается высоким уровнем летально-
сти в группе № 3 (94%).

При массивной кровопотере (> 1500 мл) кри-
терии СВ регистрировали однократно в период 
4-12 часов после ее начала. При этом в случае 
предотвращения развития геморрагического 
шока развитие СВ не характерно (группа № 6, 
табл. 2). Напротив, при наличии геморрагическо-
го шока СВ выявлялось у большинства пациен-
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тов. В этих случаях фиксировались две фазы СВ, 
а именно относительно некритичная фаза разви-
тия и ФФУ. При этом у пациентов с некупируе-
мым в течение 24 часов шоком (группа №  5), в 
отличие от группы № 4 с купированным шоком, 
доминировала максимальная интенсивность 
СВР (УР-5), а во втором случае – УР-4 (табл. 2). 
Подобная закономерность подтверждалась и на-
личием значимых (p < 0,05) различий между эти-
ми группами по ряду других показателей СВР и 
СВ, представленных в таблице 1 (IL-6, баллы по 
шкалам СВ и SOFA).

Следует отметить, что динамика СВ при ге-
моррагическом шоке отличалась большей стре-
мительностью (вариант «прорыв») в отличие от 
острого сепсиса (вариант «продавливание», за 

исключением молниеносного сепсиса) [3, 9], что 
требует мониторирования этого процесса в тече-
ние первых суток. Так, исследование динамики 
вариантов «прорыв» с летальными исходами в че-
тырех случаях эмболий околоплодными водами 
показало, что фаза развития определяется в пер-
вые 3-5 часов от момента наступления критиче-
ского состояния, затем эта фаза переходит в ФФУ 
(2 летальных исхода), а ДФ (2 других летальных 
исхода) развивается примерно к концу первых 
или в начале 2-х суток от момента возникнове-
ния критического состояния [4]. Таким обра-
зом, менее четкие, чем при сепсисе, результаты 
определения критических фаз развития СВ при 
геморрагическом шоке можно отчасти объяснить 
однократностью этого динамичного исследова-

ТАБЛИЦА 2. ЧАСТОТА (%) РЕГИСТРАЦИИ РАЗЛИЧНЫХ ЗНАЧЕНИЙ УР, РЕГИСТРАЦИИ СВ И ЕГО ФАЗ, ЛЕТАЛЬНЫХ 
ИСХОДОВ В ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУППАХ

TABLE 2. FREQUENCY OF DIFFERENT RL, REGISTRATION OF SI, LETHAL OUTCOMES, AND RATE OF SI PHASES IN THE 
STUDIED GROUPS (%)

Группы
(№)

Groups (No.)

УР
RL

СВ
SI

ЛИ
LO

Фазы СВ 
SI phases 

1 2 3 4 5 Развития 
Developmental

ФФУ
PPS

5

ДФ 
DP

Доноры (№ 1)
Donors (No. 1) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

СШ (№ 2)
Septic shock
(No. 2)

0,0 7,11 14,31 42,91 35,71 100 71,4 0,0 78,61 21,41

ТП СШ (№ 3)
TP SS (No. 3) 0,0 35,3 58,8 5,9 0,0 100 94,1 0,0 5,9 94,1

Купируемый 
шок (№ 4)
Manageable 
shock (No. 4)

0,0 23,1 53,8 23,1 0,0 76,92 0,0 53,8 23,1 0,0

Некупируемый 
шок (№ 5)
Unresponsive 
shock (No. 5)

7,7 15,4 30,8 7,7 38,52 92,32 53,82 46,2 46,2 0,0

Кровопотеря 
без шока (№ 6)
Bleeding without 
shock (No. 6)

7,7 61,5 23,1 7,7 0,0 7,7 0,0 0,0 7,7 0,0

Примечание. 1 – статистически значимые отличия (χχ2, p < 0,05) между группами № 2 и № 3, 2 – статистически значимые 
отличия (χχ2, p < 0,05) между группами № 4 и № 5, СШ – септический шок, ТП СШ – септический шок при третичном 
перитоните, ЛИ – летальные исходы, ФФУ – фаза флогогенного удара, ДФ – депрессивная фаза. Доноры (контроль) 
в 100% случаев УР = 0. 

Note. 1, statistically significant difference (χχ2, p < 0.05) between groups No. 2 and No. 3; 2, statistically significant difference (χχ2, 
p < 0.05) between groups No. 4 and No. 5; SS, septic shock; TS SS, septic shock in tertiary peritonitis; LO, lethal outcome; PSP, 
phlogogenic stroke phase; DP, depressive phase. Donor (control) in 100% of cases RL = 0.
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ния в 1-е сутки процесса. Учитывая указанную 
неоднозначность, нельзя исключить связь опре-
деленной части летальных исходов, особенно 
начиная с конца первых суток после начала мас-
сивной кровопотери, с развитием именно ДФ. 
Вероятно, и реальный процент СВ в группах ге-
моррагического шока, особенно некупированно-
го, мог быть выше при многократных определе-
ниях исследуемых параметров в течение первых 
24 часов развития этого патологического процес-
са. Тем не менее можно утверждать, что СВ, осо-
бенно его фаза развития и начальные проявления 
ФФУ, не являются фатальным приговором для 
пациентов, поскольку своевременное примене-
ние интенсивной терапии может успешно купи-
ровать дальнейшее развитие СВ. При этом общая 
летальность (по всем исследуемым группам) на 

фазе ФФУ в настоящем исследовании составила 
66,7%, на ДФ – 89,5%, а на фазе развития при ге-
моррагическом шоке – 15,4%.

Заключение
Шоковые состояния как септической, так и 

асептической природы в большинстве случаев 
патогенетически связаны с развитием СВ. В свою 
очередь, развитие СВ характеризуется сменой 
нескольких фаз. При этом фаза цитокинового 
шторма (фаза флогогенного удара) не является 
единственной критической фазой при сопостав-
лении ее с депрессивной фазой, которая харак-
теризуется более низкими значениями выражен-
ности СВР, но такой же и даже более высокой 
вероятностью летальных исходов.
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ЭФФЕКТ СОВМЕСТНОГО ВЛИЯНИЯ  
МЕТОТРЕКСАТА И МЕТАБОЛИТОВ  
БИФИДОБАКТЕРИЙ НА ПРОДУКЦИЮ TNFαα И IFNγγ 
МОНОНУКЛЕАРАМИ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ 
ЧЕЛОВЕКА
Иванова Е.В., Чайникова И.Н., Бекпергенова А.В., Бондаренко Т.А., 
Челпаченко О.Е., Здвижкова И.А., Перунова Н.Б., Бухарин О.В.
Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза УрО РАН – обособленное структурное подразделение 
ФГБУН Оренбургского федерального исследовательского центра УрО РАН, г. Оренбург, Россия

Резюме. Метотрексат является препаратом первой линии для лечения ряда ревматических и не-
ревматических заболеваний, включая онкопатологию, однако его терапевтическая эффективность 
ограничивается выраженной токсичностью в отношении многих органов (миело-, гепато-, нефро-
токсичность, мукозит, энтерит, дисбиоз различных биотопов человека и др.). В последнее время в 
ряде исследований установлено, что метаболиты бифидо- и лактобактерий способны усиливать те-
рапевтический эффект химиотерапевтических препаратов и ограничивать их токсические свойства. 
Целью работы явилось исследование возможного потенцирующего эффекта бесклеточных супер-
натантов бифидобактерий при совместном с метатрексатом воздействии на секрецию провоспали-
тельных цитокинов TNFα и IFNγ мононуклеарными клетками периферической крови человека. Из-
учение иммунорегуляторного влияния метаболитов бифидобактерий, метотрексата и их совместной 
комбинации оценивали по способности изменять продукцию цитокинов TNFα и IFNγ на модели 
мононуклеаров при сокультивировании в условиях in vitro. Анализ сочетанного влияния метаболи-
тов бифидобактерий и цитостатика на продукцию цитокинов выявил их синергидный эффект в от-
ношении двух ключевых провоспалительных цитокинов – TNFα и IFNγ: усиление, по сравнению с 
контролем (пробы с метотрексатом без супернатантов бифидобактерий), ингибирования продукции 
раннего провоспалительного цитокина TNFα и, напротив, усиление стимуляции секреции IFNγ, ре-
гулирующего клеточные эффекторы. Полученные результаты на примере исследуемых цитокинов 
свидетельствуют о наличии потенцирующего влияния метаболитов бифидобактерий на противовос-
палительные и иммунорегуляторные свойства метотрексата. Таким образом, метаболиты бифидобак-
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терий могут рассматриваться в качестве перспективного средства, потенцирующего терапевтические 
свойства метотрексата посредством подавления секреции TNFα и стимуляции IFNγ иммунокомпе-
тентными клетками. Дальнейшее изучение сочетанного влияния метотрексата и метаболитов ки-
шечной микробиоты на продукцию цитокинов различных функциональных групп эффекторными 
клетками целесообразно для разработки способов усиления терапевтического эффекта метотрексата 
и ограничения его токсических свойств метаболитами бифидобактерий. 

Ключевые слова: бифидобактерии, бесклеточные супернатанты, метотрексат, цитокины, мононуклеары периферической 
крови человека

COMBINED EFFECT OF METHОTREXATE AND 
BIFIDOBACTERIA METABOLITES ON TNFαα AND IFNγγ 
PRODUCTION BY HUMAN PERIPHERAL BLOOD 
MONONUCLEARS
Ivanova E.V., Chainikova I.N., Bekpergenova A.V., Bondarenko T.A., 
Chelpachenko O.E., Zdvizhkova I.A., Perunova N.B., Bukharin O.V.
Institute of Cellular and Intracellular Symbiosis, Orenburg Federal Research Center, Ural Branch, Russian Academy 
of Sciences, Orenburg, Russian Federation

Abstract. Methotrexate (Mtx) is a first-line drug for the treatment of numerous rheumatic and non-rheumatic 
disorders, including oncological disdiseases. However, therapeutic efficacy of Mtx is limited by severe toxicity 
to many organs (myelo-, hepato-, nephrotoxicity, mucositis, enteritis, dysbiosis at various human biotopes, 
etc.). Recently, a number of studies showed that some metabolites of Bifidobacteria and Lactobacilli are able to 
enhance effect of chemotherapeutic drugs and limit their toxic properties. The aim of the present work was to 
study the possible potentiating action of Bifidobacteria cell-free supernatants and methotrexate upon secretion 
of pro-inflammatory TNFα and IFNγ cytokines by human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). 
The immunoregulatory effects upon production of TNFα and IFNγ was evaluated in the in vitro model of 
cultured PBMC supplemented with Bifidobacteria metabolites, methotrexate, or their combination. Analysis of 
the combined effect of Bifidobacteria metabolites and Mtx on the cytokine production revealed their synergism 
towards the key pro-inflammatory cytokines (TNFα and IFNγ). We found an increase against the control 
cultures (with Mtx only), inhibition of the early pro-inflammatory cytokine TNFα production. On the contrary, 
we revealed an increased secretion of IFNγ which regulates the effector cells. The results obtained with these 
cytokines suggest the presence of a potentiating effect of Bifidobacteria metabolites upon anti-inflammatory 
and immunoregulatory properties of methotrexate. Thus, Bifidobacteria metabolites can be considered a 
promising agent which potentiates the therapeutic action of methotrexate by suppressing TNFα secretion and 
stimulating IFNγ by immunocompetent cells. Further studies of the combined effects of Mtx and metabolites 
from the intestinal microbiota upon the cytokine production by effector cells could be recommended, aiming 
to enhance therapeutic effect of methotrexate and limit its toxic properties using the Bifidobacteria metabolites. 

Keywords: Bifidobacteria, cell-free supernatants, methotrexate, cytokines, peripheral blood mononuclear cells, human

Введение
Метотрексат является препаратом первой ли-

нии для лечения ряда ревматических и неревма-
тических заболеваний, включая онкопатологию. 
Благодаря иммуносупрессивным свойствам, 
MTX также используется для лечения аутоиммун-
ных заболеваний [3,  15]. Противовоспалитель-

ная и иммуномодулирующая активность МТХ 
определяют его эффективность применения при 
воспалительных заболеваниях кишечника, рас-
сеянном склерозе, системных заболеваниях [4]. 
Механизмы действия MTX как противовоспали-
тельного препарата с иммуномодулирующей ак-
тивностью включают модуляцию аденозиновой 
сигнализации, изменение цитокиновых сетей, 
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генерацию активных форм кислорода, регуля-
цию экспрессии некоторых длинных некодирую-
щих РНК [4], подавление медиатора воспаления 
алармина HMGB1, хемотаксиса и адгезии воспа-
лительных клеток [3]. 

Широкое применение MTX ограничивается 
его токсичностью. Одними из клинически зна-
чимых проявлений кишечных нарушений вслед-
ствие химиотерапии является мукозит, энтерит, в 
развитии которых нарушения микробиоты игра-
ют решающую роль. Изменение микробиоты 
кишечника человека под влиянием МТХ носит 
дозозависимый характер [10,  14]. Вместе с тем 
установлено, что изменения кишечной микро-
биоты или ее метаболитов могут непосредственно 
влиять на эффективность и токсичность терапев-
тических средств [1,  7]. Так, несмотря на выра-
женные противовоспалительные эффекты MTX, 
существует высокая доля пациентов, которые не 
реагируют на MTX или имеют серьезные побоч-
ные токсические эффекты. Предполагают, что 
эти межиндивидуальные различия частично свя-
заны с микробиотой кишечника пациентов [14]. 
Поэтому некоторые характеристики кишечно-
го микробиома предлагается рассматривать как 
предиктор клинического ответа на МТХ [12]. 

В последнее время в ряде исследований уста-
новлено, что метаболиты штаммов микробиоты 
способны усиливать терапевтический эффект 
химиотерапевтических препаратов, например, 
установлено усиление терапевтического эффекта 
химиотерапевтического препарата 5-фторураци-
ла (5-FU) под влиянием супернатанта лактобак-
терий Lactobacillus plantarum [2]. 

Учитывая высокую эффективность, широкое 
применение и вместе с тем многочисленные по-
бочные реакции MTX, одним из подходов оп-
тимизации лечения и снижения токсичности 
данного препарата может быть использование 
природных соединений, являющихся вторич-
ными метаболитами нормобиоты человека с 
широким спектром биологической активности 
и способных потенцировать терапевтические 
эффекты метотрексата. Целью работы явилось 
исследование возможного потенцирующего эф-
фекта бесклеточных супернатантов бифидобак-
терий при совместном с МТХ воздействии на 
секрецию провоспалительных цитокинов TNFα 
и IFNγ мононуклеарными клетками перифери-
ческой крови человека. 

Материалы и методы 
Объектами исследования служили штам-

мы Bifidobacterium bifidum (ICIS-310, ICIS-643, 
ICIS-202, ICIS-504, ICIS-629) и Bifidobacterium 
longum (ICIS-505, ICIS-206, ICIS-500, ICIS-627) 
из коллекции лаборатории инфекционной сим-

биологии ИКВС УрО РАН. Микробные метабо-
литы получали из бульонных культур бифидо-
бактерий двукратным центрифугированием при 
3200 об/ мин с последующей фильтрацией (мем-
бранные фильтры с диаметром пор 0,22 мкм, 
Millipore, США).

Мононуклеарные лейкоциты выделяли из ге-
паринизированной крови здоровых доноров ме-
тодом градиентного центрифугирования (400  g) 
в градиенте плотности фиколл-верографин 
(Pharmacia, Швеция) плотностью 1,077 г/см3. 
Продукция провоспалительных цитокинов IFNγ 
и TNFα исследовалась в культуре мононуклеаров, 
сокультивируемых с метаболитами бифидобак-
терий с добавлением метотрексата (МТХ, «Сан-
доз», Словения; лекарственная форма – раствор 
для инъекций) (опыт 1) в концентрации 5 мкг/ мл 
и без МТХ (опыт 2). В качестве контроля были 
использованы пробы, где к периферическим мо-
нонуклеарам добавлялся только МТХ (контроль 
1) или культуральная среда (контроль 2). После 
24-часовой инкубации клеток (2  ×  106) при 37 °С 
в атмосфере 5% СО2 в полной культуральной 
среде RPMI-1640 с добавлением 10% инактиви-
рованной фетальной сыворотки (Sigma, США) 
и 80 мкг/мл гентамицина. Исследования прово-
дили в 9 дублях для каждого штамма и каждого 
вида цитокинов. Уровень спонтанной продукции 
цитокинов после сокультивирования мононукле-
аров с метаболитами бактерий исследовали ИФА 
(«Цитокин», Санкт-Петербург). Регистрация ре-
зультатов проводилась на фотометре Multiskan 
(Labsystems, Финляндия), длина волны 492 нм. 

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили средствами пакета Statistica 10 
(StatSoft, США) с оценкой различий между вели-
чинами по критерию Манна–Уитни (р < 0,05).

Результаты и обсуждение
Анализ влияния метаболитов бифидобак-

терий на модели мононуклеаров перифериче-
ской крови человека показал, что метаболиты 
и B.  bifidum, и B.  longum подавляли продукцию 
ключевого провоспалительного цитокина TNFα 
в 3-5 раз относительно контроля лимфоцитов 
(350,0±15,0  пг/мл), (р ≤  0,05). Добавление к пе-
риферическим мононуклеарам цитостатика MTX 
без метаболитов бактерий сопровождалось сни-
жением продукции TNFα в 3,5 раза в сравнении 
с контролем (р ≤ 0,05). Сочетанное влияние ме-
таболитов бифидобактерий и МТХ также харак-
теризовалось ингибирующим эффектом (68,2-
84,7  пг/мл) в отношении провоспалительного 
цитокина TNFα (р ≤ 0,05). Метаболиты штаммов 
B.  longum обладали более выраженным потенци-
рующим действием в отношении влияния на се-
крецию данного цитокина (р ≤ 0,05). Концентра-
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ция TNFα в среде культивирования снижалась до 
60,0±1,5 пг/ мл в присутствии МТХ и метаболитов 
штамма B. longum ICIS-505 и до 70,1±2,1 пг/ мл – 
МТХ и метаболитов штамма B. longum ICIS-206 
(р ≤ 0,05).

Вместе с тем содержание другого провос-
палительного цитокина IFNγ увеличивалось 
при добавлении к мононуклеарным лейкоци-
там как метаболитов бифидобактерий (в 2-3,5 
раза в сравнении с контролем лимфоцитов  – 
30,4±2,3 пг/ мл) (р ≤ 0,05), так и цитостатика MTX 
(в 2,3 раза относительно контроля) (р  ≤  0,05). 
Причем выраженность стимулирующего эффекта 
возрастала при сочетанном влиянии МТХ и мета-
болитов бифидобактерий (в среднем до 85,4±3,6 
пг/ мл) (р ≤ 0,05). Метаболиты штамма B.  longum 
ICIS-206 в присутствии МТХ стимулировали се-
крецию IFNγ только до 55,0±3,8 пг/ мл (р ≤ 0,05), 
а штаммов B. longum ICIS-500 и B. bifidum ICIS-
643 – до 114,0±4,3 пг/мл и 107,6±6,1 пг/мл, соот-
ветственно (р ≤ 0,05).

Таким образом, было установлено разнона-
правленное влияние метаболитов бифидобакте-
рий и МТХ, а также их сочетаний на продукцию 
двух ключевых провоспалительных цитокинов 
мононуклеарными лейкоцитами перифериче-
ской крови человека – TNFα и IFNγ. Показано 
потенцирующее влияние метаболитов бифидо-
бактерий на ингибирующий эффект цитоста-
тика МТХ в отношении продукции лимфоци-
тами флогогенного фактора TNFα. Наиболее 
выраженным эффектом обладали метаболиты 
штаммов B. longum ICIS-505 и B. longum ICIS-
206. Вместе с тем, метаболиты бифидобактерий 
потенцировали стимулирующее влияние МТХ в 
отношении секреции медиатора клеточного им-
мунного ответа – IFNγ.

Оценивая полученные в настоящей работе 
результаты об усилении бесклеточными супер-
натантами B. bifidum и B. longum эффекта воз-
действия метатрексата на продукцию провос-
палительных цитокинов, можно предположить, 
что выявленный потенцирующий эффект обе-
спечивается наличием в культуральных суперна-
тантах бифидобактерий определенного спектра 
биологически активных молекул (метаболитов), 
таких как короткоцепочечные жирные кислоты 
(SCFAs), представленные ацетатом, пропиона-
том и бутиратом [7]. Различные таксоны микро-
организмов ответственны за синтез SCFAs. Для 
Bifidobacterium spp. специфичными метаболи-
тами являются ацетат, пропионат, лактат и в 
меньшей степени бутират. После попадания в 
эпителиальные клетки кишечника SCFAs вы-
полняют регуляторную роль, взаимодействуя со 
специфическими рецепторами, связанными с 

G-белком (GPCR) и/или гистондеацетилазами 
(HDACs) [6]. 

В настоящее время метаболитам бифидобак-
терий отводится важная роль в усилении терапев-
тического эффекта ряда химиотерапевтических 
препаратов. Благодаря способности бифидобак-
терий и их метаболитов к биотрансформации 
противоопухолевых препаратов [13], образуют-
ся соединения с усиленной цитотоксичностью в 
отношении раковых клеток [9]. Протективный 
эффект бифидо- и лактобактерий и их метаболи-
тов проявляется в антиоксидантных и антипро-
лиферативных эффектах через ингибирование 
NF-κB, участвующего в пролиферации клеток и 
играющего критическую роль в воспалительном 
процессе [5], в регуляции генов с про- и анти-
апоптотической активностью [8]. Наряду с бифи-
добактериями, усиливать действие МТХ могут и 
Bacteroides fragilis. В работе Zhou B. и соавт. (2022) 
на мышиной модели коллаген-индуцированного 
артрита показано, что MTX не оказывает тера-
певтического эффекта при отсутствии в кишеч-
нике Bacteroides fragilis [15]. Введение B. fragilis 
восстанавливало эффективность MTX и сопро-
вождалось увеличением уровня бутирата.

Заключение
Поиск перспективных природных компонен-

тов, направленных на уменьшение токсичности 
и побочных эффектов химиотерапевтических 
препаратов, в частности метотрексата, представ-
ляет собой будущее направление в терапии раз-
личных воспалительных, аутоиммунных и лим-
фопролиферативных заболеваний. Современные 
терапевтические стратегии, использующие ки-
шечную микробиоту и ее метаболиты в сочета-
нии с химиотерапией и иммунотерапией, могут 
предоставить новые возможности для кишечной 
микробиоты и ее метаболитов стать адъюванта-
ми для специфической терапии пролифератив-
ных заболеваний  [11]. Результаты настоящего 
исследования дают основание для дальнейшей 
разработки направления, позволяющего рассма-
тривать метаболиты бифидобактерий в качестве 
перспективного средства, потенцирующего тера-
певтические свойства метотрексата посредством 
подавления секреции TNFα и стимуляции IFNγ 
иммунокомпетентными клетками. Дальнейшее 
изучение сочетанного влияния цитостатиков, в 
частности метотрексата, и метаболитов кишеч-
ной микробиоты целесообразно для разработки 
способов усиления терапевтического эффекта 
метотрексата и ограничения его токсических 
свойств метаболитами бифидобактерий.
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ЭФФЕКТИВНОСТЬ ИММУНОМОДУЛИРУЮЩЕЙ  
ТЕРАПИИ СИНТЕТИЧЕСКИМ АНАЛОГОМ 
АКТИВНОГО ЦЕНТРА ГОРМОНА ТИМУСА 
ТИМОПОЭТИНА В КОМПЛЕКСНОМ ЛЕЧЕНИИ 
ИММУНОКОМПРОМЕТИРОВАННЫХ ЖЕНЩИН 
С ХРОНИЧЕСКИМИ ИНФЕКЦИОННО-ВОСПАЛИТЕЛЬНЫМИ 
ЗАБОЛЕВАНИЯМИ ОРГАНОВ МАЛОГО ТАЗА
Ковалева С.В.1, Нестерова И.В.1, 2, Пиктурно С.Н.1, 
Чудилова Г.А.1, Ломтатидзе Л.В.1, Тетерин Ю.В.1, Пирогова А.И.1, 
Просолупова Н.С.1, Чулкова А.М.1 
1 ФГБОУ ВО «Кубанский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Краснодар, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов имени Патриса Лумумбы», Москва, Россия

Резюме. Хронические воспалительные заболевания органов малого таза (ХВЗОМТ) у женщин 
одна из основных и недостаточно изученных проблем в гинекологии во всем мире с неблагоприятны-
ми медицинскими и социально-экономическими последствиями, что обосновывает необходимость 
дальнейшего изучения иммунопатогенеза и разработки новых подходов к лечению. Цель – разрабо-
тать новые иммунотерапевтические подходы к коррекции комбинированных нарушений функцио-
нирования иммунной системы иммунокомпрометированных женщин с ХВЗОМТ и оценить их кли-
нико-иммунологическую эффективность.

Проведено клинико-анамнестическое и иммунологическое обследование 55 женщин 20-40 лет: 35 
женщин – в период обострения вялотекущих или рецидивирующих ХВЗОМТ, резистентных к тра-
диционной терапии, до начала (группа исследования 1 – ГИ-1) и после (группа исследования 2 – 
ГИ-2) комплексного лечения; 20 здоровых женщин (группа сравнения). Оценены содержания Т- и 
В-лимфоцитов, естественных киллерных клеток (ЕКК) (CYTOMICS FC500, США), фагоцитарная и 
микробицидная функции нейтрофильных гранулоцитов (НГ) в ГИ-1 и ГИ-2 до и через 2-3 дня после 
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проведения комплексного лечения с включением иммунотерапии препаратом на основе гексапепти-
да (ГП) в дозе 45 мкг/мл внутримышечно ежедневно в течение 10 дней. 

В ГИ-1 до лечения выявлено снижение Т CD3+CD19- и В CD3-CD19+ лимфоцитов на фоне 
не меняющихся значений общего количества лейкоцитов и лимфоцитов. При явном сниже-
нии клеточных механизмов адаптивного иммунитета отмечено увеличение в 2 раза содержания  
ЕКК CD3-CD16+CD56+. Выявлены дефекты функционирования системы НГ дефицит «активно 
фагоцитирующих» НГ, снижение их переваривающей функции, NADPH-оксидазной активности – 
отсутствие ответа как на воспаление и на дополнительную индукцию антигеном. После лечения в 
ГИ-2 наблюдается восстановление содержания Т CD3+CD19- и В CD3-CD19+ лимфоцитов, ЕКК CD3-

CD16+CD56+, усиление эффекторных функций НГ  – процессов захвата и киллинговой способно-
сти за счет активации NADPH-оксидаз и нормализации микробицидных резервных возможностей 
НГ. Положительный клинический эффект: уменьшение клинических проявлений в острый пери-
од, отсутствие обострений ХВЗОМТ в катамнезе 6 месяцев в 85,6% случаев. Возникшие обострения 
ХВЗОМТ связаны медицинскими манипуляциями (5,7%) и вследствие незащищенных половых кон-
тактов (5,7%). 

Разработанный иммунопатогенетически обоснованный подход к коррекции комбинирован-
ных нарушений функционирования иммунной системы иммунокомпрометированных женщин с 
ХВЗОМТ демонстрирует позитивный клинико-иммунологический эффект. 

Ключевые слова: хронические воспалительные заболевания органов малого таза, врожденный иммунитет, адаптивный 
иммунитет, иммунокомпрометированность, иммунотерапия, гексапетид 

EFFECTIVENESS OF IMMUNOMODULATORY THERAPY 
WITH A SYNTHETIC ANALOGUE OF THE ACTIVE CENTER 
OF THYMOPOIETIN IN THE COMPLEX TREATMENT 
OF IMMUNOCOMPROMISED WOMEN WITH CHRONIC 
INFECTIOUS AND INFLAMMATORY DISEASES OF THE PELVIC 
ORGANS
Kovaleva S.V.a, Nesterova I.V.a, b, Pikturno S.N.a, Chudilova G.A.a, 
Lomtatidze L.V.a, Teterin Yu.V.a, Pirogova A.I.a, Prosolupova N.S.a, 
Chulkova А.М.a
a Kuban State Medical University, Krasnodar, Russian Federation  
b P. Lumumba Peoples’ Friendship University, Moscow, Russian Federation

Abstract. Chronic inflammatory diseases of the pelvic organs (pelvic inflammatory disease, PID) in women 
is among the main understudied problems in gynecology worldwide with adverse medical and socio-economic 
consequences, thus justifying the need for further study of immunopathogenesis and development of new 
approaches to treatment. Our objective was to develop new immunotherapeutic approaches to correction 
of combined disorders of the immune system functioning in immunocompromised women with PID and to 
evaluate their clinical and immunological efficacy. 

55 women aged 20-40 years were examined, i.e., 35 patients with exacerbation of sluggish or recurrent PID, 
resistant to conventional therapy. Testiung was performed before complex treatment (study group 1 – GI- 1) 
and after the course (study group 2  – GI-2). Contents of T and B lymphocytes, natural killer cells (NK) 
(CYTOMICS FC500, USA), phagocytic and microbicidal functions of neutrophilic granulocytes (NG) were 
assessed in SG-1 and SG-2 before and 2-3 days after complex treatment with addition of an immunotherapeutic 
drug based on hexapeptide (HP) at a daily dose of 45 mg/ml intramuscularly for 10 days. 

In patients from SG-1, a decrease in T cells (CD3+CD19- ) and B cells (CD3-CD19+), a 2-fold increase 
in the content of NK CD3-CD16+CD56+ was found, along with altered functioning of NG (deficiency of 
actively phagocytizing NG, a decrease in their digestive function and NADPH-oxidase activity). In SG-2 
patients, the treatment was followed by restoration of the T (CD3+CD19-) and B cells (CD3-CD19+), NK cells 
(CD3-CD16+CD56+), like as an increase in effector functions, i.e., microbial capture by NG and their killing 
ability due to activation of NADPH oxidases and normalization of microbicidal reserve capacity in the NG cell 
population. Positive clinical effect included reduction of clinical symptoms in acute period, absence of PID 
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exacerbations over follow-up for 6 months (85.6% of cases). Occasional exacerbations of PID were associated 
with medical manipulations (5.7%) and unprotected sexual contacts (5.7%). 

The immunopathogenetically proven approach to correction of combined functional impairment of 
immune system in the women with PID shows a positive clinical and immunological effect.

Keywords: pelvic organs, chronic inflammatory diseases, innate immunity, adaptive immunity, immunocompromised, immunotherapy, 
hexapeptide

Введение
В настоящее время, несмотря на совершен-

ствование методов диагностики и лечения, про-
блема хронических инфекционно-воспалитель-
ных заболеваний органов малого таза (ХВЗОМТ) 
по-прежнему остается одной из ведущих в струк-
туре гинекологических заболеваний. Количество 
женщин с хроническими вялотекущими фор-
мами воспалительных процессов генитального 
тракта в амбулаторной практике достигает до 
60- 65% и до 30% в стационарах, при этом отсут-
ствует тенденция к снижению [8]. ХВЗОМТ пред-
ставляют собой социальную и экономическую 
проблему, вследствие возникновения в молодом 
репродуктивном возрасте, и характеризуются вы-
сокой частотой рецидивирования, вялотекущим 
и затяжным течением воспалительного процесса, 
полимикробной этиологией, что существенно 
ухудшает прогноз реализации репродуктивной 
функции [11]. 

Значительную роль в формировании ВЗОМТ 
играют инфекции, передаваемые половым пу-
тем (ИППП), вызванные Neisseriagonorrhoeae 
(25-50%) и Chlamydia trachomatis (25-30%), 
Mycoplasma genitalium (7-20%) [4]. В то же время 
при нарушении иммунокомпетентности стали 
чаще встречаться ХВЗОМТ (метроэндометри-
ты, сальпингоофориты, вульвовагиниты, цер-
вициты), нарушения микробиоты влагалища 
(бактериальный вагиноз (БВ)), обусловленные 
условно-патогенными (оппортунистическими) 
микроорганизмами, нежели ХВЗОМТ, вызван-
ные абсолютными патогенами. Полимикробная 
этиология ХВЗОМТ представлена облигатно-
анаэробными и факультативно-анаэробными 
патогенами и их ассоциацией, которые в низ-
ких титрах могут присутствовать в составе нор-
мальной микрофлоры влагалища (Bacteroides 
spp., Gardnerella vaginalis, Peptostreptococcus spp., 
Escherichia coli, Clostriduum spp., Prevotella spp., 
Streptococcus spp. и т. д.) и вирусами [1, 7, 12].

Определение вида возбудителя при ХВЗОМТ 
не всегда представляется возможным с исполь-
зованием стандартных методов диагностики и 
в 70% случаев этиология заболеваний остается 
неизвестной. Применение современных мето-
дов молекулярной биологии и культивирования 
позволяет выявить новые виды бактерий, ассо-
циированных с БВ (грамотрицательные анаэ-
робы Sneathia (Leptotrichia) sanguinegens, Sneathia 
(Leptotrichia) amnionii, грамположительные ана-
эробы Atopobium vaginae), которые в 3,5 раза по-
вышают вероятность эндометрита, длительно 

сохраняются в генитальном тракте ввиду неэф-
фективности традиционных методов лечения, 
что приводит к рецидивам ХВЗОМТ и беспло-
дию [13].

Функционирование иммунной системы (ИС) 
влияет на течение и исход воспалительного про-
цесса в генитальном тракте. У женщин с ХВЗОМТ 
отмечается недостаточная эффективность гумо-
рального и клеточного звена иммунитета, сниже-
ние активности клеток фагоцитарной системы, 
цитокиновый дисбаланс [3, 9], что свидетельству-
ет о формировании или усугублении вторичной 
иммунной недостаточности и определяет харак-
тер течения заболевания, а также недостаточную 
эффективность стандартной терапии с развитием 
антибиотикорезистентности и преобладанием в 
качестве возбудителей условно-патогенных ми-
кроорганизмов и коинфицирования [2, 6, 14].

Исследованиями показано, что использова-
ние иммунотропной терапии в острый период 
ХВЗОМТ позволяет уменьшить нарушения в 
иммунной системе и предупредить рецидивиро-
вание воспалительного процесса [5, 10]. Пози-
тивный клинико-иммунологический эффект по-
лучен при использовании ряда иммунотропных 
препаратов в комплексном лечении ХВЗОМТ. 
Так, показано, что при применении азоксимера 
бромида, аминодигидрофталазиндиона натрия 
отмечен положительный эффект влияния на кле-
точное и гуморальное звено иммунитета  – уве-
личение ТCD3+ лифмоцитов, иммунорегулятор-
ного индекса (ИРИ), увеличение синтеза IgA и 
нормализация уровня IgG. Среди лекарственных 
средств, обладающих иммуномодулирующими 
свойствами, особый интерес представляет гек-
сапептид  – аргинил-альфа-аспартил-лизил-ва-
лил-тирозил-аргинин (ГП), который является 
активным центром гормона тимуса тимопоэтина 
и обладает иммунорегуляторными свойствами, а 
также способностью вызывать инактивацию сво-
бодно-радикальных и перекисных соединений, 
восстанавливая баланс окислительно-антиокис-
лительных реакций при инфекционно-воспали-
тельных заболеваниях.

В связи с изложенным уточнение иммуно-
патогенеза ХВЗОМТ у женщин с клинически-
ми признаками иммунокомпрометированности 
представляется актуальным и перспективным для 
разработки персонифицированной иммунотера-
пии, направленной на устранение дисфункций ИС. 

Цель исследования – разработать новые имму-
нотерапевтические подходы к коррекции комби-
нированных нарушений функционирования им-
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мунной системы иммунокомпрометированных 
женщин с ХВЗОМТ и оценить их клинико-им-
мунологическую эффективность. 

Материалы и методы
Под нашим наблюдением находились 35 жен-

щин репродуктивного возраста от 20 до 40 лет с 
ХВЗОМТ в период обострения, поступивших в 
отделение дневного стационара Клиники ФГБОУ 
ВО КубГМУ Минздрава России. 

Были сформированы 2 группы исследова-
ния: группа исследования 1 (ГИ-1)  – до начала 
комплексного лечения и группа исследования 2 
(ГИ-2)  – после комплексного лечения. Группу 
сравнения составили 20 условно здоровых жен-
щин репродуктивного возраста, обратившихся в 
клинику с целью контрацепции (установка вну-
триматочной спирали). 

ХВЗОМТ у женщин ГИ-1 характеризовались 
длительным анамнезом (более 5 лет), частыми 
обострениями (3 и более раз в год) или вялотеку-
щим затяжным течением обострений, отсутстви-
ем стойкого клинического эффекта при исполь-
зовании традиционной системной и местной 
противовоспалительной терапии. При изучении 
данных анамнеза выявлены дополнительные 
критериальные признаки иммунокомпрометиро-
ванности: в 28,5% выявлялись латентные или ре-
цидивирующие моно- или микстгерпесвирусные 
инфекции  – ГВИ (ВПГ I и II типов инфекции, 
генитальной и орофациальной локализации с ча-
стотой обострений до 5-6 раз в год, папиллома-
вирусная инфекция (кондиломы аногенитальной 
области), рекуррентные ОРВИ с частотой эпизо-
дов до 7-8 раз год. 

У пациенток ГИ-1 использовали традици-
онные терапевтические подходы (антибакте-
риальная, противогрибковая, противовоспа-
лительная), а также дополнительно применяли 
иммуномодулирующую терапию, включающую 
препарат на основе ГП. Схема применения пре-
парата на основе ГП в дозе 45 мкг/мл 1 мл вну-
тримышечно 1раз в сутки в течение 10 дней.

Методом проточной цитофлуориметрии 
(FC500 Beckman Coulter, США) с соответствую-
щими МкАТ Beckman Coulter International S.A. 
(Франция) проведено иммунофенотипирование 
Т- и В-лимфоцитов (CD3+CD19-, CD3+CD4+, 
CD3+CD8+, CD3-CD19+), естественных киллер-
ных клеток (ЕКК  – CD3-CD16+CD56+) перифе-
рической крови (ПК), рассчитан иммунорегуля-
торный индекс (ИРИ  – CD3+CD4+/CD3+CD8+). 
Тестирование фагоцитарной и микробицидной 
функции нейтрофильных гранулоцитов (НГ) осу-
ществлялось с определением количества активно 
фагоцитирующих St. aureus НГ (%ФАН), захвата 
(фагоцитарное число  – ФЧ, фагоцитарный ин-
декс  – ФИ), оценкой переваривающей актив-
ности (процент переваривания  – %П, индекс 
переваривания  – ИП). NADPH-оксидазную ак-

тивность НГ определяли по показателям NBT-
теста спонтанного (сп.) и стимулированного 
(ст.) (St. aureus); при этом учитывался % форма-
зан-позитивных клеток (%ФПК), средний ци-
тохимический индекс (СЦИ), по соотношению 
%ФПКст/%ФПКсп рассчитывался коэффициент 
мобилизации (КМ). Тестирование иммунной си-
стемы проводилось до и через 2-3 дня после про-
ведения лечения с включением иммунотерапии 
препаратом на основе ГП. Статистическую об-
работку данных осуществляли в компьютерных 
программах Microsoft Exсel 2016 и StatPlus 2010. 
Использовали непараметрические статистиче-
ские критерии Вилкоксона и Манна–Уитни. Ре-
зультаты представляли в виде медианы (верхний и 
нижний квартиль) – Me (Q0,25-Q0,75). Статистиче-
ски значимые различия определяли при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
При анализе показателей клеточного имму-

нитета показано, что у женщин с ХВЗОМТ ГИ-1 
обострение воспалительного процесса сопро-
вождается значимым снижением ТCD3+CD19- 
лимфоцитов до 69,8 (63,8-72,0)% против 76,1 
(73,4-78,1)% в группе сравнения (p  <  0,05) на 
фоне не меняющихся значений общего количе-
ства лейкоцитов и лимфоцитов. Выявлено па-
раллельное снижение содержания ТCD3+CD4+ 
хелперов и ЦТЛ CD3+CD8+ (p1, 2 >  0,05) (табл.  1). 
Данные изменения свидетельствуют о дефекте 
Т-клеточного иммунитета и отсутствии адекват-
ного ответа на клинически выраженный воспа-
лительный процесс. 

Также особенностью ГИ-1 является сниже-
ние в 1,6 раза содержания ВCD3-CD19+ лимфо-
цитов до 9,1 (6,3-10,4)% против 14,4 (12,3-16,1)% 
в группе сравнения (p  <  0,05), что предполагает 
функциональную несостоятельность гумораль-
ного иммунитета (табл. 1).

При явном снижении клеточных механизмов 
адаптивного иммунитета отмечается увеличение 
в 2 раза содержания ЕКК CD3-CD16+CD56+ до 
19,4 (15,6-23,0)% против 10,7 (9,8-12,5)% в группе 
сравнения (p < 0,05) (табл. 1). Вероятно, увеличе-
ние ЕКК связано с ответом на наличие у женщин 
с ХВЗОМТ других критериев иммунокомпроме-
тированности в виде реккурентных ОРВИ, ГВИ, 
ВПЧ-инфекции.

Помимо этого выявлены дефекты функ-
ционирования системы НГ в виде отсутствия 
количественного прироста НГ и снижения их 
эффекторных функций. Так, показано сниже-
ние %ФАН 54,0 (47,5-56,5)% против 61,0 (60,0-
63,0)% в группе сравнения (p  <  0,05), сниже-
ние переваривающей активности НГ – %П 40,6 
(39,8-45,0)% против 56,0 (51,0-58,0)% в группе 
сравнения (p  <  0,05), и ИП 0,8 (0,6-1,0) против 
1,6 (1,4-2,4) в группе сравнения (p < 0,05). Нару-
шение NADPH-оксидазной активности связано 
с отсутствием ответа как на воспалительный про-



291

Иммунотерапия генитальной патологии
Immunotherapy of genital disorders2023, Vol. 26, № 3

2023, Т. 26, № 3

цесс в спонтанном NBT-тесте, так и на дополни-
тельную индукцию St. aureus в стимулированном 
NBT-тесте (табл. 2).

Выявленная дисрегуляция иммунной систе-
мы, обусловленная комбинированным дефект-
ным функционированием Т- и В-клеточного 
иммунитета и системы НГ, способствует поддер-
жанию воспалительного процесса и диктует не-
обходимость ее коррекции. 

Включение в комплексное лечение препа-
рата на основе ГП позволило добиться пози-
тивных иммуномодулирующих эффектов. Так, 
после курса лечения наблюдается повышение 
до значений группы сравнения как содержания 
ТCD3+CD19- лимфоцитов, так и ВCD3-CD19+ 
лимфоцитов (p1, 2 < 0,05), снижение содержания 
ЕКК CD3-CD16+CD56+ (p >  0,05) (табл. 1). 

Также показано усиление фагоцитарной ак-
тивности НГ, которое проявлялось в повыше-
нии количества «активно фагоцитирующих» НГ 
и, что особенно важно, киллинговой способно-
сти НГ. Так, %П составил 47,3 (46,0-52,5)% про-
тив 40,6 (39,8-45,0)% в ГИ-1 (p  <  0,05) и достиг 
показателя группы сравнения 56,0 (51,0-58,0) 
(p  >   0,05). Кроме того, отмечено и увеличение 

микробицидной активности каждого НГ  – ИП 
составил 1,7 (1,5-3,0) против 0,8 (0,6-1,0) в ГИ-1 
и 1,6 (1,4-2,4) (p < 0,05) в группе сравнения (p >  
0,05). Улучшение переваривающей активности 
НГ произошло прежде всего за счет активации 
кислородзависимых микробицидных механиз-
мов (NADPH-оксидаз). При оценке NBT-теста 
отмечалось повышение %ФПК (p  > 0,05) СЦИ 
(p < 0,05) как в спонтанном, так и в стимулиро-
ванном тесте (p1, 2 >  0,05) с сохранением резерв-
ного потенциала НГ – КМ 2,0 (1,96-3,2) в ГИ-2 
после лечения против 1,34 (1,26-1,56) в ГИ-1 до 
лечения (p < 0,05) (табл. 2).

Выявленные эффекты коррекции дефектного 
функционирования иммунной системы сопрово-
ждались положительной клинической динами-
кой. В частности, отмечалась регрессия воспа-
лительного процесса при обострении ХВЗОМТ 
у иммунокомпрометированных женщин в виде 
уменьшения болевого синдрома, изменения ха-
рактера и количества выделений из половых пу-
тей, субъективных ощущений. Оценка отдален-
ных результатов показала, что через 6 месяцев 
лечения в 85,7% случаев обострений ХВЗОМТ не 
было. Однако в 5,7% случаев возникло обострение 

ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ КЛЕТОЧНОГО ЗВЕНА ИММУННОЙ СИСТЕМЫ ИММУНОКОМПРОМЕТИРОВАННЫХ ЖЕНЩИН 
В ПЕРИОД ОБОСТРЕНИЯ ХВЗОМТ НА ФОНЕ ЛЕЧЕНИЯ ПРЕПАРАТОМ НА ОСНОВЕ ГЕКСАПЕПТИДА, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. INDICATORS OF THE CELLULAR LINK OF THE IMMUNE SYSTEM OF IMMUNOCOMPROMISED WOMEN DURING 
THE EXACERBATION OF PID AGAINST THE BACKGROUND OF TREATMENT WITH A HEXAPEPTIDE-BASED DRUG, 
Me (Q0.25-Q0.75)

Показатель
Indicator

Группа сравнения
Comparison group

Группа исследования
до лечения (ГИ-1)

Study group
before treatment (SG-1)

Группа исследования
после лечения (ГИ-2)

Study group
after treatment (SG-1)

Lx 109/л
WBC, 109/l 6,1 (5,4-6,8) 5,8 (5,40-6,63) 5,3 (4,9-6,4)

ЛФ, %
LY, % 30,1 (29,0-32,2) 31,3 (28,9-38,5) 35,7 (32,1-39,9)

ЛФx 109/л
LY, 109/l 1,82 (1,56-2,14) 1,82 (1,63-2,22) 1,99 (1,66-2,26)

Т-лимфоциты CD3+CD19-, %
Т lymphocytes CD3+CD19-, % 76,1 (73,4-78,1) 69,8 (63,8-72,0)* 74,0 (72,2-76,9)^

Т-хелперы CD3+CD4+, %
T helpers CD3+CD4+, % 43,4 (41,4-44,8) 40,9 (35,2-43,7) 42,7 (36,6-44,3)

ЦТЛ CD3+CD8+, %
CTL CD3+CD8+, % 31,4 (24,8-33,5) 30,1 (28,2-33,3) 30,7 (28,2-35,6)

ИРИ CD4/CD8
IRI CD4/CD8 1,4 (1,2-1,8) 1,3 (1,1-1,5) 1,4 (1,1-1,6)

В-лимфоциты CD3-CD19+, %
B lymphocytes CD3-CD19+, % 14,4 (12,3-16,1) 9,1 (6,3-10,4)* 11,1 (10,5-12,4)^

NK CD3-CD16+CD56+, % 10,7 (9,8-12,5) 19,4 (15,6-23,0)* 13,5 (9,6-18,8)

Примечание. * – достоверность различий показателей от значений группы сравнения, р < 0,05; ^ – достоверность 
различий показателей по отношению к группе исследования 1, р < 0,05.
Note. *, the reliability of differences in indicators from the values of the comparison group, p < 0.05; ^, the reliability of differences 
in indicators in relation to research group 1 p < 0.05.
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ТАБЛИЦА 2. ПОКАЗАТЕЛИ ФАГОЦИТАРНОЙ И NADPH-ОКСИДАЗНОЙ АКТИВНОСТИ 
ИММУНОКОМПРОМЕТИРОВАННЫХ ЖЕНЩИН В ПЕРИОД ОБОСТРЕНИЯ ХВЗОМТ НА ФОНЕ ЛЕЧЕНИЯ ПРЕПАРАТОМ 
НА ОСНОВЕ ГЕКСАПЕПТИДА, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. INDICATORS OF PHAGOCYTIC AND NADPH-OXIDASE ACTIVITY OF IMMUNOCOMPROMISED WOMEN DURING 
THE PERIOD OF EXACERBATION OF PID AGAINST THE BACKGROUND OF TREATMENT WITH A HEXAPEPTIDE-BASED 
DRUG, ME (Q0.25-Q0.75)

Показатель
Indicator

Группа сравнения
Comparison group

Группа исследования 
до лечения (ГИ-1)

Study group
before treatment (SG-1)

Группа исследования 
после лечения (ГИ-2)

Study group
after treatment (SG-2)

НГ, %
NG,% 57,0 (53,0-60,6) 54,6 (52,3-56,2) 55,7 (46,7-58,2)

ФАН, %
%PhAN 61,0 (60,0-63,0) 54,0 (47,5-56,5)* 60,0 (57,0-63,8)^

ФЧ
PhI 2,8 (2,8-3,0) 2,14 (1,875-2,350) 2,55 (2,22-2,71)

ФИ
PhI 1,7 (1,7-1,8) 1,42 (1,22-1,65) 1,465 (1,27-1,74)

%П
%D 56,0 (51,0-58,0) 40,6 (39,8-45,0)* 47,3 (46,0-52,5)^

ИП
DI 1,6 (1,4-2,4) 0,8 (0,6-1,0)* 1,7 (1,5-3,0)^

NBT-тест
NBT-test
СЦИ спонтанный
MCI spontaneous 0,17 (0,12-0,27) 0,12 (0,07-0,17) 0,19 (0,10-0,33)*^

%ФПК спонтанный
%FPC spontaneous 3,5 (2,00-6,75) 2,8 (2,0-5,0) 3 (2,75-4,00)

СЦИ стимулированный
MCI stimulated 0,39 (0,32-0,42) 0,19 (0,10-0,32) 0,36 (0,14-0,73)

%ФПК стимулированный
%FPC stimulated 8,5 (4,00-10,75) 5,5 (3,00-8,75) 9,0 (4,0-16,0)

КМ
MC 2,14 (1,25-3,00) 1,34 (1,26-1,56) 2 (1,96-3,20)^

Примечание. См примечание к таблице 1.
Note. As for Table 1.

ХВЗОМТ вследствие медицинских манипуляций 
(биопсия шейки матки, ЭКО с предшествующим 
введением глюкокортикостероидов) – 5,7% слу-
чаев вследствие незащищенных половых кон-
тактов. Кроме того, в 100% случаев как во время 
лечения препаратом на основе ГП, так и в более 
поздние сроки после лечения побочных эффек-
тов иммунотерапии не зарегистрировано.

Заключение
Проведенные исследования позволи-

ли уточнить особенности иммунопатогенеза 
ХВЗОМТ, ассоциированные с дефектным или 
неадекватным ответом иммунной системы (Т- и 
В-клеточного иммунитета, эффекторных функ-
ций НГ) на воспалительный процесс, вызванный 
преимущественно условно-патогенными микро-
организмами и их ассоциациями, приобретаю-
щими патогенные свойства при развитии имму-
нокомпрометации. 

Полученные результаты исследования сви-
детельствуют о целесообразности применения 
препарата Имунофан®, основной субстанцией 
которого является ГП, в комплексном лечении 
иммунокомпрометированных женщин с вялоте-
кущими или рецидивирующими ХВЗОМТ, у ко-
торых в анамнезе отмечался кратковременный 
и недостаточный эффект от проведения тради-
ционной терапии. Выявленное иммуномодули-
рующее влияние препарата на основе ГП спо-
собствует устранению дисрегуляции основных 
противоинфекционных механизмов адаптивного 
и врожденного иммунитета, что позитивно ска-
зывается на характере и исходе обострения вос-
палительного процесса, а также уменьшает риск 
возникновения рецидивов ХВЗОМТ. Успех ком-
плексной терапии с включением препарата на ос-
нове ГП также связан с хорошей переносимостью 
лечения, отсутствием побочных эффектов и ос-
ложнений (аллергические реакции, дисбактериоз 
слизистых урогенитального тракта и кишечника, 
иммуносупрессивное действие и др.).
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ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ У ЛИЦ ЮНОШЕСКОГО 
ВОЗРАСТА С РЕКУРРЕНТНЫМИ ИНФЕКЦИЯМИ  
И ПОЛИПОЗНЫМ РИНОСИНУСИТОМ, ПУТИ ИХ 
КОРРЕКЦИИ
Коркмазов А.М., Киселева Е.О., Фролова В.Д., Романюго Г.Д.
ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Челябинск, Россия

Резюме. Приводится краткий обзор исследований, посвященных одному из актуальных вопросов 
оториноларингологии – полипозному риносинуситу у лиц с рекуррентными инфекциями. Отмечено, 
что пациенты с полипозным риносинуситом чаще привержены острым респираторным инфекциям 
чем лица без полипоза носа и у них наблюдается значимый иммунологический дисбаланс. Обследо-
ваны сывороточные уровни IL-8, IL-1β, противовоспалительного IL-4 и продукция IFNα у 48 часто 
болеющих пациентов с наличием в анамнезе респираторную аллергопатологию и полипозный сину-
сит. Все пациенты, согласно клинических рекомендаций, получали комплексную консервативную 
терапию. Контрольную группу составили 21 человек, болевшие респираторными инфекциями не 
более одного или двух раз в течении года и анамнез, которых не был отягощен полипозным рино-
синуситом. В результате выявлено достоверное снижение уровней IFNα и увеличение содержания 
концентраций IL-8, IL-1β и IL-4, что в свою очередь подтверждает нарушение иммунореактивности 
организма, снижение локального и системного иммунитета у пациентов с рекуррентными инфекци-
ями и полипозным риносинуситом. Полученные результаты предопределяют необходимость исполь-
зования в комплексной терапии этих пациентов иммуннокорригирующих мероприятий. 

Ключевые слова: цитокины, полипозный риносинусит, рекуррентные инфекции, иммунокоррекция

CYTOKINE PROFILE IN ADOLESCENTS WITH RECURRENT 
INFECTIONS AND POLYPOSIS SINUSITIS, WAYS OF THEIR 
CORRECTION
Korkmazov A.M., Kiseleva E.O., Frolova V.D., Romanyugo G.D.
South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. We present a brief review on the polypous rhinosinusitis in persons with recurrent infections, a 
topical issue of otorhinolaryngology. The patients with polyposis rhinosinusitis are more often committed to 
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acute respiratory infections than those without nasal polyposis, and they exhibit a sufficient immunological 
imbalance. Serum levels of IL-8, IL-1β, anti-inflammatory IL-4 and IFNα production were examined in 48 
often ill patients with a history of respiratory allergopathology and polypous sinusitis. According to clinical 
recommendations, all patients received complex conservative therapy. The control group consisted of 21 people 
who had respiratory infections no more than one or two times per year and absence of polypous rhinosinusitis 
in their clinical history. As a result, a significant decrease in IFNα levels and an increase in the IL-8, IL-1β, 
and IL-4 concentrations were revealed in the patients with recurrent infections and polypous rhinosinusitis, 
thus suggesting an impaired immune response, i.e., a decrease in local and systemic immunity in this group. 
The results obtained confirm a need for the usage of immunocorrective treatment in combined therapy of these 
patients.

Keywords: cytokines, polyposis sinusitis, recurrent infections, immunocorrection

Введение
Актуальным вопросом современной медици-

ны является своевременное лечение рекуррент-
ных инфекционных заболеваний, сопряженных 
с коморбидными состояниями. Как правило, 
рекуррентные инфекции (РИ), формулируемые 
в определениях болезней как «часто болеющие 
дети», в своем большинстве случаев представле-
ны респираторными вирусными и бактериальны-
ми инвазиями. К настоящему времени известны 
более 200 вирусов, способных поражать респира-
торный тракт, из которых наиболее известными 
являются риновирусы, респираторно-синци-
тиальный вирус, аденовирусы, вирусы гриппа 
и парагриппа, реовирусы и т. д., по диагностике 
и лечению которых изданы и обновляются кли-
нические и методические рекомендации, совер-
шенствуются стандарты оказания медицинской 
помощи [1, 2, 3, 4]. Особый интерес у этой кате-
гории пациентов имеют лица юношеского воз-
раста с коморбидными состояниями, наиболее 
значимыми из которых являются респираторные 
аллергозы (РА) с формированием аллергического 
ринита, хронические аденоидиты и риносинуси-
ты, в том числе с полипозом носа [5, 6, 7, 8]. При-
обретая затяжной, вялотекущий и рецидивирую-
щий характер полипозные риносинуситы (ПРС) 
вносят определенный вклад в развитие иммуно-
логического дисбаланса в организме, увеличива-
ют время реабилитации и значительно ухудшают 
качество жизни пациентов [9, 10]. Разрастаясь 
полипозные вегетации затрудняют носовое ды-
хание и вызывают гипоксию, угнетают мукоци-
лиарный клиренс, способствуют контаминации 
и персистенции бактериальной флоры, отри-
цательно сказываются на повседневной жизни, 
работе, учебе, спорте и т.  д. [11, 12]. В дальней-
шем патологический процесс, распространяясь к 
лимфоглоточному кольцу и евстахиевым трубам, 
провоцирует возникновение гнойных отитов. 
Наблюдаемая агрессия триггерных факторов, 

участвующих в формировании острых и хрони-
ческих отитов, приводит к дополнительным ло-
кальным иммунологическим нарушениями, мор-
фологическим и биохимическим конформациям 
структур височной кости, провоцирует возник-
новение прогрессирующей тугоухости [13, 14]. 

На этапах маршрутизации пациентов с ре-
куррентными инфекциями, РА и ПРС нужен 
комплексный подход для правильной верифи-
кации диагноза и лечения. Необходимо активно 
привлекать клинических аллергологов-иммуно-
логов, проводить специфические лабораторные 
исследования. Тщательная оценка полученных 
результатов во многом облегчает определение ги-
перчувствительности пациентов к  конкретным 
аллергенам, а иммунологические исследования, 
например, сывороточные уровни IL-8, IL-1β, 
IL-4 и продукция IFNα у обследуемых позволят 
выявить иммунологическую толерантность и ре-
зистентность пациентов. 

Цель исследования  – на основании изучения 
характера цитокинового профиля и продукции 
IFNα, у лиц юношеского возраста, с рекуррент-
ными инфекциями, анамнез которых отягощен 
респираторными аллергопатологическими со-
стояниями и полипозным риносинуситом, опре-
делить эффективные возможности ранней реаби-
литации. 

Материалы и методы
Исследование проведено на клинических 

базах кафедры оториноларингологии Южно-
Уральского государственного медицинского уни-
верситета за  период с 2022 по 2023 год. В соот-
ветствии с поставленной целью, в исследование 
были включены 48 часто болеющих пациентов с 
наличием в анамнезе РА и ПРС. Все больные, со-
гласно клиническим рекомендациям, получали 
комплексную консервативную терапию. Кон-
трольную группу составил 21 человек, болевший 
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респираторными инфекциями не более одного 
или двух раз в течение года и анамнез которых не 
был отягощен полипозным риносинуситом. Для 
оценки иммунореактивности организма, состоя-
ния локального и системного иммунитета основ-
ной задачей исследования было изучение изме-
нений уровня IFNα и содержания концентраций 
IL-8, IL-1β и IL-4, последние представляют со-
бой сигнальные молекулы, играют существен-
ную роль в иммунологической, биологической 
и химической регуляции. Провоспалительные 
цитокины, являясь продуктом синтеза таких кле-
ток, как эндотелиоциты, моноциты, мастоциты, 
лимфоциты, гранулоциты и фибробласты, име-
ют концентрацию не более 10 нг на клетку, при 
этом значительный вклад в процесс вносят ме-
диаторы межклеточного взаимодействия: хемо-
кины, интерфероны, колониестимулирующие 
факторы, интерлейкины и трансформирующие 
ростовые факторы, фактор некроза опухоли и др. 
Интегрирование патофизиологических реакций 
формирует инициацию супрессорных ампли-
фицирующих сигналов, клинически проявляю-
щихся стрессом на клеточном и организменном 
уровне, повреждением тканей, запуском опухо-
левых процессов и т.  д. Важным представляется 
способность разных цитокинов одинаково воз-
действовать (дублировать) на конкретные клет-
ки-мишени. Например, среди интерлейкинов 
IL-1, продуцируемый в большей степени ма-
крофагами, реже фибробластами, глиальными 
и эпителиальными клетками, кератиноцитами, 
представлен в двух формах IL-1α и IL-1β. По-
вышение в  сыворотке крови  уровня IL-1β, как 
лимфоцит-активирующего и эндогенного пиро-
гена с молекулярной массой 17,5 кD, является 
индикативным показателем воспаления. Нагляд-
но можно охарактеризовать повышение IL-1 при 
обострении аллергического ринита, в частности 
повышается продукция IL-1β периферической 
крови [15].

Продуцируемый активированными Т-хел
перами 2-го типа IL-4 активно участвует равно 
как в потенцировании и переключении синтеза 
IgG1 на IgG4 и IgЕ [13], так и в инициации про-
лиферации В-лимфоцитов и тканевых базофилов 
за счет влияния на дифференцировку Т-клеток и 
усиления Th2-ответа. Как антагониста IFNγ, су-
щественная роль IL-4 состоит в его возможности 
торможения цитотоксической активности ма-
крофагов, продукции провоспалительных меди-
аторов (TNFα, IL-1, IL-12) и Т-лимфоцитов. Ос-
новной функцией взятого нами в исследование 
IL-8 является повышение миграции в зону вос-
паления эозинофилов, лейкоцитов, моноцитов, 

лимфоцитов, экспрессия адгезивных молекул, 
усиление хемотаксиса, активация нейтрофилов. 
С клинической точки зрения это имеет важное 
значение, так как показатели IL-8 вследствие 
быстрого достижения пика концентрации более 
информативны и с большей вероятностью позво-
ляют прогнозировать тяжесть заболевания. Вы-
явление в исследовании уровней IFNα в сыво-
ротке крови (нарушение продукции, повышение 
уровня и т. д.) с большей вероятностью помогало 
клинически верифицировать развитие вирусной 
инфекции, его стадию, возможность рецидивов, 
например, при хронических рекуррентных ин-
фекциях у молодых лиц юношеского возраста 
наблюдается повышение IFNα в сыворотке кро-
ви [12]. 

Таким образом, основной задачей было прове-
сти клинико-лабораторные и иммунологические 
исследования у детей юношеского возраста с 
рекуррентными инфекциями и полипозным ри-
носинуситом, выявить состояние местного и си-
стемного иммунитета и установить их клинико-
диагностическую значимость. 

Полученные данные были обработаны об-
щепринятыми методами вариационной стати-
стики. Полученные сведения были отражены в 
электронных таблицах MS Excel 2000. Все ста-
тистические вычисления были проведены при 
использовании лицензионной программы SPPS 
Statistics 19.0 на персональном компьютере. 
Критерий Колмогорова–Смирнова c поправкой 
Лиллиефорса был применен с целью проверки 
на нормальность распределения количественных 
показателей. Непараметрические критерии при-
менялись в силу того, что полученные данные не 
подчинялись нормальному закону распределе-
ния. Сравнение проводилось при помощи крите-
рия Хи-квадрат Пирсона. Критический уровень 
значимости равен 0,05.

Во время выполнения работы все пациенты 
давали добровольное согласие на обработку ре-
зультатов общеклинических, лабораторных и им-
мунологических методов обследований и участие 
в исследовании. Определение уровней IFNα, 
содержания и концентраций в  сыворотке крови 
IL- 8, IL-1β, и IL-4 проводили по общепринятой 
методике с помощью иммуноферментного ана-
лиза. 

Результаты и обсуждение
Анализируя литературные источники, мож-

но выделить целый ряд триггерных факторов, 
начиная от нарушений внутренней анатомиче-
ской архитектоники полости носа, хронических 
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воспалительных заболеваний верхних и нижних 
дыхательных путей, генетической предрасполо-
женности, отягощенного аллергического фона, 
нарушений метаболизма арахидоновой кислоты и 
др., которые в полной мере могут являться одним 
из пусковых механизмов в формировании рекур-
рентных инфекций и полипозного риносинусита. 
При всем многообразии существующих гипотез 
по формированию полипозов носа до настояще-
го времени отсутствует единое мнение о причине 
заболевания и требуются дальнейшие исследова-
ния [8, 9, 12]. В этом контексте результаты стати-
стической обработки анамнестических данных 
основной группы исследования показали, что 
доминирующей предпосылкой развития рекур-
рентных инфекций и полипозного риносинусита 
у лиц юношеского возраста является генетиче-
ская предрасположенность. Так, в 64% случаях, 
близкие родственники исследуемых пациентов 
страдали в детстве гипертрофией аденоидов и 
хроническим аденоидитом, аллергическими забо-
леваниями, в 17% выявлена бронхиальная астма. 
Основной диагноз полипозного риносинусита на 
фоне рекуррентных инфекций в основной группе 
установлен 58% случаях (n = 28), полипозный ри-
носинусит в сочетании рекуррентных инфекций 
и бронхиальная астма  – в  21% (n  =  10) случаях. 
В 42% (n = 20) случаях у пациентов был диагно-
стирован аллергический ринит, 8% (n = 4) – вы-
ставлен диагноз атопический дерматит, что ука-
зывало на наличие сопутствующих коморбидных 
патологических состояний практически у всех 
обследованных пациентов. Сравнительная оцен-
ка и анализ иммунологических показателей были 
проведены в обоих группах пациентов. В  кон-
трольной группе, включающей условно здоровых 
юношей, обработка результатов иммунологиче-

ских данных указывала из проведенные ранее 
исследования. При анализе результатов прове-
денной работы выявлено наличие цитокинового 
дисбаланса при достоверном (p < 0,05) повыше-
нии содержания уровней сывороточных цитоки-
нов: IL-8 – 9,77±0,67 (p < 0,05) и у условно здо-
ровых – 4,21±0,61; IL-1β – 8,44±0,68 (p < 0,05) и 
у условно здоровых  –  2,11±0,33; противовоспа-
лительного IL-4  –  3,21±0,2 (p  <  0,05) и у услов-
но здоровых – 0,69±0,42; снижение продукции 
IFNα у пациентов основной группы  –  7,4±0,38 
(p < 0,05) и у условно здоровых – 10,45±1,32. 

Выявленное достоверное снижение уровней 
IFNα и увеличение содержания концентраций 
IL-8, IL-1β, и IL-4 в сыворотке крови у пациентов 
с рекуррентными инфекциями и полипозным ри-
носинуситом подтверждает наличие нарушения 
иммунореактивности организма, снижение ло-
кального и системного иммунитета, длительное 
угнетение дифференцировки CD4-лимфоцитов 
и их активации в  сторону Тh2-защиты, ингиби-
рование обеспечивающего гуморальный имму-
нитет, переключения B-лимфоцитов на синтез 
IgЕ. 

Таким образом, выявленный иммунологи-
ческий дисбаланс, снижение неспецифической 
защиты и реактивности организма у лиц с рекур-
рентными инфекциями и полипозным риноси-
нуситом обусловливают необходимость совер-
шенствования методов лечения.

Заключение
Полученные результаты предопределяют не-

обходимость использования в комплексной те-
рапии этих пациентов иммуннокорригирующих 
мероприятий. 
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НЕКОТОРЫЕ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ  
ТАРГЕТНОЙ ТЕРАПИИ ПОЛИПОЗНОГО  
РИНОСИНУСИТА
Коркмазов М.Ю.1, Ленгина М.А.1, Дубинец И.Д.1, Кравченко А.Ю.2, 
Клепиков С.В.3
1 ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Челябинск, Россия  
2 ГАУЗ «Областная клиническая больница № 3», г. Челябинск, Россия  
3 ГБУЗ «Челябинская областная клиническая больница», г. Челябинск, Россия

Резюме. Особую актуальность в лечении хронического полипозного риносинусита за последнее 
десятилетие приобретает использование таргетной терапии различными моноклональными анти-
телами. Связано это прежде всего с высокой частотой заболеваемости, полиэтиологичностью и 
особенностью патогенетических механизмов формирования полипозного процесса, малой эффек-
тивностью существующих методов лечения, склонностью к рецидивам и коморбидным состояни-
ям. В статье приводится краткая историческая справка об участии различных предикторов в ре-
моделировании слизистой оболочки полости носа и околоносовых пазух на этапах формирования 
полипозного процесса, обосновывающих необходимость использования в лечении моноклональ-
ных антител. На основе рассмотрения ведущей роли Th2-воспаления в иммунопатогенезе фор-
мирования полипозных вегетаций, теоретически оценено влияние таргетной терапии в лечении 
хронического полипозного риносинусита, освещены некоторые важные моменты, нуждающиеся в 
дальнейшей корректировке. Несомненно, ингибирование синтеза «нужных» интерлейкинов при-
водит к улучшению клинической симптоматики и уменьшению размеров полипозных вегетаций, 
но в то же время реальные биохимические трансформации слизистой оболочки полости носа мало 
изучены. Так, попытка ингибирования какого-то цитокина может привести к опосредованной 
блокировке других провоспалительных цитокинов. В этом контексте необходимо дальнейшее из-
учение фармакодинамики препаратов таргетной терапии с прописанием четких противопоказа-
ний к их применению.

Ключевые слова: иммунопатогенез, цитокины, хронический полипозный риносинусит, таргетная терапия
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SOME IMMUNOLOGICAL ASPECTS OF TARGETED THERAPY 
IN POLYPOUS RHINOSINUSITIS
Korkmazov M.Yu.a, Lengina M.A.a, Dubinets I.D.a, Kravchenko A.Yu.b, 
Klepikov S.V.с
a South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russian Federation  
b Chelyabinsk Regional Clinical Hospital No. 3, Chelyabinsk, Russian Federation  
с Chelyabinsk Regional Clinical Hospital, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. Over the past decade, targeted therapy with various monoclonal antibodies has become 
particularly relevant for the treatment of chronic polypous rhinosinusitis (PR). This is primarily due to the high 
incidence rate, polyetiological origin and pathogenetic features of polyposis development, low effectiveness 
of existing treatment approaches, the tendency for relapse, and comorbid conditions. The article provides a 
brief historical background concerning various predictors of the mucous membrane remodeling in the nasal 
cavity and paranasal sinuses at the stages of the polyposis formation thus justifying the need for implementation 
of monoclonal antibodies in the treatment schedules. Considering the leading role of Th2-inflammation in 
immunopathogenesis of developing polypous vegetations, the influence of targeted therapy upon treatment of 
chronic polypous rhinosinusitis is theoretically evaluated, and we highlight some important issues that should 
be further specified. Undoubtedly, inhibition of the synthesis of “necessary” interleukins leads to improvement 
in clinical symptoms and reduced size of polypous vegetations. At the same time, the real biochemical 
transformations of the nasal mucosa have been scarcely studied. E.g., an attempt to inhibit some cytokine 
may lead to indirect blockage of other pro-inflammatory cytokines. In future, it is necessary to study the 
pharmacodynamics of targeted drugs in order to clarify distinct contraindications to their use.

Keywords: immunopathogenesis, cytokines, chronic polypous rhinosinusitis, targeted therapy

Введение
Как отмечено в последних Российских кли-

нических рекомендациях по лечению хрони-
ческого полипозного риносинусита (ХПРС) и 
Европейских согласительных документах EPOS-
2020 (European Position Paper on Rhinosinusitis and 
Nasal Polyps), для врача-оториноларинголога по-
нимание патогенеза формирования полипозно-
го процесса представляет исключительную важ-
ность. Связано это прежде всего с многогранной 
полиэтиологичностью, высокой частотой забо-
леваемости, склонностью к рецидивам и комор-
бидным состояниям [1, 4, 7]. 

Материалы и методы
За последние десятилетия понимание им-

мунологических аспектов воспаления в патоге-
незе ХПРС расширялось, некоторые гипотезы 
были изучены, появлялись новые. Так, напри-
мер, в конце XX века в полипозной ткани были 
выделены активированные эозинофилы (эози-
нофильное пропитывание) и подтверждено су-
щественное влияние последних на хронизацию 
воспаления при полипозах носа [14]. В то же вре-
мя другими учеными при ХПРС был зарегистри-

рован процесс активации IgE, эотаксина, IL-5, и 
лейкотриенов, что привело большему понима-
нию патогенетических механизмов [6]. Более де-
тальное изучение патогенетических механизмов 
участия Th2-воспаления (термин, используемый 
до недавнего времени) в развитии изолирован-
ного полипозного процесса в околоносовых па-
зухах выявило еще опосредованное воздействие 
на приобретение хронического диффузного тече-
ния [15]. В предыдущей версии согласительного 
комитета EPOS 2012 были представлены убеди-
тельные доказательства влияния Т2-цитокинов 
на активность эозинофилов при развитии 
ПРС [8]. Это послужило своего рода основанием 
признания Европейским обществом аллерголо-
гов и  отоларингологов (ICAR) в 2016 году о ве-
дущей роли IL-13 и IL-5 в патогенезе ХПРС [11]. 
Все высказанные мнения были отражены в кли-
нических рекомендациях EPOS 2020. Главный 
акцент ставится на преобладании Th2-эндотипа в 
патогенезе формирования полипозного процесса 
и подчеркивается взаимосвязь ХПРС с активаци-
ей воспалительных клеток и медиаторов воспа-
ления, таких как IL-4, IL-5, IL-13, эозинофилов 
и тучных клеток. Исходя из этого Европейским 
форумом исследований и образования в обла-
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сти аллергии и заболеваний дыхательных путей 
(EUFOREA 2021) предложен контроль степени 
тяжести ХПРС и представлены методики тера-
певтической коррекции [12]. Одновременными 
исследователями ICAR (2021) было установлено, 
что 87% пациентов с ХПРС имеют Th2-эндотип 
(IL-4, IL-5, IL-13, эозинофильный катионный 
белок, P-гликопротеин [9]. 

Результаты и обсуждение
В  пролонгированной инициации Th2-вос

паления при ХПРС участвуют практически все 
клетки иммунной системы. При этом задей-
ствован как адаптивный иммунитет посредствам 
В-лимфоцитов, синтезирующих иммуноглобу-
лин Е (IgE), тучных клеток, базофилов, эозино-
филов, так и клетки врожденного иммунитета 
(ILC2). В любом случае, ключевыми центральны-
ми цитокинами, вызывающими Th2-воспаление, 
являются IL-4, IL-5, IL-13. Так, например, од-
ним из предикторов ремоделирования слизистой 
оболочки полости носа и околоносовых пазух 
и рецидива ПРС, продуцируемый Th2 и ILC2, 
IL-5 индуцирует эозинофилию, мобилизуя эо-
зинофилы в слизистой оболочке, участвует в их 
дифференцировке, созревании, активации, что 
приводит к повреждению эпителия дыхатель-
ных путей, нарушению мукоцилиарного клирен-
са [13]. А IL-4 и IL-13, имеющие общую α-цепь 
рецептора IL-4, индуцируют пролиферацию 
В-лимфоцитов, стимулируют локальный синтез 
IgE и IgG4, активируют sIgE-рецепторы, находя-
щиеся на эозинофилах, моноцитах, базофилах и 
тучных клетках, стимулируя гиперплазию бока-
ловидных клеток, гиперсекрецию слизи, а также 
обеспечивают дифференцировку Th2 из Th0 [10]. 
Указанные цитокины влияют на нарушение це-
лостности барьера, приводя к мезенхимальной 
трансформации эпителия, субэпителиальному 
фиброзу и ремоделированию ткани с образова-
нием полипов [2]. 

Таким образом, изучение иммунопатогенеза 
позволило сформировать стратегии выбора ле-
чения пациентов с ХПРС. Так, основываясь на 
результатах клинических исследований, руково-
дящая группа EPOS-2020 предлагает использо-
вать в лечении хронического риносинусита, в том 
числе с полипозным процессом, интраназальных 
глюкокортикостероидов (ин ГКС), в сочетании 
с короткими, 1 или 2 раза за 6-12 месяцев, кур-
сами системных ГКС, антигистаминных препа-
ратов, интраназальных деконгестантов, средств 
ирpигационной терапии (физиологический 
изoтонический раствор), а также инновацион-
ных лекарственных средств, прицельно воздей-

ствующих на Th2-воспаление  – биологические 
препараты. Последние назначают при подтверж-
денном двустороннем назальном полипозе паци-
ентам, в анамнезе которых имеет место эндоско-
пическое оперативное вмешательство по поводу 
удаления полипов носа. Согласно клиническим 
рекомендациям для назначения биологических 
препаратов необходимо наличие не менее трех 
критериев из  нижеперечисленных: признаки 
Th2-воспаления, потребность ГКС системного 
действия или противопоказания к их назначе-
нию; значительное снижение показателей каче-
ства жизни, гипосмию, вплоть до полной анос-
мии, сопутствующую бронхиальную астму [3, 4, 
7]. Критериями оценки ответа на  терапию био-
логическими препаратами считают: уменьшение 
размеров полипов носа; снижение потребности 
в ГКС системного действия; повышение пока-
зателей качества жизни; восстановление либо 
улучшение обоняния; уменьшение влияния со-
путствующих заболеваний. При отсутствии эф-
фекта проводится хирургическое лечение [3, 5]. 
Среди противопоказаний к проведению лечения 
ХПРС биологическими препаратами выделяют: 
повышенную чувствительность к препарату или 
любому из его вспомогательных веществ, дет-
ский возраст до 6 лет у пациентов с атопическим 
дерматитом среднетяжелого и тяжелого течения 
в связи с неустановленными эффективностью и 
безопасностью, детский возраст до 12 лет у па-
циентов с бронхиальной астмой среднетяжелого 
и тяжелого течения в связи с неустановленными 
эффективностью и безопасностью. 

Фармакодинамика генно-инженерных био-
логических препаратов обеспечивается благо-
даря механизму подавления сигналов от IL-4 
и IL-13 посредством связывания рекомби-
нантного моноклонального антитела с общей 
для мембранных клеточных рецепторов IL-4 и 
IL- 13 альфа-субъединицей рецептора IL-4. По-
сле присоединения моноклона к интерлейкину 
эти субъединицы образуют димер, который запу-
скает внутриклеточную сигнализацию через JAК 
STAT путь и ингибирует передачу сигнала IL-4 
через рецептор первого типа и передачу сигнала 
IL-4 и IL-13 через рецептор второго типа. Это 
приводит блокированию воспалительных кле-
ток (В-лимфоцитов, эозинофилов, базофилов, 
тучных клеток, фибробластов) и медиаторов вос-
паления (IL-4, IL-5, IL-13, IL-25, IL-33, тимус-
стромального липопротеина, эотаксина, тимус-
ассоциированного регуляторного хемокина).

Однако необходимо учитывать, что имеющий-
ся на поверхности клетки гетеродимерный мем-
бранный клеточный рецептор, который состоит 
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из двух субъединиц, обладающих сродством к 
IL-4, при взаимодействии с последним, активи-
рует и В-лимфоциты, переключая их на синтез не 
только IgE, но и целого каскада гликопротеидов, 
в первую очередь продуцирование иммуноно-
глобулинов класса А, G и М. Кроме того, моно-
клональные антитела блокируя клетки, несущие 
рецепторы к IL-4, тормозят остальные каскады 
этих клеток, что может привести к выключению 
В-клеточного ответа, который в свою очередь не-
смотря на клиническое улучшение в виде умень-
шения воспаления, вероятно, может повлечь за 
собой провоцирование отдаленных последствий. 

Здесь необходимо учитывать возможную бло-
кировку помимо какого-либо определенного 
медиатора воспаления, на функционирование 
которого направлено действие человеческого 
рекомбинантного моноклонального антитела, 
опосредованное торможением продукции других 
провоспалительных цитокинов. 

В данном случае необходимо помнить о воз-
можном формирование аутоиммунного меха-
низма при контакте комплекса моноклональное 
антитело-иммуноглобулин с макрофагами, кото-
рые воспринимают клетку как поврежденную и 
ликвидируют ее.

В настоящее время известно о ведущей роли 
Th2-воспаления в патогенезе ХПРС, и в этом 
контексте необходимо разобрать несколько 
важных моментов нуждающихся в дальнейшей 
корректировке. Одним из них является функ-
ционирование IL-13. Известно, что на мембра-
не рецептор к IL-13 состоит из 2 димеров, т. е. 
для того, чтобы отщепился IL-13, расщепляется 
димер один  – неактивный, а другой становится 
активным к IL- 13. Но моноклональное антитело 
специфично и связывается как с D-димером, так 
и IL-13, функционирует на клетках и вне клеток. 
Синтез IL-13 под воздействием моноклонально-
го антитела, которые представлены на мембра-
не клетки, приводя блокированию отщепления 
IL- 13, дополнительно блокируют саму клетку, 
которая продуцирует IL-13. Таким образом, в 
сыворотке крови резко повышается не только 
сам IL- 13, но плюс еще на клетке, тем самым вы-
ключая эту клетку из работы. Сам димер неактив-
ный, он находится на клетке, но введение моно-
клональных антител приводит блокировке самой 
клетки, которая имеет IL-13, в виде рецептора, 
не отщепленного еще. Таким образом, спорным 
остается вопрос, утверждаемый некоторыми ис-
следователями об интактности клетки от антител. 

Другой момент, влияние комплекса антиген 
(клетка) – антитело и его связывание с клеточ-
ными рецепторами Fc-фрагменту, например, 

макрофагов, дендритных клеток. Фагоциты че-
рез их Fc-рецепторы могут уничтожать данный 
комплекс АГАТ как чужеродный антиген и слу-
жить источником формирования аутоиммунных 
процессов. Fc-рецепторы имеются также и на 
нейтрофилах. Макрофаги и другие фагоциты, 
которые ликвидируют эти клетки, могут воспри-
нимать ее как поврежденную, что в разы повыша-
ет риск формирования аутоиммунного процесса. 
Несомненно, ингибирование синтеза указанных 
интерлейкинов приводит к улучшению клини-
ческой симптоматики и уменьшению размеров 
полипозных вегетаций, но в то же время реаль-
ные биохимические трансформации слизистой 
оболочки полости носа мало изучены. Поэтому 
излишнее желание получить желаемый положи-
тельный эффект в отдаленном периоде может 
привести к непредсказуемым результатам. Ведь с 
осложнениями со стороны других органов паци-
енты будут обращаться не к оториноларинголо-
гам, а другим специалистам (урологам с повреж-
дением почек, гепатологам с патологией печени, 
кардиологам с повреждением сердца и т. д.). Та-
кие наблюдения также немногочисленны, и надо 
понимать, что моноклональные антитела  – это 
вариант иммунносупрессии. Например, те же 
клетки, синтезирующие IL-4, запускают проли-
ферацию не только В-лимфоцитов, продуцирую-
щих IgE, но они при этом еще активируют синтез 
IgG, IgA, IgМ В-лимфоцитами, отвечающими за 
многие варианты гуморального иммунного отве-
та. Отсюда понятно, что ингибирование работы 
клетки, синтезирующей IgЕ, приводит к блоки-
рованию всего каскада клеток, которые несут 
рецептор к IL-4. Кроме того, необходимо пом-
нить, что когда мы блокируем какой-то из этих 
цитокинов, есть дублирующие его функции дру-
гие цитокины, что может не всегда способство-
вать эффективности антицитокиновой терапии. 
Плюс к этому опосредованно мы блокируем и 
другие провоспалительные цитокины, которые 
могут синтезировать блокированные клетки. 
Блокируется рецептор, в дальнейшем выклю-
чается вся клетка и секреция сформированных 
провоспалительных цитокинов IL-4, IL-13, при 
этом отключаются и другие функции В-клеток, 
несущих этот рецептор.

Заключение
Поэтому практическому врачу-оторинола-

рингологу при принятии решения использовать 
в лечении ХПРС генно-инженерных биологиче-
ских препаратов необходимо быть очень крайне 
осторожным, соблюдая следующие рекоменда-
ции:
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1.	 При ведении пациентов с ХПРС необ-
ходим междисциплинарный подход с участием 
прежде всего аллергологов и иммунологов, пуль-
монологов, врачей общей практики, для выявле-
ния сопутствующих соматических заболеваний, 
а также проведения комплексного общеклини-
ческого и полного иммунологического обсле-
дования, в том числе и определения уровней 

цитокинов, против которых направлена антици-
токиновая терапия.

2.	 Несмотря на проведение масштабных 
клинических исследований, необходимо даль-
нейшее изучение таргетных препаратов с про-
писанием четких противопоказаний к при-
менению генно-инженерной биологической 
терапии. 
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ИССЛЕДОВАНИЕ ПОКАЗАТЕЛЕЙ  
ОКИСЛИТЕЛЬНОГО ФОСФОРИЛИРОВАНИЯ  
И ГЛИКОЛИЗА В CD4+T-ЛИМФОЦИТАХ ВИЧ/ВГС 
КОИНФИЦИРОВАННЫХ ИММУНОЛОГИЧЕСКИХ 
НЕОТВЕТЧИКОВ С ПРИМЕНЕНИЕМ ТЕХНОЛОГИИ 
SEAHORSE 
Королевская Л.Б., Власова В.В., Шмагель Н.Г., Сайдакова Е.В.
Институт экологии и генетики микроорганизмов Уральского отделения Российской академии наук – филиал 
ФГБУН «Пермский федеральный исследовательский центр Уральского отделения Российской академии наук», 
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Резюме. Окислительное фосфорилирование и гликолиз необходимы для выживания, деления и 
функционирования CD4+Т-лимфоцитов. Однако косвенные данные свидетельствуют о том, что у 
ВИЧ-позитивных, коинфицированных вирусом гепатита С (ВГС) иммунологических неответчиков 
на антиретровирусную терапию изменены показатели метаболической активности CD4+Т-клеток. 
Эти данные позволяют предположить, что в основе неспособности CD4+Т-лимфоцитов иммуноло-
гических неответчиков продуктивно делиться и увеличивать свою численность после подавления ви-
русной репликации антиретровирусными препаратами может лежать метаболическая дисфункция. 
Ставшая доступной сравнительно недавно технология анализа внеклеточных потоков с использова-
нием оборудования Seahorse XF дает возможность оценить метаболическую активность клеток. Це-
лью настоящей работы была оценка эффективности окислительного фосфорилирования и гликолиза 
в CD4+Т-лимфоцитах ВИЧ/ВГС коинфицированных иммунологических неответчиков с использо-
ванием технологии Seahorse. Исследованы образцы периферической крови пациентов двух групп: 
ВИЧ/ ВГС коинфицированных иммунологических неответчиков с числом CD4+Т-лимфоцитов ме-
нее 350/мкл крови и ВИЧ/ВГС коинфицированных иммунологических ответчиков с числом CD4+Т-
клеток более 500/мкл крови. В изолированных из крови CD4+Т-лимфоцитах проведена оценка ба-
зальной и максимальной скорости потребления кислорода комплексами электрон-транспортной 
цепи митохондрий, а также скорость закисления среды протонами, формирующимися в процессе 
гликолиза. Установлено, что у ВИЧ/ВГС коинфицированных иммунологических неответчиков сни-
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жена как базальная, так и максимальная скорость потребления кислорода митохондриями CD4+Т-
клеток. Более того, в выделенных из крови CD4+Т-лимфоцитах иммунологических неответчиков 
увеличена базальная скорость гликолиза. Можно предположить, что значительная часть CD4+Т-
лимфоцитов ВИЧ/ ВГС коинфицированных иммунологических неответчиков находится в состоянии 
активации и готовности к гомеостатической пролиферации, что обостряет необходимость получения 
дополнительной энергии и макромолекул. Однако клетки оказываются неспособными скоординиро-
ванно изменять свой метаболизм для удовлетворения данных потребностей. Выявленная нами дисре-
гуляция метаболических путей может вносить вклад в низкую регенеративную способность CD4+Т-
лимфоцитов у ВИЧ/ВГС коинфицированных иммунологических неответчиков.

Ключевые слова: окислительное фосфорилирование, гликолиз, технология Seahorse technology, ВИЧ-инфекция,  

CD4+Т-лимфоциты, иммунологические неответчики

STUDY OF OXIDATIVE PHOSPHORYLATION AND GLYCOLYSIS 
IN CD4+T LYMPHOCYTES OF HIV/HCV COINFECTED 
IMMUNOLOGICAL NON-RESPONDERS BY MEANS OF THE 
SEAHORSE TECHNOLOGY
Korolevskaya L.B., Vlasova V.V., Shmagel N.G., Saidakova E.V.
Institute of Ecology and Genetic of Microorganisms, Perm Federal Research Center, Ural Branch, Russian Academy 

of Sciences, Perm, Russian Federation

Abstract. Oxidative phosphorylation and glycolysis are essential for CD4+T lymphocyte survival, division, 
and functioning. However, indirect evidence suggests the parameters of metabolic activity CD4+T cell to be 
impaired in HIV/ hepatitis C virus (HCV)-coinfected immunological non-responders to antiretroviral therapy. 
These data imply that, in immunological non-responders, the failure of CD4+T lymphocytes to divide and 
expand after viral suppression by antiretroviral drugs may be caused by metabolic dysfunction. The newly 
released technology for the analysis of extracellular fluxes using seahorse XF equipment permits assessment of 
the cells’ metabolic activity. The aim of this study was to evaluate the efficiency of oxidative phosphorylation 
and glycolysis in CD4+T lymphocytes of HIV/HCV co-infected immunological non-responders by means 
of the Seahorse technology. We studied peripheral blood samples from patients of two groups: HIV/HCV 
coinfected immunological non-responders with CD4+T lymphocyte counts of < 350/µL, and HIV/HCV 
coinfected immunological responders with CD4+T cell counts > 500/µL. In isolated CD4+T lymphocytes, 
we assessed the basal and maximal oxygen consumption rates by complexes of the mitochondrial electron 
transport chain, as well as the rates of incubation medium acidification by protons formed during glycolysis. 
We have found that, in HIV/HCV coinfected immunological non-responders, both basal and maximal oxygen 
consumption rates by CD4+T cell mitochondria are reduced. Moreover, the basal rate of glycolysis was found to 
be increased in isolated CD4+T lymphocytes of the non-responders. One may assume that a significant part of 
CD4+T lymphocytes in HIV/HCV co-infected immunological non-responders is activated, thus being ready for 
homeostatic proliferation, with increasing requirements for additional energy and macromolecules. However, 
the cells are unable to change their metabolism in a coordinated manner to meet these demands. The revealed 
dysregulation of metabolic pathways may contribute to the low regenerative capacity of CD4+T lymphocytes in 
HIV/HCV co-infected immunological non-responders.

Keywords: oxidative phosphorylation, glycolysis, Seahorse technology, HIV infection, CD4+T lymphocytes, immunological non-

responders
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Введение
Для выживания, деления, выполнения эф-

фекторных и регуляторных функций CD4+Т-
лимфоцитам требуются энергия и макромолеку-
лы, образуемые в ходе различных биохимических 
реакций. Магистральными метаболическими 
путями, обеспечивающими клетку не только 
аденозинтрифосфатом (АТФ), но и множеством 
промежуточных продуктов синтеза нуклеиновых 
кислот, белков и липидов являются гликолиз и 
окислительное фосфорилирование [6]. Эти мета-
болические пути критически важны для CD4+Т-
лимфоцитов.

Современным подходом к исследованию ме-
таболической активности клеток является тех-
нология анализа внеклеточных потоков (англ. 
Extracellular flux (XF) analysis) с использованием 
оборудования Seahorse XF (Agilent Technologies, 
США). Анализатор клеточного метаболизма 
Seahorse XF фиксирует скорость поглощения 
кислорода и скорость закисления среды клет-
ками, что позволяет оценить интенсивность 
митохондриального дыхания и скорость глико-
лиза соответственно. Добавление ингибиторов 
окислительного фосфорилирования и гликолиза 
расширяет возможности метода, позволяя опре-
делять не только базовые биоэнергетические 
параметры, но и измерять метаболическую при-
способляемость клеток. Ввиду того, что техно-
логия Seahorse XF стала доступной относительно 
недавно, исследования с ее применением огра-
ничены, в частности отсутствуют данные о ме-
таболической активности CD4+Т-лимфоцитов у 
коинфицированных вирусом иммунодефицита 
человека (ВИЧ) и вирусом гепатита С (ВГС) им-
мунологических неответчиков на антиретрови-
русную терапию (АРТ).

Коинфекция ВИЧ и ВГС широко распро-
странена в Пермском крае [1]. По сравнению 
с ВИЧ моноинфицированными субъектами 
ВИЧ/ВГС коинфицированные больные подвер-
жены более высокому риску развития СПИД-
неассоциированных заболеваний и смерти [3]. 
Более того, у зараженных ВИЧ коинфекция 
ВГС повышает вероятность развития иммуно-
логического неответа на АРТ. При этом типе от-
вета на лечение подавление репликации ВИЧ 
под действием антиретровирусных препаратов 
не сопровождается значительным приростом 
численности CD4+Т-лимфоцитов [2]. У имму-
нологических неответчиков (ИН) глубокая хро-

ническая CD4+Т-лимфопения увеличивает риск 
развития СПИД и смерти [5]. Хотя показано, что 
нарушение регенерации CD4+Т-клеток вызвано 
непродуктивным делением этих лимфоцитов, 
причины развития иммунологического неответа 
у значительной части ВИЧ/ВГС коинфициро-
ванных пациентов, получающих АРТ, остаются 
невыясненными.

Ранее мы показали, что у ИН изменены кос-
венные показатели энергетического обмена в 
CD4+Т-клетках памяти, а именно увеличена мас-
са митохондрий и снижена экспрессия генов, 
кодирующих компоненты комплексов электрон-
транспортной цепи (ЭТЦ) [9]. 

Цель настоящей работы  – оценка эффектив-
ности окислительного фосфорилирования и гли-
колиза в CD4+Т-лимфоцитах ВИЧ/ВГС коинфи-
цированных иммунологических неответчиков с 
использованием технологии Seahorse.

Материалы и методы
Проведение исследования было одобрено 

этическим комитетом Пермского краевого цен-
тра по профилактике и борьбе со СПИД и ин-
фекционными заболеваниями (рег. № комитета 
IRB00008964). Каждый участник подписал ин-
формированное согласие. Включенные в иссле-
дование пациенты соответствовали следующим 
требованиям: подтвержденные диагнозы ВИЧ- и 
ВГС-инфекций, приверженность АРТ в течение 
двух и более лет, вирусная нагрузка ВИЧ менее 
50 копий/мл, отсутствие лечения интерферонами 
или анти-ВГС препаратами прямого действия.

Были сформированы две группы: 1) ВИЧ/ВГС 
коинфицированные ИН (n = 4) с числом CD4+Т-
лимфоцитов менее 350/мкл крови; 2) ВИЧ/ВГС 
коинфицированные иммунологические ответ-
чики (ИО; n = 4) с числом CD4+Т-клеток более  
500/мкл крови.

Кровь объемом до 30 мл забирали натощак из 
кубитальной вены в вакуумные пробирки, со-
держащие литий гепарин (Weihai Hongyu Medical 
Devices Cj., Ltd, Китай). Мононуклеарные клетки 
выделяли путем центрифугирования двукратно 
разведенной фосфатно-солевым буферным рас-
твором Дульбекко (DPBS, Gibco, США) перифе-
рической крови в градиенте плотности Диаколла 
(1,077 г/мл, «Диаэм», Россия). Выделенные клет-
ки собирали, дважды отмывали раствором DPBS, 
подсчитывали в камере Горяева, после чего под-
вергали контролируемому замораживанию в 
жидком азоте в среде, содержащей 90% термо-
инактивированной эмбриональной телячьей 
сыворотки (ЭТС, Gibco, Колумбия) и 10% диме-
тилсульфоксида (AppliChem, Германия). Перед 
проведением исследования клетки разморажива-
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Изолированные CD4+Т-клетки ресуспен-
дировали в среде XF RPMI Medium (Agilent 
Technologies, США), содержащей 10  мМ глюкозы 
(Sigma-Aldrich, США), 2  мМ глутамина («Диаэм», 
Россия) и 1 мМ пирувата натрия (Sigma-Aldrich, 
США), и вносили по 2,5  ×  105  клеток в лунки 
планшета (Agilent Technologies, США), пред-
варительно обработанного поли-D-лизином 
(50  мкг/ мл, Sigma, США). Планшет центрифу-
гировали в течение 4 мин при 200 g для форми-
рования монослоя клеток. Объем среды в лунке 
доводили до 175 мкл, планшет инкубировали 
при +37  °С в течение 60 мин. Активность ми-
тохондриального дыхания и гликолиза опре-
деляли с использованием анализатора Seahorse 
XFe96 (Agilent Technologies, США) по показа-
телям скорости потребления кислорода (англ. 
oxygen consumption rate – OCR) и скорости аци-
дификации среды (англ. extracellular acidification 
rate  – ECAR) соответственно. Измерения про-
изводили на базальном уровне и после внесения 
ингибиторов дыхательной цепи митохондрий: 
олигомицина в конечной концентрации 2,5 мкМ, 
карбонилцианид-4-(трифлуорометокси)фенил-
гидразона (FCCP; 2 мкМ), ротенона и антими-
цина А (Р/АА; 0,5 мкМ). Вышеперечисленные 
реагенты были получены в Agilent Technologies, 
США.

В пробах определяли базальную скорость по-
требления кислорода (разница между OCR на 
базальном уровне и OCR после внесения Р/АА) 
и максимальную скорость потребления кислоро-
да (разница между OCR после внесения FCCP и 
OCR после добавления Р/АА). Показатель глико-
лиза  – ECAR  – определяли на базальном уров-
не и в ответ на действие Р/АА. Анализ данных 
производили с использованием программного 
обеспечения Wave Desktop (Agilent Technologies, 
США).

Статистический анализ полученных данных 
проводили с использованием непараметриче-
ских методов. В выборке рассчитывали медиану 
и интерквартильный размах – Me (Q0,25-Q0,75). До-
стоверность различий между группами устанав-
ливали с помощью U-критерия Манна–Уитни. 
Проведение статистических расчетов и постро-
ение графиков осуществляли с использованием 
программы GraphPad Prism 8.0.1.

Результаты и обсуждение
Исследование интенсивности окислитель-

ного фосфорилирования в изолированных из 
периферической крови CD4+Т-лимфоцитах по-
казало следующее. У ИН по сравнению с ИО 
снижена базальная скорость потребления кисло-

Рисунок 1. Базальная (А) и максимальная (Б) скорость 
потребления кислорода CD4+Т-лимфоцитами ВИЧ/
ВГС коинфицированных больных с различной 
эффективностью ответа на антиретровирусную 
терапию
Примечание. Группы обследованных: ИН – иммунологические 
неответчики; ИО – иммунологические ответчики. OCR (англ. 
oxygen consumption rate) – скорость потребления кислорода. 
Представлены медианы, интерквартильные интервалы и 10-
90% размахи. Статистические расчеты выполнены по методу 
Манна–Уитни: * – p < 0,05.
Figure 1. CD4+T lymphocyte basal (A) and maximal (B) oxygen 
consumption rates in HIV/HCV coinfected patients with different 
response efficiency to antiretroviral therapy
Note. Groups: INR, immunological non-responders; IR, immunological 
responders. OCR, oxygen consumption rate. Medians, interquartile 
ranges, and 10-90% ranges are shown. Statistical calculations were 
made according to the Mann–Whitney method: *, p < 0.05.
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ли. Жизнеспособные лимфоциты подсчитывали, 
окрашивая клетки трипановым синим.

Негативную селекцию CD4+Т-лимфоцитов 
проводили с использованием коммерческого на-
бора Dynabeads Untouched Human CD4 T cells 
(Invitrogen, США) согласно инструкции произ-
водителя.
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рода дыхательной цепью митохондрий в CD4+Т-
клетках (рис. 1А). Более того, в условиях повы-
шенного запроса на АТФ, созданных внесением 
разобщителя окислительного фосфорилирова-
ния FCCP, митохондрии CD4+Т-лимфоцитов 
ИН не могут достичь показателей интенсивно-
сти потребления кислорода, характерных для 
митохондрий ИО (рис. 1Б). Представленные 
данные подтверждают полученные нами ранее 
результаты: у ИН низкая экспрессия генов, ко-
дирующих компоненты ЭТЦ, сопровождается 
снижением функциональной активности ми-
тохондрий CD4+Т-лимфоцитов. По-видимому, 
клетки компенсируют нехватку генерируемой 
митохондриями АТФ посредством активизации 
внемитохондриального метаболического пути: 
гликолиза. 

Для оценки этого предположения мы про-
анализировали, насколько интенсивно проте-
кает гликолиз в CD4+Т-лимфоцитах субъектов 
исследуемых групп. Было установлено, что по-
казатели базального гликолиза в CD4+Т-клетках 
ИН значительно превосходят таковые в соот-
ветствующих лимфоцитах ИО (рис.  2). Извест-
но, что покоящиеся клетки получают энергию за 
счет окислительного фосфорилирования, тогда 
как гликолитический фенотип характерен для 
активированных и делящихся Т-лимфоцитов  [4]. 
Ранее было показано, что для CD4+Т-клеток ИН 
свойственнен высокий уровень хронической 
иммунной активации, ассоциированный, в том 
числе, с увеличенной плотностью экспрессии 
транспортера глюкозы Glut1 [7]. Также необхо-
димо отметить, что у ИН малочисленные CD4+Т-
лимфоциты постоянно получают сигналы для за-
пуска гомеостатической пролиферации, которая, 
хоть и не является продуктивной, может быть 
сопряжена с переключением биоэнергетических 
показателей в пользу гликолиза.

Заключение
Таким образом, мы показали, что при имму-

нологическом неответе на АРТ у ВИЧ/ВГС коин-
фицированных больных увеличена гликолитиче-
ская активность CD4+Т-лимфоцитов, что может 
свидетельствовать об активированном статусе 
и готовности клеток к пролиферации. Приме-
чательно, что этот феномен не сопровождает-
ся соответствующим приростом интенсивности 
окислительного фосфорилирования в митохон-
дриях. Более того, интенсивность работы ЭТЦ 
митохондрий в CD4+Т-клетках ИН снижается. 
Можно предположить, что лимфоциты, испыты-
вающие потребность в АТФ и макромолекулах, 
оказываются неспособными скоординированно 

Рисунок 2. Скорость закисления среды CD4+Т-
лимфоцитами ВИЧ/ВГС коинфицированных 
больных с различной эффективностью ответа на 
антиретровирусную терапию
Примечание. Группы обследованных: ИН – иммунологические 
неответчики; ИО – иммунологические ответчики. ECAR (англ. 
extracellular acidification rate) – скорость закисления среды. 
Представлены медианы, интерквартильные интервалы и 10-
90% размахи. Статистические расчеты выполнены по методу 
Манна–Уитни: *** – p < 0,001.
Figure 2. Rate of medium acidification by CD4+T lymphocytes in 
HIV/HCV coinfected patients with different response efficiency 
to antiretroviral therapy
Note. Groups: INR, immunological non-responders; IR, immunological 
responders. ECAR, extracellular acidification rate. Medians, 
interquartile ranges, and 10-90% ranges are shown. Statistical 
calculations were made according to the Mann–Whitney method:  
***, p < 0.001.

изменять свой метаболизм для удовлетворения 
потребностей. Следует отметь, что нарушение 
работы ЭТЦ останавливает клеточный цикл и не 
позволяет клеткам делиться in vitro [8], а глико-
лиз, хоть и поставляет АТФ и субстраты для син-
теза белков, липидов и нуклеиновых кислот до-
черних лимфоцитов, не может компенсировать 
недостаточность функциональной активности 
митохондрий. По-видимому, у ВИЧ/ВГС коин-
фицированных ИН отмечается дисрегуляция 
метаболических путей, обеспечивающих био-
энергетические и биосинтетические потребности 
клетки. Это в свою очередь может вносить вклад 
в низкую регенеративную способность CD4+Т-
лимфоцитов.
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РАЗРАБОТКА МОДЕЛЬНОГО 
ИММУНОФИЛЬТРАЦИОННОГО АНАЛИЗА 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ КОНЪЮГАТА НА ОСНОВЕ 
ПЕРОКСИДАЗЫ ХРЕНА 
Кропанева М.Д., Храмцов П.В., Бочкова М.С., Раев М.Б.
Институт экологии и генетики микроорганизмов Уральского отделения Российской академии наук – филиал 
ФГБУН «Пермский федеральный исследовательский центр Уральского отделения Российской академии наук», 
г. Пермь, Россия

Резюме. Иммунофильтрационный формат диагностической системы для аналитического тести-
рования может стать альтернативой иммунохроматографическим аранжировкам тест-систем. Ввиду 
особенностей процедуры иммунофильтрационного анализа, его преимущества по сравнению с наи-
более популярным форматом экспресс-тестов, иммунохроматографией, состоят в большей чувстви-
тельности, а также отсутствии хук-эффекта. В работе представлены данные по разработке иммуно-
фильтрационного анализа для определения антител против S-белка коронавируса COVID-19. Целью 
исследования явилась оптимизация условий для модельного иммуноанализа в формате иммунофиль-
трации с использованием диагностических реагентов на основе пероксидазы хрена.

В качестве положительных сывороток в работе использовали остаточные образцы сыворотки кро-
ви пациентов «красной» зоны, с верифицированным диагнозом новой коронавирусной инфекции, 
в качестве отрицательных образцов были использованы сыворотки крови, полученные до 2019 года. 
Процедуру иммунофильтрационного анализа осуществляли с применением пула отрицательных и 
положительных сывороток крови. Суть метода иммунофильтрации состоит в нанесении небольшого 
объема образца (например, цельной крови или сыворотки крови пациента) на поверхность пористой 
мембраны, на которой предварительно сорбированы антигены: S-белок коронавируса. Избыток вно-
симого образца, равно как и всех участвующих в процедуре анализа растворов, фильтруется через 
мембрану и поглощается пористым материалом, находящимся под мембраной внутри пластикового 
корпуса иммунофильтрационной ячейки. При прохождении анализируемого образца сквозь поры 
мембраны происходит связывание иммуноглобулинов класса G (антител), специфичных к сорбиро-
ванным антигенам. После полного впитывания образца на мембрану наносится раствор диагности-
ческого реагента – цветной метки, конъюгированной с моноклональными антителами против IgG 
человека. Это приводит к тому, что с образовавшимся иммунным комплексом при наличии антител в 
образце связываются цветные метки, конъюгированные с антивидовыми моноклональными антите-
лами. Избыток диагностического реагента фильтруется сквозь мембрану внутрь впитывающего эле-



314

Kropaneva M.D. et al.
Кропанева М.Д. и др.

Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal
Российский иммунологический журнал

мента ячейки. Описанная процедура приводит к образованию комплекса, включающего в себя метку, 
а каталитическая реакция с ее участием приводит к окрашиванию участков мембраны, где сорбиро-
ван S-белок. Были проведены исследования, опитимизирующие процедуру анализа и повышающие 
значимые характеристики теста. 

Показано, что добавление додецилсульфата натрия до конечной концентрации 50  мкМ в 
субстратный буфер позволяет достичь более высокого аналитического сигнала и стабильного 
результата спустя 10 минут после окончания процедуры анализа. Оптимизированы такие условия 
иммунофильтрациооного анализа, как разведения диагностического реагента, объем вносимого 
образца и количество S-белка коронавируса, наносимого на нитроцеллюлозную мембрану. Определе-
но, что с помощью иммунофильтрационного анализа возможно определение антител против S-белка 
коронавируса в разведении образца сыворотки более чем 1/1000. Результаты иммунофильтрационного 
анализа воспроизводят результаты ИФА.

Ключевые слова: коронавирусная инфекция COVID-19, пероксидаза хрена, иммунофильтрационный анализ, лабораторная 
диагностика, иммуноферментный анализ, “point-of-care” тест-системы

DEVELOPMENT OF A MODEL IMMUNOFILTRATION 
ASSAY USING A CONJUGATE BASED ON HORSERADISH 
PEROXIDASE
Kropaneva M.D., Khramtsov P.V., Bochkova M.S., Rayev M.B.
Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, Ural Branch of the Russian Academy of Sciences, a branch  
of the Perm Federal Research Center of the Ural Branch of the Russian Academy of Sciences, Perm, Russian Federation

Abstract. The immunofiltration format of a diagnostic system for analytical testing may become an alternative 
to immunochromatographic design of test systems. Due to the nature of the immunofiltration assay procedure, 
its advantages over immunochromatography, the most popular rapid test format, are as follows: higher sensitivity 
as well as absence of a hook effect. The paper presents data on development of an immunofiltration assay for 
the detection of antibodies against the S-protein of the SARS-CoV-2 virus. The aim of the present study was to 
optimize the conditions for a model immunoassay using the immunofiltration format by means of diagnostic 
reagents based on horseradish peroxidase. 

The samples of blood serum taken in the “red” COVID-19 area from patients with a verified diagnosis of a 
new coronavirus infection were registered as positive samples, and blood sera obtained before 2019 were used as 
negative samples. The procedure of immunofiltration assay was carried out using a pool of negative and positive 
blood sera. The essence of the immunofiltration method consists in applying a small volume of a sample (for 
example, whole blood or patient’s blood serum) to the surface of a porous membrane with pre-absorbed antigen, 
e.g., S-protein of the SARS-CoV-2 virus. The excess of applied sample as well as all solutions used in the assay 
procedure, are filtered through the membrane and absorbed by the porous material located under the membrane 
inside plastic housing of the immunofiltration cell. Upon passage of the analyzed sample through the pores 
of the membrane, the IgG immunoglobulins (antibodies) are binding to the absorbed antigen. After complete 
impregnation of the sample, a diagnostic reagent solution is applied to the membrane. The colored label is 
conjugated with monoclonal antibodies against human IgG. Hence, in the presence of antibodies in the sample, 
the immune complex binds with colored labels conjugated with anti-species monoclonal antibodies. The excess 
of diagnostic reagent is filtered through the membrane into the absorbent element of the work cell. The described 
procedure leads to the formation of a complex that includes the label. A following catalytic reaction with its 
participation leads to the staining of the membrane regions where the S-protein is sorbed. Studies have been 
carried out to optimize the assay procedure and improve the significant characteristics of the test. 

It has been shown that the addition of sodium dodecyl sulfate to its final concentration of 50 μM in the 
substrate buffer enables a higher analytical signal and a stable result within 10 minutes after the end of the 
assay procedure. Other factors of immunofiltration assay, e.g., dilution of the diagnostic reagent, volume of 
the introduced sample and amounts of the coronavirus S-protein applied to the nitrocellulose membrane were 
optimized. It has been found that the usage of immunofiltration assay allows to detect antibodies against the 
S-protein of SARS-CoV-2 at more than 1/1000 dilution of a serum sample. The results of immunofiltration 
assay reproduce appropriate results obtained by ELISA technique.

Keywords: coronavirus infection COVID-19, horseradish peroxidase, immunofiltration assay, laboratory diagnostics, enzyme 
immunoassay, point-of-care test-system
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Введение 
На сегодняшний день существуют много-

численные коммерческие тест-системы, пред-
назначенные для серологической диагностики 
COVID-19 и пригодные для мониторинга эф-
фективности вакцинации [8]. Однако необходи-
мым направлением исследований остается раз-
работка тест-систем для применения в условиях 
ограниченных ресурсов [15]. К подобным тестам 
предъявляются такие требования, как просто-
та, стабильность при хранении, доступность для 
массового производства. В настоящее время наи-
более популярным форматом point-of-care тестов 
является иммунохроматография. Иммунохрома-
тографические тесты демонстрируют высокую 
эффективность с точки зрения чувствительно-
сти и специфичности, которые могут достигать 
97-99% [11]. Несмотря на это, иммунохромато-
графические тесты от ряда производителей не 
показали достаточной эффективности, и их про-
изводство и продажи были приостановлены регу-
лирующими органами [3, 10]. 

Таким образом, несмотря на высокую эффек-
тивность коммерческих иммуноферментных и 
иммунохроматографических анализов, для де-
текции антител к антигенам коронавируса не-
обходимы исследования, направленные на по-
иск новых форматов анализа и их оптимизацию 
в контексте применения для определения кон-
кретных мишеней.

Альтернативой иммунохроматографическим 
анализам могут стать тест-системы в формате 
иммунофильтрации (ИФ). Суть метода имму-
нофильтрации состоит в нанесении небольшого 
объема образца (например, цельной крови или 
сыворотки крови пациента) на поверхность по-
ристой мембраны, на которой предварительно 
сорбированы антигены: S-белок коронавируса. 
Избыток вносимого образца, равно как и всех 
участвующих в процедуре анализа растворов, 
фильтруется через мембрану и поглощается пори-
стым материалом, находящимся под мембраной 
внутри пластикового корпуса иммунофильтра-
ционной ячейки. При прохождении анализируе-
мого образца сквозь поры мембраны происходит 
связывание иммуноглобулинов класса G (анти-
тел), специфичных к сорбированным антигенам. 
После полного впитывания образца на мембрану 
наносится раствор диагностического реагента  – 
цветной метки, конъюгированной с монокло-
нальными антителами против IgG человека. Это 
приводит к тому, что с образовавшимся иммун-

ным комплексом при наличии антител в образце 
связываются цветные метки, конъюгированные 
с антивидовыми моноклональными антителами. 
Избыток диагностического реагента фильтруется 
сквозь мембрану внутрь впитывающего элемента 
ячейки. Описанная процедура приводит к обра-
зованию комплекса, включающего в себя метку, а 
каталитическая реакция с ее участием приводит к 
окрашиванию участков мембраны, где сорбиро-
ван S-белок.

Ввиду особенностей описываемого форма-
та анализа, преимущества иммунофильтрации 
(ИФ) по сравнению с наиболее популярным 
форматом экспресс-тестов, иммунохроматогра-
фией [12], состоят в большей чувствительности, 
а также отсутствии хук-эффекта (отсутствие сиг-
нала при высоких концентрациях анализируемо-
го вещества в образце) [13] ввиду наличия этапов 
промывки.

Соответственно, целью настоящего исследова-
ния явилась оптимизация условий для модельно-
го иммуноанализа в формате иммунофильтрации 
для определения антител к Spike-белку корона-
вируса с использованием диагностических реа-
гентов на основе пероксидазы хрена.

Материалы и методы 
Сбор, аликвотирование и хранение сывороток 

крови
В работе использовали остаточные образцы 

сыворотки крови пациентов «красной» зоны, с 
верифицированным диагнозом новой коронави-
русной инфекции (COVID-19), находившиеся на 
лечении в КМСЧ № 1 г. Перми и давшие пись-
менное согласие на использование обезличенных 
остаточных образцов биоматериалов, а также 
остаточные образцы сыворотки крови пациентов, 
сдававших анализы на наличие антител в клини-
ко-диагностической лаборатории ООО «Медлаб
экспресс», г. Перми и давшие письменное согла-
сие на использование обезличенных остаточных 
образцов биоматериалов (разрешение этического 
комитета ИЭГМ УрО РАН 04.04.2022). Количе-
ство IgG против SARS-CoV-2 было проанали-
зировано методом иммуноферментного анализа 
(ИФА). В связи с широким распространением 
новой коронавирусной инфекции и мероприяти-
ями по вакцинации населения получение образ-
цов отрицательных сывороток являлось пробле-
матичным. Поэтому в качестве отрицательных 
образцов были использованы сыворотки крови, 
полученные до 2019 года. Сыворотки крови были 
получены от здоровых доноров в возрасте от 23 
до 43 лет, давших письменное согласие (полу-
чено разрешение этического комитета ИЭГМ 
УрО РАН 09.06.2017). Отсутствие в них антител 



316

Kropaneva M.D. et al.
Кропанева М.Д. и др.

Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal
Российский иммунологический журнал

к SARS-CoV-2 было подтверждено результатами 
ИФА.

Иммунофильтрационный анализ для определе-
ния IgG против COVID-19

При разработке иммунофильтрационного ана-
лиза ориентировались на протоколы, описанные 
в работах [1,  2,  4]. Использовали нитроцеллю-
лозную (н/ц) мембрану с диаметром пор 0,3 мкм. 
Подготавливали н/ц мембрану нужного размера. 
На область мембраны с размерами 10 × 10 мм точ-
ками по 2 мкл наносили антиген Spike-protein, 
RBD (S-белок), разведенный до необходимой 
концентрации в ЗФР. Далее иммуносорбент вы-
сушивали 30 минут при комнатной температуре 
и 1 час 30 минут при 37  °C перемещали в план-
шет и промывали 35 мл ЗФРТ, процедуру по-
вторяли 3 раза. После этого нитроцеллюлозную 
мембрану с иммобилизированными антигенами 
блокировали ЗФР + 0,2 % твин-20 в течение 60 
минут, 37  °C, вновь промывали и высушивали. 
После этого полученный иммуносорбент раз-
резали на куски меньшего размера (15 × 15 мм),  
собирали иммунофильтрационную ячейку и 
проводили анализ. В «окна» для внесения об-
разца добавляли 150  мкл ЗФРТ. После полного 
впитывания вносили 100 мкл анализируемого 
образца в блокирующем буфере, через мину-
ту иммунофильтрационную ячейку промывали 
150 мкл ЗФРТ. Далее вносили 80 мкл конъюгата 
HP/Mab vs hum IgG в блокирующем буфере. По-
сле 1 минуты ячейки вновь промывали и вноси-
ли 80 мкл ТМБ в субстратном буфере (9 мл 5 мМ 
цитрат-фосфатный буфер, pH 5 + 1 мл 1 мг/мл 
ТМБ в ДМСО + 2 мкл 30% H2O2) с добавлением 
50 мМ додецилсульфата натрия. После 10 минут 
оценивали результаты анализа: иммунофильтра-
ционную ячейку разбирали, а нитроцеллюлоз-
ную мембрану с образовавшимися иммунными 
комплексами помещали на прозрачную пленку 
и сканировали. Полученное изображение обра-
батывали в программе ImageJ, согласно методу, 
описанному в статье [5].

Дот-иммуноанализ на нитроцеллюлозной мем-
бране

Подготавливали тест-полоски из нитроцел-
люлозной мембраны (с диаметром пор 0,45 мкм), 
трехкратно промывали ЗФРТ. Далее тест-полоски 
обрабатывали блокирующим раствором в течение 
60 минут при 37 °C, трехкратно промывали и ин-
кубировали с сывороткой крови человека, разве-
денной в исследуемых блокирующих растворах в 
10 раз, вновь промывали и проводили инкубацию 
с конъюгатом пероксидазы хрена, растворенной 
в исследуемых блокирующих растворах в 100 раз, 
в течение 60 минут при 37 °C. После процедуры 

промывки тест-полоски высушивали, фиксиро-
вали на белом листе бумаги и сканировали. В ка-
честве контрольного образца была использована 
тест-полоска, не подвергавшаяся процедуре ана-
лиза. Результат получали путем вычитания по-
казателя интенсивности окрашивания фоново-
го сигнала исследуемых образцов из показателя 
интенсивности окрашивания фонового сигнала 
контрольного образца.

Синтез конъюгата пероксидазы хрена с моно-
клональными антителами против IgG человека 
проводили согласно методике [14].

Результаты и обсуждение 
Применение ферментной метки в составе диа-

гностического реагента предполагает добавление 
субстрата тетраметилбензидина-3,3›,5,5› (ТМБ). 
Традиционно, в качестве буфера для разведения 
ТМБ используют цитрат-фосфатный буфер, pH 
5 c добавлением 0,02% H2O2. В результате пред-
варительных экспериментов было показано, что 
использование данного буфера в иммунофиль-
трационном анализе не позволяет получить ста-
бильный аналитический сигнал. Реакция окисле-
ния субстрата пероксидазой хрена идет с высокой 
скоростью, что приводит к обесцвечиванию ана-
литической зоны. Это снижает качество оценки 
результатов анализа. В работе [7] продемонстри-
ровано, что добавление додецилсульфата натрия 
(ДСН) позволяет достигать стабильного сигнала 
в анализах с использованием пероксидазы хрена 
и ТМБ. В связи с этим нами была протестирована 
эффективность использования ДСН в качестве 
стабилизатора сигнала в иммунофильтрацион-
ном анализе для определения антител против ан-
тигена SARS-CoV-2. В качестве анализируемых 
образцов использовали пул из трех положитель-
ных сывороток крови с высоким уровнем анти-
тел и пул из трех отрицательных сывороток крови 
в разведении 1/10 в блокирующем буфере. Было 
протестировано три различных концентрации 
ДСН: 50, 100 и 250 мкМ. Анализ проводили со-
гласно протоколу, описанному в разделе «Мате-
риалы и методы». Регистрацию аналитического 
сигнала проводили через 5, 10, 20 минут. Было 
показано, что добавление ДСН до конечной 
концентрации 50 мкМ в субстратный буфер по-
зволяет достичь более высокого аналитического 
сигнала и стабильного результата спустя 10 минут 
после окончания процедуры анализа (рис. 1).

На следующем этапе был проведен скри-
нинг оптимального блокирующего раствора. 
Было протестировано 12 блокаторов в трех раз-
личных концентрациях. В данном случае было 
важным уменьшение фонового сигнала на ни-
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Рисунок 1. Оценка влияния концентрации додецила сульфата натрия на аналитический сигнал 
иммунофильтрационного анализа для определения антител к SARS-CoV-2
Примечание. «+» – положительный образец, «—» – отрицательный образец; n = 2, среднее значение ± стандартное отклонение. 
Figure 1. Evaluation of the effect of the concentration of sodium dodecyl sulfate on the analytical signal of the immunofiltration assay 
for the detection of antibodies to SARS-CoV-2
Note. “+”, positive sample; “—”, negative sample; n = 2, mean ± standard deviation. 

троцеллюлозной мембране. Поэтому скрининг 
блокаторов проводили при помощи метода дот-
иммуноанализа без стадии сорбции антигена ко-
ронавируса S-белка. В результате было показано, 
что при использовании в качестве блокатора де-
тергента твина-20 в концентрации 0,2% наблюда-
ется наименьший фоновый сигнал (рис. 2А). 

Далее исследовали влияние блокирующего 
эффекта наиболее распространенных детерген-
тов на фоновый сигнал в дот-иммуноанализе. 
Использовали твин-20, твин-80 и тритон X-100 
в различных концентрациях. Анализ также про-
водили без стадии сорбции S-белка. После завер-
шения процедуры анализа тест-полоски скани-
ровали и оценивали интенсивность окрашивания 
фона. Определено, что для анализа, проводимого 
на нитроцеллюлозной мембране, c использо-
ванием детектирующего реагента на основе пе-
роксидазы хрена оптимальный блокирующий 
эффект достигается путем добавления в блоки-
рующий буфер детергента твина-20 до конечной 
концентрации 0,2% (рис. 2Б).

Дальнейшие исследования были направлены 
на оптимизацию процедуры иммунофильтраци-
онного анализа. В качестве аналитических образ-
цов использовали образцы пуллированных от-
рицательных и положительных сывороток. Были 
оптимизированы следующие параметры:

1)	 Оптимальным разведением конъюгата 
пероксидазы хрена с мокноклональными анти-
телами против IgG человека является разведение 
1/200 (рис. 3А);

2)	 Оптимальным количеством антигена 
S-белка коронавируса, сорбируемого на поверх-
ности нитроцеллюлозной мембраны, является 
0,25 мг/мл (рис. 3Б);

3)	 Оптимальный объем исследуемого образ-
ца сыворотки крови – 100 мкл (рис. 3В). 

В оптимизированных условиях был проведен 
иммунофильтрационный анализ количества ан-
тител против S-белка коронавируса в сыворотке 
крови. Для построения калибровочной кривой 
использовали 10-кратные разведения пула поло-
жительных сывороток крови с высоким титром 
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Рисунок 2. Оптимизация состава блокирующего буфера для иммунофильтрационного анализа с использованием 
пероксидазы хрена
Примечание. A – скрининг блокирующих растворов методом дот-иммуноанализа. Б – оптимизация состава блокирующего 
раствора на основе детергентов. Обозначение блокирующих растворов: А – бычий сывороточный альбумин (БСА); B – 
казеин (каз); C – желатин из кожи холодноводных рыб; D – сыворотка крови кролика; Е – сыворотка крови лошади; F – 
поливинилпиролидон; G-полиэтиленгликоль 30000; H – Поли(2-этил-2-оксазолин); I – декстран70; J – трегалоза; K – фиколл 400; 
L – твин20; M – каз 1%+БСА 1%; N – каз 3% + БСА 1%; O – контроль; n = 2, среднее значение ± стандартное отклонение.
Figure 2. Optimization of the composition of the blocking buffer for immunofiltration assay using horseradish peroxidase
Note. (A) Screening of blocking solutions by dot-immunoassay. (B) Optimization of the composition of the blocking solution based on detergents. 
Designation of blocking solutions: A, bovine serum albumin (BSA); B, casein (kaz); C, gelatin from the skin of cold water fish; D, rabbit blood 
serum; E, horse blood serum; F, polyvinylpyrrolidone; G, polyethylene glycol 30000; H, Poly(2-ethyl-2-oxazoline); I, dextran70; J, trehalose; K, ficoll 
400; L, twin20; M, kaz 1%+BSA 1%; N, kaz 3% + BSA 1%; O, control; n = 2, mean ± standard deviation.

антител против S-белка коронавируса (от 1/10 до 
1/10000) и пул отрицательных сывороток крови 
(разведение 1/10) (рис. 3Г). Определено, что с 
помощью иммунофильтрационного анализа воз-
можно определение антител против S-белка ко-
ронавируса в разведении образца сыворотки бо-
лее чем 1/1000. Дополнительно была построена 
калибровочная кривая для определения антител 
против S-белка в сыворотке крови методом им-
муноферментного анализа. Из графика на рисун-
ке 3Г видно, что результаты иммунофильтраци-
онного анализа соответствуют результатам ИФА.

Заключение
Таким образом, была оптимизирована мо-

дель тест-системы в формате иммунофильтра-
ционного анализа для определения антител к 
SARS-CoV-2 c использованием ферментной 
метки  – пероксидазы хрена. Альтернативой 
традиционным диагностическим реагентам на 
основе ферментной метки пероксидазы хрена 
могут стать биоконъюгаты на основе нанозимов 
берлинской лазури [6, 9]. Однако в таких иссле-
дованиях неизбежностью является сравнение 
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диагностикумов на основе экспериментальных 
меток с традиционными. Соответственно, по-
лученные данные также можно использовать в 
исследованиях по конструированию иммуно-
фильтрационных анализов с использованием 
синтетических аналогов пероксидазы хрена  – 

наноматериалов с пероксидазоподобной ак-
тивностью. Результаты данной научной работы 
также могут служить основой для разработки 
колориметрических тест-систем в формате им-
мунофильтрации для оценки уровня антител к 
разнообразным мишеням. 

Рисунок 3. Оптимизация иммунофильтрационного анализа для определения антител против S-белка коронавируса
Примечание. А – влияние разведения конъюгата пероксидазы хрена на результат иммунофильтрациооного анализа. Б – 
влияние количества сорбированного S-белка на нитроцеллюлозной мембране на результат иммунофильтрационного анализа. 
В – влияние вносимого объема образца сыворотки крови на результат иммунофильтрационного анализа. Г – сравнение 
калибровочных кривых антител против S-белка в сыворотке крови, полученных методами иммунофильтрационного и 
иммуноферментного анализов; n = 2, среднее значение ± стандартное отклонение 
Figure 3. Optimization of the immunofiltration assay for the detection of antibodies against the coronavirus S-protein
Note. (A) Influence of horseradish peroxidase conjugate dilution on the result of immunofiltration assay. (B) Influence of the amount of adsorbed 
S-protein on the nitrocellulose membrane on the result of immunofiltration assay. (C) Influence of the introduced volume of the blood serum 
sample on the result of immunofiltration assay. (D) Comparison of calibration curves of anti-S-protein antibodies in blood serum obtained by 
immunofiltration and enzyme immunoassay methods; n = 2, mean ± standard deviation.
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ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ ТЕТРАПЕПТИДА  
ACETYL-(D-LYS)-LYS-ARG-ARG-AMIDE 
НА ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ И БИОХИМИЧЕСКИЕ  
ПОКАЗАТЕЛИ КРЫС WISTAR НА МОДЕЛИ ПАССИВНОГО 
ТАБАКОКУРЕНИЯ
Кузьмичева Н.А., Михайлова И.В., Смолягин А.И., Филиппова Ю.В., 
Лившиц Н.М., Мирошниченко И.В.
ФГБОУ ВО «Оренбургский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Оренбург, Россия

Резюме. Особое место среди биорегуляторов иммунной системы занимают тетрапептиды – гомо-
логи фрагмента АКТГ15-18, обладающие церебропротекторными, нейропротекторными и антиокси-
дантными свойствами. Вместе с тем исследования практически не коснулись оценки иммунотропных 
свойств тетрапептидов на моделях воздействия ксенобиотиков, что делает актуальным исследования 
в данном аспекте. В работе была проведена оценка влияния тетрапептида Acetyl-(D-Lys)-Lys-Arg-
Arg-amide (лабораторный шифр КК1) на иммунологические и биохимические параметры 72 самок 
крыс Wistar при их пассивном табакокурении. Опытные крысы подвергались фумигации табачным 
дымом по 8 часов. Синтетический пептид КК1 вводили интраназально в дозе 40 мкг/кг/сут пятикрат-
но через день в течение 10 дней. Установлено, что котинин детектировался только в сыворотке крови 
крыс опытных групп, что подтверждает воздействие табачного дыма на организм экспериментальных 
животных. Показано, что изучаемый тетрапептид способствует тенденции к нормализации ряда им-
мунологических параметров у экспериментальных животных, подвергнутых пассивному табакокуре-
нию, которая выражалась в увеличении массы тимуса и количества спленоцитов и снижении ЦИК 
по отношению к параметрам курящих крыс группы. Выявлено, что пассивное табакокурение крыс 
сопровождалось общей тенденцией к кумуляции железа, свинца и никеля в периферической крови. 
Отмечено более выраженное увеличение концентрации кадмия, свинца и кобальта у крыс опытной 
группы по сравнению с содержанием данных микроэлементов в печени куривших животных, кото-
рым вводили тетрапептид КК1. В основе выявленных сдвигов иммунологических показателей может 
лежать, с одной стороны, гематотоксическое действие экотоксикантов, при котором в наибольшей 
степени страдает лимфоидная линия клеток, вызывая гипоплазию центральных и периферических 
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органов иммунитета. Видимый признак такого явления – уменьшение клеточности в органах кровет-
ворения и лимфоидных органах, что установлено в настоящей работе. С другой стороны, компоненты 
табачного дыма, действуя прооксидантно, могут нарушать клеточный окислительно-восстановитель-
ный гомеостаз, вызывая повреждение клеточных мембран, приводя в итоге к некрозу или апоптозу, 
что объясняет выявленное уменьшение количества тимоцитов, спленокариоцитов и снижение веса 
органов. Таким образом, полученные результаты позволяют использовать экспериментальную мо-
дель пассивного табакокурения для оценки эффективности тетрапептидов. Введение тетрапептида 
Acetyl-(D-Lys)-Lys-Arg-Arg-amide пассивно курившим крысам способствует тенденции к нормализа-
ции массы тимуса и селезенки, числа тимоцитов и спленоцитов, снижении ЦИК. Целесообразным 
является дальнейшее изучение механизмов действия тетрапептидов на иммунную систему.

Ключевые слова: крысы, пассивное табакокурение, иммунологические показатели, биохимические показатели, 
синтетический тетрапептид КК1

EFFECT OF TETRAPEPTIDE ACETYL-(D-LYS)-LYS-ARG-
ARG-AMIDE ON IMMUNOLOGICAL AND BIOCHEMICAL 
PARAMETERS OF WISTAR RATS USING PASSIVE SMOKING 
MODELS
Kuzmicheva N.A., Mikhailova I.V., Filippova Yu.V., Smolyagin A.I., 
Livshits N.M., Miroshnichenko I.V. 
Orenburg State Medical University, Orenburg, Russian Federation

Abstract. Tetrapeptides, the homologues of adrenocorticotropic hormone fragment (15-18), play a special role 
among the bioregulators of the immune system. These compounds have cerebroprotective, neuroprotective and 
antioxidant properties. However, no available studies concerned the immunotropic properties of tetrapeptides 
in the models with exposure to xenobiotics, thus making such research quite relevant. Our study concerned 
the effects of tetrapeptide Acetyl-(D-Lys)-Lys-Arg-Arg-amide (laboratory code KK1) on the immunological 
and biochemical parameters of 72 female Wistar rats exposed to passive smoking. The experimental animals 
were fumigated with tobacco smoke for 8 hours. Synthetic peptide KK1 was administered intranasally at a 
dose of 40 µg/kg/day five times a day for 10 days. Cotinine was detected only in blood serum of rats from 
experimental groups, thus confirming a contribution of this tetrapeptide to the trend for normalization of some 
immunological parameters in experimental animals subjected to passive tobacco smoking, expressed as an 
increase in thymus mass and the number of splenocytes, and a decrease in the circulating immune complexes 
compared to the parameters of smoking rats of the group. We revealed that passive tobacco smoking in rats 
was accompanied by a general tendency to accumulation of iron, lead and nickel in peripheral blood. There 
was a marked increase in the concentration of cadmium, lead and cobalt in rats of the experimental group 
compared with the content of these trace elements in the liver of smoking animals injected with tetrapeptide 
KK1. The revealed shifts in immunological indices may be based, firstly, on hepatotoxic effect of ecotoxicants, 
The lymphoid lineage is mostly affected thus causing hypoplasia of the central and peripheral immunity organs. 
An evident sign of such pathology is a decreased cellularity of hematopoietic and lymphoid organs found in 
the present study. Secondly, the tobacco smoke components with prooxidant action may disrupt cellular redox 
homeostasis, causing damage to cell membranes, resulting in necrosis or apoptosis, thus explaining the revealed 
decrease in the number of thymocytes, splenic karyocytes and a decrease in the weight of organs. Thus, our 
results suggest usage of experimental passive smoking in order to evaluate efficiency of the tetrapeptides. 
Administration of Acetyl-(D-Lys)-Lys-Arg-Arg-amide peptide to the passively smoking rats is associated with 
tendency to normalize the mass of the thymus and spleen, the number of thymocytes and splenocytes, and a 
decrease in circulating immune complexes. Further studies are required to elucidate the effects of tetrapeptides 
upon the immune system.

Keywords: rats, second-hand smoke, immunological parameters, biochemical parameters, synthetic KK1 peptide 
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Введение
В настоящее время гуморальные регулятор-

ные факторы иммунной системы, действующие 
как местно, так и на системном уровне, нахо-
дятся в центре внимания как потенциальные 
лекарственные препараты. Особое место среди 
биорегуляторов иммунной системы занимают 
низкомолекулярные медиаторы полипептид-
ной природы – пептидные гомологи первичной 
аминокислотной последовательности фрагмен-
та адренокортикотропного  гормона (АКТГ)15-18 
(Lys-Lys-Arg-Arg), в которых одна или две при-
родных аминокислоты заменены на соответству-
ющий D-стереомер. Продемонстрированные в 
ряде работ их церебропротекторные и нейропро-
текторные свойства [3, 4] и антиоксидантный 
эффект [5, 6, 10] характеризуют данные пептид-
ные соединения как перспективные стресспро-
текторные средства. В то же время исследования 
практически не коснулись оценки иммунотроп-
ных свойств данных тетрапептидов на моделях 
воздействия ксенобиотиков. Известно, что од-
ним из наиболее часто встречающихся неблаго-
приятных воздействий окружающей среды на ор-
ганизм является табакокурение. Отрицательное 
действие пассивного курения на различные си-
стемы организма выявлено у экспериментальных 
животных [8]. В связи с этим, представляет инте-
рес исследование влияния пептидных гомологов 
первичной аминокислотной последовательности 
фрагмента АКТГ15–18, в первую очередь на им-
мунную систему, используя модель пассивного 
табакокурения.

Целью настоящего исследования явилась оцен-
ка эффективности воздействия тетрапептида 
Acetyl-(D-Lys)-Lys-Arg-Arg-amide на иммуно-
логические и биохимические параметры самок 
крыс Wistar при пассивном табакокурении. 

Материалы и методы
Экспериментальные исследования были вы-

полнены на 72 самках крыс линии Wistar поло-
возрелого возраста массой 160-200 г. Животных 
содержали на стандартном пищевом рационе без 
ограничения доступа к воде. Пептидный гомолог 
фрагмента АКТГ15-18 (Acetyl-(D-Lys)-Lys-Arg-Arg-
amide, лабораторный шифр КК1) синтезирован 
в ФГУП «Гос. НИИ ОЧБ» ФМБА России и лю-
безно предоставлен членом-корреспондентом 
РАН, профессором А.С. Симбирцевым. Живот-
ные были разделены на 4 группы: 1-я группа – 26 
контрольных самок, 2-я группа  – 8 крыс, полу-
чавших пептид КК1, 3-я группа – 16 крыс, под-
вергавшихся пассивному табакокурению, 4-я 
группа – 10 куривших крыс, получавших пептид 
КК1. Животным 2-й и 4-й групп вводили тетра-
пептид КК1 интраназально в виде водного рас-

твора в дозе 40 мкг/кг, через день, 1 раз в сутки 
на протяжении 10 дней. Крысам 1-й и 3-й групп 
вводили интраназально физиологический рас-
твор в равных объемах с остальными группами. 
Опытные крысы 3-й, 4-й группы подвергались 
фумигации табачным дымом по 8 часов ежеднев-
но в течение 20 дней. Контрольные крысы в ана-
логичный период помещались в камеру, венти-
лируемую атмосферным воздухом без табачного 
дыма. Животные содержались в стандартных ус-
ловиях, при двенадцатичасовом световом режиме 
и свободном доступе к воде и корму. Эвтаназию 
осуществляли дислокацией шейных позвонков 
под эфирным наркозом. 

Для оценки степени воздействия табачного 
дыма определяли уровень котинина в сыворот-
ке крови крыс методом газовой хроматографии с 
масс-селективным детектором на хроматографе 
Agilent 5977GC/MSD. Идентификацию веществ 
проводили по библиотекам масс-спектров (NIST 
20) MPW5e (DD2019) EKBDRUGS (MS LIBRARY 
EKBDRUGS) SUDMED MASS SPECTRA 
(SUDMED MS) Cann_Metab Рub_sav50. В ис-
следуемых объектах идентифицировали пики с 
временами удерживания следующих веществ: 
дифениламин внутренний стандарт  – 5,36 мин, 
котинин  – 5,69 мин. Полуколичественный рас-
чет концентрации котинина в пробах выполняли 
по фактору отклика внутреннего стандарта – ди-
фениламина. 

Массу крыс, тимуса и селезенки, количество 
лейкоцитов, тимоцитов, спленоцитов, миело-
кариоцитов, циркулирующих иммунных ком-
плексов (ЦИК) определяли в соответствии с 
лабораторными методами исследования экспе-
риментальных животных [2]. Продукцию цито-
кинов IL-6 и IFNγ исследовали в супернатантах 
культур спленоцитов после 48-часовой инкуба-
ции клеток при 37 °С в атмосфере 5% СО2 в пол-
ной культуральной среде (RPMI-1640 с добав-
лением 10% инактивированной эмбриональной 
телячьей сыворотки, 2 мМ глутамина и 80 мкг/мл 
гентамицина). Оценивали спонтанную и инду-
цированную конканавалином А (Кон А) в конеч-
ной концентрации 10 мкг/мл секрецию сплено-
цитами IL-6 и IFNγ. Определение концентрации 
цитокинов в супернатантах проводили с исполь-
зованием иммуноферментных тест-систем (IFN 
gamma Rat ELISA Kit, США, IL-6 Rat ELISA 
Kit, США). Активность ферментов аланинами-
нотрансферазы (АЛТ) и аспартатаминотранс-
феразы (АСТ) определяли в сыворотке крови на 
автоматическом биохимическом анализаторе 
BioSystems А-25 (Испания) с помощью наборов 
Bio Systems (Испания). Для изучения элементно-
го статуса организма животных в качестве био-
субстратов использовали периферическую кровь 
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и образцы печеночной ткани. В образцах опреде-
ляли Cu, Zn, Fe, Mn, Cd, Pb, Ni, Co, Cr методом 
атомно-абсорбционный спектрометрии на при-
боре «Квант-2А» (ООО «КОРТЭК», Россия).

Эксперименты были проведены с учетом 
этических норм и рекомендаций по гуманиза-
ции работы с лабораторными животными, от-
раженными в «Европейской конвенции по за-
щите позвоночных животных, используемых для 
экспериментальных и других целей» (Страсбург, 
1998); приказом МЗ РФ N267 от 19.06.2003 «Об 
утверждении правил лабораторной практики». 
Результаты представлены в виде медианы и ин-
терквартильного размаха – Mе (Q0,25-Q0,75). Груп-
пы сравнивали с помощью U-критерия Ман-
на–Уитни с использованием пакета прикладных 
программ Statistica for Windows v. 6.0, StatSoft Inc. 
(США). Различия считали достоверными при 
р < 0,05.

Результаты и обсуждение
В качестве биомаркера пассивного табако-

курения, отражающего уровень воздействия 
курения на организм, в сыворотке крови был 
определен уровень котинина, основного метабо-
лита никотина in vivo. Так, у крыс опытных групп 
уровень котинина составил 17 (9-25) нг/мл, что 
подтверждает воздействие табачного дыма на 
организм экспериментальных животных. У жи-
вотных 1-й и 2-й контрольных групп котинин не 
детектировался. 

При одинаковом содержании и питании жи-
вотных средняя масса крыс была достоверно сни-
жена у животных 3-й группы (160 (157-165) г) и 
4-й группы (177 (174-185) г) по сравнению с ана-
логичным параметром контрольной группы (200 
(191-205) г). Анализ периферической крови крыс 
показал отсутствие выраженных изменений чис-
ла лейкоцитов и лейкоцитарной формулы у всех 
исследуемых групп животных. 

В таблице 1 представлены иммунологические 
параметры пассивно куривших крыс Wistar, полу-
чавших тетрапептид КК1. Как видно из данных 
таблицы 1, пассивное курение крыс 3 опытной 
группы приводило к негативному эффекту, выра-
жающемуся в снижении массы тимуса и селезен-
ки, а также количества тимоцитов, спленоцитов и 
миелокариоцитов и напротив, увеличении ЦИК. 
Введение пептида КК1 некурившим крысам 2-й 
группы способствовало увеличению массы ти-
муса у крыс 2-й группы. Важно отметить, что 
аналогичное введение КК1 пассивно курившим 
крысам 4-й группы способствовало восстанов-
лению иммунологических параметров, которое 
выражалось в увеличении массы тимуса и коли-
чества спленоцитов и, напротив, снижении ЦИК 

по отношению к параметрам курящих крыс 3-й 
группы.

Оценивая фагоцитарные параметры, необхо-
димо отметить снижение фагоцитарного пока-
зателя и фагоцитарного индекса у животных 3-й 
опытной группы по сравнению с параметрами 
контрольной группы. Введение иммуномоду-
лятора КК1 некурившим крысам достоверно не 
изменяло данные параметры. При введении КК1 
пассивно курившим крысам сохранялось значи-
мое снижение фагоцитарного показателя, тог-
да как фагоцитарный индекс имел тенденцию к 
нормализации. 

Анализ количества IFNγ, продуцируемого 
спленоцитами, выявил угнетение спонтанной 
и индуцированной продукции IFNγ у пассив-
но куривших крыс 3-й группы по сравнению с 
аналогичным показателем у контрольных крыс. 
Важно отметить, что интенсивность спонтанной 
и индуцированной продукции IFNγ у куривших 
крыс, получавших КК1, статистически значимо 
не отличалась от контрольной группы. Анализ 
индуцированной продукции IL-6 спленоцитами 
показал снижение данного показателя у опыт-
ных животных 3-й группы. Вместе с тем введение 
КК1 пассивно курившим крысам способствова-
ло нормализации данного показателя до уров-
ня контрольной группы. Введение пептида КК1 
контрольным животным 2-й группы значимого 
влияния на спонтанную и индуцированную про-
дукцию цитокинов IFNγ и IL-6 не оказывало. 
Полученные данные показывают, что спонтанная 
и индуцированная секреция клетками селезенки 
IFNγ при воздействии пассивного табакокурения 
снижается.

Биохимический анализ активности АЛТ и 
АСТ показал отсутствие значимых изменений 
данных показателей у животных всех исследуе-
мых групп. Вместе с тем необходимо отметить 
тенденцию к повышению активности АЛТ в 1,4 
раза (119,7 (111,3-136,7) ед/л) и АСТ в 1,1 раза 
(251,0 (223,7-265,3) ед/л) у животных опытной 
группы, по сравнению с аналогичными параме-
трами контрольной группы (81,2 (77,5-85,9) ед/л 
и 228,0 (218,0-246,6) ед/л соответственно), что 
может служить маркером развития патологии пе-
чени у животных, подвигавшихся воздействию 
пассивного табакокурения. 

Учитывая данные литературы о том, что изме-
нение уровня отдельных микроэлементов влияет 
на иммунологические параметры [1, 7], представ-
ляло интерес исследование уровня микроэлемен-
тов в крови и печени крыс для выяснения их уча-
стия в механизмах, лежащих в основе изменений 
иммунологических показателей. Установлено, 
что введение тетрапептида КК1 существенно не 
изменяло уровень исследуемых микроэлементов 
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ТАБЛИЦА 1. ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ ПАССИВНО КУРИВШИХ КРЫС WISTAR, ПОЛУЧАВШИХ ПЕПТИД КК1, 
Mе (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. IMMUNOLOGICAL PARAMETERS OF PASSIVELY SMOKING WISTAR RATS GIVEN PEPTIDE KK1, Mе (Q0.25-Q0.75)

1-я группа
Group 1
n = 26

2-я группа
Group 2

n = 8

3-я группа
Group 3
n = 16

4-я группа
Group 4
n = 10

Лейкоциты, × 109

White blood cells, × 109 5,4 (4,3-7,9) 5,8 (5,3-6,5) 5,8 (5,0-6,3) 5,2 (4,7-6,4)

Масса тимуса, мг
Thymus, weight, mg 231 (212-283) 280* (255-297) 123* (120-147) 180** (156-191)

Число тимоцитов, × 106/орган
Number of thymocyte, × 106/organ 352 (320-386) 340 (320-376) 209* (161-219) 225* (161-219)

Масса селезенки, мг
Spleen, weight, mg 444 (382-501) 486 (443-523) 317* (305-328) 352* (321-377)

Число кариоцитов, × 106/орган
Number of karyocytes, × 106/organ 496 (413-560) 426 (382-465) 251* (209-284) 320** (315-345)

Число миелокариоцитов, × 106/орган
Number of myelocaryocytes, × 106/organ 88 (78-101) 79 (67-90) 58* (48-70) 62* (58-69)

ФП
Phagocytic parameter 38 (32-41) 32 (21-37) 27* (18-32) 30* (28-32)

ФИ
Phagocytic index 5,8 (5,0-6,1) 5,4 (4,7-6,1) 4,1* (3,4-5,3) 4,9 (3,9-5,4)

ЦИК, у. е.
CIC, c. u. 70 (66-71) 80 (78-84) 96* (90-103) 74** (68-79)

IFNγ (спонтанная), пг/мл
IFNγ, pg/mL 30 (29-31) 28 (28-29) 21* (21-22) 26 (23-28)

IFNγ (КонА), пг/мл
IFNγ-induced ConA, pg/mL 67 (66-68) 64 (64-66) 45* (43-48) 52 (52-54)

IL-6 (спонтанная), пг/мл
IL-6, pg/mL 83 (76-94) 80 (75-83) 73 (69-75) 92 (87-96)

IL-6 (КонА), пг/мл
IL-6-induced ConA, pg/mL 137 (118-141) 128 (115-136) 105* (93-117) 120 (115-129)

Примечание. * – статистически значимые различия (p < 0,05) с показателями 1-й контрольной группы, ** – 
статистически значимые различия (p < 0,05) показателей 3-й и 4-й групп, n – число животных в группе.

Note. *, significant differences (p < 0.05) with the control group 1; **, significant differences (p < 0.05) of groups 3 and 4;  
n, population number.

в периферической крови и печени эксперимен-
тальных животных 1-й и 2-й групп. Вместе с тем 
выявлено, что пассивное табакокурение крыс 3-й 
и 4-й групп сопровождалось общей тенденцией к 
кумуляции железа, свинца и никеля в перифери-
ческой крови (табл. 2). Микроэлементный состав 
печени крыс 3-й и 4-й опытных групп характери-
зовался увеличением концентрации железа, кад-
мия, свинца, кобальта, и напротив, снижением 
уровня цинка. Важно отметить более выражен-
ное увеличение концентрации кадмия, свинца 
и кобальта у крыс 3-й опытной группы по срав-
нению с содержанием данных микроэлементов 
в печени куривших животных, которым вводили 
тетрапептид КК1. Установленные изменения мо-
гут быть связаны с синергическими (железо и ни-

кель) и антагонистическими (цинк и медь, желе-
зо, хром) взаимодействиями микроэлементов [9]. 

Обсуждая полученные результаты, необходи-
мо отметить, что в основе сдвигов параметров 
иммунной системы, выявленных в данной рабо-
те, может лежать ряд возможных причин. С од-
ной стороны, известно, что один из компонентов 
табачного дыма – бензол оказывает выраженное 
гематотоксическое действие, при этом в наи-
большей степени страдает лимфоидная линия 
клеток, так как полигидроокисленные метабо-
литы бензола аккумулируются в костном мозге 
и лимфоидных органах, вызывая гипоплазию 
центральных и периферических органов имму-
нитета. Видимый признак такого явления – это 
уменьшение клеточности в органах кроветво-
рения и лимфоидных органах (селезенка, ти-
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мус)  [13], что установлено в настоящей работе. 
Наряду с этим, снижение количества тимоцитов 
может быть обусловлено их миграцией из кор-
кового вещества сначала в мозговое вещество, а 
затем в кровоток. С другой стороны, содержащи-
еся в табачном дыме кадмий, хром и железо, дей-
ствуя прооксидантно, могут нарушать клеточный 
окислительно-восстановительный гомеостаз, 
вызывая необратимые повреждения ДНК или 
РНК [11, 14] и перекисное окисление липидов 
полиненасыщенных жирных кислот, вызывая 
повреждение клеточных мембран [12], приво-
дя в итоге к некрозу или апоптозу, что объясняет 
выявленное уменьшение количества тимоцитов, 
спленокариоцитов и снижение веса органов. 
В  основе нормализующего действия олигопеп-
тидов-гомологов фрагмента (АКТГ)15–18 может 

лежать показанное в ряде работ выраженное ан-
тиоксидантное и стресспротекторное действие, 
приводящее к снижению токсического действия 
экотоксикантов [3, 5]. 

Заключение
Таким образом, полученные результаты позво-

ляют использовать экспериментальную модель 
пассивного табакокурения для оценки эффек-
тивности тетрапептидов. Введение тетрапепти-
да Acetyl-(D-Lys)-Lys-Arg-Arg-amide пассивно 
курившим крысам способствует тенденции к 
нормализации массы тимуса и селезенки, числа 
тимоцитов и спленоцитов, снижении ЦИК. Це-
лесообразным является дальнейшее изучение ме-
ханизмов действия тетрапептидов на иммунную 
систему.

ТАБЛИЦА 2. УРОВЕНЬ МИКРОЭЛЕМЕНТОВ В КРОВИ И ПЕЧЕНИ ПАССИВНО КУРИВШИХ КРЫС WISTAR, 
ПОЛУЧАВШИХ ПЕПТИД КК1, Mе (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. LEVEL OF ELEMENTS IN THE BLOOD AND LIVER OF PASSIVELY SMOKING WISTAR RATS GIVEN PEPTIDE KK1, 
Mе (Q0.25-Q0.75)

Cu Zn Fe Mn Cd Pb Ni Co Cr
Кровь
Blood
1-я гр.
gr. 1
n = 8

1,2 
(1,1-1,4)

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

271,0 
(247-286)

0,14 
(0,13-0,16)

0,00 
(0-0)

0,011 
(0,002-0,020)

0,020
(0,02-0,03)

0,000 
(0,000-0,006)

0,17 
(0,12-0,18)

2-я гр.
gr. 2
n = 8

1,0
(0,8-1,2)

5,6
(5,1-6,0)

294,5
(282-326)

0,12
(0,10-0,15)

0,00
(0,000-0,005)

0,010
(0,00-0,01)

0,022
(0,01-0,04)

0,000
(0,000-0,002)

0,17
(0,14-0,20)

3-я гр.
gr. 3
n = 8

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

4,9
(4,5-5,6)

362,0*
(319-414)

0,13
(0,09-0,18)

0,00
(0,000-0,008)

0,030*
(0,02-0,04)

0,080*
(0,06-0,10)

0,006
(0,000-0,008)

0,20
(0,16-0,25)

4-я гр.
gr. 4
n = 8

1,35
(1,3-1,5)

5,6
(5,3-5,9)

403,0*
(327-442)

0,18
(0,11-0,21)

0,000
(0,000-0,002)

0,025*
(0,02-0,04)

0,120*
(0,06-0,13)

0,003
(0,000-0,005)

0,25
(0,21-0,26)

Печень
Liver
1-я гр.
gr. 1
n = 8

3,5
(3,5-3,6)

32,2
(29,4-35,6)

126,9
(123-130)

1,80
(1,70-1,85)

0,008
(0,006-0,008)

0,080
(0,07-0,10)

0,125
(0,085-0,283)

0,007
(0,006-0,007)

0,185
(0,16-0,21)

2-я гр.
gr. 2
n = 8

3,6
(3,4-3,8)

35,8
(34,0-38,5)

134,1
(128-137)

1,65
(1,40-1,82)

0,007
(0,005-0,009)

0,095
(0,08-0,10)

0,130
(0,10-0,16)

0,0070
(0,006-0,008)

0,190
(0,16-0,20)

3-я гр.
gr. 3
n = 8

3,8
(3,7-4,0)

27,5*
(26,1-28,6)

153,5
(131-169)

2,00
(1,90-2,22)

0,013*
(0,010-0,014)

0,150*
(0,12-0,17)

0,195
(0,18-0,22)

0,0080*
(0,008-0,009)

0,225
(0,19-0,24)

4 гр.
gr. 4
n = 8

3,7
(3,5-3,9)

36,1
(30,7-37,5)

157,3*
(146-163)

2,00
(1,88-2,10)

0,009
(0,010-0,013)

0,120*
(0,090-0,145)

0,195
(0,17-0,23)

0,0070
(0,006-0,008)

0,265
(0,23-0,31)

Примечание. * – статистически значимые различия (p < 0,05) с показателями 1-й контрольной группы, n – число живот-
ных в группе.
Note. *, significant differences (p < 0.05) with the control group 1; n – population number.
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РОЛЬ КЛЕТОК-СУПРЕССОРОВ МИЕЛОИДНОГО 
ПРОИСХОЖДЕНИЯ В ПРОГНОЗЕ  
ЭФФЕКТИВНОСТИ ГЕННО-ИНЖЕНЕРНЫХ 
БИОЛОГИЧЕСКИХ ПРЕПАРАТОВ У ДЕТЕЙ С ПСОРИАЗОМ
Купцова Д.Г.1, Радыгина Т.В.1, Фрейдлин Е.В.1, Курбатова О.В.1, 
Мурашкин Н.Н.1, 2, 3, Петричук С.В.1
1 ФГАУ «Национальный медицинский исследовательский центр здоровья детей» Министерства 
здравоохранения РФ, Москва, Россия  
2 ФГБУ ДПО «Центральная государственная медицинская академия» Управления делами Президента РФ, 
Москва, Россия  
3 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ (Сеченовский университет), Москва, Россия

Резюме. Псориаз – хроническое воспалительное заболевание кожи характеризуется повышенной 
пролиферацией эпидермальных клеток, нарушением кератинизации и воспалительной реакцией в 
дерме, обусловленной активацией Т-лимфоцитов и синтезом провоспалительных цитокинов. Пато-
физиология псориаза связана не только с активацией провоспалительных реакций, а также со сни-
жением противовоспалительных функций иммуносупрессорных клеток. Известно, что Treg, Вreg и 
клетки-супрессоры миелоидного происхождения (MDSCs) не выполняют свои классические гоме-
остатические функции при псориазе. В последние годы все чаще встречаются случаи развития ре-
зистентности к проводимой терапии генно-инженерными биологическими препаратами (ГИБП) в 
детском возрасте, требующие замены или отмены препарата. Цель исследования состояла в оценке 
содержания субпопуляций MDSCs и их функциональной активности в периферической крови у де-
тей с псориазом при разной эффективности ГИБП. Обследовано 110 детей с вульгарным псориазом 
до назначения биологической терапии, на 16-й и 52-й неделях терапии адалимумабом, этанерцептом 
и устикинумабом, в возрасте от 6 до 18 лет. Группу сравнения – 34 здоровых ребенка, сопоставимых по 
возрасту. Эффективность терапии оценивали по достижению PASI 75 к году терапии. Методом мно-
гоцветной проточной цитометрии проводили оценку содержания MDSCs и их субпопуляций, и ак-
тивности аргиназы-1. Установлено увеличение содержания MDSCs у детей с псориазом относительно 
группы сравнения (р = 0,000). Анализ эффективности биологической терапии у детей с псориазом, 
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по индексу PASI, показал достоверное снижение тяжести заболевания в группе пациентов с хорошим 
эффектом, как на 16 неделе терапии (р = 0,000), так и к году лечения ГИБП (р = 0,017). У детей с 
псориазом при разной эффективности и длительности биологической терапии выявлена разная ди-
намика содержания MDSCs. В группе пациентов с хорошим эффектом биологической терапии, как 
до начала лечения, так и к 52-й неделе терапии, выше процент общей популяции MDSCs (р < 0,01). У 
детей с псориазом выявлено увеличение иммуносупрессивной функций MDSCs по активности арги-
назы-1 относительно группы сравнения (Ме 3,2 (3,0-3,4) MFI против Ме 2,7 (2,6-2,9) MFI; р = 0,000). 
Активность аргиназы-1 у пациентов с псориазом в стадии регресса заболевания (PASI < 10) достовер-
но увеличена относительно детей в прогрессирующей стадии псориаза (PASI ≥ 10; р = 0,001). Таким 
образом, содержание MDSCs и их супрессорная активность MDSCs у детей с псориазом информа-
тивна в прогнозе эффективности терапии ГИБП. Ускользание эффекта биологической терапии после 
индукционного курса сопровождается снижением количества MDSCs и их функциональной актив-
ности.

Ключевые слова: MDSCs, аргиназа-1, дети, псориаз, биопрепараты, проточная цитометрия

ROLE OF MYELOID-DERIVED SUPPRESSOR CELLS IN 
PREDICTION OF THE EFFECTIVENESS OF BIOLOGICS IN 
CHILDREN WITH PSORIASIS
Kuptsova D.G.a, Radigina T.V.a, Freidlin E.V.a, Kurbatova O.V.a, b, c, 

Murashkin N.N.a, Petrichuk S.V.a
a National Medical Research Center for Children’s Health, Moscow, Russian Federation  
b Central State Medical Academy of Department of Presidential Affairs, Moscow, Russian Federation  
c I. Sechenov First Moscow State Medical University, Moscow, Russian Federation

Abstract. Psoriasis is a chronic inflammatory skin disease characterized by increased proliferation of 
epidermal cells, impaired keratinization, and an inflammatory reaction in the dermis due to activation of 
T-lymphocytes and synthesis of proinflammatory cytokines. Pathophysiology of psoriasis is associated not 
only with activation of proinflammatory reactions, but also with decreased anti-inflammatory functions of 
immunosuppressive cells. It is known that Treg, Breg and MDSCs do not perform their classical homeostatic 
functions in psoriasis. In recent years, there have been more and more cases of developing resistance to 
ongoing therapy with genetically engineered biological drugs (GEBD) in childhood, requiring replacement 
or discontinuation of the drug. The aim of our work was to estimate the content of MDSCs subpopulations 
and their functional activity in the peripheral blood of children with psoriasis at different effectiveness of 
biotherapeutic drugs. We examined 110 children with psoriasis vulgaris before the appointment of biologics, 
at 16 and 52 weeks of therapy with adalimumab, etanercept and ustikinumab, aged 6 to 18 years. Сomparison 
group consisted of 34 healthy children. The effectiveness of therapy was assessed by the achievement of PASI 
75 by one year of therapy. Contents of myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) and their subpopulations, 
and the activity of arginase-1 were assessed by multicolor flow cytometry. An increased content of MDSCs 
was found in children with psoriasis against the comparison group (p = 0.000). Analysis of the effectiveness 
of biologics in children with psoriasis, according to PASI, showed a significant reduction in disease severity in 
the group of patients with good effect, both at week 16 of therapy (p = 0.000) and by one year (p = 0.017). In 
the group of patients with good effect of biological therapy, percentage of total MDSCs population was higher, 
both before start of treatment and by 52nd week of therapy (p < 0.01). Children with psoriasis showed increased 
immunosuppressive function of MDSCs by arginase-1 activity versus the comparison group (p = 0.000). The 
arginase-1 activity in patients with psoriasis at the stage of disease regression (PASI < 10) was significantly 
increased relative to children in progressive stage of psoriasis (PASI≥10; p  =  0.001). Thus, the content of 
MDSCs and their suppressive activity in children with psoriasis is an informative efficiency predictor of the 
biological drugs. Fading of biotherapy effect after the induction course is accompanied by decreased number of 
MDSCs and their functional activity.

Keywords: myeloid-derived suppressor cells, arginase-1, children, psoriasis, biologics, flow cytometry



331

MDSCs в прогнозе эффективности биопрепаратов у детей с псориазом
Myeloid-derived suppressor cells in psoriasis treatment 2023, Vol. 26, № 3

2023, Т. 26, № 3

Introduction
Psoriasis is a chronic inflammatory skin disease 

with hereditary predisposition and is characterized by 
increased proliferation of epidermal cells, impaired 
keratinization, and an inflammatory response in 
the dermis due to activation of T lymphocytes and 
synthesis of proinflammatory cytokines [1, 6]. The 
pathophysiology of psoriasis is related not only to 
the activation of proinflammatory reactions, but also 
to a decrease in the anti-inflammatory functions of 
immunosuppressor cells. In particular, it has been 
shown that regulatory T cells, regulatory B cells, 
and myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) do 
not perform their classical homeostatic functions in 
psoriasis [9, 10].

MDSCs are a population of immature myeloid 
cells with an immune regulatory role [3, 11]. MDSCs 
originate from common myeloid precursors in the bone 
marrow and under normal conditions differentiate 
into endothelial cells, macrophages, dendritic cells, 
or neutrophils [8]. However, under inflammatory 
conditions, aberrant resistant myelopoiesis can lead 
to the accumulation of immature myeloid cells. 
Increased growth factors (GM-CSF and VEGF) and 
cytokines (TNFα, IFNγ, IL-1β, IL-6 and TGFβ) 
are known to accelerate the expansion of MDSCs 
in the bone marrow and lead to the accumulation of 
these cells in the periphery [2, 13]. MDSCs possess 
surface markers of myeloid cells and have no specific 
markers characteristic of lymphocytes, dendritic 
cells, natural killer cells, and macrophages [13, 14]. 
MDSCs express CD11b+ and CD33+ myeloid cell 
markers, but are negative for HLA-DR antigens and 
linear specific antigens (Lin) such as CD3, CD19, 
and CD56 [7]. Two main subpopulations of MDSCs 
are currently characterized: monocytic (M-MDSCs) 
and granulocytic (G-MDSCs) [4, 13]. 

MDSCs exhibit suppressor activity against 
innate and adaptive immune cells using different 
immunosuppression mechanisms [4, 13, 14]. One 
of the mechanisms by which MDSCs develop 
immunosuppression is the depletion of nutrients for 
T cells, in particular arginine stores. MDSCs produce 
the enzyme arginase-1, which degrades arginine 
and also causes damage to the ζ-chain of the TCR, 
thus blocking activation and proliferation T cells [2, 
4, 13]. MDSCs modulate the immune response in 
a variety of diseases, including numerous types of 
cancer, inflammatory bowel disease, trauma, burns, 
infections, and transplants [2, 3, 11, 13]. Previously, 
we showed that children with psoriasis have increased 
levels of MDSCs relative to healthy children [6]. Also, 
adult patients with psoriasis have been shown to have 
increased MDSCs in peripheral blood compared to 

healthy controls, which is associated with the severity 
and duration of the disease [2, 3, 8, 15].

To treat psoriasis in children, algorithms for 
external and systemic therapy have been developed 
based on physical examination and clinical evaluation 
of characteristic signs and changes in the patient’s 
skin. In cases of moderate or severe disease, as well 
as in the ineffectiveness of previously used therapy, 
the prescription of genetically engineered biological 
drugs (GEBD) is indicated [1, 10]. The targeting 
effect of biologics is based on the blockade of the 
main proinflammatory cytokines involved in the 
pathogenesis of psoriasis, such as TNFα, IL-17, IL-12 
and IL-23 [1, 3, 10]. To achieve a sustained remission 
on biologics requires long-term treatment, which, 
unfortunately, does not guarantee the preservation 
of the effect in the case of drug withdrawal. One of 
the factors of loss of response to GEBD therapy is 
the production of antibodies to biological drugs, and 
monitoring their level is recognized as a necessary 
criterion for controlling the ongoing treatment [5]. 
In recent years, there have been more and more cases 
of development of resistance to the ongoing therapy 
of GEBD in children, requiring replacement or 
withdrawal of the drug [5, 12]. In this connection, 
the search for informative immunological criteria 
of effectiveness of biologics for psoriasis, as well as 
the identification of factors that lead to a decrease 
or absence of the effect of GEBD in patients with 
psoriasis, remains relevant. 

The aim of the study was to evaluate the content of 
MDSCs subpopulations and their functional activity 
in peripheral blood in children with psoriasis at 
different efficacy of GEBD. 

Materials and methods 
The study included 110 children with vulgar 

psoriasis who were treated with HIBP at the 
Department of Dermatology with the Laser Surgery 
Group of the Federal State Institution “Scientific 
and Research Center of Children’s Health” of the 
Ministry of Health of Russia. The patients were 
examined before biological therapy, at weeks 16 
and 52 of therapy with adalimumab, etanercept and 
ustekinumab. Inclusion criteria in the study: age 
of children 6-18 years old, established diagnosis of 
psoriasis vulgaris, compliance with the multiplicity 
and dose of GEBD administration. Exclusion criteria: 
other forms of psoriasis in children, age over 18 years, 
inability to obtain a blood sample. The severity of 
psoriasis was assessed by the PASI, which varied from 
0 to 68 (Me 14.0 (9.0-19.9)). 

The effectiveness of therapy was assessed by 
achieving PASI 75 by one year of therapy: group 1 
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included children with an insufficient effect of GEBD 
(“IE”, less than PASI 75, n = 52), group 2 included 
children with a good effect (“PASI 75” or more, 
n = 58). The children examined ranged in age from 6 
to 18 years, children in groups 1 and 2 did not differ 
in age: 12.3 (7.8-16.4) years versus 12.5 (8.8-15.3) 
years, p = 0.821. The study complied with the ethical 
principles of the Declaration of Helsinki (WMA 
Declaration of Helsinki  – Ethical Principles for 
Medical Research Involving Human Subjects, 2013) 
and was approved by the local ethical committee 
National Medical Research Center for Children’s 
Health of the Russian Ministry of Health (protocol 
No 2 of 14.02.2020). 

The content of MDSCs subpopulations was 
determined by stepwise gating according to a 
previously described algorithm [6], using multicolor 
flow cytometry: including the isolation of the 
“lymphoid-monocytic” region, the isolation of 
a population of cells that do not carry linear 
lymphocytic markers CD3, CD19, CD56 with PE 
fluorochrome and are negative for HLA-DR  – 
FITC, the isolation of a double positive population 
for CD11b markers  – APC-Cy7 and CD33  – PE-
Cy7, division of the subpopulation of MDSCs by 
expression of CD14  – PerCP and CD15  – APC 
(Beckman Coulter, Sony Biotechnology, USA). The 
MDSCs were phenotyped as monocytic (M-MDSCs) 
with the phenotype CD11b+CD14+CD33+HLA-
DR-/low, granulocytic subpopulation (G-MDSCs) as 
CD11b+CD15+CD33+HLA-DR-/low and population 
cells negative CD14 and CD15 (М-G--MDSCs) with 
the phenotype CD11b+CD33+HLA-DR-/lowCD14-

CD15-. 
The immunosuppressive ability of the MDSCs 

population was assessed by the activity of the 

intracellular enzyme arginase-1 in 40 children 
with psoriasis and 32 children in the comparison 
group. Sample preparation included isolation of 
peripheral blood mononuclear cells from patients. 
To the isolated cell suspension (100 μL), 10 μL of 
monoclonal antibodies were added according to the 
following panel: CD3, CD19, CD56, HLA-DR  – 
FITC (cocktail), CD11b  – APC-Cy7 and CD33  – 
PE-Cy7. Permeabilization cells was performed using 
the BD Cytofix/Cytoperm kit (USA) according to the 
manufacturer’s instructions. After permeabilization 
of the cells, 10 μl of arginase-1 with fluorochrome 
PE was added and incubated for 20 min in a dark 
place. The sample was recorded on a Novocyte flow 
cytofluorimeter (ACEA Biosciences, USA). The 
activity of arginase-1 enzyme was determined by 
mean fluorescence intensity – MFI. 

Statistical analysis was performed using Statistica 
10.0 (StatSoft, USA) and ROC analysis using SPSS 
16.0 (SPSS: An IBM Company, USA). Descriptive 
statistics of the number of cells are presented in 
the form of a median (lower  – upper quartiles)  – 
Me (Q0.25-Q0.,75). The non-parametric Mann–Whitney 
test considered differences between independent 
groups; differences were considered significant at 
p < 0.05. 

Results and discussion 
Assessment of the MDSCs population in children 

with psoriasis showed a significant increase in this 
population relative to the comparison group (Table 1). 
The increase in the relative amount of the MDSCs 
population is mainly due to the monocytic MDSCs 
subpopulation (M-MDSCs). A significant increase in 
both the absolute and relative numbers of M-MDSCs, 

TABLE 1. RELATIVE AND ABSOLUTE NUMBER OF MDSCS AND THEIR SUBPOPULATIONS IN CHILDREN WITH PSORIASIS 
AND IN THE COMPARISON GROUP 

Population cells Psoriasis
(n = 110)

Comparison group 
(n = 32) р

MDSCs
cells/μL 75 (48-114) 41 (25-53) 0.000

% PBMCs 2.7 (1.6-3.9) 1.4 (0.9-1.7) 0.000

M-MDSCs
cells/μL 10 (4-26) 3 (1-8) 0.000

% MDSCs 14.5 (5.7-29.1) 9.7 (6.6-16.1) 0.006

G-MDSCs
cells/μL 15 (6-32) 8 (4-16) 0.001

% MDSCs 21.0 (10.9-36) 25.2 (12.6-43.8) 0.339

М-G--MDSCs
cells/μL 39 (25-58) 21 (9-35) 0.000 

% MDSCs 54.7 (38.9-70.1) 66.3 (43.2-77.2) 0.032

Note. р, differences between independent groups by Mann–Whitney test, p < 0.05.
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as well as in the absolute numbers of G-MDSCs and 
М-G--MDSCs, with a decrease in the relative number 
of nondifferentiated MDSCs (М-G--MDSCs), re
lative to those in the comparison group, was found for 
children with psoriasis (Table 1). 

Analysis of the effectiveness of biologics in children 
with psoriasis, according to the PASI index, showed a 
significant and significant reduction in the severity of 
the disease in the patient group when PASI 75, both 
at 16 weeks of therapy (from 20.1 (14.0-31.0) to 11.3 
(7.0-15.0), p  =  0.000), and by one year of GEBD 
treatment  – 6.1 (1.5-9.9), p  =  0.017. In the group 
of children with insufficient effect of biologics the 
decrease of PASI index was less pronounced and by 
one year of therapy PASI was higher than 10 points 
(16 weeks – 16.2 (15.0-21.0), 52 weeks of GEBD – 
10.9 (4.9-22.0)). Before prescription of biological 
therapy, groups 1 and 2 did not differ in terms of 
PASI index (p = 0.631), but starting from week 16 of 
therapy, PASI index in the group of patients with good 
effect was significantly lower than in the group with 
poor effect. 

Analysis of the content of MDSCs subpopulations 
at different efficacy of GIBP in children with psoriasis 
showed that the percentage of total MDSCs population 
was significantly reduced in the group of patients with 
insufficient effect of biologics, both before treatment 
started and by 52 weeks of therapy relative to group 2 
(Figure 1). 

In children with psoriasis, different dynamics in the 
content of MDSCs subpopulations were revealed with 

Figure 1. Relative number of MDSCs at insufficient effect 
(IE) and reaching PASI 75 (PASI 75) in children with 
psoriasis at 0, 16, 52 weeks of biological therapy 
Note. The dotted line indicates the range of the comparison group.

TABLE 2. CONTENT OF SUBPOPULATIONS OF MDSCS IN CHILDREN WITH PSORIASIS IN PERIPHERAL BLOOD WITH 
DIFFERENT EFFECTIVENESS OF BIOLOGICS

Population Duration of 
therapy, week

Group 1
Insufficient effect (IE, 

n = 52) 

Group 2
Achievement of PASI 75

(n = 58) 
р

MDSCs, % PBMCs

0 2.0 (1.5-3.8) 3.2 (2.8-5.8) 0.002

16 4.1 (2.5-5.1) 2.9 (2.1-4.7) 0.467

52 1.4 (1.0-2.3) 3.6 (1.8-6.1) 0.000

M-MDSCs, % MDSCs

0 21 (7.4-40.6) 18.7 (16.3-33.9) 0.682

16 12.9 (6.7-30.4) 24.8 (11.7-35.3) 0.041

52 17.2 (3.1-36.2) 19.3 (1.3-32.1) 0.915

G-MDSCs, % MDSCs

0 24.2 (14.4-37.1) 29.3 (15.1-43.2) 0.347

16 28.2 (11.6-42.8) 21.1 (15.0-36.8) 0.613

52 10.4 (4.0-16.1) 19.8 (8.7-59.3) 0.003

М-G--MDSCs, % MD-
SCs

0 42.1 (30.2-53.0) 43 (20.6-48.9) 0.400

16 50.1 (31.4-58.8) 48.3 (25.7-65.6) 0.231

52 59.7 (59.7-87.0) 48.7 (26.1-60.8) 0.000

different efficacy and duration of biologics: at the time 
of incubation course of GEBD therapy, a significantly 
lower percentage of M-MDSCs was obtained in 
group 1 compared to group 2 (p  =  0.041). By one 
year of GEBD therapy, a significant increase in the 
granulocyte subpopulation of G-MDSCs (p = 0.003) 
with a decrease in the number of undifferentiated 
M-G--MDSCs was obtained in the group with a good 
effect (p = 0.000; Table 2). 

0 IE 16 IE 52 IE0 PASI 75

MD
SC

s, 
%

0.002 0.467 0.000

16 PASI 75 52 PASI 75

15

10

5

0
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ROC analysis for MDSCs and their subpopulations 
before and at week 16 of therapy revealed only an 
average (AUC < 0.7) and poor quality (AUC < 0.6) 
divisor model for the PASI 75 states and insufficient 
effect: AUC MDSCs 0 week – 0.677; AUC MDSCs 
16 week – 0.543. Thus, children with psoriasis showed 
higher levels of MDSCs prior to therapy than those in 
the insufficient-effect group when the biologics had a 
good effect (p = 0.002). However, because of the wide 
variation in the indices, it is impossible to calculate a 
reliable cut-off level for predicting efficacy. 

Assessment of the immunosuppressive function of 
MDSCs by intracellular arginase-1 enzyme activity 
showed a significant increase in enzyme activity in 
children with psoriasis relative to the comparison 
group (Me 3.2 (3.0-3.4) MFI versus Me 2.7 (2.6-2.9) 
MFI; p = 0.000). 

A direct correlation between arginase-1 activity 
and the relative number of G-MDSCs (r  =  0.30; 
p  =  0.022), M-MDSCs (r  =  0.40; p  =  0.002) and 
inverse with М-G-MDSCs (r = -0.54; p = 0.000) was 
detected. No direct correlation of the enzyme activity 
with the age of children and the duration of psoriasis 
disease was detected. Analysis of arginase-1 activity in 
patients with psoriasis in the disease regression stage 

(PASI < 10) and in the progressive stage of the disease 
(PASI≥10) showed a significant increase in arginase-1 
activity in the regression stage (Me 3.2 (3.16-3.57) 
MFI versus 2.98 (2.88-3.01) MFI; p = 0.001). 

Conclusion
Children with psoriasis with a good effect of 

biologics showed higher levels of MDSCs before the 
start of therapy and during the year of therapy than 
those in the group of children with ineffectiveness. 
The activity of arginase-1 in MDSCs in children with 
psoriasis was significantly increased in comparison 
with the comparison group. A direct correlation 
between arginase-1 activity and the relative number of 
G-MDSCs, M-MDSCs, and an inverse correlation 
with М-G-MDSCs was detected. In children in the 
progressive stage of psoriasis (PASI > 10), arginase-1 
enzyme activity is significantly lower than in the 
regressive stage of the disease. Thus, the content of 
MDSCs and their suppressor activity of MDSCs in 
children with psoriasis is informative in predicting 
the effectiveness of HDI therapy. The slippage of 
the effect of biological therapy after the induction 
course is accompanied by a decrease in the number of 
MDSCs and their functional activity.
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РОЛЬ МАЛЫХ ПОПУЛЯЦИЙ ЛИМФОЦИТОВ ПРИ 
ФОРМИРОВАНИИ ФИБРОЗА ПЕЧЕНИ У ДЕТЕЙ 
С ГЛИКОГЕНОВОЙ БОЛЕЗНЬЮ

Курбатова О.В.1, Петричук С.В.1, Мовсисян Г.Б.1, Купцова Д.Г.1, 
Радыгина Т.В.1, Анушенко А.О.1, Семикина Е.Л.1, 2, Потапов А.С.1, 2

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

Резюме. Гликогеновая болезнь (ГБ) – орфанное заболевание из группы наследственных болезней 
обмена веществ, приводящее к накоплению гликогена в печени и мышцах. Нарушение регуляции ме-
таболизма гликогена в печени приводит к развитию фибротических изменений печени. В процессах 
фиброза печени при различных болезнях накопления ключевая роль отводится иммунной системе. 
Цель работы – оценить содержание малых популяций лимфоцитов и их соотношения у детей с пе-
ченочными формами гликогеновой болезни в зависимости от стадии фиброза печени. Обследовано 
148 детей с печеночными формами ГБ в возрасте Ме = 7,7 (3,9-11,8). Группу сравнения составили 54 
здоровых ребенка, сопоставимых по возрасту. Оценку стадии фиброза печени проводили на аппарате 
FibroScan F502 (EchoSens, Франция). Иммунофенотипирование лимфоцитов проводили на цитоф-
луориметре CYTOMICS FC500 (Beckman Coulter, США). Показатели популяций лимфоцитов были 
проанализированы в процентах отклонения от возрастной нормы. У детей с ГБ выявлено увеличение 
степени фиброза печени от возраста (R = 0,57). Содержание Treg у детей с ГБ было на нижней границе 
возрастной нормы и не зависело от стадии фиброза печени. Содержание Th17 и Thact лимфоцитов 
было значимо выше показателей группы сравнения при всех стадиях фиброза печени, начиная со ста-
дии F1. С увеличением стадии фиброза печени отмечено повышение доли пациентов с содержанием 
Thact и Th17, превышающих верхнюю границу нормативных значений (PF0-F4 = 0,021 и PF0-F4 = 0,012 
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соответственно). Выявлено увеличение соотношений Th17/Treg и Thact/Treg у пациентов с ГБ относи-
тельно группы сравнения во всех возрастных группах, динамика соотношений Th17/ Treg и Thact/ Treg 
характеризовалась их увеличением с возрастом. Анализ показателей в зависимости от стадии фиброза 
печени у детей с ГБ выявил значимое увеличение соотношения Thact/Treg от стадии F0 к стадиям F1, 
F2, F3 и F4 (PF0-F4 = 0,000). Индекс Th17/Treg также увеличивался от стадии F0 к стадиям F1, F2, F3 
(PF0-F3 = 0,000).

Повышение содержания Thact и Th17-лимфоцитов, а также индексов Th17/Treg и Thact/Treg с 
увеличением стадии фиброза печени можно использовать как дополнительный инструмент в оценке 
фибротических изменений печени. Иммунологические показатели объективно отражают степень тя-
жести состояния пациента с печеночными формами ГБ. 

Ключевые слова: дети, гликогеновая болезнь, фиброз печени, лимфоциты, проточная цитометрия, Thact/Treg, Th17/Treg

ROLE OF MINOR LYMPHOCYTE POPULATIONS IN 
DEVELOPMENT OF LIVER FIBROSIS IN CHILDREN WITH 
GLYCOGEN STORAGE DISEASE 
Kurbatova O.V.a, Petrichuk S.V.a, Movsisyan G.B.a, Kuptsova D.G.a, 
Radygina T.V.a, Anushenko A.O.a, Semikina E.L.a, b, Potapov A.S.a, b

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

Abstract. Glycogen storage disease (GSD) is  a rare condition that alters the ways of glycogen use and 
storage in the patient. Our objective was to evaluate the content of small populations of lymphocytes and their 
ratios in children with hepatic forms of glycogen disease depending on the stage of liver fibrosis. 148 children 
with GSD at the median age of 7.7 years old (3.9 to 11.8) were examined. The comparison group consisted 
of 54 healthy children. The stage of liver fibrosis was carried out with a FibroScan F502 device (EchoSens, 
France). Immunophenotyping of lymphocytes was performed on CYTOMICS FC500 (Beckman Coulter, 
USA). Indices of lymphocyte subpopulations were analyzed as a percentage of deviation from the age-matched 
reference values. In children with GSD, an age-dependent increase in liver fibrosis was revealed (R = 0.57). 
Treg content in children with GSD was at the lower limit of the age reference values and did not depend on the 
stage of liver fibrosis. The contents of Th17 and Thact lymphocytes were significantly higher than those of the 
comparison group at all stages of liver fibrosis, starting from stage F1. With increasing stage of liver fibrosis, we 
revealed higher proportion of patients with Thact and Th17 contents exceeding the upper limit of the normal 
values (PF0-F4 = 0.021 and PF0-F4 = 0.012, respectively). An increase in Th17/Treg and Thact/Treg ratios was 
registered in patients with GSD against the comparison group in all age categories. The dynamics of Th17/Treg 
and Thact/Treg ratios was characterized by their age-dependent increase. Analysis of indices depending on the 
stage of liver fibrosis in children with GSD has shown a significant increase in the Thact/Treg ratio from stage 
F0 to stages F1, F2, F3 and F4 (PF0-F4 = 0.000). The Th17/Treg index increased from stage F0 to stages F1, F2, 
F3 (PF0-F3 = 0.000).

An increased content of  Thact and Th17 lymphocytes, as well as Th17/Treg and Thact/Treg ratios associa
ted with increased stage of liver fibrosis may be used as an additional tool in assessing fibrotic changes in the 
liver. Immunological indices objectively reflect clinical severity in patients with hepatic forms of GSD.

Keywords: children, glycogen storage disease, liver fibrosis, lymphocytes, flow cytometry, Thact/Treg, Th17/Treg
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Введение
Врожденные нарушения обмена веществ мо-

гут проявляться в любом возрасте, и постановка 
диагноза при редких болезнях затруднена, по-
скольку они могут имитировать более распро-
страненные состояния [13]. 

Болезни накопления гликогена (ГБ) с пора-
жением печени классифицируют на типы 0, I, 
III, IV, VI, IX и XI в зависимости от пораженного 
фермента. Гипогликемия и гепатомегалия явля-
ются отличительными признаками заболевания, 
реже выявляются поражения мышц, почечных 
канальцев, дислипидемия и остеопения [9]. Рас-
пространенность ГБ составляет 1:20 000 [14].

Диагноз «ГБ» ставится на основании клини-
ческих проявлений и результатов лабораторных 
исследований, но часто необходим молекулярно-
генетический анализ [9]. Биопсия печени – золо-
той стандарт оценки фибротических изменений 
печени, является также и методом диагностики 
ГБ, однако данная процедура носит высоко ин-
вазивный характер [8].

Гликоген  – основная форма запасания глю-
козы и основной источник неокисленной глю-
козы для скелетных мышц и печени, необходим 
для поддержания нормального уровня глюкозы в 
крови. Основными ферментами, участвующими 
в расщеплении гликогена, являются гликоген-
фосфорилаза и фермент деветвления. Дефицит 
любого из этих ферментов проявляется в виде бо-
лезней накопления гликогена, включая болезнь 
фон Гирке (тип I), болезнь Кори (тип III) и бо-
лезнь Герса (тип VI, IX) [10].

Печень является основным хранилищем гли-
когена и играет важную роль в поддержании си-
стемного гомеостаза глюкозы. Молекулярный 
механизм заболеваний печени, связанных с ано-
мальным накоплением гликогена, активно из-
учается [12]. Нарушение регуляции метаболизма 
гликогена в печени часто приводит к компенса-
торному увеличению липолиза из внепеченоч-
ных источников и митохондриальному окисле-
нию жирных кислот при типах 0, III, VI, IX и XI 
ГБ, что способствует развитию фибротических 
изменений печени, вплоть до цирроза [6]. 

Описаны иммунные нарушения у пациен-
тов с ГБ, включая нейтропении, врожденные и 
адаптивные компартменты, в том числе неспо-
собность популяций активированных иммунных 
клеток и регуляторных Т-клеток подвергаться со-
ответствующему переключению на гликолитиче-
ский метаболизм при гипогликемических состо-
яниях и выполнять свои функции [7].

Показана вовлеченность иммунной системы 
в процесс фиброза печени при различных болез-
нях накопления, аутоиммунных и вирусных гепа-
титах, неалкогольной жировой дистрофии пече-
ни [3, 11].

Подробно изучена возрастная динамика по-
казателей иммунного статуса у детей с печеноч-
ными формами ГБ: показано увеличение отно-
сительного количества Т-хелперов и снижение 
цитотоксических Т-лимфоцитов. В составе 
Т-хелперов выявлено увеличение доли активиро-
ванных клеток и существенное нарастание доли 
популяции Тh17-лимфоцитов, которые сопро-
вождались увеличением степени биохимических 
нарушений [4]. Однако неясным остается вопрос 
о роли малых популяций лимфоцитов в развитии 
фибротических изменений в печени у детей с ГБ.

Цель работы – оценить содержание малых по-
пуляций лимфоцитов и их соотношения у детей с 
печеночными формами гликогеновой болезни в 
зависимости от стадии фиброза печени.

Материалы и методы
Обследовано 148 детей с печеночными форма-

ми ГБ (I/III/VI/IX типы) в возрасте от 1 до 17,8 
лет, Ме = 7,7 (3,9-11,8). Группу сравнения соста-
вили 54 здоровых ребенка, сопоставимых по воз-
расту. 

Оценку стадии фиброза печени проводили ме-
тодом транзиентной эластографии печени на ап-
парате FibroScan F502 (EchoSens, Франция). Для 
диагностики степени фиброза печени использо-
вали шкалу METAVIR: стадия F1  – плотность в 
интервале 5,9-7,2 кПа; стадия F2  – 7,3-9,5  кПа; 
стадия F3 – 9,6-12,5 кПа, стадия F4 (цирроз пе-
чени) – плотность 12,6 кПа и более [2].

Иммунофенотипирование лимфоцитов 
проводили на проточном цитофлуориметре 
CYTOMICS FC500 (Beckman Coulter, США) с 
использованием моноклональных антител, ме-
ченных флуорохромами: CD3-PC-5, CD4-FITC, 
CD127-PE, CD161-PE, CD25 PE-Cy7, CD45-
PerCP, CD45-PC7 (Beckman Coulter, США). В 
регионе CD45+ исследовали следующие по-
пуляции клеток: CD3+CD161+CD4+ (Th17-
лимфоциты); CD4+CD25+CD127high (активиро-
ванные Т-хелперы – Thact); CD4+CD25+CD127low 
(регуляторные Т-лимфоциты – Treg).

Учитывая известную возрастную динамику 
показателей клеточного иммунитета, обследо-
ванные дети были разделены на группы соглас-
но возрасту: 1-2 года (n  =  12), 2-5 лет (n  =  47), 
6-8 лет (n = 24), 9-11 лет (n = 31) и старше 12 лет 
(n = 34) [1, 5]. Показатели субпопуляций лимфо-
цитов были проанализированы в процентах от-
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клонения от возрастной нормы для исключения 
влияния возрастных особенностей. Формула рас-
чета отклонений: 

Xn = (Xmin-X) / 0,01*(Xmax – Xmin), где
Xn  – значение индивидуального показателя, 

нормированное на возрастную норму; X  – зна-
чение изучаемого показателя; Xmax – верхняя гра-
ница возрастной нормы; Xmin – нижняя граница 
возрастной нормы. Диапазон возрастной нормы 
принимали за 100%. 

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили при помощи пакета Statistica 10.0. 
(StatSoft, США). Описательная статистика пред-
ставлена в виде Me (Q0,25-Q0,75). Для оценки зна-
чимости различий между группами использовали 
непараметрический критерий Манна–Уитни. 
Статистически значимыми считали различия при 
p < 0,05. 

Результаты и обсуждение
При анализе степени фиброза печени (по 

шкале METAVIR) дети с ГБ были разделены на 
группы: группа 1 – отсутствие фиброза печени F0 
(n = 66, 45%); группа 2 – минимальный фиброз 
F1 (n = 31, 21%); группа 3 – умеренный фиброз 
F2 (n = 24, 16%), группа 4 – выраженный фиброз 
печени F3 (n = 16, 11%) и группа 5 – цирроз пе-
чени F4 (n  =  11, 7%). Корреляционный анализ 
степени фиброза печени и возраста пациентов 

показал, что с увеличением возраста пациентов 
возрастает вероятность развития фиброза пече-
ни (R = 0,57). Однако необходимо отметить, что 
у части пациентов с ГБ цирроз (F4) был выявлен 
уже к возрасту 4-5 лет, наряду с выявлением па-
циентов, у которых было зарегистрировано от-
сутствие фибротических изменений печени в 
возрасте старше 12 лет. 

Анализ содержания Treg-клеток (% от СD4) у 
детей с ГБ показал, что в 50% случаев их коли-
чество соответствовало возрастной норме, в 42% 
случаев было снижено и только у 8% процентов 
пациентов было повышено относительно груп-
пы сравнения. Повышение Treg было выявлено 
только на стадиях фиброза F0-F1. Несмотря на 
то, что содержание Treg у детей с ГБ находилось 
на уровне нижней границы нормативных пока-
зателей или ниже, в целом по группе достовер-
ных отличий от группы сравнения выявлено не 
было, вне зависимости от стадии фиброза печени 
(рис. 1А).

В отличие от Treg, содержание Th17-лим
фоцитов и Thact было достоверно выше пока-
зателей группы сравнения при всех стадиях фи-
броза печени, начиная со стадии F1 (рис. 1Б, В). 
Данный факт свидетельствует о преобладании 
эффекторных и аутоагрессивных клеток над ре-
гуляторными, что согласуется с общепризнанной 
концепцией о нарушении баланса субпопуляций 
лимфоцитов и их ключевой роли в поддержа-

Рисунок 1. Содержание Treg (А), Thact (Б), Treg (B) клеток (% от СD4) у детей с гликогеновой болезнью 
в зависимости от стадии фиброза печени в процентах от возрастных нормативных значений
Примечание. Диапазон нормативных значений нанесен пунктирной линией, под рисунками приведены достоверные отличия 
между группами.
Figure 1. The content of Treg (A), Thact (B), Treg (C) cells (% of CD4) in children with glycogen disease, depending on the stage 
of liver fibrosis, as a percentage of age normative values
Note. The range of normative values is marked with a dotted line, reliable differences between groups are shown below the figures.
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нии воспалительного процесса в тканях и орга-
нах [11].

У 54% детей с ГБ содержание Thact было выше 
показателей возрастных референсных значений. 
С увеличением стадии фиброза печени было вы-
явлено повышение доли пациентов с содержани-
ем Thact, превышающих верхнюю границу нор-
мативных значений (PF0-F1 = 0,049, PF0-F4 = 0,021, 
рис. 1Б). 

Содержание Th17-лимфоциты у детей с ГБ 
было выше относительно группы сравнения в 
70% случаев. С увеличением стадии фиброза пе-
чени содержание Th17-лимфоцитов достоверно 
росло (PF0-F4  =  0,012, рис. 1В). На стадии F0 со-
держание клеток этой популяции относительно 
группы сравнения было выше только у половины 
пациентов, а к стадии F4 – у всех детей превыша-
ло нормативные показатели в 2 раза и более (рис. 
1В). 

Таким образом, динамическое наблюдение 
за показателями малых популяций лимфоцитов 
можно использовать в качестве маркера степени 
тяжести фибротических изменений печени у де-
тей с ГБ.

Анализ возрастной динамики соотношений 
Th17/Treg и Thact/Treg показал увеличение дан-

ных индексов с возрастом как у детей с ГБ, так и 
в группе сравнения (рис. 2А, В).

Выявлено увеличение соотношений Th17/
Treg и Thact/Treg у пациентов с ГБ относительно 
группы сравнения у детей всех возрастных групп 
(рис. 2 А, Б).

У здоровых детей индекс Th17/Treg досто-
верно увеличивался с возрастом (P0-5 = 0,000) и у 
детей старше 12 лет не превышал Ме = 2,5 (1,99-
2,69). У детей с ГБ данное значение было выше 
уже в возрасте 6-8 лет, Ме = 2,72 (1,81-3,15) (3-я 
возрастная группа), а к возрасту 12 лет значение 
данного показателя составило Ме  =  4,24 (3,04-
4,97), что в 2 раза превышало показатель группы 
сравнения (рис. 2А).

Соотношение Thact/Treg в группе сравне-
ния достоверно увеличивалось с возрастом  
(P0-5 = 0,000), в возрастной группе старше 12 лет 
соотношение составило Ме  =  1,6 (1,31-2,12). 
У детей с ГБ данный показатель характеризовал-
ся большим разбросом данных, и в возрастной 
группе старше 12 лет составил Ме  =  2,22 (1,68-
2,78) (рис. 2Б).

Анализ показателей в зависимости от стадии 
фиброза печени у детей с ГБ выявил значимое 
увеличение соотношения Thact/Treg от стадии F0 

Рисунок 2. Динамика изменений соотношения Th17/Treg (А) и Thact/Treg (Б) с возрастом у детей с ГБ и в группе 
сравнения, изменение индексов  Th17/Treg и Thact/Treg в зависимости от стадии фиброза печени (В)
Figure 2. Dynamics of changes in the ratio of Th17/Treg (A) and Thact/Treg (B) with age in children with GSD and in the comparison 
group, changes in the indices of Th17/Treg and Thact/Treg depending on the stage of liver fibrosis (C)
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к стадиям F1, F2, F3 и F4 (PF0-F4 = 0,000) (рис. 2В). 
Индекс Th17/Treg также увеличивался от ста-
дии F0 к стадиям F1, F2, F3 (PF0-F3 = 0,000). Из-
за большого разброса показателей на стадии F3 
отмечена лишь тенденция к снижению данного 
показателя к стадии F4, что требует дальнейшего 
изучения. По всей видимости, на изменение дан-
ного соотношения больше влияет наличие фи-
броза в печени, чем возраст пациента. В связи с 
выявленной линейной зависимостью соотноше-
ние Thact/Treg от стадии фиброза печени, можно 
рекомендовать использование этого индекса для 

мониторинга фибротических изменений у детей 
с ГБ.

Заключение
Таким образом, повышение содержания Thact 

и Th17-лимфоцитов, а также индексов Th17/Treg 
и Thact/Treg с увеличением стадии фиброза пе-
чени можно использовать как дополнительный 
инструмент в оценке стадии фиброза печени. 
Иммунологические показатели объективно отра-
жают степень тяжести состояния пациента с пе-
ченочными формами гликогеновой болезни. 
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ОСОБЕННОСТИ ЭФФЕКТОРНЫХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ 
ФАГОЦИТОВ И ВЛИЯНИЕ НА НИХ ТОПИЧЕСКОЙ 
ЦИТОКИНОТЕРАПИИ ПРИ ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ 
ЗАБОЛЕВАНИЯХ ЧЕЛЮСТНО-ЛИЦЕВОЙ ОБЛАСТИ 
Латюшина Л.С., Малышева Л.Ю., Пиотрович А.В., Бережная Е.С., 
Лаптева А.В.
ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Челябинск, Россия

Резюме. Ведущее место в структуре хирургической стоматологической патологии занимают одон-
тогенные воспалительные заболевания (хронический периодонтит, одонтогенные флегмоны) и 
травмы, зачастую протекающие с воспалительными осложнениями. Цель работы  – провести ана-
лиз эффекторных показателей фагоцитов локального очага воспаления (отделяемого гнойной раны, 
содержимого лунки зуба и смешанной слюны) и оценить влияние топической цитокинотерапии на 
изучаемые параметры у пациентов с воспалительными стоматологическими заболеваниями – хро-
ническим периодонтитом, одонтогенными флегмонами, осложненным переломом нижней челюсти. 
В рамках двухэтапного исследования комплексно обследованы 236 человек, разделенные на группы в 
зависимости от заболевания и метода лечения, в их числе: 74 пациента (К 04.5 – К 04.9), разделенные 
на группы в соответствии с формой периодонтита (хронический фиброзный, гранулирующий и гра-
нулематозный); 102 пациента с одонтогенными флегмонами (L03.2, К12.2), которым на фоне базовой 
терапии на втором этапе проводили топическую цитокинотерапию беталейкином (рекомбинантный 
IL-1β) и ронколейкином (рекомбинантный IL-2); больные с переломом нижней челюсти, осложнен-
ным воспалительным процессом (S 02.6, n = 50), которым на втором этапе проводили топическую 
иммунотерапию беталейкином. Обследование пациентов с воспалительными стоматологическими 
заболеваниями на первом этапе работы и проведенный анализ эффекторных параметров нейтро-
фильных гранулоцитов и макрофагов локального воспалительного очага выявил иммунологические 
предикторы недостаточной эффективности воспалительного ответа, проявляющиеся в абберантной 
функциональной активности фагоцитов: угнетение всех изучаемых показателей с выраженным сни-
жением функционального резерва клеток у пациентов с одонтогенными флегмонами глубоких клет-
чаточных пространств; высокую способность к продукции активных форм кислорода со снижением 
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функционального резерва нейтрофилов у больных с осложненными нагноением костной ткани пере-
ломами; у пациентов с поражением периапикальной зоны зубов – признаки существенной активно-
сти хронического воспаления. Второй этап исследования, связанный с оценкой влияния топической 
терапией рекомбинантными цитокинами на функциональные показатели фагоцитов и анализом по-
лученных данных, позволил обнаружить различное влияние препаратов на изучаемые параметры и 
при этом зарегистрировать интегральный эффект иммунотерапии, заключающийся в нормализации 
измененных показателей. Таким образом, полученные данные могут свидетельствовать, что у паци-
ентов с воспалительными процессами челюстно-лицевой области, которым применялась топическая 
цитокинотерапия, формировался более высокий эффекторный адаптивный потенциал фагоцитов 
локального очага.

Ключевые слова: топическая цитокинотерапия, флегмоны, периодонтит, перелом челюсти, нейтрофилы, макрофаги

CHARACTERISTICS OF THE PHAGOCYTE EFFECTOR 
INDEXES AND EFFECT OF LOCAL CYTOKINE THERAPY ON 
THEIR PARAMETERS IN INFLAMMATORY DISEASES OF THE 
MAXILLOFACIAL REGION
Latyushina L.S., Malysheva L.Yu., Piotrovich A.V., Berezhnaya E.S., 
Lapteva A.V.
South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. Odontogenic inflammatory diseases and injuries take a leading place in the structure of surgical 
dental pathology. They often proceed with inflammatory complications. The aim of the present work was to 
analyze the effector indexes of phagocytic cells at the local area of inflammation (secretions from purulent 
wounds, tooth socket and mixed saliva), and to evaluate the effect of topical cytokine therapy on the studied 
parameters in patients with inflammatory dental diseases (chronic periodontitis, odontogenic phlegmon) 
complicated by mandibular fractures. As a part of a two-stage research, 236 people were comprehensively 
examined, divided into groups depending on their clinical disease and method of treatment. This group 
included 74 patients (classified as K 04.5 – K 04.9), divided into subgroups by the types of periodontitis (chronic 
fibrous, granulating and granulomatous form); 102 patients with phlegmon (classified as L03.2, K12.2), 
who, at the second stage of basic therapy, received topical cytokine treatment with betaleukin (recombinant 
IL- 1β) and roncoleukin (recombinant IL-2). Fifty patients with fractures of the lower jaw (classified as S 02.6) 
underwent immunotherapy with betaleukin at the second stage of treatment. Examination of patients with 
inflammatory dental diseases at the first stage of study and analysis of the effector indexes of neutrophilic 
granulocytes and macrophages from the local inflammatory foci revealed some immunological predictive signs 
of lacking efficiency of the inflammatory response, manifesting as aberrant functional activity of phagocytes, 
e.g., inhibition of all studied parameters along with sufficiently reduced functional reserve of phagocytic cells in 
the patients with phlegmon; high ability to produce reactive oxygen species with a decreased functional reserve 
of neutrophils in the patients with fractures, and signs of activated chronic inflammation in the patients with 
periapical lesions. The second stage of our research associated with topical therapy with recombinant cytokines 
and analysis of the obtained data, ebabled us to detect different effects of drugs on the studied parameters and 
register the integral effect of immunotherapy, which represents normalization of altered functional indexes. 
Hence, the data obtained may indicate that, in patients with inflammatory processes in the maxillofacial 
region, a higher adaptive effector potential of phagocytes was formed at the affected focus following the topical 
cytokine therapy.

Keywords: local cytokine therapy, phlegmon, periodontitis, jaw fracture, neutrophils, macrophages
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Введение 
Ведущее место в структуре хирургической 

стоматологической патологии занимают одон-
тогенные воспалительные заболевания  – пери-
одонтиты, остеомиелиты челюстей, абсцессы и 
флегмоны [1, 8]. Проблема хронического пери-
одонтита (К 04.5 – К 04.9) сохраняет свою акту-
альность, поскольку ее решение сопровождается 
достаточно большим процентом осложнений. 
В  настоящий период времени интерес к изуче-
нию различных аспектов периапикального вос-
паления возрос, в связи с активным внедрением в 
клиническую практику метода одономоментной 
(немедленной) внутрикостной дентальной им-
плантации, при которой существенная часть им-
плантатов устанавливается в инфицированную 
зону [7, 11, 12]. Исходя из этого, продолжается 
поиск патогенетически обоснованных методов 
профилактики осложнений и ускорения процес-
сов остеоинтеграции в периимплантной зоне, в 
том числе путем оценки функциональных пока-
зателей фагоцитов воспалительного локального 
периапикального очага.

Статистические данные по структуре стомато-
логической заболеваемости свидетельствуют, что 
пациенты с одонтогенными воспалительными 
процессами составляют до 54% от общей когорты 
стационарных больных челюстно-лицевых ста-
ционаров, с преобладанием пациентов с флегмо-
нами лица (L03.2, К12.2) [1, 8]. Несмотря на вне-
дрение современных методов профилактики и 
лечения, отмечается устойчивая тенденция к уве-
личению числа пациентов с тяжелым течением, 
со склонностью либо к агрессивному течению, 
либо к хронизации гнойного процесса. Данный 
феномен связывают в том числе с повышени-
ем роли условно-патогенных микроорганизмов, 
проявляющих патогенные действия в ситуации 
супрессии иммунной защиты организма. В этой 
связи изучение эффекторных характеристик фа-
гоцитов пораженных воспалением тканей позво-
лит проводить полноценное патогенетическое 
лечение данной категории пациентов [3, 4]. 

Среди травматических поражений лица наи-
более распространен перелом нижней челюсти 
(S 02.6), при этом подавляющая часть пациентов 
госпитализируются с воспалительными ослож-
нениями, в том числе с травматическим остеоми-
елитом. Известно, что развитие внутрикостных 
деструктивных процессов и их распространение 
тесно связаны с состоянием иммунитета, прежде 
всего с параметрами мукозального иммунитета 
полости рта [6]. 

Т.  е. заболевания, удельный вес которых в 
структуре стоматологической патологии весьма 
существеннен, отмечены изменениями имму-
нологических показателей, которые оказывают 

влияние на их течение и исход. Одним из веду-
щих составляющих местной иммунологической 
реактивности являются функциональные пока-
затели нейтрофилов и макрофагов локального 
очага воспаления: отделяемого гнойной раны, 
содержимого лунки удаленного зуба и смешан-
ной слюны [5]  – отражающих состояние имму-
нитета на локальном уровне. На сегодняшний 
день, комплексная терапия воспалительных сто-
матологических заболеваний все чаще дополня-
ется иммунотерапией, в том числе топической 
цитокинотерапией, направленной на нивелиро-
вание нарушений иммунитета [3, 6]. 

Цель работы – провести анализ эффекторных 
показателей фагоцитов локального очага воспа-
ления (отделяемого гнойной раны, содержимого 
лунки зуба и смешанной слюны) и оценить вли-
яние топической цитокинотерапии на изучаемые 
параметры у пациентов с воспалительными сто-
матологическими заболеваниями – хроническим 
периодонтитом, одонтогенными флегмонами, 
осложненным переломом нижней челюсти.

Материалы и методы
Работа была проведена на кафедре хирурги-

ческой стоматологии и челюстно-лицевой хи-
рургии и в научно-исследовательском институте 
иммунологии ФГБОУ ВО «ЮУГМУ» Минздрава 
России. В двухэтапное исследование были вклю-
чены 236 человек, которым провели комплекс-
ное обследование: первый этап – проспективное 
обследование пациентов; второй этап  – рандо-
мизированное, краткосрочное, проспективное, 
простое, «слепое», плацебо-контролируемое ис-
следование по оценке эффективности топиче-
ской цитокинотерапии. В их числе 74 пациента 
с диагнозами К 04.5 – К 04.9 в сопоставление с 
классификацией И.Г. Лукомского (1955) (хро-
нический фиброзный, гранулирующий и гра-
нулематозный периодонтит), которые были 
включены только в первый этап исследования с 
разделением на группы в зависимости от формы 
заболевания: ХФП группа (n = 27), с фиброзным 
поражение периапикальной зоны; ХГщП группа 
(n  =  14)  – больные с хроническим гранулиру-
ющим периодонтитом; ХГП группа (n  =  24)  – 
обследуемые с хроническим гранулематозным 
периодонтитом; контрольная группа (1КГ), па-
циенты с интактными зубами, удаленными по 
ортодонтическим показаниям (n = 9). Забор био-
логического материала (раневое отделяемое лун-
ки) проводился непосредственно после удаления 
зуба. Вторая когорта обследованных – 102 паци-
ента с установленным диагнозом L03.2, К12.2, с 
локализацией одонтогенного гнойного процесса 
в глубоких клетчаточных пространствах, у кото-
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рых проводилось изучение отделяемого ран, и на 
втором этапе были сформированы: группа срав-
нения (2ГС, n = 29), с традиционными комплекс-
ными лечебными мероприятиями [1]; две основ-
ные группы – 2рОГ, n = 28 – пациентам которой в 
послеоперационном периоде проводилась цито-
кинотерапия ронколейкином (рекомбинантный 
IL-2 человека, регистрационный номер № ПВР-
1-2.3/01285 от 15.05.09, ООО «Биотех», Россия) 
по разработанной схеме (Пат. № 2361607 Рос. 
Федерация); 2бОГ, n = 18 – пациенты которой в 
послеоперационном периоде получали топиче-
ское лечение беталейкином (рекомбинантный 
IL-1β, регистрационный номер № N000222/01 от 
20.12.07, Гос. НИИ ОЧБ ФМБА ФГУП, Россия); 
контрольная группа (2КГ)  – 27 пациентов с ра-
нами, заживших первичным натяжением. Также 
изучение функциональных показателей фагоци-
тов в нестимулированной смешанной слюне про-
вели у 50 больных с осложненными переломами 
нижней челюсти, на втором этапе представлен-
ные двумя группами: группой сравнения (3ГС, 
n  =  25)  – с общепринятым комплексом лече-
ния [1] и основной группой (3ОГ), 25 пациентам 
которой базовый комплекс усилили топической 
цитокинотерапией гелем «Колетекс-Бета» с ре-
комбинантным IL-1β (Патент №  2599509 Рос. 
Федерация); контрольную группу (3КГ) пред-
ставили 10 клинически здоровых добровольцев. 
Больные в группах соответствовали критериям 
включения и исключения, были сопоставимы по 
гендерно-возрастным признакам, локализации и 
степени тяжести патологического процесса. 

Определяли функциональные параметры ней-
трофилов и макрофагов: оценку фагоцитарной 
функции; способность к спонтанной и индуци-
рованной продукции активных форм кислорода 
(АФК); лизосомальную активность [2]. Биоло-
гический материал забирался во время операции 
удаления зуба (К 04.5 – К 04.9), в первые сутки 
после операции вскрытия флегмоны, при по-
ступлении в стационар (S 02.6) и в динамике (на 
8-10-е сутки стационарного лечения). Статисти-
ческую обработку показателей проводили, ис-
пользуя критерии Манна–Уитни, Вилкоксона и 
Краскела–Уоллиса, при р ≤ 0,05, с использовани-
ем пакета прикладных компьютерных программ 
SPSS Statistics 17,0. 

Результаты и обсуждение
Сравнение эффекторных характеристик 

нейтрофилов отделяемого лунки пациентов с 
хроническим периапикальным воспалением с 
данными контроля позволило определить стати-
стически значимые различия по всем изучаемым 
параметрам (табл. 1). У пациентов с различными 

формами хронического периодонтита в сравне-
нии с контрольными показателями выявилось 
существенное увеличение фагоцитарной актив-
ности и интенсивности, фагоцитарного числа, 
спонтанной и индуцированной активности и ин-
тенсивности в продукции АФК, т. е. обнаружена 
одноплановая абберантная функциональная ак-
тивность фагоцитов. При этом выявлены стати-
стические различия между группами пациентов 
с периодонтитом: определены различия между в 
группах ХФП и ХГП в показателе интенсивности 
индуцированной НСТ-реакции и между данны-
ми групп ХГП и ХГщП по фагоцитарному числу.

Исследование параметров функций фаго-
цитов гнойной раны у пациентов с одонтоген-
ным воспалением мягких тканей позволило 
выявить исходное ослабление фагоцитарной и 
НСТ-редуцирующей активности и интенсивно-
сти, функционального резерва раневых поли- и 
мононуклеаров при высоких значениях индекса 
суммарной люминесценции лизосом (табл. 2, 3). 
К концу первой недели комплексного традици-
онного лечения изменений в исходных данных 
пациентов 2ГС выявлено не было, за исключе-
нием снижения индуцированного кислород-за-
висимого метаболизма нейтрофилов (2-е сутки – 
1,3 (0,7-1,7) у. е., р = 0,01 с 2КГ; 8-е сутки – 1,25 
(0,9-1,5) у. е., р  =  0,002 с 2КГ (1,75 (1,3-2,05) у. 
е.), что, вероятно, приводило к еще более выра-
женному падению продукции кислородзависи-
мых биоцидных эффекторов и создавало условия 
для сохранения в ране патогенной флоры. В те 
же сроки у пациентов, пролеченных рекомби-
нантными цитокинами, был выявлен ряд изме-
нений в эффекторных показателях фагоцитов 
раны: повышалась лизосомальная активность у 
пациентов обеих основных групп; отмечен рост 
поглотительной активности и интенсивности 
нейтрофилов и макрофагов (последних при ле-
чении ронколейкином); определен рост числа 
фагоцитов на фоне терапии рекомбинантным 
IL-2; усилились все изучаемые параметры НСТ-
редуцирующей функции фагоцитов при топи-
ческой терапии беталейкином и интенсивность 
индуцированной НСТ-реакции фагоцитов при 
терапии ронколейкином; существенно вырос 
функциональный резерв фагоцитов в обеих ос-
новных группах на фоне продолжающегося уг-
нетения резервного эффекторного потенциала у 
пациентов, получавших традиционных комплекс 
лечебных мероприятий.

Изучение результатов показателей мукозаль-
ного иммунитета слюны у пациентов с перелома-
ми нижней челюсти с воспалительными ослож-
нениями позволил исходно определить: высокое 
содержание жизнеспособных лейкоцитов (×9/л) 
(3ГС 18,95 (11,8-32,8), р = 0,001 с контролем; ЗОГ 
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20,25 (13,1-32,8), р = 0,002 с контролем; 3КГ 13,6 
(4,7-15,6)); отсутствие статистически значимых 
с контрольными значениями различий в изучае-
мых показателях фагоцитоза нейтрофилов; пре-
вышающие контрольные данные активности и 
интенсивности НСТ-спонтанного теста (3ГС: 
22 (16-35)%, р  =  0,0006 с контролем; 0,23 (0,16-
0,4) у. е., р = 0,03 с контролем; 3ОГ: 22 (16-34) %, 
р = 0,004 с контролем; 0,23 (0,18-0,4) у. е., р = 0,03 
с контролем; 3КГ: 12 (10-18) %, 0,12 (0,10-0,22) 
у. е.); сниженный показатель функционально-
го резерва нейтрофилов, свидетельствующий об 
исходной низкой реактивности бактерицидных 
параметров (3ГС: 1,2 (1,03-1,60) у. е., р = 0,0025 

с контролем; 3ОГ: 1,1 (1-1,57) у. е., р  =  0,0004 с 
контролем; 3КГ: 1,6 (1,5-1,8) у. е.). В процессе 
традиционной комплексной терапии было выяв-
лено: снижение до данных контроля саливатор-
ного содержание жизнеспособных лейкоцитов; 
показателей продукции АФК и функционально-
го резерва нейтрофилов; стойкое отсутствие ко-
лебаний в значениях, отражающих активность и 
интенсивность поглотительной функции нейтро-
филов. Топическое применение беталейкина в 
комплексной терапии пациентов с осложненны-
ми переломами позволило зарегистрировать сле-
дующие изменения в эффекторных показателях 
нейтрофильных гранулоцитов: сохранение вы-

ТАБЛИЦА 1. ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ НЕЙТРОФИЛОВ СОДЕРЖИМОГО ЛУНКИ ЗУБА ПАЦИЕНТОВ 
С ХРОНИЧЕСКИМ ПЕРИОДОНТИТОМ

TABLE 1. FUNCTIONAL ACTIVITY OF NEUTROPHILS IN THE CONTENTS OF THE TOOTH SOCKET OF PATIENTS WITH 
CHRONIC PERIODONTITIS

Наименование 
показателя

Name of the indicator

Пациенты 
с хроническим 

фиброзным 
периодонтитом

Patients with chronic 
fibrous periodontitis 

n = 27

Пациенты 
с хроническим 

гранулирующим 
периодонтитом

Patients with 
chronic granulating 
periodontitis n = 14

Пациенты 
с хроническим 

гранулематозным 
периодонтитом

Patients with chronic 
granulomatous 

periodontitis 
n = 24

1-я контрольная 
группа

1st сontrol group
n = 9

Активность 
фагоцитоза, %
Phagocytosis  
activity, %

54,5 (40,0-65,5)* 49 (37-59)* 50 (40-60)* 20 (10-34)

Интенсивность 
фагоцитоза, у. е.
Intensity of 
phagocytosis, c. u.

1,23 (0,69-1,75)* 1,06 (0,76-1,47)* 0,8 (0,6-1,2)* 0,25 (0,10-0,62)

Фагоцитарное  
число, у. е.
Phagocytic  
number, c. u.

2,22 (1,65-2,75)* 2,15 (1,95-2,67)** 1,70 (1,33-2,67) 1,24 (1,04-2,35)

НСТ-спонт., у. е.
NBT-spontaneous, c. u. 1,13 (1,00-1,35)* 1,14 (0,93-1,47)* 1,3 (1,15-1,54)* 0,28 (0,10-0,71)

НСТ-спонт., %
NBT-spontaneous, % 87,5 (80-93)* 85 (77,0-91,5)* 90 (85-100)* 27,5 (10-50)

НСТ-индуц., у. е.
NBT-induced, c. u. 1,14 (0,85-1,40)* *** 1,3 (1,24-1,55)* 1,4 (1,24-1,55)* 0,43 (0,19-0,71)

НСТ-индуц., %
NBT-induced, % 89 (79-100)* 91 (81-99)* 96 (90-100)* 37,5 (18,75-55,00)

Примечание. * – статистически значимые различия между группами пациентов с группой контроля (р ≤ 0,05); ** – 
статистически значимые различия между группами ХГщП и ХГП (р ≤ 0,05); *** – статистически значимые различия 
между группами ХФП и ХГП (р ≤ 0,05).

Note. *, statistically significant differences between groups of patients with the control group (p ≤ 0.05); **, statistically significant 
differences between groups of chronic granulating periodontitis and chronic granulomatous periodontitis (p ≤ 0.05); ***, statistically 
significant differences between the groups of chronic fibrous periodontitis and chronic granulomatous periodontitis (p ≤ 0.05).
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ТАБЛИЦА 2. ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ НЕЙТРОФИЛОВ ГНОЙНОЙ РАНЫ ПАЦИЕНТОВ С ОДОНТОГЕННЫМИ 
ФЛЕГМОНАМИ

TABLE 2. FUNCTIONAL ACTIVITY OF NEUTROPHILS IN A PURULENT WOUND IN PATIENTS WITH ODONTOGENIC 
PHLEGMON

Показатель
Name 
of the 

indicator 

2-е сутки / 8-е сутки
2nd day / 8th day 

2-я группа 
сравнения

2nd сomparison 
group 
n = 29

2 рОГ (группа с 
применением 
ронколейкина)

2 rOG 
(roncoleukin 

group) 
n = 28

2 бОГ (группа с 
применением 
беталейкина)

2 bOG (betaleukin 
group)
n = 18

2-я 
контрольная 

группа
2nd сontrol group

n = 27

Активность фагоцитоза, %
Phagocytosis activity, %

50 (36-60) 50 (40-65) 40 (30-55) 
50 (40-50) 

50 (40-60) 60 (42-70)* 62 (40-72)*

Интенсивность фагоцитоза, у. е.
Intensity of phagocytosis, c. u.

1,9 (1,7-3,3) 1,9 (1,4-3,7) 1,51 (1,9-3,2) 
1,36 (1,20-1,97)

1,8 (1,5-2,2) 3,2 (2,3-4,6)* 1,96 (1,6-2,5)*

Фагоцитарное число, у. е.
Phagocytic number, c. u.

4,5 (4-6) 4 (3,6-5,5) 2,7 (1,20-3,55) 
3,2 (2,7-5,0) 

4,6 (4,3-5,0) 4,8 (4,6-6,7)* 3,085 (2,35-4,70) 

Функциональный резерв, у. е.
Functional reserve, c. u.

1,2 (1,04-1,40) 1,2 (1,1-1,4)* 1,07 (0,80-1,27)*
1,45 (1,30-1,61)

1,23 (1,1-1,5) 1,55 (1,4-1,8)** 1,48 (1,09-1,73)** 
***

Индекс суммарной 
люминесценции лизосом, у. е.
Total luminescence index of 
lysosomes, c. u.

160 (94-446) 212 (175-512) 190 (157-315)
172 (140-220)

295,5 (152-526) 505 (297-635)* 
** *** 342 (197-622)*

Примечание. * – статистически значимые различия между группами пациентов с группой контроля (р ≤ 0,05); ** – 
статистически значимые различия между основными группами и группой сравнения (р ≤ 0,05); *** – статистически 
значимые различия по срокам внутри группы (р ≤ 0,05).

Note. *, statistically significant differences between groups of patients with the control group (p ≤ 0.05); **, statistically significant 
differences between the main groups and the comparison group (p ≤ 0.05); ***, statistically significant differences within the group 
in terms of timing (p ≤ 0.05).

сокого числа жизнеспособных лейкоцитов (17,75 
(10,4-35,9) ×  109/л), вероятно, связанное с про-
явлениями кратковременного обострения воспа-
лительного процесса на фоне цитокинотерапии; 
нормализацию показателей НСТ-редуцирующей 
реакции и функционального резерва нейтро-
фильных гранулоцитов (3ОК – 1,8 (1,2-2,3) у. е., 
р = 0,001 с исходными показателями).

Анализ данных первого этапа исследования 
выявил у пациентов со воспалительной стома-
тологической патологией абберантную функ-
циональную активность фагоцитов с признака-
ми сниженной эффективности воспалительной 
реакции [3, 4, 13]. Ранее доказано, что в базисе 
подобного феномена фиксируются измененные 
функции фагоцитов, поскольку именно от них во 
многом зависят элиминация микробных агентов 

и урон, связанный с гиперреактивностью бакте-
рицидного действия [4, 10]. Наиболее выражен-
ные отклонения были определены у пациентов 
с одонтогенными флегмонами  – анализ полу-
ченных результатов проводился с учетом повы-
шенной чувствительности фагоцитов гнойного 
очага (праймирования) [10] и было выявлено, что 
у раневых поли- и мононуклеаров определялись 
либо более низкие, либо не отличающиеся от 
контроля данные, что, в связи с вышеизложен-
ным, резюмировалось как угнетение эффектор-
ных характеристик. У данной кагорты больных 
и у пациентов с осложненными переломами был 
выявлен сниженный функциональный резерв 
нейтрофильных гранулоцитов, свидетельству-
ющий о недостаточном бактерицидном потен-
циале системы и нарушенной способности этих 
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ТАБЛИЦА 3. ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ МАКРОФАГОВ ГНОЙНОЙ РАНЫ ПАЦИЕНТОВ С ОДОНТОГЕННЫМИ 
ФЛЕГМОНАМИ

TABLE 3. FUNCTIONAL ACTIVITY OF MACROPHAGES IN PURULENT WOUNDS IN PATIENTS WITH ODONTOGENIC 
PHLEGMON

Показатель
Name 
of the 

indicator 

2-е сутки / 8-е сутки
2nd day / 8th day 

2-я группа 
сравнения 

2nd сomparison 
group 
n = 29

2 рОГ (группа с 
применением 
ронколейкина) 

2 rOG (roncoleukin 
group) 
n = 28

2 бОГ (группа с 
применением 
беталейкина)

2 bOG (betaleukin 
group)
n = 18

2-я 
контрольная 

группа
2nd сontrol group

n = 27

Активность фагоцитоза, %
Phagocytosis activity, %

40 (33-54) 40 (40-52) 44 (41-50) 
40 (40-50) 

50 (40-70) 65 (602-80)* 
** **** 53 (31,50-60,00) 

Интенсивность фагоцитоза, у. е.
Intensity of phagocytosis, c. u.

1,65 (1,0-1,8) 1,8 (1,5-3,5) 0,9 (0,85-0,90) 
1,3 (1,14-1,90)

1,96 (1,2-2,2) 3,4 (2,3-4,1)* 
*** **** 1,25 (0,97-2,10) 

Фагоцитарное число, у. е.
Phagocytic number, c. u.

4,2 (3,1-4,8) 4,2 (3,2-4,9) 2,8 (1,75-3,30) 
3,21 (2,57-4,50) 

4,1 (3,5-5,2) 4,5 (4,1-5,6)* 3,7 (2,9-4,2) 

Функциональный резерв, у. е.
Functional reserve, c. u.

1,2 (1,09-1,60)* 1,16 (1,00-1,33)* 1,09 (0,90-1,35)*
1,6 (1,30-1,74)

1,2 (0,8-1,5)* 1,5 (1,33-1,60)** 1,47 (1,00-1,67) 

Индекс суммарной 
люминесценции лизосом, у. е.
Total luminescence index of 
lysosomes, c. u.

180 (80-338)* 140 (72-180) 125 (110-165)*
87 (69-108)

140 (128-272)* 200 (180-290)* ** 264 (112-350)*

Примечание. * – статистически значимые различия между группами пациентов с группой контроля (р ≤ 0,05); ** – 
статистически значимые различия между основными группами и группой сравнения (р ≤ 0,05); *** – статистически 
значимые различия внутри группы по срокам (р ≤ 0,05); **** – статистически значимые различия между основными 
группами (р ≤ 0,05).

Note. *, statistically significant differences between groups of patients with the control group (p ≤ 0.05); **, statistically significant 
differences between the main groups and the comparison group (p ≤ 0.05); ***, statistically significant differences within the group 
in terms of timing (p ≤ 0.05); ****, statistically significant differences between the main groups (p ≤ 0.05).

клеток отвечать на стимуляцию усилением дыха-
тельных процессов с образованием ферментов, в 
том числе бактерицидных, что, в свою очередь, 
создает благоприятные условия для сохранения 
патогенных микроорганизмов в зоне первичного 
воспалительного очага и присоединения нозоко-
миальной инфекции [4, 9, 10]. Т. е. определены 
предпосылки перехода гнойного раневого про-
цесса у пациентов с флегмонами в вялотекущую, 
длительно незаживающую форму, а у пациентов 
с воспалительными осложнениями переломов – 
в травматический остеомиелит. Известно, что 
деструктивные формы хронического периодон-
тита характеризуется дисбалансом локальных 
адаптивных и врожденных иммунологических 
реакций [11]. Изучение эффекторных показате-

лей нейтрофильных гранулоцитов содержимого 
лунки удаленных зубов пациентов с различными 
формами хронического периодонтита выявило 
однонаправленные функциональные характери-
стики, связанные с активностью хронического 
воспаления, что, вероятно, связано с длительной 
контаминацией периапикальной зоны, которая в 
постэкстракционном периоде может приводить к 
угнетению эффекторных показателей.

На втором этапе исследования был обнару-
жен интегральный эффект топической цитоки-
нотерапии при вышеуказанных воспалительных 
заболеваниях, заключающийся в нормализации 
выявленной исходно абберантной функции 
фагоцитов, несмотря на различный механизм 
действия применяемых рекомбинантных цито-
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кинов  [3, 6]. Иммунотерапия гнойных ран при 
флегмонах и осложненных переломах нижней 
челюсти беталейкином приоритетно восста-
навливала: индекс люминесценции лизосом; 
фагоцитарные показатели нейтрофильных гра-
нулоцитов; продукцию клетками АФК; функци-
ональный резерв, указывающий на адекватность 
резервного потенциала лейкоцитов местного 
воспалительного очага после проведенной ци-
токинотерапии. Ронколейкин, введенный в 
гнойные раны, способствовал повышению: ли-
зосомальной и фагоцитарной активности; функ-
циональному резерву; интенсивности индуци-
рованного кислородзависимого метаболизма 
нейтрофилов раны, что может свидетельствовать 
о достаточном биоцидном потенциале раневых 
фагоцитов, а значит возможности к существен-

ной генерации АФК и перекисей, что усиливает 
деконтаминацию гнойной раны [13].

Заключение
Таким образом, подводя итоги работы, мож-

но заключить, что по результатам исследования 
у пациентов с воспалительными стоматологиче-
скими заболеваниями были выявлены иммуно-
логические предикторы низкой эффективности 
воспалительного ответа. Обнаружен интеграль-
ный эффект топической цитокинотерапии при 
вышеуказанных воспалительных стоматологиче-
ских заболеваниях, заключающийся в нормали-
зации измененных функциональных показателей 
и формировании более высокого эффекторного 
адаптивного потенциала фагоцитов локального 
очага. 
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ДИНАМИКА МАТРИКСНЫХ МЕТАЛЛОПРОТЕИНАЗ 
И ИХ ТКАНЕВЫХ ИНГИБИТОРОВ У ПАЦИЕНТОК 
С ГЕРПЕСВИРУСНОЙ И ПАПИЛЛОМАВИРУСНОЙ 
ИНФЕКЦИЕЙ 
Невежкина Т.А.1, Черникова М.А.1, Маркелова Е.В.1, Тулупова М.С.2, 
Костюшко А.В.1, Федянина Л.Н.3, Маркова Н.Ю.1 

1 ФГБОУ ВО «Тихоокеанский государственный медицинский университет» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Владивосток, Россия  
2 ООО «Парацельс», г. Владивосток, Россия  
3 ФГАОУ ВО «Дальневосточный федеральный университет», г. Владивосток, Россия

Резюме. Инфекции, передаваемые половым путем, имеют большое значение в реализации репро-
дуктивной функции женщин. Хронический воспалительный процесс приводит к репродуктивным 
нарушениям. Особая роль в хроническом воспалительном процессе отведена папилломавирусной 
(ПВИ) и герпетической инфекции. ММP-2 и ММP-9 гидролизируют коллаген 4-го типа, являюще-
гося основой базальных мембран, и способствуют отделению эндотелиальных клеток от мембран с 
дальнейшей их миграцией и непосредственном участии в ангиогенезе, что влияет на рост опухолей, 
в частности рака шейки матки. Известно, что тканевые ингибиторы матриксных металлопротеиназ 
ограничивают расщепление коллагена, но нарушение равновесия MMP и TIMP сопровождается нако-
плением внеклеточного матрикса и риск репродуктивных нарушений возрастает. Цель исследования: 
проанализировать динамику острофазных белков, влияющих на состояние межклеточного матрикса 
(металлопротеиназ-2, металлопротеиназ-9 и их тканевых ингибиторов 1-го, 2-го типа), в сыворотке 
крови пациенток с ПВИ или коинфекции ПВИ и ВПГ до и после терапии препаратами с противо-
вирусным и иммуномодулирующим действием: синтетического (Inosine pranobex) и растительного 
(Solanum tuberosum) происхождения. Проведено обследование 141 пациентки с папилломавирусной 
и герпетической инфекциями, получавших терапию препаратами с действующим веществом Inosine 
pranobex и Solanum tuderosum. Определение уровней MMP-2, ММP-9 и ТIMP-1, ТIMP-2 в сыворотке 
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крови проводили с помощью специфических реактивов фирмы R&D Diagnostics Inc. (США). Приме-
нение терапии препаратами с действующим веществом Inosine pranobex и Solanum tuberosum показали 
положительную динамику по уровню MMP-2, MMP-9 и тканевых ингибиторов 1-го и 2-го типов во 
всех исследуемых группах. Однако Inosine Pranobex способствует более выраженным изменениям, 
особенно в группах с ассоциациями инфекций. 

Ключевые слова: вирус папилломы человека, герпетическая инфекция, межклеточный матрикс, тканевые ингибиторы, 
матриксные металлопротеиназы, противовирусная терапия

DYNAMICS OF MATRIX METALLOPROTEINASES AND THEIR 
TISSUE INHIBITORS IN PATIENTS WITH HERPESVIRUS AND 
PAPILLOMAVIRUS INFECTION
Nevezhkina T.A.a, Chernikova M.A.a, Markelova E.V.a, Tulupova M.S.b, 
Kostyushko A.V.a, Fedyanina L.N.c, Markova N.I.a 

a Pacific State Medical University, Vladivostok, Russian Federation  
b Paracelsus LLC, Vladivostok, Russian Federation  
c Far Eastern Federal University, Vladivostok, Russian Federation

Abstract. Sexually transmitted infections are of great importance for the proper reproductive function in 
women. Chronic inflammatory process leads to reproductive disorders. A special role in the chronic inflammatory 
process is attributed to papillomavirus (PVI) and herpetic infection. MMP-2 and MMP-9 enzymes cleave type 
4 collagen which makes the scaffold of basement membranes and contributes to the separation of endothelial 
cells from the membranes, followed by their further migration and direct participation in angiogenesis thus 
affecting the growth of tumors, in particular cervical cancer. Tissue inhibitors of matrix metalloproteinases 
are known to limit the collagen breakdown. However, the imbalance of MMP and TIMP is accompanied by 
accumulation of extracellular matrix and increased risk for reproductive disorders. The aim of our study was to 
evaluate the dynamics of acute-phase proteins affecting the state of intercellular matrix (MMP-2, MMP-9 and 
MMP tissue inhibitors (type 1, 2) in blood serum of patients with PVI or coinfection of PVI and HSV before 
and after therapy with drugs exhibiting antiviral and immunomodulatory effects, i.e., a synthetic compound 
(Inosine pranobex) and vegetable substance (Solanum tuberosum). We have examined 141 patients with 
papillomavirus and herpetic infections treated with Inosine pranobex and Solanum tuderosum. Determination 
of MMP-2, MMP-9 and TIMP-1, TIMP-2 levels of in blood serum was carried out using specific reagents 
from R&D Diagnostics Inc. (USA). The drug therapy with active substances of Inosine pranobex and Solanum 
tuberosum was associated with positive dynamics of the level of MMP-2, MMP-9 and tissue inhibitors of types 
1 and 2 in all groups under studies. However, Inosine Pranobex exerts more pronounced changes, especially in 
subgroups with viral coinfections.

Keywords: human papillomavirus, herpetic infection, intercellular matrix, tissue inhibitors, matrix metalloproteinases, antiviral 
therapy

Введение
Инфекции, передаваемые половым путем, 

имеют большое значение в реализации репродук-

тивной функции женщин. Хронический воспа-

лительный процесс приводит к репродуктивным 

нарушениям, а именно бесплодию 1-го и 2-го 

типов, невынашиванию беременности, самопро-

извольным абортам, преждевременным родам и 
ряду других осложнений, связанных с зачатием 
и пролонгацией беременности. Особая роль в 
хроническом воспалительном процессе отведена 
папилломавирусной (ПВИ) и герпетической ин-
фекции.

По статистике, уже через первые 2 года нача-
ла половой жизни женщина считается инфици-
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рованной вирусом папилломы человека (ВПЧ) в 
82-84% случаев. Риск инфицирования женщины, 
с возрастом снижается, но риск персистирования 
инфекции в организме увеличивается. Показано, 
что при латентной форме папилломавирусной 
инфекции, если вирус пребывает в неактивном 
состоянии в базальной мембране, он может акти-
вироваться при снижении иммунитета, но также 
вирус может и самостоятельно элиминироваться 
из организма полностью.

ПВИ проявляется различными формами: 
клинической, субклинической, латентной, цер-
викальной интраэпителиальной неоплазией и 
инвазивной карциномой. Клиническая форма 
инфекции представлена экзофитными кондило-
мы различной локализацией на наружных поло-
вых органах; субклиническая форма выявляется 
дополнительными методами исследования, таки-
ми как кольпоскопия, цитологический и гисто-
логический методы; латентная форма определя-
ется лабораторной диагностикой с обнаружением 
ДНК вируса; цервикальная интраэпителиальная 
неоплазия (CIN) слабой, умеренной или тяжелой 
степени и инвазивная карцинома  – плоскокле-
точная или железистая, в зависимости от локали-
зации [2, 4, 6, 10].

Наряду с ПВИ наиболее часто выявляют коин-
фекцию с вирусами простого герпеса (ВПГ) [11], 
инфекцию рассматривают как системное забо-
левание организма (герпетическую болезнь) с 
преимущественным поражением того или иного 
органа [8, 9]. Герпетическая инфекция способна 
поражать эндометрий, особенно если носитель-
ство вируса притекает бессимптомно [5]. Су-
ществует неразрывная связь патогенеза ГВИ с 
нарушением иммунитета, причем эта связь фор-
мируется по типу «порочного круга». Эта особен-
ность вируса позволяет говорить о герпесе, как о 
болезни иммунной системы [13].

Матриксные металлопротеиназы (MMP) 
представляют собой строго регулируемое семей-
ство белков, которые участвуют в разрушении 
внеклеточного матрикса в нормальных физиоло-
гических процессах и, как известно, играют ос-
новную роль при воспалении и иммунном ответе, 
репарации тканей, миграции клеток и эмбрио-
нальном развитии [3, 12]. Нарушение равновесия 
матриксых металлопротеиназ и их тканевых ин-
гибиторов способствуют развитию хронического 
воспалительного процесса. Так, ММP-2, ММP-8 
и ММP-9 в нормальном состоянии могут расще-
плять природные белки, такие как фибронектин, 
участвующий в фибронеогенезе, но изменение 
их концентрации может приводить к спаечному 
процессу в репродуктивных органах, что способ-

ствует снижению репродуктивного потенциала 
женщины [12]. ММP-2 и ММP-9 гидролизиру-
ют коллаген 4-го типа, являющегося основой 
базальных мембран, и способствуют отделению 
эндотелиальных клеток от мембран с дальней-
шей их миграцией и непосредственном участии в 
ангиогенезе, что влияет на рост опухолей, в част-
ности рака шейки матки [14, 15]. Известно, что 
тканевые ингибиторы матриксных металлопро-
теиназ ограничивают расщепление коллагена, 
но нарушение равновесия ММP и ТIMP сопро-
вождается накоплением внеклеточного матрикса 
и риск репродуктивных нарушений возрастает [3, 
12]. В связи с изложенным, были исследованы 
уровни матриксных металлопротеиназ-2, метал-
лопротеиназ-9 и их тканевые ингибиторы 1-го и 
2-го типов.

Цель исследования  – проанализировать ди-
намику острофазных белков, влияющих на со-
стояние межклеточного матрикса (металлопро-
теиназ-2, металлопротеиназ-9 и их тканевых 
ингибиторов 1-го, 2-го типа), в сыворотке крови 
пациенток с ПВИ или коинфекции ПВИ и ВПГ 
до и после терапии препаратами с противови-
русным и иммуномодулирующим действием: 
синтетического Inosine pranobex и растительного 
Solanum tuberosum происхождения.

Материалы и методы
В исследование была включена 141 пациент-

ка. Средний возраст пациенток составил 31±2,5 
года. Исследование состояло из 2 этапов: 1-й 
этап – анализ системы матриксных металлопро-
теиназ и их тканевых ингибиторов у женщин ос-
новной группы, распределенных с учетом этио-
логического фактора (Г-I – с папилломавирусной 
инфекцией (ПВИ); Г-II – с папилломавирусной 
и герпетической инфекцией (ПВИ + ГВИ 1/2-й 
тип); 2-й этап –анализ влияния схем терапии при 
ПВИ (Г-IА  – с папилломавирусной инфекцией 
(ПВИ) – Inosine pranobex (n = 15), IB – Solanum 
tuberosum (n = 10); Г-IIА – с папилломавирусной 
и герпетической инфекцией (ПВИ + ГВИ 1/2-й 
тип) – Валацикловир + Inosine pranobex (n = 24), 
Г-IIB  – Валацикловир + Solanum tuberosum 
(n  =  23). Комплексное клинико-лабораторное 
исследование проводили дважды, исходно  – до 
терапии и через один месяц после терапии, в 
амбулаторных условиях по единой программе, 
включающей клинико-функциональное, био-
химическое и иммунологическое обследование с 
целью детализации иммунологических механиз-
мов хронического воспаления, ассоциирован-
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ного с вирусным поражением урогенитального 
тракта женщин в прегравидарный период.

Определение в сыворотке крови уровня ма-
триксных металлопротеиназ (ММP-2, ММP-9) 
и их тканевых ингибиторов (ТIMP-1, ТIMP- 2) 
проведено методом твердофазного ИФА с ис-
пользованием специфических реактивов фирмы 
R&D Diagnostic Inc. (США). 

Статистическая обработка данных проведе-
на с использованием программ IBM SPSS® v. 22. 
Внутри и межгрупповые различия оценивали с 
помощью критерия Манна–Уитни. Для провер-
ки взаимосвязи или независимости между вели-
чинами определяли коэффициент корреляции 
Спирмена. Ассоциативная связь показателей с 
признаками оценивалась с помощью отноше-
ния шансов и их 95% доверительных интервалов. 
Статистически достоверным считали уровень 
значимости p < 0,05.

Результаты и обсуждение
При исследовании системы матриксных ме-

таллопротеиназ и их тканевых ингибиторов до 
терапии были установлены изменения, которые 
наглядно представлены в таблице 1.

Уровни ММP-2 и ММP-9 до терапии повы-
шались во всех основных группах в сравнении 
с группой контроля. Не установлено различий 
уровня ММP-2 между исследуемыми группами 
женщин.

Концентрация ММP-9 в сыворотке крови 
была повышена по сравнению с контролем в 1,3 
раза (p < 0,01). Т. е. было зарегистрировано повы-
шение ММP-9 в основных группах вне зависимо-
сти от природы возбудителя, однако содержание 
ММP-9 в группе с ПВИ (p1-2 = 0,03) было повы-
шено в сравнении с группой с ГВИ + ПВИ. 

Содержание ТIMP-1 в сыворотке крови па-
циенток анализируемых групп было высоким в 
сравнении с группой контроля (p  <  0,01). При 
этом содержание ТIMP-1 во II группе пациенток 
было выше в сравнении с I (p1-2 = 0,02) группой 
женщин.

Показатели ТIMP-2, напротив, были сниже-
ны во всех группах по отношению к референс-
ным значениям (p  <  0,05). Установлено, что со-
держание ТIMP-2 в сыворотке крови в группе с 
ПВИ + ГВИ было ниже в 1,5 раза в сравнении с 
группой ПВИ (p1-2 = 0,05).

При исследовании коэффициента ММP-2 к 
ТIMP-2, до проведения лечения, установлено его 
повышение во всех основных группах в сравне-
нии с группой контроля (p < 0,05). Наиболее вы-
раженное повышение установлено во 2-й группе 

пациенток с ассоциацией вирусных инфекций в 
сравнении с группой I (p1-2 < 0,002). 

Повышение ММP-2, ММP-9 и тканевого ин-
гибитора ТIMP 1-го типа у женщин основных 
групп в сыворотке крови до применения тера-
пии может свидетельствовать о роли процессов 
повреждения межклеточного матрикса при ви-
русном процессе с нарушением процессов репа-
рации в тканях репродуктивного тракта, приво-
дящих к апоптозу и амплификации иммунных 
дефектов [1]. Дефицит ТIMP-2 в сыворотке кро-
ви у женщин в группе с ассоциацией инфекцией 
вирусной природы может свидетельствовать об 
истощении механизмов регуляции в системе про-
теолиз-антипротеолиз, что усугубляет поврежде-
ние межклеточного матрикса, в основном за счет 
абсолютной или относительной гиперпродукции 
ММP-2, регулирующей расщепление моноци-
тарного хемотаксического белка-3, который спо-
собствует уменьшению воспалительного процес-
са и обеспечению вазоконстрикции [3, 12].

Увеличение коэффициента ММP-2 к ТIMP- 2 
во всех группах отражает усиление повреждения 
межклеточногго матрикса, что связано с дегра-
дацией белков и приводит к формированию не-
стабильного соединительнотканного каркаса 
органов и тканей, в том числе и репродуктивного 
тракта, способствуя развитию, в последующем, 
пренатальных осложнений. Также повышенный 
показатель коэффициента, возможно, может 
свидетельствовать о развитии иммунного вос-
паления с увеличением проницаемости сосудов 
тканей, активацией ангиогенеза и может способ-
ствовать прогрессированию онкогенеза, а так-
же матриксные металлопротеиназы-2 (ММP- 2) 
и тканевой ингибитор металлопротеиназы-2 
(ТIMP-2) могут играть важную роль в инвазии и 
метастатическом распространении злокачествен-
ных новообразований, связанных с неконтроли-
руемой деградацией внеклеточного матрикса [7].

После применения терапии была установлена 
положительная динамика с тенденцией к норма-
лизации по большинству показателей.

У пациенток подгруппы IA динамика пока-
зателей показала снижение в сыворотке крови 
уровня ММP-2 в среднем в 1,6 раз, ММP-9  – в 
1,3 раза, ТIMP-1  – в 1,2 раза с одновременным 
повышением ТIMP-2 в 1,2 раза относительно 
показателей до терапии. В подгруппе IB при те-
рапии Solanum tuberosum были установлены схо-
жие по направлению, но отличающиеся по вы-
раженности изменения, характеризующиеся 
понижением показателей ММP-2 в среднем на 
1,4 раза, ММP-9 – 1,2 раза, ТIMP-1 – 1,1 раза и 
повышением уровня ТIMP-2 в среднем в 1,3 раза. 



359

Матриксная металлопротеиназная система при урогенитальных вирусных инфекциях
Matrix metalloproteinase system in urogenital viral infections 2023, Vol. 26, № 3

2023, Т. 26, № 3

ТАБЛИЦА 1. УРОВЕНЬ МАТРИКСНЫХ МЕТАЛЛОПРОТЕИЗАЗ И ИХ ТКАНЕВЫХ ИНГИБИТОРОВ У ПАЦИЕНТОК 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 
TABLE 1. LEVEL OF MATRIX METALLOPROTEINASES AND THEIR TISSUE INHIBITORS IN PATIENTS IN BLOOD SERUM

Показатели
Me (Q0,25-Q0,75),

нг/мл
Indicators

Me (Q0.25-Q0.75),
ng/mL

Группа контроля
Control group 

(n = 30)

Г-I
G-I

(n = 21)
1

Г-II
G-II

(n = 47)
2

Уровни 
достоверности
Confidence levels

(p)

ММP-2

167,0
(145-182)

237,39***
(213,88-243,29)

pдо-IА = 0,007 
pдо-IВ = 0,006

206,89***
(198,63-275,63)

pдо-IIА = 0,007 
pдо-IIВ = 0,084

p1-2 > 0,05

Inosine 
pranobex
(A)

144,28**
(129,41-168,16)

pIA-IB = 0,021

159,39
(144,62-184,12)

pIIA-IIB = 0,007
p1-2 < 0,05

Solanum 
tuberosum
(В)

166,61
(148,72-180,40)

200,71*
(198,33-201,62) p1-2 < 0,01

ММP-9

291,28
(168,44-305,10)

394,20**
(308,81-425,72)

pдо-IА = 0,004 
pдо-IВ = 0,027

299,91*
(255,92-401,39)

pдо-IIА = 0,05 
pдо-IIВ = 0,06

p1-2 = 0,03

Inosine 
pranobex
(A)

298,98*
(208,83-349,64)

pIA-IB = 0,004

232,75*
(227,83-241,25)

pIIA-IIB < 0,01
p1-2 < 0,01

Solanum 
tuberosum
(В)

304,12*
(270,41-316,42)

347,60**
(251,12-359,25) p1-2 < 0,05

ТIMP-1

205,08
(180,21-222,10)

270,09**
(260,66-285,54)

pдо-IА = 0,004 
pдо-IВ = 0,021

306,32**
(288,84-311,65)

pдо-IIА = 0,09 
pдо-IIВ = 0,027

p1-2 = 0,02

Inosine 
pranobex
(A)

222,14*
(201,62-223,81)

pIA-IB = 0,004

303,61**
(243,12-337,10)

pIIA-IIB = 0,042
p1-2 < 0,05

Solanum 
tuberosum
(В)

243,10**
(209,12-250,44)

325,20**
(168,22-339,71) p1-2 < 0,05

ТIMP-2

169,04
(73,06-227,66)

135,62*
(124,34-136,97)

pдо-IА = 0,040 
pдо-IВ = 0,007

98,81*
(91,21-125,06)
pдо-IIА = 0,001 
pдо-IIВ = 0,041

p1-2 = 0,05

Inosine 
pranobex
(A)

160,42
(156,40-164,44)

pIA-IB = 0,002

143,58**
(123,07-164,62)

pIIA-IIB = 0,002
p1-2 < 0,05

Solanum 
tuberosum
(В)

188,16**
(185,12-194,13)

126,30**
(88,92-131,71) p1-2 < 0,01

Примечание. 1. Статистическая достоверность различий с группой контроля: * – p < 0,05; ** – p < 0,01; *** – p < 0,001.  
2. Статистическая достоверность между группами: p1-2 – I и II группы – с ПВИ и ПВИ + ГВИ.

Note. 1. Statistical significance of differences with the control group: *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001. 2. Statistical reliability 
between groups: p1-2, groups I and II – with PVI and PVI + GVI.
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Сравнивая изменения в подгруппах, было уста-
новлено наличие достоверных различий между 
содержанием металлопротеиназ и их ингиби-
торов в сыворотке крови пациентов из разных 
подгрупп, большая степень изменений была ха-
рактерна для подгруппы IA. При анализе этих по-
казателей, относительно группы контроля, выяв-
лено достижение референсных значений ТIMP-2 
в подгруппе IA и ММP-2 – в подгруппе IB. Также 
было установлено значимое снижение ММP-2 по 
сравнению с референсными величинами у паци-
енток подгруппы IA. 

У пациенток группы II динамика изменений 
металлопротеиназ и их ингибиторов была более 
разнообразная в сравнении с группой I. Под-
группа IIA, получавшая Inosine pranobex, проде-
монстрировала снижение показателей ММP-2 в 
среднем в 1,2 раза и ММP-9 – в 1,2 раза, отсут-
ствие изменений в содержании ТIMP-1, но по-
вышение сывороточного содержания ТIMP- 2 в 
среднем в 1,4 раза. В подгруппе IIB было отме-
чено отсутствие достоверных изменений в дина-
мике показателей ММP-2 и ММP-9, повышение 
ТIMP-2 в сыворотке крови в среднем в 1,2 раза. 
Между подгруппами по всем исследуемых пока-
зателям были выявлены достоверные различия. 
Выявлено достижение контрольных значений 
ММP-2 в подгруппе IIA. Содержание других по-
казателей отличалось от контрольных, в разной 
степени и направленности, что отражено в та-
блице 1.

При расчете коэффициента ММP-2 к 
ТIMP- 2 после проведения терапии четко про-

слеживалось снижение показателя в обеих под-
группах (табл. 2). При этом в подгруппах IА и B 
не выявлено различий этого коэффициента в 
зависимости от препарата. Во II группе женщин 
статистически значимо снизился данный коэф-
фициент в подгруппах IIA, что свидетельствует 
об эффективности в пользу терапии препаратом 
IP в группе с вирусными ассоциациями.

Выводы
Установлено, что Inosine pranobex и Solanum 

tuberosum показали положительную динамику по 
уровню ММP-2, ММP-9 и тканевых ингибито-
ров 1-го и 2-го типов во всех исследуемых груп-
пах. Однако Inosine Pranobex способствует более 
выраженным изменениям, особенно в группах с 
ассоциациями инфекций. Это свидетельствует 
о более выраженном влиянии применения IP 
по снижению активности матриксных металло-
протеиназ и уменьшению дисбаланса в системе 
ММP-ТIMP у женщин с микст-инфекциями.
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ТАБЛИЦА 2. КОЭФФИЦИЕНТ СООТНОШЕНИЯ МАТРИКСНОЙ МЕТАЛЛОПРОТЕИНАЗЫ-2 И ТКАНЕВОГО 
ИНГИБИТОРА-2 В СЫВОРОТКЕ КРОВИ У ПАЦИЕНТОК ОСНОВНЫХ ГРУПП И В КОНТРОЛЬНОЙ ГРУППЕ ДО И ПОСЛЕ 
ТЕРАПИИ

TABLE 2. RATIO OF MATRIX METALLOPROTEINASE 2 AND TISSUE INHIBITOR 2 IN BLOOD SERUM IN PATIENTS OF 
THE MAIN GROUPS AND IN THE CONTROL GROUP BEFORE AND AFTER THERAPY

Показатели
Indicators

Группа 
контроля 

Control group
(n = 30)

Г-I
G-I

(n = 21)
1

Г-II
G-II

(n = 47)
2

Статистическая 
достоверность
Confidence levels

(p)
МMP-2:ТIMP-2
До терапии
MMP-2:TIMP-2
Before therapy

0,98±0,05

1,75±0,06*
pдо-IА < 0,001
pдо-IВ < 0,001

2,09±0,07**
pдо-IIА = 0,01
pдо-IIВ = 0,034

p1-2 < 0,002

Inosine pranobex (A) 0,91±0,09
pIA-IB = 0,07

1,13±0,02*
pIIA-IIB = 0,01 p1-2 < 0,01

Solanum tuberosum (В) 0,87±0,07 1,73±0,03** p1-2 < 0,01

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.
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КОЛИЧЕСТВЕННАЯ И ФЕНОТИПИЧЕСКАЯ 
ТРАНСФОРМАЦИЯ СУБПОПУЛЯЦИЙ  
CD16+IFNαα/ββR1-CD119+, CD16+IFNαα/ββR1+CD119- 
И CD16+IFNαα/ββR1+CD119+ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ 
ГРАНУЛОЦИТОВ У ПАЦИЕНТОВ С ПОСТКОВИДНЫМ 
СИНДРОМОМ
Нестерова И.В.1, 2, Чудилова Г.А.1, Атажахова М.Г.1, 
Матушкина В.А.1, Ковалева С.В.1, Чапурина В.Н.1 
1 ФГБОУ ВО «Кубанский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Краснодар, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов им. Патриса Лумумбы», Москва, Россия

Резюме. У пациентов, перенесших COVID-19, отмечают разнообразные проявления постко-
видного синдрома (ПКС), вызывающие развитие осложнений, сопровождающих течение тяжелых 
вирусных инфекций с развитием синдрома хронической усталости (СХУ) и выраженных когни-
тивных расстройств (КР). Изучение молекулярных механизмов нарушений в системе НГ у пациен-
тов с ПКС, связанных с продукцией IFN, рецепторной функцией НГ, в частности субпопуляций, 
экспрессирующих IFNα/βR, IFNγR(CD119) на мембране НГ, является актуальным и представляет 
несомненный интерес, для поиска терапевтических стратегий, восстановления и усиления врож-
денного иммунного ответа после перенесенного COVID-19. Цель – уточнить количественные и фе-
нотипические характеристики субпопуляций CD16+IFNα/βR1-CD119+, CD16+IFNα/βR1+CD119-,  
CD16+IFNα/βR1+CD119+ нейтрофильных гранулоцитов периферической крови пациентов с постко-
видным синдромом. 

Обследованы 39 пациентов (24-60 лет) с ПКС, через 3 месяца после COVID-19 – группа иссле-
дования 1 (ГИ1). Группа сравнения (ГС) сформирована из 30 добровольцев обследованных в доко-
видный период. Проведена детекция ГВИ (ВПГ1, ВЭБ, ВЧГ6, ЦМВ) в соскобе с миндалин и задней 
стенки глотки. Для определения выраженности клинических симптомов ПКС использована анкета 
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с оценкой тяжести их проявления в баллах. Исследовано содержание и фенотип НГ субпопуляций 
CD16+IFNα/βR1-CD119+, CD16+IFNα/βR1+CD119-, CD16+IFNα/βR1+CD119+ (FC 500, Beckman 
Coulter, США). 

У всех пациентов ГИ1 выявлены клинические проявления СХУ и КР, выраженность которых в 
баллах составила 16,0 (14,75-20,25). При детекция ГВИ у 37,2% определена моно – ВПГ1 инфекция; 
у 62,8% микст-ГВИ (ВПГ1, ВЭБ, ВЧГ6), при которых отмечались более выраженные клинические 
симптомы. Установлено отсутствие субпопуляции CD16+IFNα/βR1+CD119+НГ и трансформация фе-
нотипа субпопуляций CD16+IFNα/βR1-CD119+НГ, CD16+IFNα/βR1+CD119-НГ. Определено повы-
шение плотности экспрессии CD16, IFNα/βR1, CD119-рецепторов (р1-3 < 0,05), демонстрирующих 
готовность к восприятию интерфероновых сигналов и ответа на них. 

Снижение инфекционной нагрузки в постковидном периоде и адекватная работа иммунной си-
стемы с реализацией механизмов нейроиммуноэндокринной регуляции будут приводить к восста-
новлению функционирования различных органов, систем и нивелировать проявления ПКС. С этих 
позиций рекIFNα2b в комбинации с высокоактивными антиоксидантами, может способствовать 
формированию протективного иммунитета для профилактики ОРВИ, обострения хронических ин-
фекций, реставрации фенотипа субпопуляций НГ с последующим устранением дисбаланса в проти-
воинфекционном иммунитете.

Ключевые слова: постковидный синдром, субпопуляции, нейтрофильные гранулоциты, фенотип, интерферон, синдром 
хронической усталости, герпесвирусные инфекции

QUANTITATIVE AND PHENOTYPIC TRANSFORMATION OF 
CD16+IFNαα/ββR1-CD119+, CD16+IFNαα/ββR1+CD119- AND 
CD16+IFNαα/ββR1+CD119+ NEUTROPHIL GRANULOCYTES 
SUBSETS IN PATIENTS WITH POST-COVID SYNDROME
Nesterova I.V.a, b, Chudilova G.A.a, Atazhakhova M.G.a, 
Matushkina V.A.a, Kovaleva S.V.a, Chapurina V.N.a
a Kuban State Medical University, Krasnodar, Russian Federation  
b P. Lumumba Peoples’ Friendship University, Moscow, Russian Federation

Abstract. In patients who underwent COVID-19, various manifestations of post-COVID syndrome (PCS) 
are noted, causing the development of disorders accompanying severe viral infections, complicated by chronic 
fatigue syndrome (CFS) and severe cognitive disorders (CD). Studying the molecular mechanisms of these 
disorders in the system of neutrophilic granulocytes (NG) in patients with PCS associated with IFN production, 
receptor function of NG, in particular, their subsets expressing IFNα/βR, IFNγR(CD119), is relevant for the 
search for therapeutic strategies, restoration and enhancement of the innate immune response after COVID-19. 
Our objective was to clarify the quantitative and phenotypic characteristics of certain subsets of neutrophil 
granulocytes, i.e., CD16+IFNα/βR1-CD119+, CD16+IFNα/βR1+CD119-, CD16+IFNα/βR1+CD119+, in 
peripheral blood of patients with post-COVID syndrome. 

We have examined 39 patients (24-60 years old) with PCS 3 months after COVID-19 (study group 1, 
SG1). The comparison group (CG) included 30 volunteers examined over the pre-COVID period. Detection 
of herpesvirus infections (HSV1, EBV, HHV6, CMV) was carried out in scrapings from the tonsils and the 
posterior wall of the pharynx. To determine the severity of the clinical PCS symptoms, a questionnaire was used 
to assess its severity using a point scale. The content and phenotype of NG subsets CD16+IFNα/βR1-CD119+, 
CD16+IFNα/βR1+CD119-, CD16+IFNα/βR1+CD119+ were assessed by means of FC 500 (Beckman Coulter, 
USA). 

In all patients of SG1, clinical manifestations of CFS and CD were revealed, at the average severity 
rates of 16.0 points (14.75-20.25). When detecting herpesvirus infections, 37.2% had only HSV1 infection; 
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62.8% of patients showed mixed infection (HSV1, EBV, HHV6), which exhibited more pronounced clinical 
symptoms. We have noted absence of CD16+IFNα/βR1+CD119+NG subset and phenotype transformation 
of CD16+IFNα/βR1-CD119+NG, CD16+IFNα/βR1+CD119-NG subsets. Increased density expression of 
CD16, IFNα/βR1, CD119 receptors was also found (p1-3 < 0.05) thus suggesting ability to accept the interferon 
signaling and response. 

Reduced infectious burden in the post-COVID period and adequate functioning of the immune system, 
including the neuroimmunoendocrine regulation mechanisms, should contribute to the functional recovery 
of various organs, systems, thus neutralizing the PCS manifestations. Therefore, usage of recIFNα2b in 
combination with highly active antioxidants may contribute to development of protective immunity, prevention 
of acute respiratory viral infections, exacerbation of chronic infections, and restoration of the NG phenotypes 
followed by restoration of anti-infectious immune balance.

Keywords: post-COVID syndrome, neutrophil granulocytes, subsets, phenotype, interferon, chronic fatigue syndrome, herpesvirus 
infections

Введение
По мнению зарубежных и российских уче-

ных, остаточные и вновь приобретенные клини-
ческие проявления после перенесенной новой 
коронавирусной инфекции значительно распро-
странены не только у пациентов с коморбидной 
патологией, но и среди молодых и ранее не предъ-
являвших жалобы здоровых людей [2]. Часть па-
циентов, перенесших COVID-19 разной степени 
тяжести после периода реконвалесценции, отме-
чают различные проявления постковидного син-
дрома (ПКС). 

ПКС представляет собой клиническое состо-
яние, возникающее примерно через 3 месяца, 
после перенесенного COVID-19, с сохраняющи-
мися не менее 2 месяцев симптомами, отражаю-
щими дисфункцию многих систем и органов, ко-
торые не могут быть объяснены альтернативным 
диагнозом [10]. Проявления ПКС разнообразны, 
непредсказуемы, и крайне важно оценить у таких 
пациентов развитие возможных осложнений, ча-
сто сопровождающих течение тяжелых вирусных 
инфекций с развитием синдрома хронической 
усталости (СХУ) и выраженных когнитивных 
расстройств (КР) [8].

Стойкое ощущение СХУ характеризуется 
астенией различной степени тяжести, затяжным 
или волнообразным течением и является одной 
из самых частых жалоб пациентов [1]. 

Особого внимания заслуживают выраженные 
КР: снижение процессов запоминания, усвоения 
новой информации, понимания, воспроизведе-
ния увиденного, услышанного, прочитанного, 
выполнения повседневной деятельности, обще-
ния с окружающими, трудности с концентра-
цией внимания, снижение умственной работо-
способности, забывчивость, ощущение «тумана 
в голове», нарушение сна и засыпания, а также 
многочисленные и разнообразные вегетатив-

ные нарушения (головная боль, головокруже-
ние, перепады артериального давления и пульса, 
аритмии, тахикардии), мигрирующие боли в су-
ставах и мышцах. При оценке нейропсихологи-
ческого тестирования и двигательной активно-
сти выявляются дефекты коммуникативности, 
внимания, узнавания, понимания, мышления, 
моторики, запоминания, воспроизведения ряда 
слов, цифр, фигур, страдают приспособительное 
поведение, работоспособность, познавательная 
деятельность, осмысливание, оперативная, фик-
сационная, кратковременная и долговременная 
память [14].

Реже больных беспокоят: повышенная пот-
ливость, длительный субфебрилитет, непосто-
янные боли в спине, поясничной области, горле, 
грудной клетке, одышка, кашель, регионарная 
лимфоаденопатия, потеря или изменение вкуса, 
запаха или слуха, плохая переносимость света и 
шума, боли в животе, диарея, кожные проявле-
ния васкулитов и/или аллергических реакций, 
выпадение волос и другие проявления [3]. Со-
храняющиеся негативные сдвиги в физическом 
и эмоциональном состоянии приводят к соци-
альной дезадаптации пациентов и отрицательно 
отражаются на качестве их жизни. Наблюдают-
ся панические атаки, расстройства настроения: 
эмоциональная лабильность и психогенная де-
прессия, повышенная тревожность и различные 
фобии, асоциальное поведение, конфликтность. 
Попытки родственников и врачей повлиять на 
самооценку больного провоцируют психотиче-
ские реакции, взрывное поведение, конверсион-
ные нарушения, суицид [1]. Эти перечисленные 
осложнения встречаются у 30–50% реконвалес-
центов, чаще у женщин, чем у мужчин, а их вы-
раженность и стойкость более высока у больных 
с полиорганными и коморбидными формами 
патологии, находившихся на лечении в палатах 
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интенсивной терапии и реанимационных отде-
лениях [15].

Дисбаланс в работе иммунной системы может 
сопровождаться при ПКС развитием аутоиммун-
ных механизмов, истощением и функциональ-
ной неполноценностью клеток врожденного и 
адаптивного иммунитета [8]. Нарушения моле-
кулярных механизмов, связанные с продукцией 
интерферона (IFN), и проявление различных 
дисфункций нейтрофильных гранулоцитов (НГ) 
являются ключевым признаком постковидно-
го периода [6]. Это отмечается как на уровне 
системного, так и мукозального иммунитета, 
и определяет развитие целого ряда симптомов, 
включая восприимчивость к острым инфекци-
онным заболеваниям различной этиологии и 
активацию персистирующих герпесвирусных ин-
фекций (ГВИ) [13]. Было показано, что острое 
течение COVID-19 сопровождается дефицитом 
выработки IFN, при этом происходит активация 
персистирующих ГВИ – вируса Эпштейна–Бар-
ра (ВЭБ), цитомегаловируса (ЦМВ), вируса гер-
песа человека 6-го типа (ВЧГ6) [13]. 

Кроме того, у большей части пациентов от-
мечаются возвратные респираторные инфекции 
в виде частых повторных эпизодов ОРВИ, обо-
стрение хронических бактериальных и грибковых 
инфекций (хронические гаймориты, синуситы, 
фарингиты, отиты, циститы, уретриты, вульвова-
гиниты и др.), развитие коинфекций различной 
локализации [6]. 

Особое значение в противовирусной иммун-
ной защите при COVID-19 принадлежит НГ, ко-
торые играют важную роль в развитии, течении, 
исходе COVID-19 и при восстановлении в пост-
ковидном периоде, что связано с изменением их 
количества и функциональности [7]. Являясь эф-
фекторными и регуляторными клетками иммун-
ной системы, НГ экспрессируют поверхностные 
мембранные рецепторы к IFNα и IFNγ, форми-
руя субпопуляции с определенным фенотипом. 
Путем связывания с этими рецепторами IFNα и 
IFNγ способны регулировать функциональную 
активность НГ [14]. 

Для уточнения иммунопатогенеза ПКС, раз-
работки новых диагностических методов мони-
торинга и наблюдения, контролирующих осо-
бенности прогрессирования и тяжесть болезни, 
создания новых таргетных иммунотерапевтиче-
ских стратегий в лечении пациентов в постковид-
ном периоде и предотвращения возникновения 
тяжелых осложнений болезни, крайне важным и 
актуальным является, наряду с оценкой клиниче-
ской симптоматики, также и изучение различных 
функционально-значимых субпопуляций НГ. 

Изучение молекулярных механизмов наруше-
ний в системе НГ у пациентов с проявлениями 
ПКС, связанных с продукцией IFN, рецептор-
ной функцией НГ, в частности субпопуляций, 
экспрессирующих IFNα/βR, IFNγR (CD119) на 
мембране НГ, является актуальным и представ-
ляет несомненный интерес, что может помочь в 
поиске терапевтических стратегий, с целью вос-
становления и усиления врожденного иммунного 
ответа после перенесенной SARS-CoV-2 инфек-
ции.

Цель  – уточнить количественные и фено
типические характеристики субпопуляций 
CD16+IFNα/βR1-CD119+, CD16+IFNα/βR1+CD119-,  
CD16+IFNα/βR1+CD119+ нейтрофильных гра-
нулоцитов периферической крови пациентов с 
постковидным синдромом.

Материалы и методы
Обследовано 39 пациентов обоего пола (19 

женщин, 20 мужчин) в возрасте от 24 до 60 лет с 
различными симптомами и проявлениями ПКС, 
находившихся на диспансерном наблюдении че-
рез 3 месяца после перенесенного заболевания 
COVID-19  – группа исследования 1 (ГИ1). По 
данным анамнеза вирус SARS-CoV-2 в ГИ1 был 
идентифицирован в остром периоде положитель-
ным ПЦР-тестом. По результатам компьютерной 
томографии органов грудной клетки в остром 
периоде COVID-19 характеризовался картиной 
вирусного поражения КТ 2-3. Группа сравнения 
(ГС) сформирована из 30 добровольцев сопоста-
вимых по полу и возрасту, обследованных в до-
ковидный период. 

У всех пациентов получено информированное 
согласие на участие в исследовании, согласно 
Хельсинкской декларации Всемирной медицин-
ской ассоциации 2013 г., и на обработку персо-
нальных данных.

При комплексном исследовании, кроме тра-
диционных методов, включавших сбор анамне-
за, методы физикального обследования, общий 
и биохимический анализы крови, использовали 
метод ПЦР в реальном времени для детекции 
ГВИ (ВПГ1, ВЭБ, ВЧГ6, ЦМВ) в соскобе с мин-
далин и задней стенки глотки, что имело значе-
ние для выявления реактивации хронических 
ГВИ.

Для оценки выраженности клинических сим-
птомов у пациентов с СХУ и КР использована 
ранее разработанная нами анкета для пациентов 
с ПКС, в которой оценивалось наличие или от-
сутствие симптомов в зависимости от тяжести их 
проявления в баллах от 0 до 5 [11]. 
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На следующем этапе было проведено ис-
следование количества НГ, % субпопуляций  
CD16+IFNα/βR1-CD119+, CD16+IFNα/βR1+CD119-,  
CD16+IFNα/βR1+CD119+ и их фенотипа по 
плотности экспрессии мембранных рецепто-
ров  – MFI (FC 500, Beckman Coulter, США) с 
использованием конъюгатов МКАТ: IFNαβR1-
FITC, CD119-PE, CD16-ECD (Beckman Coulter 
International S.A., Франция). Для статистической 
обработки полученных данных использованы 
компьютерные программы Microsoft Excel. Ре-

зультаты представляли в виде медианы (Ме) и 
верхнего и нижнего квартилей (Q0,25-Q0,75), при-
меняли критерии Манна–Уитни. Достоверность 
различия определяли при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
В результате проведенного исследования 

установлено, что частота встречаемости клини-
ческих проявлений СХУ и КР была выявлена у 
всех пациентов ГИ1 с оценкой их выраженности 

ТАБЛИЦА 1. ВЫРАЖЕННОСТЬ КЛИНИЧЕСКИХ ПРОЯВЛЕНИЙ ПОСТКОВИДНОГО СИНДРОМА У ПАЦИЕНТОВ, 
ПЕРЕНЕСШИХ COVID-19 (В БАЛЛАХ), Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. SEVERITY OF CLINICAL MANIFESTATIONS OF POST-COVID SYNDROME IN PATIENTS WHO UNDERWENT 
COVID-19 (IN POINTS), Me (Q0.25-Q0.75)

Симптомы
Symptoms 

Группа сравнения
(ГС)

Comparison group 
n = 30

Пост-COVID-19
(ГИ1)

Post-COVID-19
n = 39

Синдром хронической усталости, 
непереносимость физической нагрузки, 
снижение работоспособности, повышенная 
утомляемость
Chronic fatigue syndrome, exercise intolerance, 
decreased performance, increased fatigue

0,5 (0,1-1,0) 3,0 (2,0-3,0)*

Снижение процессов запоминания, трудности 
с концентрацией внимания, ощущение тумана 
в голове
Reduced memorization processes, difficulty 
concentrating, feeling foggy in the head

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

Головная боль, головокружение, мигрень
Headache, dizziness, migraine 0,5 (0,1-1,0) 2,0 (2,0-3,0)*

Артралгии, миалгии
Arthralgia, myalgia 0,0 (0,0-0,0) 2,0 (1,0-3,0)*

Панические атаки, расстройства настроения, 
эмоциональная лабильность, психогенная 
депрессия
Panic attacks, mood disorders, emotional lability, 
psychogenic depression

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

Нарушения засыпания и сна
Falling asleep and sleep disorders 0,0 (0,0-0,0) 2,0 (1,5-2,0)*

Повышенная потливость, субфебрилитет
Excessive sweating, subfebrility 0,0 (0,0-0,0) 1,0 (1,0-1,5)*

Кашель и одышка
Cough and shortness of breath 0,0 (0,0-0,0) 0,0 (0,0-1,5)

Клинические проявления герпесвирусных 
инфекций
Clinical manifestations of herpesvirus infections

0,0 (0,0-0,0) 0,0 (0,0-1,5)

Общее количество баллов
Total number of points 1,0 (0,5-2,0) 16,0 (14,75-20,25)*

Примечание. * – значимость отличий от показателей группы сравнения, р < 0,05.

Note. *, the significance of differences from the indicators of the comparison group; p < 0.05.
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согласно разработанной нами 5-балльной шкале 
(0 баллов – отсутствие симптомов; 1 балл – ми-
нимальные симптомы; 2 балла  – средняя выра-
женность симптомов; 3 балла – тяжелая степень; 
4 балла  – очень тяжелая степень; 5 баллов  – 
крайне тяжелая степень). Таким образом, общее 
количество баллов составило – 16,0 (14,75-20,25), 
что в 16 раз больше чем в ГС-1,0 балл (0,5-2,0) 
(р < 0,05) (табл. 1). 

Наиболее выраженными признаками, кото-
рые отмечались в 100% случаев в ГИ1 являлись: 
ощущение хронической усталости, непереноси-
мость физической нагрузки, снижение работо-
способности, повышенная утомляемость. Также 
у всех пациентов в разной степени выраженно-
сти выявлялись когнитивные нарушения в виде 
снижения процессов запоминания, трудности с 
концентрацией внимания, ощущение «тумана 
в голове», панических атак и психогенной де-
прессии, нарушениях сна и засыпания, а также 

присутствовали головная боль, головокружение, 
артралгии, миалгии. У большинства пациентов 
(75%) возникали периодически повышенная 
потливость и субфебрилитет, а в 18% случаев дли-
тельно сохранялись кашель и одышка. 

У пациентов ГИ1 были установлены клиниче-
ские признаки ГВИ с последующей их детекци-
ей. Согласно полученным данным, показано, что 
в ГИ1 частота встречаемости моно- и микст-ГВИ 
была следующей: у 20 пациентов отмечались кли-
нические проявления ВПГ1-инфекции орофа-
циальной локализации; из них у 37,2% детекти-
ровалась моно-ГВИ – ВПГ1-инфекция; у 62,8% 
определялась микст-ГВИ: ВПГ1-инфекция и 
ВЭБ-инфекция (36,8%); ВПГ1-инфекция и 
ВЧГ6-инфекция (21%); ВПГ1-инфекция, ВЭБ-
инфекция и ВЧГ6-инфекция (5%). Среди па-
циентов, страдающих микст-ГВИ, отмечались 
наиболее яркие клинические проявления ПКС, 
среди которых лидирующее место занимали дли-

ТАБЛИЦА 2. ФЕНОТИП СУБПОПУЛЯЦИЙ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ, ЭКСПРЕССИРУЮЩИХ РЕЦЕПТОРЫ 
К IFN I И II ТИПОВ И АКТИВАЦИОННЫЙ МАРКЕРНЫЙ РЕЦЕПТОР CD16 У ПАЦИЕНТОВ В ПОСТКОВИДНОМ ПЕРИОДЕ, 
Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. PHENOTYPE OF NEUTROPHIL GRANULOCYTE SUBSETS EXPRESSING TYPE I AND II IFN RECEPTORS AND CD16 
ACTIVATION MARKER RECEPTOR IN POST-COVID PATIENTS, Me (Q0.25-Q0.75)

Показатели
Parameter

Группа сравнения (ГС)
Comparison group

n = 30

Пост-COVID-19 (ГИ1) 
Post-COVID-19

n = 39
CD16+IFNαα/ββR1-CD119+НГ
CD16+IFNαα//ββR1-CD119+NG

НГ, %
NG, % 93,7 (89,8-96,5) 94,4 (92,6-96,1)

MFI CD16 39,8 (20,4-51,3) 103,5 (73,9-121,0)*

MFI CD119 2,8 (2,5-3,1) 5,2 (4,4-6,2)*

CD16+IFNαα/ββR1+CD119-НГ
CD16+IFNαα//ββR1+CD119-NG

НГ, %
NG, % 1,4 (0,5-2,4) 0,5 (0,4-2,0)

MFI CD16 39,9 (22,9-54,5) 67,7 (58,5-100,3)*

MFI IFNαα/ββ 3,4 (2,6-4,1) 15,3 (6,8-22,2)*

CD16+IFNαα/ββR1+CD119+НГ
CD16+IFNαα//ββR1+CD119+NG

НГ, %
NG, % 1,0 (0,4-1,8) 0

MFI CD16 39,1 (26,6-50,3) 0

MFI IFNαα/ββ 5,7 (4,6-6,5) 0

MFI CD119 3,2 (2,9-5,8) 0

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.
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тельные ощущения СХУ и КР, а выраженность 
симптомов составляла 19 (17-21) баллов, тогда 
как при моно-ГВИ – 15 (14-16) баллов.

При исследовании уровня субпопуля-
ций НГ, экспрессирующих рецепторы к IFN  I 
(IFNα/βR1), II типов IFNγR (CD119) и ак-
тивационный маркерный рецептор CD16, 
было установлено, что в периферической 
крови ГС циркулируют 3 субпопуляции НГ:  
CD16+IFNα/βR1-CD119+, CD16+IFNα/βR1+CD119-,  
CD16+IFNα/βR1+CD119+. НГ субпопуляции 
CD16+IFNα/βR1-CD119+ составляют 93,7 (89,8-
96,5)% с плотностью экспрессии по MFI CD16 – 
39,8 (20,4-51,3) и CD119+(IFNγ)  – 2,8 (2,5-3,1). 
Доля субпопуляции CD16+IFNα/βR1+CD119-, 
не экспрессирующая рецептор к IFNγ, была 
представлена 1,4 (0,5-2,4)% НГ с плотностью 
экспрессии по MFI IFNα/βR1  – 3,4 (2,6-4,1) и 
MFI CD16  – 39,9 (22,9-54,5). Также определя-
лась субпопуляция НГ CD16+IFNα/βR1+CD119+, 
одновременно экспрессирующая IFNα/β и IFNγ 
рецепторы, представленная всего 0,9 (0,4-1,8)% 
НГ, но при этом имеющая более высокие значе-
ния плотности экспрессии IFNα/βR1 (p > 0,05) и 
CD119 молекул (p > 0,05) (табл. 2). 

В ГИ 1 содержание НГ субпопуляции 
CD16+IFNα/βR1-CD119+НГ не отличалось от 
ГС (p  >  0,05), но при этом было выявлено уве-
личение плотности экспрессии рецепторов по 
MFI в 2,6 раза CD16 (p < 0,05) и в 1,9 раз CD119 
(p  <  0,05). Напротив, наблюдалась тенденция 
снижения в 2,8 раз содержания субпопуляции 
CD16+IFNα/βR1+CD119-НГ (p > 0,05). При этом 
для этой субпопуляции были характерны повы-
шенные уровни экспрессии в 4,5 раза рецептора 
IFNα/βR1 (p < 0,05) и в 1,7 раз CD16 (p < 0,05) 
по отношению к показателям ГС. Отличитель-
ной особенностью показателей ГИ 1 явилось от-
сутствие субпопуляции CD16+IFNα/βR1+CD119+ 
(табл. 2). При этом только у 3 пациентов с микст-
ГВИ (ВПГ1-инфекция, ВЭБ-инфекция и ВЧГ6-
инфекция) регистрировались 0,3 (0,3-0,7)% НГ 
субпопуляции CD16+IFNα/βR1+CD119+ с по-
вышенными в 1,8 раз MFI IFNα/βR1-10,3 (9,82-
10,5), в 6 раз CD119 – 18,4 (10,4-34,8) и в 1,4 раза 
CD16  – 54,7 (38,4-91,8) по отношению к значе-
ниям ГС (p1-3 < 0,05).

Таким образом, у пациентов с ПКС на фоне 
моно- и микст-ГВИ отмечается трансформация 
фенотипа субпопуляций НГ, несущих рецепторы 
к IFNα и IFNγ и активационный рецептор CD16, 
отвечающий за цитотоксичность НГ по отно-
шению к инфицированным вирусами клеткам. 
Выявлено статистически значимое повышение 
плотности экспрессии всех изучаемых рецепто-

ров на субпопуляциях CD16+IFNα/βR1+CD119-

НГ и CD16+IFNα/βR1-CD119+НГ, демонстри-
рующих готовность к восприятию цитокиновых 
сигналов и ответа на них.

Ранее нами были получены данные об ана-
логичных вариантах трансформации феноти-
па субпопуляций НГ CD16+IFNα/βR1–CD119+,  
CD16+IFNα/βR1+CD119–, CD16+IFNα/βR1+CD119+  
на фоне неадекватно низкого уровня IFN I и II 
типов у пациентов в острый период COVID-19 [5]. 
Кроме того, следует отметить, что регистрируе-
мые показатели повышенной плотности экспрес-
сии CD16, IFNα/βR1 и CD119 при COVID-19 
были существенно ниже, выявляемых значений 
у пациентов с ПКС через 3 месяца после перене-
сенного заболевания. 

Сопоставление полученных результатов по-
зволяет предположить, что у пациентов с ПКС со-
храняется дефицит IFN, что способствует актива-
ции ГВИ. Из данных литературы также известно, 
что при COVID-19 на фоне дефицита IFN I типа 
происходит активация ВЭБ, ЦМВ, ВЧГ6 [9].

Также были продемонстрированы экспе-
риментальные данные позитивного влияния 
рекIFNα2b на количественные и фенотипи-
ческие характеристики 3 субпопуляций НГ:  
CD16+IFNα/βR1-CD119+НГ, CD16+IFNα/βR1+CD119-НГ,  
CD16+IFNα/βR1+CD119+НГ, и фагоцитарную 
функцию пациентов с COVID-19. В эксперимен-
те in vitro было показано восстановление дефект-
ной экспрессии NF-kB под влиянием рекIFNα2b 
у 48% НГ пациентов с ГВИ [5].

Заключение
С этих позиций в лечении пациентов с ПКС с 

позитивной клинико-иммунологической эффек-
тивностью может быть использован рекIFNα2b в 
комбинации с высокоактивными антиоксидан-
тами, который может способствовать форми-
рованию протективного иммунитета и быть по-
лезен как для профилактики различных острых 
вирусных инфекций, так и обострения хрониче-
ских вирусных инфекций, в частности ГВИ, ре-
ставрации измененного фенотипа субпопуляций 
НГ и способности к восприятию интерферонов 
с последующим устранением дисбаланса в про-
тивоинфекционном иммунитете. Снижение ин-
фекционной нагрузки в постковидном периоде 
и адекватная работа иммунной системы в реа-
лизации механизмов нейроиммуноэндокринной 
регуляции будут способствовать восстановлению 
функционирования различных органов и систем, 
что позволит нивелировать проявления постко-
видного синдрома.
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ВЛИЯНИЕ СИНТЕТИЧЕСКОГО АНАЛОГА  
АКТИВНОГО ЦЕНТРА ГМ-КСФ – ПЕПТИДА ZP2 
НА АНТИЛИЗОЦИМНУЮ АКТИВНОСТЬ ГРИБОВ  
РОДА CANDIDA 
Пашинина О.А., Карташова О.Л., Пашкова Т.М., Гриценко В.А. 
Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза Уральского отделения Российской академии наук – 
структурное научное подразделение ФГБУН «Оренбургский федеральный исследовательский центр» 
Уральского отделения Российской академии наук, г. Оренбург, Россия

Резюме. Цель  – проанализировать характер влияния синтетического аналога активного центра 
ГМ-КСФ – пептида ZP2 на антилизоцимную активность (АЛА) грибов рода Candida. 

В работе использовали 32 вагинальных изолята Candida spp. пяти видов, выделенных из отделяе-
мого влагалища от условно здоровых беременных в рамках скрининга. Для изучения влияния ZP2 на 
АЛА грибов рода Candida проводили сокультивирование грибов с раствором ZP2 в бульоне Сабуро 
при 37 °С в течение 24 ч. Далее определяли АЛА грибов фотометрическим методом. 

Установлено, что пептид ZP2 вызывал снижение экспрессивности АЛА вагинальных изолятов 
Candida spp.: потерю АЛА у изолятов C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei и у части изолятов C. albicans, а 
также снижение уровня АЛА у C. kefir и другой части изолятов C. albicans. Таким образом, синтети-
ческий аналог активного центра ГМ-КСФ – пептид ZP2 оказывает ингибирующее действие на АЛА 
грибов рода Candida 

Ключевые слова: Candida, антилизоцимная активность, синтетический аналог ГМ-КСФ – пептид ZP2

EFFECT OF SYNTHETIC ANALOGUE OF ZP2 PEPTIDE, AN 
ACTIVE CENTER OF GM-CSF, UPON ANTILYSOZYME ACTIVITY 
OF CANDIDA
Pashinina O.A., Kartashova O.L., Pashkova T.M., Gritsenko V.A.
Institute of Cellular and Intracellular Symbiosis, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Branch of Orenburg 
Federal Research Center, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Orenburg, Russian Federation

Abstract. Our aim was to analyze the effects of the ZP2 peptide, a synthetic analogue of active center of 
GM-CSF, upon antilysozyme activity (ALA) of Candida. 

32 vaginal isolates of Candida spp were used in the work. Five species have been isolated from the vaginal 
secretions of the conditionally healthy pregnant women taken within a screening program. To study the effect 
of ZP2 on the ALA of the Candida fungi, the fungal cells were co-cultured with a ZP2 solution in Saburo broth 
medium at 37 oC for 24 hours. Thereafter, ALA of fungi was determined by photometric method. 



374

Pashinina O.A. et al.
Пашинина О.А. и др.

Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal
Российский иммунологический журнал

Введение
Антилизоцимная активность (АЛА) – один из 

факторов персистенции, обеспечивающих толе-
рантность микроорганизмов к действию лизоци-
ма человека и животных.

У дрожжеподобных грибов рода Candida АЛА 
встречается практически в 100% случаев [3, 8]. 
Распространенность и выраженность данного 
признака были изучены у грибов, выделенных 
при разных заболеваниях и из различных биото-
пов тела человека, при этом выявлено, что при-
сутствие грибов с высоким уровнем АЛА спо-
собствует длительному течению инфекционного 
процесса и может быть критерием его хрониза-
ции [9, 10, 12, 14]. Рядом авторов показано влия-
ние факторов различного генеза на выраженность 
АЛА у грибов рода Candida [15, 16, 17]. Однако 
влияние синтетического аналога активного цен-
тра гранулоцитарно-макрофагального колоние-
стимулирующего фактора (ГМ-КСФ) – пептида 
ZP2 на антилизоцимную активность грибов рода 
Candida ранее не исследовалось. 

В то же время известно, что данный пептид 
ZP2 обладает широким спектром биологиче-
ского действия [5, 7]. В частности, установлены 
его модифицирующие эффекты на способность 
S. aureus формировать биопленки [4], а также по-
казано его влияние на антицитокиновую актив-
ность ряда микроорганизмов и их способность к 
продукции цитокиноподобных веществ [6, 11]. 

Вышеизложенное указывает на актуальность 
изучения влияния синтетического пептида ZP2 
на биологические свойства грибов рода Candida, 
в том числе, на их антилизоцимную активность и 
другие факторы персистенции. 

Цель  – проанализировать характер влия-
ния синтетического аналога активного центра 
ГМ- КСФ – пептида ZP2 на антилизоцимную ак-
тивность грибов рода Candida.

Материалы и методы
В работе использовали 32 вагинальных изоля-

та Candida spp. пяти видов (C. albicans, C. glabrata, 

C. tropicalis C. krusei, C.kefir), выделенных из от-
деляемого влагалища от условно-здоровых бе-
ременных в рамках регламентированного скри-
нинга. Выделение грибов осуществляли по [13], 
видовую идентификацию изолятов грибов про-
водили общепринятым методом на основании 
морфологических и биохимических свойств. 

Для изучения влияния ZP2 на АЛА грибов рода 
Candida проводили культивирование 1 мл взвеси 
грибов в физиологическом растворе с 1 мл рас-
твора ZP2 концентрацией 0,1 мкг/мл в 2 мл бу-
льона Сабуро при 37 °С в течение 24 ч. Контролем 
служили пробы без добавления раствора ZP2. За-
тем контрольные и опытные пробы центрифуги-
ровали в течение 15 мин при 3000 об/мин, слива-
ли надосадочную жидкость, добавляли к осадку 2 
мл бульона Сабуро и ресуспензировали. Далее от-
бирали по 150 мкл взвеси для оценки уровня АЛА 
грибов, которую определяли фотометрическим 
методом [2]. Полученные данные были обработа-
ны методами вариационной статистики [1].

Результаты и обсуждение
Установлено, что представители всех изучен-

ных видов грибов рода Candida проявляли АЛА, но 
с разной частотой. Инактивировать лизоцим были 
способны 100% изолятов C. glabrata и C. krusei, 
86% – C. albicans, 75% – C. tropicalis и 50% – C. kefir. 

Максимальный уровень АЛА отмечен у C. kefir 
(0,52±0,04 мкг/мл), минимальный – у C. tropicalis 
(0,18±0,01 мкг/мл), у C. albicans, C. glabrata и 
C. krusei выраженность АЛА составила 0,39±0,01, 
0,33±0,01 и 0,24±0,02 мкг/мл соответственно. 

В результате проведения опытов in vitro уста-
новлено, что синтетический пептид ZP2 вызывал 
потерю способности инактивировать лизоцим у 
изолятов C. glabrata, C. tropicalis и C. krusei, а также 
у 50% штаммов C. albicans. На распространенность 
признака у C. kefir пептид влияния не оказывал. 

При анализе влияния синтетического пептида 
ZP2 на выраженность антилизоцимного призна-
ка у вагинальных изолятов Candida spp. установ-
лено достоверное снижение уровня АЛА у грибов 

ТАБЛИЦА 1. ВЛИЯНИЕ ПЕПТИДА ZP2 НА АНТИЛИЗОЦИМНУЮ АКТИВНОСТЬ (АЛА) ГРИБОВ РОДА CANDIDA
TABLE 1. EFFECT OF PEPTIDE ZP2 ON THE ANTILYSOZYME ACTIVITY (АLА) OF CANDIDA spp.

Распространенность, % / Prevalence, % Выраженность, мкг/мл / Expression, mcg/mL
Контроль / Control Опыт / Experience Контроль / Control Опыт / Experience

C. albicans (n = 16) 86 43 0,39±0,01 0,27±0,03*
C. glabrata (n = 4) 100 0 0,33±0,02 0
C. tropicalis (n = 4) 75 0 0,18±0,01 0
C. krusei (n = 4) 100 0 0,24±0,01 0
C. kefir (n = 4) 50 50 0,52±0,04 0,24±0,02*

Примечание. * – p < 0,01. 
Note. *, p < 0.01.

It was found that the ZP2 peptide caused a decreased expression of ALA of vaginal Candida spp. Isolates, 
i.e., loss of ALA in the isolates of C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei and some isolates of C. albicans, as well as 
a decreased level of ALA in C. kefir and other C. albicans isolates. Thus, the synthetic analogue of ZP2 peptide 
(active center of GM-CSF) showed an inhibitory effect upon the antilysozyme activity of Candida.

Keywords: Candida, antilysozyme activity, synthetic analogue of GM-CSF – peptide ZP2
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всех изученных видов. Так, у C. albicans отмече-
но уменьшение выраженности АЛА в 1,5 раза с 
0,39±0,01 до 0,27±0,03 мкг/мл, а у C. kefir – в 2,1 
раза с 0,52±0,04 до 0,24±0,02 мкг/мл (p  <  0,01) 
(табл. 1). 

Заключение
Впервые охарактеризовано влияние синтети-

ческого аналога активного центра гранулоцитар-
но-макрофагального колониестимулирующего 
фактора (ГМ-КСФ)  – пептида ZP2 на анти-
лизоцимную активность штаммов грибов рода 

Candida, выделенных из репродуктивного тракта 
условно-здоровых беременных. Установлено, что 
пептид ZP2 оказывал модифицирующее действие 
на антилизоцимную активность грибов рода 
Candida, снижая как распространенность, так и 
выраженность АЛА. 

Полученные материалы открывают возмож-
ность применения пептида ZP2 в качестве веще-
ства, которое может быть эффективно в терапии 
инфекций, вызванных персистирующими штам-
мами грибов рода Candida, а также для коррекции 
вагинальной микрофлоры при носительстве гри-
бов данного рода.
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ВЛИЯНИЕ КУКУРБИТУРИЛОВ НА КОЛИЧЕСТВО 
И КЛЕТОЧНЫЙ СОСТАВ ЛЕЙКОЦИТОВ  
ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ЛАБОРАТОРНЫХ  
ЖИВОТНЫХ ПРИ ПАРЕНТЕРАЛЬНОМ ВВЕДЕНИИ IN VIVO
Пашкина Е.А.1, Актанова А.А.1, Коваленко Е.А.2, Козлов В.А.1
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия  
2 ФГБУН «Институт неорганической химии им. А.В. Николаева» Сибирского отделения Российской академии 
наук, г. Новосибирск, Россия

Резюме. Одной из актуальных проблем при разработке систем лекарственной доставки является 
иммунологическая безопасность наночастиц, применяемых в качестве основы для создания данных 
систем. Кукурбит[n]урилы (CB[n])  – молекулярные наноконтейнеры, способные инкапсулировать 
различные лекарственные препараты и служить основой для систем доставки. Кукурбитурилы явля-
ются малотоксичными соединениями, в условиях in vitro проявляют слабые иммуномодулирующие 
свойства, не обладая при этом иммунотоксичностью. 

Целью данного исследования была оценка действия кукурбитурилов в условиях in vivo на количе-
ство и субпопуляционный состав лейкоцитов периферической крови. 

В работе были использованы мыши линии BALB/c в возрасте 2-4 мес. Для проведения данного 
исследования кукурбитурилы разводились в фосфатно-солевом буфере и вводились лабораторным 
животным внутрибрюшинно (трехкратно в течение недели). 

При оценке влияния кукурбит[7]урила на показатели крови после трехкратного введения в течение 
недели внутрибрюшинно лабораторным животным статистически значимых изменений обнаружено 
не было. Однако при первом введении у лабораторных животных отмечалось небольшое увеличение 
относительного количества лимфоцитов после первого введения CB[6] и увеличение доли нейтрофи-
лов после первого введения CB[8]. В то же время после второго и третьего введения кукурбитурилов 
доли лимфоцитов и нейтрофилов находились в пределах нормы и не имели статистически значи-
мых различий по сравнению с контролем. Далее проводилась оценка влияния на субпопуляционный 
состав лимфоцитов периферической крови лабораторных животных. Было обнаружено, что после 
введения CB[6] в периферической крови наблюдалось снижение Т-лимфоцитов, и одновременно 
увеличение доли CD19+В-лимфоцитов по сравнению с контролем. CВ[7] и CB[8] не влияли на субпо-
пуляционный состав лимфоцитов периферической крови.

Было обнаружено, что введение CB[n] не влияло на показатели крови лабораторных животных, 
что может свидетельствовать о безопасности данных соединений в условиях in vivo. При этом CB[6] 
способен оказывать стимулирующее воздействие на гуморальный иммунитет, повышая относитель-
ное количество B-лимфоцитов.
Ключевые слова: кукурбитурилы, лекарственная доставка, иммунобезопасность, клетки крови, общий анализ крови
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EFFECT OF CUCURBITURILS ON THE NUMBERS AND 
DIFFERENTIAL COUNTS OF PERIPHERAL BLOOD 
LEUKOCYTES IN LABORATORY ANIMALS AFTER IN VIVO 
PARENTERAL ADMINISTRATION
Pashkina E.A.a, Aktanova A.A.a, Kovalenko E.A.b, Kozlov V.A.a
a Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation  
b A. Nikolaev Institute of Inorganic Chemistry, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russian 
Federation

Abstract. Immunological safety of nanoparticles is an urgent problem for development of drug delivery 
systems used as the basis for creating these systems. Cucurbit[n]urils (CB[n]) are molecular nanocontainers 
that can encapsulate various drugs and serve as the basis for delivery systems. Cucurbiturils are low-toxic 
compounds: under in vitro conditions, they exhibit weak immunomodulatory properties, without sufficient 
immunotoxicity. The aim of the present study was to evaluate the in vivo effects of cucurbiturils on the number 
and differential leukocyte counts in peripheral blood. 

BALB/c mice aged 2-4 months were used in the work. For this study, cucurbiturils were diluted in phosphate-
buffered saline and administered to laboratory animals intraperitoneally (three times a week). 

When evaluating the effect of cucurbit[7]uril on blood parameters of the animals after three intraperitoneal 
injections weekly, no statistically significant changes were registered. However, at first administration, the 
animals showed a slight increase in relative number of lymphocytes after the first injection of CB[6], and an 
increased proportion of neutrophils after the first administration of CB[8]. Meanwhile, the proportions of 
lymphocytes and neutrophils were within normal ranges after the 2nd and 3rd injections of cucurbiturils, and 
did not show any significant differences against the controls. Moreover, the impact upon the subpopulation 
composition of peripheral blood lymphocytes in laboratory animals was assessed. After injection of 
CB[6], there was a decrease in T lymphocytes in the peripheral blood, along with increased proportion of  
CD19+B lymphocytes compared with the controls. CB[7] and CB[8] injections did not affect the subpopulation 
profile of peripheral blood lymphocytes. 

We have found that intraperitoneal administration of CB[n] did not affect the blood parameters of laboratory 
animals, thus, probably suggesting the in vivo safety of these compounds. At the same time, CB[6] is able to 
exert a stimulating effect on humoral immunity by increasing relative contents of B lymphocytes.

Keywords: cucurbiturils, drug delivery, immunosafety, blood cells, blood test

Выполнено при финансовой поддержке Рос-
сийского научного фонда в рамках научного про-
екта РНФ № 19-15-00192. 

Введение
Кукурбитурилы  – это наноразмерные кави-

танды, имеющие форму тыквы, способные к 
включению в свою полость различных гидрофоб-
ных молекул или их фрагментов, а также связыва-
нию положительно заряженных групп в области 
порталов [3]. Благодаря подобным свойствам ку-
курбитурилы способны инкапсулировать различ-
ные лекарственные препараты и служить основой 
для систем доставки. В связи с этим актуальной 
является оценка биологической безопасности ку-
курбитурилов. В настоящее время известно, что 
кукурбитурилы в ряде исследований in vitro и in 
vivo продемонстрировали низкую токсичность [4, 
5, 6, 7, 8, 10, 12]. При применении кукурбитури-
лов в очень высоких дозах возможны проявления 
миотоксичности и нейротоксичности, однако в 
стандартных концентрациях, используемых при 
комплексообразовании с лекарственными пре-
паратами, признаков токсичности нет. Однако 
кроме иммунотоксичности необходимо также ис-
следовать и возможные иммуномодулирующие 

свойства систем доставки, так как иммуностиму-
лирующие либо иммуносупрессирующие эффек-
ты системы могут как усиливать, так и ослаблять 
действие доставляемого лекарственного средства. 

Поскольку кукурбит[n]урилы – это ряд гомо-
логов, отличающихся числом гликольурильных 
фрагментов, формирующих данную молекулу, а 
значит, и размером полости, нами для исследова-
ний были выбраны кукурбит[6]урил, кукурбит[7]
урил и кукурбит[8]урил (СВ[6], СВ[7] и СB[8] со-
ответственно), как обладающие наиболее подхо-
дящими для комплексообразования размерами и 
чаще других применяемые для создания систем 
лекарственной доставки. 

В предыдущих исследованиях мы оценили 
возможное иммуномодулирующее действие ку-
курбитурилов [1, 2, 9], было показано, что при 
культивировании в присутствии CB[n] усилива-
лась пролиферативную активность клеток и по-
вышалась экспрессию HLA-DR на лимфоцитах, 
что говорит о иммуностимулирующем действии. 
Важно отметить, что кукурбитурилы в условиях 
in vitro практически не оказывали иммуносупрес-
сивного действия, за исключением незначитель-
ного снижения экспрессии HLA-DR и продукции 
активных форм кислорода Т-хелперами в сти-
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мулированных культурах [2, 9]. Следовательно, 
представляется актуальным изучение иммунобе-
зопасности и возможного иммуномодулирующе-
го действия кукурбитурилов в условиях in vivo. 

Материалы и методы 
В работе были использованы мыши линии 

BALB/c в возрасте 2-4 мес. Для проведения дан-
ного исследования кукурбитурилы разводились в 
фосфатно-солевом буфере и вводились лабора-
торным животным внутрибрюшинно. 

Животные были разделены на группы по 6-7 
мышей, которым внутрибрюшинно трехкратно 
в течение недели проводили инъекции: первой 
группе – 0,25 мл фосфатно-солевого буфера, вто-
рой группе 4М раствора CB[6], третьей – второй 
группе 4М раствора CB[7], четвертой  – второй 
группе 4М раствора CB[8]. После каждого вве-
дения на следующий день лабораторным живот-
ным проводился анализ образцов крови в микро-
пробирки с гепарином. Забор крови проводился 
через сутки после очередной инъекции. Кровь в 
количестве 10 мкл получали после надреза кон-
чика хвоста, после проведения манипуляций 
рану прижигали раствором йода. Мазки крови 
фиксировали, окрашивали азур-эозином, после 
чего проводили подсчет количества лейкоцитов. 

На следующие сутки после третьего введения 
животные умерщвлялись декапитацией, после 
чего проводился набор проб периферической 
крови объемом 1 мл. Выделение мононуклеарных 
клеток крови проводили с помощью центрифу-
гирования на градиенте плотности фиколл-уро-
графина. Мононуклеарные клетки окрашивали 
с помощью моноклональных антител с флуорес-
центной меткой (CD45-FITC, СD3-APC, CD16-
PE/Cy7 и CD19-PE, BioLegend, США), после 
чего проводили цитометрический анализ с помо-
щью FACS CANTO II. 

Результаты и обсуждение
При оценке влияния кукурбит[7]урила на по-

казатели крови после трехкратного введения в 
течение недели внутрибрюшинно лабораторным 
животным статистически значимых изменений 
обнаружено не было. Однако при первом введе-
нии у лабораторных животных отмечалось не-
большое увеличение относительного количества 
лимфоцитов после первого введения CB[6] и уве-

Рисунок 1. Влияние кукурбитурилов на относительное 
количество нейтрофилов в периферической крови 
лабораторных животных
Figure 1. The effect of cucurbiturils on relative number 
of neitrophiles in the peripheral blood of laboratory animals

личение доли нейтрофилов после первого введе-
ния CB[8] (рис. 1). В то же время после второго и 
третьего введения кукурбитурилов доли лимфо-
цитов и нейтрофилов находились в пределах нор-
мы и не имели статистически значимых различий 
по сравнению с контролем.

Далее нами проводилась оценка влияния на 
субпопуляционный состав лимфоцитов. Было 
показано, что CB[7] и CB[8] не влияли на соот-
ношение Т-лимфоцитов, В-лимфоцитов и NK-
клеток в крови лабораторных животных (табл. 1). 
При этом CB[6] приводил к увеличению относи-
тельного количества В-лимфоцитов и пропорци-
онально снижал долю Т-клеток. Поскольку при 
проведении оценки общего числа лимфоцитов 
CB[6] не снижал данный показатель у лабора-
торных мышей, а, напротив, приводил к повы-
шению содержания лимфоцитов в перифериче-
ской крови после первого введения, подобные 
изменения в субпопуляционном составе могут 
быть связаны прежде всего с увеличением доли 
В-клеток, а не снижением абсолютного количе-
ства Т-лимфоцитов. 

Известно, что мыши линии BALB/c более 
склонны к развитию гуморального иммунного 
ответа [11], поэтому подобное увеличение доли 
B-лимфоцитов также может быть связано с осо-
бенностью реагирования данной линии живот-

ТАБЛИЦА 1. ВЛИЯНИЕ КУКУРБИТУРИЛОВ НА СУБПОПУЛЯЦИОННЫЙ СОСТАВ ЛИМФОЦИТОВ В ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ 
КРОВИ ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ
TABLE 1. EFFECT OF CUCURBITURILS ON THE SUBPOPULATION COMPOSITION OF LYMPHOCYTES IN THE PERIPHERAL 
BLOOD OF LABORATORY ANIMALS

PBS CB[6] CB[7] CB[8]
CD3+ 54,50±4,67% 42,90±5,25%* 54,50±3,33 58,20±3,87%
CD19+ 32,80±3,58% 50,10±5,86%* 37,60±3,34% 30,10±3,04%
CD16+ 4,70±0,91% 5,00±0,67% 4,18±0,76% 4,80±1,77%

Примечание. * – достоверные различия по сравнению с PBS.
Note. *, significant differences compared to PBS.
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ных. Однако поскольку CB[7] и CB[8] подобного 
эффекта в виде увеличения доли В-лимфоцитов 
не оказывали, можно предположить, что CB[6] 
способен активировать гуморальный иммунитет 
в условиях in vivo. Ранее в условиях in vitro было 
продемонстрировано, что СB[6] способен влиять 
на гуморальный иммунный ответ, усиливая анти-
генпрезентирующие свойства В-лимфоцитов  [9]. 
Следовательно, кукурбитурилы при парентераль-
ном введении не приводят к снижению количе-
ства иммунных клеток у лабораторных животных, 
но способны влиять на иммунологический баланс. 

Подобные результаты могут свидетельствовать 
о безопасности использования кукурбитурилов в 

качестве систем доставки in vivo и возможности 
применения данных наноразмерных кавитандов 
для модуляции иммунного ответа при лекар-
ственной доставке. 

Выводы
Было обнаружено, что введение CB[n] не вли-

яло на показатели крови лабораторных живот-
ных, что может свидетельствовать о безопасности 
данных соединений в условиях in vivo. При этом 
CB[6] способен оказывать стимулирующее воз-
действие на гуморальный иммунитет, повышая 
относительное количество B-лимфоцитов.
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СОДЕРЖАНИЕ МИЕЛОИДНЫХ КЛЕТОК- 
СУПРЕССОРОВ ПРИ АУТОИММУННЫХ  
ЗАБОЛЕВАНИЯХ У ДЕТЕЙ
Радыгина Т.В.1, Купцова Д.Г.1, Петричук С.В.1, Потапов А.С.1, 2,  
Мурашкин Н.Н.1, 2, 3, Абдуллаева Л.М.1, Курбатова О.В.1, 
Цветкова В.С.1
1 ФГАУ «Национальный медицинский исследовательский центр здоровья детей» Министерства 
здравоохранения РФ, Москва, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ (Сеченовский университет), Москва, Россия  
3 ФГБУ ДПО «Центральная государственная медицинская академия» Управления делами Президента РФ, 
Москва, Россия

Резюме. Клетки-супрессоры миелоидного происхождения (MDSCs) играют важную роль в регуля-
ции иммунного ответа. Показано увеличение их количества у взрослых пациентов с аутоиммунными 
заболеваниями. G-MDSCs, M-MDSCs и MDSCs(M-G-) на разных стадиях аутоиммунного заболева-
ния могут как активировать пролиферацию Т-клеток, приводя к прогрессированию заболевания, так 
и подавлять их, способствуя дифференцировке Treg-клеток. Аргиназа-1 (Arg-1) – фермент MDSCs, 
который снижает концентрацию аргинина, необходимого для пролиферации Т-лимфоцитов. Цель – 
оценить содержание популяций MDSCs и функциональную активность MDSCs у детей с аутоим-
мунными заболеваниями. Обследовано 75 детей с воспалительными заболеваниями кишечника, 60 
детей с рецидивирующе-ремиттирующим РС (РС), 69 детей с вульгарным псориазом (ПС), 62 здо-
ровых ребенка сравнимых по возрасту. Содержание общей популяции MDSCs ((CD3, CD19, CD56, 
HLA-DR)-, CD11b+ и CD33+), популяций MDSCs (M-MDSCs, G-MDSCs разделяли по экспрессии 
CD14 и CD15), оценку активности Arg-1 (в пермеабилизированных лимфоцитах) проводили мето-
дом проточной цитометрии. Результаты представлены в виде Me и Q0,25-Q0,75. Достоверность различий 
между группами оценивали непараметрическим U-критерием Манна–Уитни. Содержание MDSCs у 
пациентов с ВЗК, РС и ПС было достоверно выше, чем в группе сравнения, и зависело от состояния 
обострение/ремиссия. В обострении и ремиссии ВЗК, РС и ПС выявлено достоверное повышение 
% содержания MDSCs относительно здоровых детей, наибольшие значения выявлены у детей в обо-
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стрении РС (Me-3,5 (2,5-5,6) % МНК против Me-1,6 (0,9-2,5) % МНК, p < 0,001). У пациентов с РС 
содержание G-MDSC, M-MDSC было достоверно выше, а MDSC(M-G-) ниже показателей здоровых 
детей. Показано повышение абсолютного количества G-MDSC в обострении РС по сравнению с ре-
миссией заболевания (p = 0,022). Для пациентов с ВЗК получено значимое увеличение % содержания 
MDSCs и M-MDSC (p = 0,014 и p = 0,045 соответственно) в обострении заболевания относительно 
ремиссии. У пациентов с ВЗК, РС и ПС выявлено достоверное увеличение активности Arg-1 в MDSCs 
при снижении количества MDSCs у пациентов в ремиссии относительно обострения заболевания. 
У детей с аутоиммунными заболеваниями выявлено увеличение популяций MDSCs. Активность ар-
гниназы-1 в MDSCs увеличена в состоянии ремиссии на фоне снижения их количества. 

Ключевые слова: миелоидные клетки-супрессоры, ВЗК, РС, псориаз, дети

CONTENT OF MYELOID-DERIVED SUPPRESSOR CELLS IN 
AUTOIMMUNE DISEASES IN CHILDREN
Radygina T.V.a, Kuptsova D.G.a, Petrichuk S.V.a, Potapov A.S.a, b,  
Murashkin N.N.a, b, с, Abdullaeva L.M.a, Kurbatova O.V.a, 
Tsvetkova V.S.a
a National Medical Research Center for Children’s Health, Moscow, Russian Federation  
b I. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, Russian Federation  
c Central State Medical Academy of Department of Presidential Affairs, Moscow, Russian Federation

Abstract. Myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) play an important role in regulation of immune 
response. An increase in their number in adult patients with autoimmune diseases has been reported. 
G-MDSCs, M-MDSCs, and MDSCs(M-G-) at different stages of autoimmune disease may both activate 
T cell proliferation, leading to disease progression, or inhibit it, thus promoting Treg differentiation. Arginase-1 
(Arg- 1) is an enzyme in MDSCs that reduces the concentration of arginine required for T lymphocyte 
proliferation. Our aim was to evaluate the content of MDSCs populations and functional activity of MDSCs 
in children with autoimmune diseases. 75 children with inflammatory bowel diseases (IBD), 60 children with 
multiple sclerosis (MS), 69 children with psoriasis (PS), 62 healthy age-matched children were included into 
the study. The content of MDSCs ((CD3, CD19, CD56, HLA-DR)-, CD11b+ and CD33+), subpopulations of 
MDSCs (M-MDSCs, G-MDSCs expressing CD14 and CD15), assessment of Arg-1 activity were performed 
by flow cytometry techniques. The content of MDSCs in patients with IBD, MS and PS was significantly 
higher than in the comparison group and depended on the state of exacerbation/remission. In exacerbation 
and remission of IBD, MS and PS, a significant increase of MDSCs was revealed when compared with 
healthy children; the highest values were found in children in exacerbation of MS (Me-3.5 (2.5-5.6) % MNC 
against Me-1.6 (0.9-2.5) % MNC, p < 0.001). In patients with MS, the content of G-MDSC, M-MDSC was 
significantly higher, and MDSC(M-G-) was lower than in healthy children. An increase in absolute amounts of 
G-MDSCs was shown in MS exacerbation compared to the disease remission state (p = 0.022). For patients 
with IBD, a significant increase in percentage of MDSCs and M-MDSCs (p = 0.014 and p = 0.045, respectively) 
was obtained in exacerbation of the disease relative to remission state. In patients with IBD, MS, and PS, a 
significant increase in Arg-1 activity in MDSCs was found, with a decreased number of MDSCs in patients in 
remission compared to exacerbation phase of the disease. In children with autoimmune diseases, an increase in 
the MDSC populations was found. The activity of arginase-1 in MDSCs is increased in remission, along with 
a decrease in their numbers.

Keywords: myeloid-derived suppressor cells, inflammatory bowel disease, multiple sclerposis, psoriasis, children 

Введение
Клетки-супрессоры миелоидного происхож-

дения (MDSCs) происходят из гемопоэтиче-
ских стволовых клеток в результате измененно-
го миелопоэза в ответ на патогенные сигналы, 

такие как TLR, DAMPs, PAMPs, вызывая акти-
вацию различных воспалительных цитокинов. 
[8]. При патологических состояниях MDSCs, 
в отличие от физиологически дифференциро-
ванных миелоидных клеток, имеют незрелый 
фенотип, слабую фагоцитарную активность и 
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обладают иммуносупрессивной функцией [11]. 
Охарактеризованы две основные популяции 
MDSCs с экспрессией маркеров LIN–HLA-DR–

CD33+CD11b+: моноцитарные (M-MDSCs) с экс-
прессией CD14+ и полиморфноядерные (или гра-
нулоцитарные) (PMN-MDSCs или G-MDSCs) 
с экспрессией CD15+  [3]. Кроме того, была 
идентифицирована новая субпопуляция MDSCs – 
фиброцитоидная MDSCs (F-MDSCs) с фенотипом  
CD11blow CD11clow CD33+IL-4ra+ в пуповинной 
крови или периферической крови пациентов с 
метастатической детской саркомой [15]. Имму-
носупрессорная функция MDSCs реализуется за 
счет прямого контакта с клетками, а также вслед-
ствие истощения запасов аминокислот, необхо-
димых для метаболизма Т-лимфоцитов. Так, в ре-
зультате повышенной секреции аргиназы (Arg- 1), 
индуцибельной синтазы оксида азота (iNOS) и 
индоламиндиоксигеназы (IDO), ингибируется 
синтез ζ-цепи в TCR, что приводит к апоптозу 
Т-клеток  [4]. Иммуносупрессивная активность 
MDSCs при раке и инфекционных заболевани-
ях неблагоприятна для прогноза заболевания [4]. 
Роль MDSCs при аутоиммунных заболеваниях 
противоречива. Имеются данные о роли MDSC в 
регуляции прогрессирования различных аутоим-
мунных заболеваний. У пациентов с рассеянным 
склерозом (РС) с рецидивирующе-ремиттиру-
ющим течением в обострении заболевания ко-
личество MDSC увеличивалось. У пациентов со 
вторично-прогрессирующим РС при обострении 
содержание MDSC в крови было снижено [5]. В 
эксперименальных работах показано, что MDSCs 
ускоряют анергию и апоптоз инфильтрированных 
Т-клеток. Легкое течение РС у животных было 
связано с более высоким содержанием MDSCs 
на периферии и меньшими демиелинизирующи-
ми поражениями в центральной нервной систе-
ме [7]. Для взрослых пациентов с воспалительны-
ми заболеваниями кишечника (ВЗК) показано, 
что увеличение количества M-MDSCs клеток 
было связано с активностью заболевания  [12]. 
В  одной из экспериментальных работ адоптив-
ный перенос MDSCs уменьшал воспаление и 
способствовал эффективному восстановлению 
слизистой оболочки толстой кишки за счет экс-
пансии Treg, подавления секреции цитокинов, 
таких как IL-17A и TNFα. Элиминация MDSCs 
приводила к ухудшению симптомов колита [13]. 
С другой стороны, G-MDSCs из периферической 
крови пациентов с ВЗК не только не подавляли 
ответ аутологичных Т-клеток, но усиливали про-
лиферацию Т-клеток in vitro [14]. Также было 
продемонстрировано, что делеция Arg-1 в миело-
идных клетках способствует прогрессированию 
колита у экспериментальных животных [6]. Вы-
явлена роль MDSCs в поляризации Th17-клеток, 

являющаяся Arg-1-зависимой. Продемонстриро-
вано на моделях мышей и у пациентов с систем-
ной красной волчанкой и артритом, что Arg-1 и 
IL-1β, секретируемые MDSCs, управляют диф-
ференцировкой T-хелперов 17-го типа (Th17). 
Количество MDSCs положительно коррелирова-
ло с активностью Arg-1 в сыворотке крови, с со-
держанием Th17 клеток и тяжестью заболевания 
у пациентов с СКВ [10]. MDSC, выделенные от 
пациентов с псориазом (ПС), не способны пода-
влять активацию Т-клеток с одной стороны [9]. 
С другой стороны, в эксперименте показано, что 
истощение MDSCs с помощью гемцитабина зна-
чительно подавляло псориатическое воспаление 
и утолщение эпидермиса, а также накопление 
клеток Th17 и Treg. Воздействие на MDSCs пред-
лагается в качестве новой стратегии терапии псо-
риаза [2].

Таким образом, MDSCs обладают как про-
воспалительными, так и противоспалительны-
ми функциями. Объяснение разных функций 
MDSCs может заключаться в том, что иммунное 
микроокружение влияет на развитие и функ-
цию MDSCs, M-MDSC и G-MDSC. Популяции 
MDSCs, вероятно, имеют разные иммуносупрес-
сивные функции на разных стадиях аутоиммун-
ного заболевания и по-разному регулируют им-
мунный ответ [14]. 

Цель  – оценить содержание MDSCs, их суб-
популяций и активность аргиназы-1 в MDSCs у 
детей с аутоиммунными заболеваниями.

Материалы и методы
Обследовано 75 детей с ВЗК в возрасте Me-14,7 

(10,1-16,7) лет, 60 детей с рецидивирующе-ремит-
тирующим РС (РС) в возрасте Me-16,8 (15-17,6) 
лет, 69 детей с вульгарным псориазом в возрасте 
Me-12,6 (9,4-14,4) лет. По течению заболевания 
пациенты были поделены на группы «обостре-
ние» и «ремиссия» с использованием клинико-
анамнестических данных, а также специальных 
индексов и методов. Пациенты с ВЗК были раз-
делены на группы с использованием педиатри-
ческих индексов активности болезни PCDAI для 
БК (≤ 10 – ремиссия, > 10 – обострение) и PUCAI 
для ЯК (≤ 10 – ремиссия, > 10 – обострение). Для 
оценки состояния пациентов с псориазом при-
меняли индекс распространенности и тяжести 
псориаза PASI (≤ 10 – ремиссия, > 10 – обостре-
ние). Состояние пациентов с РС оценивали по 
результатам МРТ: пациенты с контрастнегатив-
ными очагами демиелинизации (ремиссия); с 
контрастпозитивными очагами демиелинизации 
(обострение). Группу сравнения составили 62 
здоровых ребенка в возрасте Me-12,2 (10,3-17,3) 
без отклонений в стандартном клиническом и 
биохимическом исследованиях, а также при от-
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сутствии острых или обострения хронических со-
стояний, травм, аутоиммунных, онкологических 
и психических заболеваний.

Обследование всех групп детей проводилось 
согласно этическим и нормативным документам 
Российской Федерации. Исследование получи-
ло одобрение локального этического комитета 
ФГАУ НМИЦ здоровья детей. Перед исследова-
нием было получено информированное согласие 
родителей для всех обследованных детей в соот-
ветствии с Хельсинкской декларацией. Образцы 
венозной крови для исследования получали на-
тощак путем забора из локтевой вены в пробирки 
BDVacutainer® с антикоагулянтом К2ЭДТА. 

Содержание основных и малых популяций 
лимфоцитов, MDSC, популяций MDSCs, оцен-
ку активности Arg-1 проводили методом про-
точной лазерной цитофлуориметрии (Novocyte, 
ACEA Biosciences, США). Использовали па-
нель моноклональных антител, конъюгирован-
ных с различными флюорохромами (Beckman 
Coulter, Sony Biotechnology, США). Для выде-
ления определенных популяций использова-
ли тактику пошагового гейтирования: для вы-
деления Тreg и Thact выделяли «лимфоидный» 
регион по параметрам прямого (FSC) и боко-
вого (SSC) светорассеяния, выделяли CD4+ 
лимфоциты, среди CD4+ клеток выделяли Treg 
по маркерам (CD4+CD25highCD127low), Thact 
(CD4+CD25highCD127high), Th17-лимфоцитах 
(CD4+CD161+CD3+). Для оценки содержания 
MDSCs использовали следующую тактику гейти-
рования: выделяли «лимфоидно-моноцитарный» 
регион (МНК), далее выделяли популяцию кле-
ток, не несущих на себе линейные лимфоцитар-
ные маркеры CD3, CD19, CD56 и негативные по 
HLA-DR, из этой популяции выделяли двойную 
позитивную популяцию по маркерам CD11b и 
CD33; M-MDSCs и G-MDSCs разделяли по экс-
прессии CD14 и CD15 соответственно. Оцени-
вали относительное количество (% от МНК) и 
абсолютное количество (кл/мкл) для популяций 
MDSCs. Количественную оценку активности ар-
гиназы в MDSCs проводили в предварительно вы-
деленных пермеабилизированных МНК из пери-
ферической крови пациентов после добавления 
соответствующей панели для выделения MDSCs, 
а также антител к Arg-1: коктейль – (CD3, CD19, 
CD56, HLA-DR)- FITC, CD11b APC-Cy7 и CD33 
PE-Cy7, Arg-1PE.

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили с использованием программы 
Statistica 10.0 (StatSoft, США). Описательная 
статистика количественных признаков пред-
ставлена в формате: медиана (нижние и верхние 
квартили)  – Me (Q0,25-Q0,75). Достоверность раз-
личий между группами оценивали с помощью 

непараметрического U-критерия Манна–Уитни. 
Статистически значимыми считали различия при 
р < 0,05. 

Результаты и обсуждение
Содержание MDSCs, G-MDSCs, M-MDSCs, 

MDSCs (M-G-) у пациентов с ВЗК, РС, ПС
Относительное количество MDSCs у пациен-

тов исследованных патологий было достоверно 
выше, чем в группе сравнения и зависело от со-
стояния обострение/ремиссия (табл.  1). У паци-
ентов с РС относительное содержание популя-
ций M-MDSCs (Me-15,2 (8,2-22,9) % MDSCs) и 
G-MDSCs (Me-40,9 (31,5-64,3)) было достоверно 
выше, а MDSC(M-G-) (Me-29,3 (20,4-48,6)) зна-
чимо ниже относительно группы сравнения. Для 
пациентов с ВЗК характерно повышение популя-
ции MDSCs за счет моноцитарной составляющей 
Ме-21,5 (11,8-45,1) %. При анализе содержания 
MDSСs, M-MDSCs, G-MDSCs и MDSCs(M-G-) 
между пациентами с разными патологиями выяв-
лено, что дети с РС значимо отличались от паци-
ентов с ВЗК и ПС по популяциям клеток-супрес-
соров миелоидного происхождения. У детей с РС 
в обострении выявлено наибольшее содержание 
общей популяции MDSCs за счет G-MDSCs, ко-
торая составляла 53,3% от всех MDSCs. Дети с 
ВЗК относительно ПС имели более высокое со-
держание M-MDSCs и более низкое содержание 
двойных незрелых клеток-супрессоров. 

Анализ содержания популяций клеток-су-
прессоров миелоидного происхождения показал 
достоверное повышение % содержания MDSCs 
в группах детей в обострении и в ремиссии забо-
левания для исследованных патологий по срав-
нению со здоровыми детьми (табл. 1). Наиболь-
шие значения MDSCs наблюдались у пациентов 
в обострении РС по сравнению со здоровыми 
детьми (Me-3,5 (2,5-5,6) % МНК против Me-1,6 
(0,9-2,5), p = 0,000). Кроме того, у пациентов с РС 
как в обострении, так и в ремиссии заболевания 
содержание G-MDSC, M-MDSC было достовер-
но выше, а MDSC(M-G-) достоверно ниже пока-
зателей здоровых детей. Работ по исследованию 
MDSCs у пациентов с РС сравнительно немного 
и они противоречивы. У взрослых пациентов со-
общалось о снижении содержания в циркуляции 
MDSCs по сравнению со здоровыми донора-
ми  [1]. Кроме того, было показано, что увели-
чение содержания G-MDSC у пациентов с РС 
связано с активностью заболевания [1]. В нашем 
исследовании достоверные отличия между груп-
пами детей с РС в обострении и ремиссии были 
получены для абсолютного количества G-MDSC 
(Me-38,2 (24,9-67,5) кл/мкл против Me-22,1 
(14,9-42,9) кл/мкл, p = 0,022). 
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ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ ПОПУЛЯЦИЙ MDSCS У ПАЦИЕНТОВ С ВЗК, РС, ПС В СОСТОЯНИИ ОБОСТРЕНИЯ 
И РЕМИССИИ ОТНОСИТЕЛЬНО ГРУППЫ СРАВНЕНИЯ
TABLE 1. CONTENT OF POPULATIONS OF MDSCS IN PATIENTS WITH IBD, MS, PS IN THE STATE OF EXACERBATION 
AND REMISSION RELATED TO THE COMPARISON GROUP

Параметр
Parameter

Группы 
пациентов

Patient groups

ВЗК1
IBD1

РС2
MS2

ПС3
PS3

Группа 
сравнения
Comparison 

group

MDSCs, %

Обострение
Exacerbation

3,17*
(2,34-4,70)

3,5*
(2,5-5,6)

3,2*
(1,9-3,9)

1,6
(0,9-2,5)Ремиссия

Remission

2,3*
(1,6-3,2)

p1 = 0,014

2,7*
(2,1-4,5) 

p2 = 0,088

2,5*
(1,5-3,4) 

p3 = 0,197

M-MDSCs, кл/мкл
M-MDSCs, cells/μL

Обострение
Exacerbation

104*
(54-166)

80*
(68-115)

87*
(52-123)

44
(25,4-53,9)Ремиссия

Remission

73*
(57-109)
p1 = 0,077

64*
(41-79)
p2 = 0,018

76*
(47-94)
p3 = 0,228

M-MDSCs, %

Обострение
Exacerbation

29*
(13,0-65,1)

16,3
(8,8-22,9)

16,6
(3,2-29,5)

9,8
(5,6-16,7)Ремиссия

Remission

17,1*
(5,1-38,5)

p1 = 0,045

14,1
(6,8-27,8)

p2 = 0,467

10,6
(4,8-20,3)

p3 = 0,262

M-MDSCs, кл/мкл
M-MDSCs, cells/μL

Обострение
Exacerbation

27*
(9-76)

10*
(6-17)

11*
(3-30)

3,2
(1,3-7,5)Ремиссия

Remission

10*
(4-28)
p1 = 0,024

8*
(4-16)
p2 = 0,082

7*
(2-20)
p3 = 0,197

G-MDSCs, %

Обострение
Exacerbation

13,1
(5,1-38,7)

53,3*
(35,5-64,7)

28,9
(17,6-40,5)

20,2
(12,3-41,3)Ремиссия

Remission

22,7
(4,5-32,9)

p1 = 0,574

38,1*
(30,2-55,9)

p2 = 0,096

20,9
(11,1-33,0)

p3 = 0,146

G-MDSCs, кл/мкл
G-MDSCs,cells/μL

Обострение
Exacerbation

13*
(5-41)

38*
(25-68)

29*
(15-40)

8,5
(4,2-15,9)Ремиссия

Remission

13
(4-26)
p1 = 0,712

22*
(15-43)
p2 = 0,022

13*
(5-27)
p3 = 0,055

MDSCs (М-G-), %

Обострение
Exacerbation

33,5*
(18,7-51,7)

28*
(20,2-43,8)

51,2*
(36,3-62,3)

66,3
(46,5-77,2)Ремиссия

Remission

54,3
(26,5-67,9)

p1 = 0,037

40,3*
(20,6-58,5)

p2 = 0,230

64,6
(44,6-76,3)

p3 = 0,059

MDSCs (М-G-), кл/мкл
MDSCs (М-G-), cells/μL

Обострение
Exacerbation

37
(19-56)

20
(12-34)

32*
(23-53)

27,4
(12,3-35,0)Ремиссия

Remission

37*
(19-53)
p1 = 0,95

19
(13-29) 
p2 = 0,843

38*
(25-53)
p3 = 0,645

Примечание. p1 – достоверность различий между состоянием обострения и ремиссией у пациентов с ВЗК, p2 – 
достоверность различий между состоянием обострения и ремиссией у пациентов с РС, p3 – достоверность различий 
между состоянием обострения и ремиссией у пациентов с ПС, * – достоверность различий между состоянием 
обострения и ремиссией у пациентов по сравнению со здоровыми детьми.
Note. p1, significance of differences between the state of exacerbation and remission in patients with IBD; p2, significance 
of differences between the state of exacerbation and remission in patients with MS; p3, significance of differences between the state 
of exacerbation and remission in patients with PS; *, significance of differences between the state exacerbations and remissions 
in patients compared with healthy children.
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У пациентов с ВЗК значимое увеличение отно-
сительного содержания MDSCs (Me-3,17 (2,34-
4,7) % МНК против Me-2,3 (1,6-3,2), p = 0,014) 
и увеличение доли популяции M-MDSC (Me-29 
(13-65,1) % MDSCs против Me-17,1 (5,1-38,5), 
p = 0,045) между группами пациентов в обостре-
нии и ремиссии были выявлены. Наши данные 
согласуются с данными, полученными у взрос-
лых пациентов о прямой зависимости между уве-
личением количества M-MDSCs и активностью 
заболевания [12]. Кроме того, в нашем исследо-
вании получено, что содержание MDSC(M-G-) у 
пациентов с ВЗК было достоверно выше в состо-
янии ремиссии по сравнению с группой детей в 
обострении (Me-33,5 (18,7-51,7) % MDSCs про-
тив Me-54,3 (26,5-67,9), p = 0,037).

В исследовании зарубежных авторов также 
было показано увеличение как MDSCs, так и 
G-MDSCs у взрослых пациентов с РС в обостре-
нии заболевания [7]. Мы также показали, что у 
детей с РС в обострении по сравнению с группой 
детей в ремиссии были достоверно выше % со-
держание M-MDSCs и G-MDSCs. Как уже упо-
миналось, MDSCs в зависимости от микроокру-
жения могут выполнять как провоспалительные, 
так и противоспалительные функции. Иммунное 
микроокружение может влиять на развитие и 
функцию G-MDSCs, M-MDSCs и MDSCs(M-G-), 
которые выполняют разные функции на раз-

ных стадиях аутоиммунного заболевания и по-
разному регулируют иммунный ответ [14].

Активность Arg-1 в MDSCs у пациентов с ВЗК 
РС, ПС

Для определения функциональной состоя-
тельности популяций MDSCs были проанализи-
рованы результаты активности внутриклеточно-
го фермента аргиназы-1. Выявлено достоверное 
увеличение активности Arg-1 у пациентов с ВЗК 
(Me-1676 (1284,5-2540) MFI) и ПС (Me-1603 
(1020,5-3030) MFI) по сравнению с группой 
здоровых детей (Me-980,5 (897-1113,8) MFI), 
p = 0,000. Активность Arg-1 между группами па-
циентов с ВЗК и ПС не отличалась, но была зна-
чимо выше, чем в группе детей с РС (Me-1096 
(642-2534)) (p < 0,05). 

Анализ активности Arg-1 в MDSCs в зависи-
мости от состояний обострение/ремиссии вы-
явил достоверное увеличение ферментативной 
активности при снижении % содержания MDSCs 
у пациентов в ремиссии относительно обостре-
ния заболевания для исследованных патологий 
(рис. 1A, Б). 

Наибольшая активность Arg-1 относительно 
группы сравнения отмечена у пациентов с ПС 
(Me-2968 (1397,5-3311,5) MFI против Me-980,5 
(897-1113,8) MFI, p  =  0,000). Между группа-
ми пациентов в обострении при исследованных 
патологиях наблюдались достоверные отличия 
(рис. 1Б). У пациентов в ремиссии наблюдалось 

Рисунок 1. Относительное содержание MDSCs (A) и активность Arg-1 (Б) у пациентов с ВЗК, РС, ПС при 
обострении (1) и ремиссии (2) 
Примечание. p – достоверность различий между группами обострение и ремиссия. Штрих-линией показан диапазон содержания 
MDSCs и Arg-1 у здоровых детей.
Figure 1. Relative content of MDSCs (A) and Arg-1 activity (B) in patients with IBD, MS, PS during exacerbation (1) and 
remission (2)
Note. p is the significance of differences between exacerbation and remission groups. The dashed line shows the range of MDSCs and Arg-1 
content in healthy children.
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значимое отличие (p < 0,01) активности аргина-
зы: активность фермента у пациентов с ВЗК и ПС 
была выше, чем у пациентов с РС. Полученные 
нами данные согласуются с экспериментальны-
ми исследованиями, в которых пониженное со-
держание Arg-1 усугубляло проявления колита 
у мышей  [6]. Наименьшая активность Arg-1 на-
блюдалась у пациентов в обострении с РС (Me-
600 (381,9-1125) MFI) и была достоверно ниже 
по сравнению с группами пациентов в обостре-
нии с ВЗК (Me-1467 (1002-1785) MFI), ПС (Me-
1490 (830-1723) MFI) и группой здоровых детей 
(p < 0,01). Таким образом, активность Arg-1 была 
значимо увеличена в состоянии ремиссии отно-
сительно обострения заболевания при ВЗК, РС и 
ПС. Интересно отметить, что у пациентов с РС 
в обострении заболевания содержание общей по-
пуляции MDSCs было наибольшим, а активность 
Arg-1 – минимальная. Вероятно, увеличение ко-
личества MDSCs при данной патологии компен-

сирует недостаточную функциональность этих 
клеток. 

Заключение
Количество общей популяции MDSCs у детей 

с ВЗК, РС и ПС было значимо выше относитель-
но группы сравнения как в обострении, так и в ре-
миссии заболевания. Для разных патологических 
состояний характерно перераспределение отно-
сительного количества популяций MDSCs, кото-
рое ассоциировано с активностью заболевания. 
Для детей с ВЗК характерно повышение моноци-
тарной популяции MDSCs, а для детей с РС – гра-
нулоцитарной популяции MDSCs. Содержание 
общей популяции MDSCs у детей с ВЗК в обо-
стрении заболевания значимо выше, чем в ремис-
сии. Иммуносупрессорная активность MDSCs 
(активность аргиназы-1) увеличена в состоянии 
ремиссии заболевания при ВЗК, РС и ПС.
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ОСОБЕННОСТИ Т-КЛЕТОЧНОГО ЗВЕНА  
ИММУНИТЕТА У БОЛЬНЫХ С ОСТРЫМ  
КОРОНАРНЫМ СИНДРОМОМ, БОЛЕВШИХ 
И НЕ БОЛЕВШИХ COVID-19, В ЗАВИСИМОСТИ 
ОТ СОДЕРЖАНИЯ НАТУРАЛЬНЫХ КИЛЛЕРОВ
Сафронова Э.А., Рябова Л.В.
ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Челябинск, Россия

Резюме. Обследовано 65 мужчин с нестабильной стенокардией и острым инфарктом миокар-
да (острым коронарным синдромом – ОКС) от 40 до 65 лет, которые ранее болели COVID-19 и 20 
лиц с ОКС, не перенесших COVID-19. У всех лиц также была гипертоническая болезнь, и им по-
требовалось стентирование коронарных артерий в ближайшие 3 суток после поступления в ста-
ционар. Из иммунологических показателей методом проточной цитометрии на цитофлюориме-
тре Navios (Beckman Coulter, США) по стандартизованной технологии оценки лимфоцитарного 
звена иммунитета [1] определялись: CD45+CD3+CD19- (Т-лимфоциты общие), CD45+CD3+CD4+ 
(Т-хелперы), CD45+CD3+CD8+ (цитотоксические Т-лимфоциты), CD45+CD3-CD19+ (В-лимфоциты), 
CD45+CD3+CD16+CD56+ (T-NK-клетки), CD45+CD3-CD16+CD56+ (натуральные киллеры), 
CD45+CD3+CD4+CD25+CD127- (Т-регуляторные клетки), CD45+CD3+CD4+CD25+ (Т-лимфоциты – 
ранняя активация), CD45+CD3+HLA-DR (Т-лимфоциты – поздняя активация). Все пациенты были 
поделены на группы в зависимости от содержания NK-клеток (натуральных киллеров). Больные, пе-
ренесшие COVID-19, имеют 3 фенотипа нарушений (пониженное количество NK-клеток нормаль-
ное и повышенное), а не перенесшие – 2 фенотипа (пониженное количество NK-клеток и нормаль-
ное). Наиболее тяжелое состояние и степень выраженности иммунных нарушений были выявлены 
у пациентов, перенесших COVID-19. У лиц с острым коронарным синдромом и COVID-19 преиму-
щественно с нормальным и повышенным уровнем NK-клеток в сопоставлении с пациентами ОКС 
без COVID-19, наблюдалось более тяжелое течение заболевания – превалировали больные с острым 
инфарктом миокарда, у них выявлен более высокий уровень смертности, увеличена продолжитель-
ность лечения, а также чаще отмечались тромбозы стентов. У лиц с ОКС и COVID-19 с повышенными 
NK-клетками наблюдалось максимальное снижение Т-клеточного звена иммунитета: Т-лимфоцитов 
общих, Т-лимфоцитов-хелперов, Т-цитотоксических лимфоцитов, Т-лимфоцитов ранней акти-
вации, Т-регуляторных клеток в абсолютных числах по сравнению с другими группами. Наимень-
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ший иммунорегуляторный индекс и при этом максимальное число Т-NK-лимфоцитов отмечались у 
лиц, перенесших COVID-19 и имевших пониженные NK-клетки. Минимальное количество Т-NK-
лимфоцитов регистрировалось у больных с низкими NK-клетками, не болевших COVID-19. Мини-
мальные Т-лимфоциты (CD45+CD3+CD4+HLA-DR+) поздней активации выявлены у лиц, переболев-
ших COVID-19, с повышенными и нормальными NK-клетками. Наименьшее число Т-регуляторных 
клеток поздней активации отмечалось у пациентов, не болевших COVID-19, но вакцинированных, 
и имеющих нормальное содержание NK-клеток. Проведенное исследование также позволяет более 
четко определить группы пациентов с ОКС, нуждающихся в дополнительной иммуннокоррекции.

Ключевые слова: острый коронарный синдром, проточная цитометрия, лимфоциты, NK-клетки, стентирование 
коронарных артерий, коронароангиография

FEATURES OF T CELL IMMUNITY DEPENDING ON THE 
CONTENT OF NATURAL KILLER CELLS IN PATIENTS WITH 
ACUTE CORONARY SYNDROME FOLLOWING COVID-19
Safronova E.A., Ryabova L.V.
South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. We examined 65 men (40 to 65 years old) with unstable angina and acute myocardial infarction 
(acute coronary syndrome, ACS) who previously had COVID-19, and 20 persons with ACS who did not suffer 
COVID-19. All patients also had arterial hypertension, and they required coronary artery stenting within 
the next 3 days after admission to the hospital. The following immunological parameters were determined 
by flow cytometry by means of Navios cytofluorimeter (BeckmanCoulter, USA), using standard technology 
for the profiling of lymphocyte populations: ), CD45+CD3+CD8+ (cytotoxic T cells), CD45+CD3-CD19+ 
(B cells), CD45+CD3+CD16+CD56+ (T-NK cells), CD45+CD3-CD16+CD56+ (NK, natural killer cells), 
CD45+CD3+CD4+CD25+CD127- (T regulatory cells, Tregs), CD45+CD3+CD4+CD25+ (T cells, early 
activation), CD45+CD3+HLA-DR (T cells, late activation). All patients were divided into groups depending 
on the contents of NK cells. The patients who had a history of COVID-19 exhibited 3 phenotypes of disorders 
(decreased, normal, or increased NK cell counts), whereas persons without COVID in their history displayed 
2 phenotypes (decreased or normal NK cell counts). The most severe condition and higher grade of immune 
disorders were found in patients who underwent COVID-19. In patients with ACS and previous COVID-19, 
mostly with normal and elevated levels of NK cells, a more severe course of the disease was observed if 
compared with ACS patients without COVID-19 in their history, i.e., the patients with acute myocardial 
infarction prevailed, with higher mortality rate, longer duration of treatment, and more common incidence of 
stent thrombosis. In the persons with ACS and COVID-19 with elevated NK cells, a maximal decrease of T cell 
immunity was observed, i.e., lower contents of total T lymphocytes, T-helper cells, cytotoxic T cells, T cells 
of early activation, Tregs, with a decrease in absolute cell numbers as compared to other groups. The lowest 
immunoregulatory index and, at the same time, the maximal number of T-NK lymphocytes were observed in 
the persons who suffered from COVID-19 and had reduced NK cell contents. The minimal number of NK T 
cells was registered in patients with low NK cells who did not have a history of COVID-19. Minimal numbers of 
late-activation T cells (CD45+CD3+CD4+HLA-DR+) were found in persons who recovered from COVID-19 
with elevated and normal NK cells. The lowest number of late-activation regulatory T cells was observed 
in the patients who did not suffer COVID-19 but were vaccinated, and had a normal content of  NK cells. 
The study also allows us to more clearly define the groups of patients with ACS who need supplementary 
immunocorrection.

Keywords: acute coronary syndrome, flow cytometry, lymphocytes, NK cells, coronary artery stenting, coronary angiography

Введение
Воспаление в миокарде при COVID-19 может 

привести к миокардиту, острому коронарному 
синдрому (ОКС), быстрому ухудшению состоя-

ния и внезапной смерти [7]. Прямое поврежде-
ние миокарда и цитокиновый шторм, приводя-
щий к дестабилизации ранее существовавших и 
ускоренному образованию новых бляшек, явля-
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ются механизмами, провоцирующими ОКС при 
COVID-19 [10].

В работе Хусаиновой Л.Н. и соавт. [4] по-
казано, что у пациентов с ОКС снижено число 
Т-лимфоцитов, увеличено количество лимфоци-
тов, влияющих на апоптоз. По данным Лебедевой 
О.К. и соавт. [2] развитие острой сердечной не-
достаточности у пациентов с острым инфарктом 
миокарда (ОИМ) ассоциировано со снижением 
числа Т- и NК-клеток (натуральных киллеров).

В доступной литературе недостаточно данных 
о Т- и NK-клеточном иммунитете у пациентов с 
ОКС, перенесшим COVID-19, что определяет ак-
туальность проводимого исследования.

Целью исследования явилось исследование 
Т-клеточного звена иммунитета в зависимости от 
числа натуральных киллеров у больных с острым 
коронарным синдромом, перенесших COVID-19 
в сопоставлении с данными параметрами у боль-
ных без перенесенного COVID-19.

Задачи исследования:
1.	 Выявить клинические отличия в течении 

заболевания у пациентов с ОКС, перенесших 
COVID-19 и не болевших им в зависимости от 
числа NK-клеток.

2.	 Определить показатели Т-клеточного 
иммунного статуса у больных с ОКС, имевших в 
анамнезе COVID-19 и не болевших новой коро-
навирусной инфекций, в зависимости от показа-
телей NK-клеточного иммунитета.

3.	 Выявить различия в содержании основ-
ных популяций Т-лимфоцитов в вышеназванных 
категориях пациентов.

Материалы и методы
Обследовано 65 мужчин с нестабильной 

стенокардией и острым инфарктом миокарда 
(острым коронарным синдромом) от 40 до 65 
лет, которые ранее болели COVID-19 и 20 лиц 
с ОКС, не перенесших COVID-19. У всех лиц 
также была гипертоническая болезнь, и им по-
требовалось стентирование коронарных артерий 
в ближайшие 3 суток после поступления в ста-
ционар. Коронароангиографию проводили на 
аппарате Innova  JE, имплантировались стенты с 
лекарственным покрытием фирмы Xience Alpine. 
Все больные подписывали информированное со-
гласие (протокол Этического комитета ЮУГМУ 
Минздрава России № 9 от 11.09.2006 и протокол 
этического комитета ГАУЗ ОТКЗ ГКБ № 1 г. Че-
лябинска № 12 от 10.10.2022).

Из иммунологических показателей методом 
проточной цитометрии на цитофлюориметре 
Navios (Beckman Coulter, США) по стандартизо-
ванной технологии оценки лимфоцитарного звена 
иммунитета [1] определялись: CD45+CD3+CD19- 
(Т-лимфоциты общие), CD45+CD3+CD4+ 

(Т-хелперы), CD45+CD3+CD8+ (цитотоксиче-
ские Т-лимфоциты), CD45+CD3-CD19+(В-лим- 
фоциты), CD45+CD3+CD16+CD56+ (TNK-клет
ки), CD45+CD3-CD16+CD56+ (натуральные 
киллеры), CD45+CD3+CD4+CD25+CD127- (Т-ре-
гуляторные клетки), CD45+CD3+CD4+CD25+  
(Т-лимфоциты  – ранняя активация), 
CD45+CD3+HLA-DR (Т-лимфоциты  – поздняя 
активация).

С помощью программы StatPlus 2009 
Professional проводилась статистическая обра-
ботка материала. Высчитывали: среднюю ариф-
метическую (М), ошибку средней арифметиче-
ской (m), определяли критерий Стьюдента для 
независимых выборок.

Результаты и обсуждение
Все пациенты (отдельно перенесшие 

COVID-19 и не болевшие им, но вакцинирован-
ные от новой коронавирусной инфекции) были 
разбиты на 3 группы в зависимости от числа 
NK-клеток: со сниженными показателями NK-
клеток, нормальными и повышенными [1]. Об-
щая клиническая характеристика этих лиц про-
иллюстрирована в таблице 1.

Согласно таблице 1, у больных ОКС без 
COVID-19, превалировали больные с неста-
бильной стенокардией, а в группе перенесших 
COVID-19 преобладали пациенты с ОИМ, в ос-
новном с ОИМ с пST  – в группе с нормальны-
ми NK-клетками. По количеству установленных 
стентов лидировали пациенты с нормальным и 
повышенным количеством NK-клеток, перебо-
левшие COVID-19. Тромбозы стентов регистри-
ровались у переболевших COVID-19: 3 (9,68%) 
лиц, имевших нормальные NK-клетки, и 1 
(6,67%) с пониженными NK-клетками. В этих же 
группах больных чаще отмечались летальные ис-
ходы: 2 (10,53%) с повышенными NK-клетками, 
3 (9,67%) с нормальными NK-клетками и 1 
(6,67%) с пониженными NK-клетками. Ни од-
ного смертельного исхода не было у лиц, не 
имевших в анамнезе новую коронавирусную ин-
фекцию. Для купирования загрудинных болей 
использовали морфин на этапе cкорой медицин-
ской помощи более, чем у 30% пациентов с ОКС, 
имевших COVID-19 в анамнезе, а у лиц с ОКС 
без COVID-19 с нормальными NK-клетками – 
только у 10%. Наблюдалось статистически значи-
мое отличие IgM и IgG у лиц с COVID-19 в со-
поставлении с больными ОКС без такового, но 
вакцинированных. Максимальные цифры IgМ 
наблюдались у лиц, болевших COVID-19, с по-
вышенными NK-клетками.

Длительность нахождения в стационаре выше 
у лиц с COVID-19 и ОКС (p < 0,05). Кроме того, у 
них наблюдались более высокие цифры тропони-
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ТАБЛИЦА 1. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА БОЛЬНЫХ С ОСТРЫМ КОРОНАРНЫМ СИНДРОМОМ, ПЕРЕНЕСШИХ COVID-19 
И НЕ БОЛЕВШИХ ИМ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СОДЕРЖАНИЯ NK-КЛЕТОК
TABLE 1. GENERAL CHARACTERISTICS OF PATIENTS WITH ACUTE CORONARY SYNDROME WHO HAD COVID-19 AND DID 
NOT HAVE IT, DEPENDING ON THE CONTENT OF NK CELLS

Показатель
Index

Болевшие COVID-19
Sick with COVID-19

Не болевшие COVID-19
Not sick with COVID-19

1
NK-клетки 
понижены
NK cells are 

reduced
(n = 15)
M±m, р

2
NK-клетки 

нормальные
NK cells are 

normal 
(n = 31)
M±m, р

3
NK-клетки 
повышены
NK cells are 

raised
(n = 19)
M±m, р

4
NK-клетки 
понижены
NK cells are 

reduced
(n = 9)
M±m, р

5
NK-клетки 

нормальные
NK cells are 

normal 
(n = 11)

M±m
Возраст, годы
Age, years 57,33 ± 1,59 56,19 ± 1,13 56,63 ± 1,60 54,78 ± 2,53 54,06 ± 2,06

Нестабильная 
стенокардия, абсолютное 
число больных, %
Unstable angina, absolute 
number of patients, %

6 (40%) 14 (45,16%) 7 (36,84%) 5 (55,56%) 9 (81,82%)

ОИМ с пST, абсолютное 
число больных и %
STEMI, absolute number 
of patients and %

5 (33,33%) 12
(38,71%)

6
(31,58%) 3 (33,33%) 1 (9,09%)

ОИМ бпST, абсолютное 
число больных, %
NSTEMI, absolute number 
of patients, %

4 (26,67%) 5 (16,13%) 6 (31,58%) 1 (11,11%) 1 (9,09%)

ОИМ в прошлом, 3 (33,33%) 
абсолютное число 
больных, %
AMI in the past, absolute 
number of patients, %

3 (21,43%) 7 (22,58%) 6 (31,58%) 3 (33,33%) 1 (9,09%)

Риск по Грейс, баллы
Grace risk, points

112,55 ± 12,43 119,58 ± 9,77 122,75 ± 7,74
p3-5 = 0,049

113,67 ± 11,90 101,70 ± 9,74

Продолжительность 
госпитализации, сутки
Duration of hospitalization, 
days

10,93 ± 0,89
p1-5 = 0,023

9,77 ± 0,43
p2-5 = 0,003

10,16 ± 0,61 9,44 ± 0,89 8,54 ± 0,49

Триглицериды, ммоль/л
Triglycerides, mmol/L

2,29 ± 0,27
p1-4 = 0,049

1,84 ± 0,27 1,80 ± 0,27 1,58 ± 0,26 1,57 ± 0,22

Тропонин I, нг/мл
Troponin I, ng/mL

8,99 ± 2,82
p1-5 = 0,028

9,23 ± 1,96
p2-5 = 0,019

9,97 ± 2,68 6,22 ± 3,44 1,85 ± 1,60

IgM к COVID-19, 
коэффициент 
позитивности
IgM to COVID-19, positivity 
coefficient

8,21 ± 1,71
p1-4 = 0,003

7,82 ± 1,30
p2,3 = 0,033
p2-4 = 0,005
p2-5 = 0,010

11,90 ± 1,79
p3, 4 = 0,0002
p3-5 = 0,0003

1,21 ± 0,44 2,46 ± 0,72

IgG к COVID-19, 
коэффициент 
позитивности (кп)
IgG to COVID-19, positivity 
coefficient (pc)

20,89 ± 1,30
p1-4 = 0,001

18,12 ± 1,47
p2-4 = 0,052

20,88 ± 1,44
p3, 4 = 0,0002
p3-5 = 0,0011

9,95 ± 2,55 13,43 ± 3,26

Примечание. ОИМ – острый инфаркт миокарда, ОИМ с пST – острый инфаркт миокарда с подъемом сегмента ST, ОИМ 
бпST – острый инфаркт миокарда без подъема сегмента ST.
Note. AMI, acute myocardial infarction; STEMI, acute myocardial infarction with ST segment elevation; NSTEMI, acute myocardial 
infarction without ST segment elevation.
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ТАБЛИЦА 2. СРАВНЕНИЕ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ПОКАЗАТЕЛЕЙ Т-КЛЕТОЧНОГО ИММУНИТЕТА ЛИЦ С ОСТРЫМ 
КОРОНАРНЫМ СИНДРОМОМ, БОЛЕВШИХ И НЕ БОЛЕВШИХ COVID-19 В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ЧИСЛА NK-КЛЕТОК
TABLE 2. COMPARISON OF INDICATORS OF T CELL IMMUNITY IN PERSONS WITH ACUTE CORONARY SYNDROME, SICK 
AND NOT SICK WITH COVID-19, DEPENDING ON THE NUMBER OF NK CELLS

Показатель
Index

NK-клетки
NK cells

Болевшие COVID-19
Sick with COVID-19

Не болевшие COVID-19
Not sick with COVID-19

1
NK-клетки 
понижены
NK cells are 

reduced
(n = 15)
M ± m, р

2
NK-клетки 

нормальные
NK cells are 
normal (n = 31)

M ± m, р

3
NK-клетки 
повышены
NK cells are 

raised
(n = 19)
M ± m, р

4
NK-клетки 
понижены
NK cells are 

reduced
(n = 9)
M ± m, р

5
NK-клетки 

нормальные
NK cells are 
normal (n = 11)

M ± m

T-лимфоциты 
(CD45+CD3+CD19-), %
T lymphocytes 
(CD45+CD3+CD19-), %

66,81 ± 2,11
p1, 2 = 0,006
р1-3 = 0,008
р1-4 = 0,040
р1-5 = 0,026

73,29 ± 1,43 74,97 ± 2,42 73,24 ± 2,52 73,82 ± 2,52

T-лимфоциты (CD45+CD3+ 
CD19-), 106 кл/л
T lymphocytes 
(CD45+CD3+CD19-),  
106 cells/L

1866,21 ± 157,84
p1-3 = 0,001
р1-4 = 0,01

1637,97 ± 129,72
р2-4 = 0,049

945,47 ± 117,68
р3-5 = 0,001

1215,44 ± 179,24
р4, 5 = 0,004

1931,00 ± 163,76

T-хелперы  
(CD45+CD3+ CD4+), %
T helpers  
(CD45+CD3+ CD4+), %

40,22 ± 2,13
p1, 2 = 0,0019
р1-3 = 0,001
р1-4 = 0,006
р1-5 = 0,003

48,79 ± 1,76 50,83 ± 2,31 50,09 ± 2,78 50,26 ± 2,13

T-хелперы 
(CD45+CD3+CD4+), 106 кл/л
T helpers (CD45+CD3+ CD4+), 
106 cells/L

1116,05 ± 102,77
p1-3 = 0,001
р1-4 = 0,049

1067,29 ± 87,66
р2, 3 = 0,0014
р2-5 = 0,049

631,27 ± 80,25
р3-5 = 0,001

838,56 ± 127,59
р4, 5 = 0,007

1324,20 ± 125,73

T-цитотоксические
(CD45+CD3+CD8+), 106 кл/л
T cytotoxic (CD45+CD3+CD8+), 
106 cells/L

674,95 ± 76,27
p1, 2 = 0,020
р1-3 = 0,001
р1-4 = 0,005

504,77 ± 42,93 334,87 ± 65,85 347,44 ± 60,84 549,20 ± 48,07

Иммунорегуляторный 
индекс (Tx/Tc)
Immunoregulatory index  
(Tx/Tc)

1,95 ± 0,26
р1-3 = 0,049

2,42 ± 0,23 2,75 ± 0,43 2,66 ± 0,43 2,60 ± 0,39

T-NK-лимфоциты
(CD45+CD3+CD16+ CD56+), %
T-NK lymphocytes 
(CD45+CD3+CD 16+ CD 56+), %

8,42 ± 1,29
р1-4 = 0,019

6,77 ± 0,93 6,00 ± 1,16 4,00 ± 1,01
р4, 5 = 0,092

6,30 ± 1,29

T-NK-лимфоциты
(CD45+CD3+CD 16+CD56+), 
106 кл/л
T-NK lymphocytes 
(CD45+CD3+CD16+ CD 56+), 
106 cells/L

242,24 ± 56,86
р1, 2 = 0,044
р1-3 = 0,009
р1-4 = 0,021

145,13 ± 26,48
р2, 3 = 0,049
р2-4 = 0,049

78,00 ± 17,92
р3-5 = 0,018

62,22 ± 16,11
р4, 5 = 0,017

164,400 ± 39,708

T-лимфоциты 
CD45+CD3+CD4+CD25+ 
(ранняя активация), %
T lymphocytes 
CD45+CD3+CD4+CD25+  
(early activation), %

7,84 ± 0,84 8,37 ± 0,52 7,89 ± 0,53 8,84 ± 0,66
р4,5 = 0,016

6,85 ± 0,55
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Показатель
Index

NK-клетки
NK cells

Болевшие COVID-19
Sick with COVID-19

Не болевшие COVID-19
Not sick with COVID-19

1
NK-клетки 
понижены
NK cells are 

reduced
(n = 15)
M ± m, р

2
NK-клетки 

нормальные
NK cells are 
normal (n = 31)

M ± m, р

3
NK-клетки 
повышены
NK cells are 

raised
(n = 19)
M ± m, р

4
NK-клетки 
понижены
NK cells are 

reduced
(n = 9)
M ± m, р

5
NK-клетки 

нормальные
NK cells are 
normal (n = 11)

M ± m

T-лимфоциты
CD45+CD3+CD4+CD25+ 
(ранняя активация), 106 кл/л
T lymphocytes 
CD45+CD3+CD4+CD25+  
(early activation), 106 cells/L

79,05 ± 11,81
р1-3 = 0,033

86,35 ± 8,41
р2, 3 = 0,0051

50,93 ± 7,37
р3, 4 = 0,049
р3-5 = 0,002

73,56 ± 12,02 90,60 ± 11,04

T-лимфоциты
CD45+CD3+CD4+HLA DR+ 
(поздняя активация), %
T lymphocytes 
CD45+CD3+CD4+HLA-DR+ 
(late activation), %

6,39 ± 0,95 5,78 ± 0,45
р2-4 = 0,015

6,33 ± 0,63
р3, 4 = 0,07

8,11 ± 1,13
р4, 5 = 0,032

4,75 ± 1,25

T-лимфоциты
CD45+CD3+CD4+HLA-DR+ 

(поздняя активация), 106 кл/л
T lymphocytes 
CD45+CD3+CD4+HLA-DR+ (late 
activation), 106 cells/L

65,21 ± 10,42
р1-3 = 0,034

56,00 ± 4,53
р2, 3 = 0,029

40,87 ± 6,12
р3, 4 = 0,035

65,44 ± 13,36 67,00 ± 21,56

Т-регуляторные клетки 
(CD45+CD3+CD4+ 

CD25+CD127-), %
T regulatory cells 
(CD45+CD3+CD4+ 

CD25+CD127-), %

2,39 ± 0,25
р1, 2 = 0,049
р1-3 = 0,002 
р1-4 = 0,001

3,22 ± 0,35
р2-4 = 0,014
р2-5 = 0,049

3,85 ± 0,42
р3-5 = 0,003

4,98 ± 0,78
р4,5 = 0,002

2,13 ± 0,34

Т-регуляторные клетки  
(CD 45+CD3+CD4+ 

CD25+CD127-),106 кл/л
T regulatory cells 
(CD45+CD3+CD4+ 

CD25+CD127-), 106 cells/L

24,05 ± 2,01
р1, 2 = 0,049
р1-4 = 0,014

34,03 ± 4,55
р2, 3 = 0,074

23,80 ± 3,33
р3, 4 = 0,034

38,11 ± 7,94 27,70 ± 4,68

Т-регуляторные клетки 
поздняя активация (CD 
45+CD3+CD4+ 

CD25+CD127-HLA-DR+), %
T regulatory cells late 
activation (CD45+CD3+CD4+ 

CD25+CD127-HLA-DR+), %

6,39 ± 0,95
р1, 2 = 0,049
р1-4 = 0,014

5,78 ± 0,45
р2, 3 = 0,074

6,33 ± 0,63
р3, 4 = 0,034

8,11 ± 1,13 4,75 ± 1,25

Т-регуляторные клетки 
поздняя активация 
(CD45+CD3+CD4+ 

CD25+CD127-HLA-DR+) абс.
T regulatory cells late 
activation (CD45+CD3+CD4+ 

CD25+CD127-HLA-DR+) 106 
cells/L

0,92 ± 0,14
р1-3 = 0,049
р1-4 = 0,0012

1,04 ± 0,14
р2-4 = 0,002

1,37 ± 0,23 2,02 ± 0,36 0,62 ± 0,11

Таблица 2 (окончание)
Table 2 (continued)
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на I крови (в большей степени с повышенными 
и нормальными NK-клетками), коэффициента 
атерогенности и риска по Грейс (с повышенными 
NK-клетками) в сравнении с этими параметра-
ми у пациентов без COVID-19. Следует отметить, 
что в группе больных без COVID-19 в анамнезе, 
ни у одного пациента не было повышенных NK-
клеток.

В таблице 2 представлены данные о Т-лим
фоцитах, T-NK-лимфоцитах, NK-лимфоцитах, а 
также Т-регуляторных клетках.

Согласно представленным показателям в 
таблице 2, у лиц с ОКС и COVID-19 с повы-
шенными NK-клетками наблюдается мини-
мальное число Т-лимфоцитов, Т-хелперов, 
Т-цитотоксических лимфоцитов, Т-лимфоцитов 
ранней активации, T-лимфоцитов поздней акти-
вации, а также Т-регуляторных клеток в абсолют-
ных единицах по сравнению с другими группами. 
Наименьший иммунорегуляторный индекс и при 
этом максимальное число Т-NK-лимфоцитов от-
мечались у лиц, перенесших COVID-19 и имев-
ших пониженные NK-клетки. Минимальное 
количество Т-NK-лимфоцитов регистрирова-
лось у больных с низкими NK-клетками, не бо-
левших COVID-19. Минимальные Т-лимфоциты 
(CD45+CD3+CD4+HLA-DR+) поздней активации 
выявлены у лиц, переболевших COVID-19, с по-
вышенными и нормальными NK-клетками.

Наименьшее число Т-регуляторных клеток 
поздней активации отмечалось у пациентов, не 
болевших COVID-19, но вакцинированных и 
имеющих нормальное содержание NK-клеток.

Согласно исследованиям Лебедевой О.К. и 
соавт. [2], у больных с острым инфарктом мио-
карда регистрировались более низкие CD16(+) 
Т- и NК-клетки.

Другие авторы [3] отмечают, что у 63,6% лиц 
с ОКС с имплантированными стентами был от-
мечен рост NK-лимфоцитов, что могло быть обу-
словлено усилением активности антитрансплан-
тационного иммунитета.

По данным Liu Y. и соавт. [8], патологический 
аутореактивный иммунный ответ ответственен за 
разрыв бляшки и последующее начало ОКС. Регу-
ляторные Т-клетки необходимы для подавления 
патологического аутореактивного иммунного от-
вета и поддержания иммунного гомеостаза. У па-
циентов с ОКС выявлено снижение количества и 
супрессивной функции Т-регуляторных клеток. 
Это наблюдается и у наших больных, перенесших 
COVID-19, и имевших повышенные NK-клетки. 
Согласно исследованиям Tian  X. и соавт. [11], у 
пациентов с ОКС по сравнению с пациентами со 
стабильной стенокардией и контрольной груп-
пой, нарушение образования Т-регуляторных 

клеток тесно связано с гиперактивностью симпа-
тической системы.

В работе Gang H. и соавт. [6] отмечено, что 
Т-цитотоксические клетки от пациентов с ОИМ 
показали повышенную цитотоксичность по срав-
нению с контрольной группой. Нарушение регу-
ляции цитотоксических Т-лимфоцитов у паци-
ентов с ОКС и COVID-19 отметили Shafeghat M. 
и соавт. [9].

Согласно работе Liu P.P. [7], при COVID-19 
лимфопения является потенциально связанной 
со снижением количества Т-хелперов и цитоток-
сических Т-клеток, что приводит к дисбалансу 
иммунного ответа, задержке клиренса вируса. 
Воспаление в сосудистой системе может приве-
сти к микроангиопатии с тромбозом, ОКС, вне-
запной смерти.

В наших исследованиях мы показали, что не 
все так просто с пациентами, перенесшими ОКС 
и имеющих те или иные показатели, связан-
ных с определением NK-клеток. Так, больные, 
перенесшие COVID-19, имеют 3 фенотипа на-
рушений (пониженное количество NK-клеток 
нормальное и повышенное), а не перенесшие 2 
фенотипа (пониженное количество NK-клеток и 
нормальное). При этом в этих группах несколь-
ко по-разному проявлялись, как нарушения в 
других компартментах лимфоцитов, так и вы-
раженность клинико-лабораторных изменений. 
Наиболее тяжелое состояние и степень выражен-
ности иммунных нарушений были выявлены у 
пациентов, перенесших COVID-19. Проведенное 
исследование также позволяет более четко опре-
делить группы пациентов с ОКС, нуждающихся в 
дополнительной иммуннокоррекции.

Выводы
1.	 У лиц с острым коронарным синдромом и 

COVID-19 преимущественно с нормальным и по-
вышенным уровнем NK-клеток в сопоставлении 
с пациентами ОКС без COVID-19, наблюдалось 
более тяжелое течение заболевания – превалиро-
вали больные с острым инфарктом миокарда, у 
них выявлен более высокий уровень смертности, 
увеличена продолжительность лечения, а также 
чаще отмечались тромбозы стентов.

2.	 У лиц с ОКС и COVID-19 с повышен-
ными NK-клетками наблюдалось максималь-
ное снижение Т-клеточного звена иммунитета: 
Т-лимфоцитов общих, Т-лимфоцитов-хелперов, 
Т-цитотоксических лимфоцитов, Т-лимфоцитов 
ранней активации, Т-регуляторных клеток в аб-
солютных числах по сравнению с другими груп-
пами.
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ПОКАЗАТЕЛИ ИММУНОЛОГИЧЕСКОЙ  
РЕАКТИВНОСТИ НА НЕМЕДИКАМЕНТОЗНУЮ  
ТЕРАПИЮ ХРОНИЧЕСКОГО АДЕНОИДИТА 
Солодовник А.В.1, Вялова Т.А.2, Габова Е.В.1, Поздняков П.А.1, 
Бушуева Д.С.1 
1 ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Челябинск, Россия  
2 ГБУЗ «Челябинская областная клиническая больница», г. Челябинск, Россия

Резюме. Целью работы явилось изучение отдельных показателей иммунологической реактив-
ности у детей с хроническим аденоидитом и оценка их динамики при включении в схему лече-
ния низкочастотной ультразвуковой кавитации в сочетании с фотохромотерапией. В исследова-
нии приняли участие 104 пациента от 3 до 15 лет, разделенные на три группы: 1-я группа контроля 
(n  =  34), получавшая стандартное лечение в течение 7 дней; 2-я группа (n  =  37) дополнительно 
получала низкочастотное ультразвуковое кавитационное орошение глоточной миндалины в соче-
тании с фотохромотерапией на лимфоидную ткань глоточной миндалины в течение 7 дней; 3-я 
группа (n  =  33) получала дополнительно только низкочастотное ультразвуковое кавитационное 
орошение. Сравнительная оценка клинических и иммунологических показателей (sIgA, IL-1, IL- 6, 
IL-8, IL- 10, TNFα) осуществлялась до начала терапии (0-й день) и на 7-й день от проведенного 
лечения. До лечения отмечено снижение содержания sIgA, IgA у всех детей. Во второй группе по-
сле лечения отмечено статистически значимое повышение уровня IgA, что свидетельствует об ак-
тивации факторов местного иммунитета. Динамика провоспалительных цитокинов (IL-6, IL-10) 
говорит также об эффективности проводимого немедикаментозного лечения в уменьшении про-
явлений иммунологической реактивности тканей глоточной миндалины. Повышение противовос-
палительных цитокинов IL-8, IL-10 может носить компенсаторный характер в ответ на снижение 
провоспалительных цитокинов.

Таким образом, включение в комплексную схему лечения хронического аденоидита низкочастот-
ной ультразвуковой кавитации в сочетании с фотохромотерапией стабилизирует процессы иммуно-
логической реактивности.

Ключевые слова: цитокины, хронический аденоидит, гипертрофия аденоидов, физиолечение
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INDICATORS OF IMMUNOLOGICAL RESPONSE TO NON-
DRUG THERAPY OF CHRONIC ADENOIDITIS
Solodvnik A.V.a, Vyalova T.A.b, Gabov E.V.a, Pozdnyakov P.A.a, 
Bushueva D.S.a
a South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russian Federation  
b Chelyabinsk Regional Clinical Hospital, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. The aim of our work was to study individual indices of immune response in children with 
chronic adenoiditis and evaluate their dynamics following low-frequency ultrasonic cavitation combined with 
photochromotherapy included into the treatment regimen. The study involved 104 patients 3 to 15 years old, 
divided into three groups: the 1st control group (n = 34) received standard treatment for 7 days; 2nd group (n = 37) 
received a supplementary low-frequency ultrasonic cavitation irrigation of pharyngeal tonsil combined with 
photochromotherapy on lymphoid tissue of the pharyngeal tonsil for 7 days; the 3rd group (n = 33) received only 
low-frequency ultrasonic cavitation irrigation treatment. Comparative estimation of clinical and immunological 
indicators (sIgA, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, TNFα) was performed prior to the therapy (day 0) and on the 7th day 
from the start of treatment. Before therapy, a decrease in the content of sIgA, IgA was revealed in all groups. 
In the second group, there was a statistically significant increase in the level of IgA after treatment, which 
suggests activation of local immunity factors. The dynamics of proinflammatory cytokines (IL-6, IL- 10) also 
indicates effectiveness of the drug treatment by reducing manifestations of the tissue immunological reactivity 
in pharyngeal tonsil. An increased number of anti-inflammatory IL-8 and IL- 10 cytokines could be considered 
a compensatory response to decreased level of proi-inflammatory cytokines. 

As a result, the inclusion of low-frequency ultrasonic cavitation in combination with photochromotherapy 
into the complex treatment for chronic adenoiditis thus stabilizing the course of immune response.

Keywords: cytokines, chronic adenoiditis, adenoid hypertrophy, physiotherapy

Введение
Персистирующий характер течения хрониче-

ского аденоидита (ХА) обусловлен становлением 
иммунной системы в детском возрасте под воз-
действием триггерных факторов окружающей 
среды (вирусы, бактерии, аллергены, грибы и 
другие) на фоне сниженного гуморального им-
мунитета. Микробная обсемененность тканей 
глоточной миндалины (ГМ) приводит к повы-
шению функциональной активности лимфоид-
ной ткани с последующей гиперплазией и вовле-
чению в формирование стойкого хронического 
воспаления [13]. При этом несостоятельность 
адекватного ответа на локальном уровне обу-
словлена высоким уровнем провоспалительных 
цитокинов, что способствует развитию систем-
ной воспалительной реакции. Например, осо-
бенности течения воспалительного ответа при 
ХА, ассоциированного с Streptococcus pneumoniae, 
показали повышение уровня IL-6 только в си-
стемном кровотоке без значимых изменений в 
слюне. Уровень же рецепторов к IL-6 и TNFα 
был высоким как на локальном, так и системном 
уровнях [4]. Наличие при этом герпесвирусной 
инфекции (ВЭБ, ЦМВ) уменьшает внутрикле-
точную продукцию провоспалительных цитоки-
нов IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8 в тканях ГМ, про-
лонгирует иммуносупрессию и поддерживает 

хроническое воспаление и клинически проявля-
ется лимфоидной пролиферацией [1].

Значимый вклад в развитие хронического 
воспаления в тканях ГМ вносят нейтрофильные 
гранулоциты, осуществляя фагоцитоз, путем 
формирования внеклеточных нейтрофильных 
ловушек, с выделением во внеклеточное про-
странство содержимого гранул и т. д. [15]. В этом 
контексте интересным представляются работы, 
где отмечено снижение лизосомальной актив-
ности и биоцидных показателей НСТ-теста ней-
трофильных гранулоцитов с поверхности ГМ при 
ХА, свидетельствующие о выраженной дисфунк-
ции клеточных факторов местного иммунитета в 
защите от инфекционного агента [3].

Одним из факторов, приводящих к гипер-
плазии лимфоидных фолликулов тканей ГМ, 
является активация антиген-презентирующих 
и Т-клеток под действием суперантигенов, вы-
рабатываемых некоторыми микроорганизмами, 
входящими в состав резидентной микрофлоры. 
При этом происходит активная пролиферация B- 
и Т-лимфоцитов [8].

Таким образом, развитие иммунного воспале-
ния I или II типа на уровне местной иммунной 
подсистемы слизистых оболочек определяется 
свойствами антигенной нагрузки патогенами и 
состоятельностью защитных факторов [14]. Не-
своевременное принятие лечебных мер или их 
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затягивание приводит к вовлечению в воспали-
тельный процесс слуховой трубы, вследствие 
чего развиваются острые, а затем средние отиты 
с деструкцией костной ткани височной кости [5, 
6]. Приобретая затяжной характер, заболевания 
верхних дыхательных путей и уха, провоцируемые 
ХА, значительно ухудшают качество жизни паци-
ентов, неблагоприятно сказываются на повсед-
невной активности – учебе, спорте и т. д. [9, 10].

Учитывая важную роль лимфоглоточного 
кольца в формировании мукозального иммуни-
тета, в терапии хронического аденоидита у детей 
наиболее оправданы консервативные методы ле-
чения [11, 12].

Эффективным способом немедикаментоз-
ного воздействия является оптическое излуче-
ние, все чаще применяемое при лечении ЛОР-
заболеваний. Взаимодействие с биологическими 
тканями обеспечивает превращение энергии фо-
тонов в ее другие виды, такие как тепловая, ме-
ханическая и химическая. Возбуждение, равно 
как и нагревание тканей, инициирует запуск фи-
зико-химических и биологических реакций орга-
низма. Интересен тот факт, что специфика тера-
певтических эффектов излучения определяется 
особенностями физико-химических процессов, 
вызываемых различных видами как электромаг-
нитных полей, так и излучения [2]. Так, извест-
но, что красный спектр излучения (760-620 нм) 
стимулирует биологическую активность гранул 
фагоцитов, включающих металлосодержащие 
ферменты, такие как каталаза, цитохромы и су-
пероксиддисмутаза, активация молекул влечет за 
собой гиперсекрецию цитокинов, влияющих не-
посредственно на тонус сосудов, а также течение 
биохимических процессов превращения арахидо-
новой кислоты, участия в перекисном окислении 
липидов, влияя на специфику функционирова-
ния иммунитета и т.  д. Клиническая эффектив-
ность данного метода заключается в обеспечении 
нормализации микроциркуляции, активации 
фагоцитоза, выработки антител, в уменьшении 
выраженности клинических проявлении, в част-
ности болевого синдрома и купированию раз-
вития реакций процесса воспаления  [7]. Таким 
образом, изучение воздействия монохроматиче-
ского поляризованного света представляет науч-
но-практический интерес.

Цель исследования – повысить эффективность 
лечения хронического аденоидита у детей вклю-
чением в стандартную терапию низкочастотной 
ультразвуковой кавитации в сочетании с фото-
хромотерапией.

Материалы и методы
В исследовании участвовали 104 пациента с 

гипертрофией аденоидов II или III степени (по 
классификации А.Г. Лихачева, 1967) на основа-
нии трансназальной эндоскопии носоглотки, 

с признаками хронического аденоидита. План 
проведения исследования одобрен Этическим 
комитетом ФГБОУ ВО ЮУГМУ Минздрава Рос-
сии (Протокол заседания № 1 от 15.01.2016), а 
также соответствует положениям Хельсинкской 
декларации Всемирной медицинской ассоциа-
ции. До начала исследования были определены 
критерии включения и исключения.

Путем рандомизации методом конвертов были 
сформированы три группы пациентов: 1-я группа 
контроля (n = 34), получавшая стандартное лече-
ние в течение 7 дней; 2-я группа (n = 37) дополни-
тельно получала низкочастотное ультразвуковое 
кавитационное орошение ГМ в сочетании с фото-
хромотерапией на лимфоидную ткань глоточной 
миндалины в течение 7 дней; 3-я группа (n = 33) 
получала дополнительно только низкочастотное 
ультразвуковое кавитационное орошение.

Сравнительная оценка клинических и им-
мунологических показателей осуществлялась 
до начала терапии (0-й день) и на 7-й день от 
проведенного воздействия. Все пациенты, уча-
ствовавшие в исследовании, отмечали жалобы 
на затрудненное носовое дыхание, храп во сне, 
малопродуктивный утренний кашель, выделения 
из полости носа. Учитывая растущую резистент-
ность к антибактериальной терапии, немедика-
ментозные методы воздействия были выбраны 
в качестве эффективной альтернативы. Анализ 
динамики клинических симптомов проводился 
с использованием визуальной аналоговой шкалы 
(ВАШ) (Huskisson E.C., 1974). Инструменталь-
ный осмотр проводился по стандартной методи-
ке, и визуализация осуществлялась с помощью 
видеокамеры и монитора Otopront. Для оценки 
размеров гипертрофии глоточной миндалины ис-
пользовали классификацию А.Г. Лихачева (1967), 
разделяющую гипертрофию аденоидных вегета-
ций на три степени. В исследование включались 
пациенты, размеры ГМ которых соответствовали 
II или III степени.

Диагностическая эндоскопия подтвердила 
у обследуемых детей хронический характер из-
менений, на поверхности ГМ были выявлены 
слизисто-гнойное или слизистое отделяемое, 
отечность и гиперемия. Иммунологические ис-
следования были проведены в клинико-диагно-
стической лаборатории ГБУЗ ОДКБ города Челя-
бинска и в Научно-исследовательском институте 
Иммунологии ГБОУ ВПО ЮУГМУ Минздрава 
России.

Результаты и обсуждение
Проведенный анализ показал, что вели-

чина концентрация sIgA в слюне у пациен-
тов контрольной группы была в среднем вдвое 
меньше, чем в группе с применением УЗОЛ 
и ФХТ (303,4±2,75  г/л в контрольной группе, 
627,1±3,28  г/л во 2-й группе и 630,4±3,76 г/л в 
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3-й  группе (р  <  0,05)). Предотвращение воспа-
ления на поверхности глоточных миндалин осу-
ществляется благодаря функциям sIgA в случае 
снижения концентрации последнего усиливается 
рост колонизации патогенных организмов по-
верхности аденоидов на фоне снижения защит-
ных свойств поверхностей слизистых оболочек. 
Пониженное содержание sIgA, регистрируемое 
при хроническом аденоидите, подтверждают 
опубликованные на сегодняшний день резуль-
таты исследований подчеркивающие значимую 
роль sIgA в системе мукозальной защиты минда-
лин наряду с другими факторами. Из этого следу-
ет, что снижение содержания sIgA в слюне может 
регистрироваться на фоне выраженного негатив-
ного влияния со стороны чужеродных антигенов, 
так называемого «прессинга» и являться след-
ствием активации факторов адаптивного имму-
нитета на фоне хронического воспалительного 
процесса в носоглотке. Увеличение уровня sIgA 
при использовании в лечении НУЗ и ФХТ свиде-
тельствует об активном влиянии на местные фак-
торы иммунологической защиты поверхности 
глоточной миндалины.

Воспаление при хроническом аденоидите яв-
ляется результатом запуска цитокинового каска-
да, включающего в себя противовоспалительные 
медиаторы и противовоспалительные цитокины. 
При этом особенности течения воспалительного 
процесса при хроническом аденоидите обуслов-
лены соотношением между оппозитными груп-
пами цитокинов. Оценка содержания цитокинов 
позволяет увидеть состояние цитокиновой сети и 
оценки динамику на фоне проводимой терапии.

Общая картина цитокинового профиля смы-
вов с поверхности ГА IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 и 

TNFα, стимулирующих эффекторов врожденно-
го иммунитета, в частности активации фагоци-
тов и эндотелиоцитов, участвующих в регуляции 
провоспалительных реакций с участием IL-6 и 
IL-10, клеточной гибели TNFα, отражена в та-
блице 1.

Концентрация IL-6, регистрируемая в группе 
контроля, была выше в 3,14 раза относительно 
величин показателей в группе с использованием 
УЗОЛ+ФХТ, и в 3,1 раза в группе УЗОЛ (р < 0,05). 
Снижение концентрации IL-6 при применении 
немедикаментозных методов физического воз-
действия может свидетельствовать об ограни-
чении воспалительного процесса в глоточной 
миндалине при хроническом аденоидите, что со-
гласуется с опубликованными результатами из-
вестных научных исследований. 

На фоне проводимой терапии УЗОЛ+ФХТ 
у детей с ХА показатели концентрации IL-10 с 
поверхности ГМ почти вдвое выше показателей 
контрольной группы (р < 0,05). Данные измене-
ния проявляются купированием признаков вос-
паления при хроническом аденоидите и улучше-
ния клинического состояния пациентов. Более 
низкие показатели содержания IL-1β были отме-
чены у детей с ХА на фоне проводимого лечения 
по сравнению с данными контрольной группы.

В группе с использованием УЗОЛ и ФХТ от-
мечалось достоверное снижение показателя 
уровня IL-8 почти в 4 раза в сравнении с пациен-
тами контрольной группы (р < 0,05). Увеличение 
концентрации IL-8 в группе контроля, вероятно, 
является следствием антигенной активности ми-
кроорганизмов лимфоидной ткани, осуществля-
ющих повышение активности генов медиаторов 
воспаления.

ТАБЛИЦА 1. КОНЦЕНТРАЦИЯ ЦИТОКИНОВ В ОТДЕЛЯЕМОМ С ПОВЕРХНОСТИ ГЛОТОЧНОЙ МИНДАЛИНЫ (n = 104), 
M±m

TABLE 1. СONTENT OF CYTOKINES IN DISCHARGE FROM THE SURFACE OF THE PHARYNGEAL TONSIL (n = 104), M±m

Содержание 
цитокинов

Content of cytokines

Группа контроля
Control group 

(n = 34)

Группа УЗОЛ + ФХТ
UZOL + FHT group 

(n = 37)

Группа УЗОЛ
UZOL group 

(n = 33)

IL-1ββ (пг/мл) 
IL-1β (pg/mL) 1,50±0,03 1,10±0,01 1,04±0,05

IL-6 (пг/мл) 
IL-6 (pg/mL) 11,30±0,01 3,40±0,01* 3,60±0,02*

IL-8 (пг/мл) 
IL-8 (pg/mL) 3,50±0,06 0,93±0,02* 0,95±0,03*

IL-10 (пг/мл) 
IL-10 (pg/mL) 19,70±0,02 11,60±0,02* 11,40±0,05*

TNFαα (пг/мл) 
TNFα (pg/mL) 3,21±0,01 1,10±0,01* 1,30±0,07*

Примечание. * – статистически значимые отличия от показателей контрольной группы (р < 0,05). 
Note. *, statistically significant differences from the indicators of the control group (p < 0.05). 
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В группе контроля концентрации TNFα была 
увеличена почти в три раза по сравнению с ве-
личиной показателя в группе с использованием 
в лечении УЗОЛ + ФХТ (р  <  0,05) и составила 
3,21±0,01 пг/мл. 

Снижение концентрации IL-6, IL-1β, IL-8, 
TNFα при хроническом воспалении ГМ на фоне 
применения в комплексном терапии УЗОЛ и 
ФХТ свидетельствует о влиянии иммунокомпе-
тентных клеток на течение воспалительного про-
цесса в тканях глоточной миндалины, в частно-
сти ограничении выраженности последнего при 
хроническом процессе.

Выводы
На фоне хронического течения воспалитель-

ного процесса глоточной миндалины персисти-
рование бактериальной флоры инициирует ин-
фекционно-зависимые иммунопатологические 
состояния, оказывая негативное влияние как на 
продолжительность течения заболевания в дет-
ском возрасте, так и вероятность развития реци-
дивов. Включение в комплексную схему лечения 
ХА низкочастотной ультразвуковой кавитации 
в сочетании с фотохромотерапией способствует 
стабилизации иммунологического дисбаланса.
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ВЛИЯНИЕ ТРОФОБЛАСТИЧЕСКОГО  
bb1-ГЛИКОПРОТЕИНА НА ЭКСПРЕССИЮ  
АРГИНАЗЫ-1 И ИНДОЛАМИН-2,3-ДИОКСИГЕНАЗЫ  
МИЕЛОИДНЫМИ СУПРЕССОРНЫМИ КЛЕТКАМИ
Тимганова В.П., Шардина К.Ю., Гутина Е.В.
Институт экологии и генетики микроорганизмов Уральского отделения Российской академии наук – филиал 
ФГБУН «Пермский федеральный исследовательский центр Уральского отделения Российской академии наук», 
г. Пермь, Россия

Резюме. Миелоидные супрессорные клетки (МСК, MDSC)  – популяция незрелых клеток мие-
лоидного происхождения, проявляющая угнетающие функции, преимущественно в отношении 
Т-лимфоцитов. В норме MDSC составляют менее 1% от лейкоцитов периферической крови. Коли-
чество этих клеток возрастает при здоровой беременности, однако показана решающая роль MDSC в 
поддержании роста опухолей и при аутоиммунных патологиях. 

Поскольку MDSC в настоящее время относят к важным регуляторам иммунитета, поиск способов 
манипулирования их функциями актуален для разработки лечения злокачественных и аутоиммун-
ных заболеваний, а также патологий беременности и посттрансплантационных осложнений. Им-
муносупрессивные механизмы этих клеток опосредованы экспрессией ими поверхностных молекул 
CD73, ADAM17, PD-L1, ферментов аргиназы 1 (Arg1), индуцибельной синтазы оксида азота (iNOS) 
и индоламин-2,3-диоксигеназы (IDO), активных форм кислорода, а также продукцией противовос-
палительных цитокинов IL-10 и TGF-β1. 

Трофобластический β1-гликопротеин (ТБГ) – гликопротеин беременности, обладающий имму-
номодулирующими эффектами в отношении клеток естественного (дендритные клетки и макрофаги) 
и адаптивного (Т-клетки) иммунитета. В то же время влияние ТБГ на MDSC ранее не было изучено. 
Так как данный гликопротеин обладает перспективами фармакологического применения, необходи-
мо исследовать не только нативный вариант ТБГ, но и его рекомбинантную форму. 

Поскольку основной функцией MDSC является иммуносупрессия, целью нашей работы стала 
оценка одного из ее механизмов, а именно внутриклеточной экспрессии ферментов деградации ами-
нокислот, Arg1 и IDO, под влиянием нативного и рекомбинантного ТБГ in vitro.

Дифференцировку MDSC производили из CD11b+ клеток, выделенных из периферической крови 
здоровых добровольцев. Клетки культивировали 7 дней с поэтапным добавлением GM-CSF, IL-1β и 
LPS. Hативный (н) (1,10 и 100 мкг/мл) и рекомбинантный (р) (1 и 10 мкг/мл) ТБГ вносили в культуры 
за три дня до окончания инкубации. Методом проточной цитометрии определяли процент MDSC 
(Lin-HLA-DR-CD11b+CD33+), внутриклеточно экспрессирующих Arg1 и IDO. 
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Обнаружено, что нТБГ и рТБГ во всех исследованных концентрациях не изменяли количество 
MDSC, экспрессирующих Arg1. Однако оба вида белка в концентрации 10 мкг/мл вызывали стати-
стически значимое увеличение процента клеток, экспрессирующих IDO. 

Ранее нами было обнаружено, что нТБГ и рТБГ влияют на дифференцировку MDSC, увеличивая 
процент этих клеток, относящихся к моноцитарной субпопуляции. Однако сейчас можно сказать, 
что, помимо этого, ТБГ усиливает супрессивную функцию исследуемых клеток. 

Полученные данные являются новыми и открывают перспективы таргетного воздействия на мие-
лоидные супрессорные клетки с целью совершенствования клеточных технологий в науке и медици-
не.

Ключевые слова: миелоидные супрессорные клетки, трофобластический β1-гликопротеин, аргиназа-1, индоламин-2,3-
диоксигеназа, иммуносупрессия

EFFECTS OF PREGNANCY-SPECIFIC bb1-GLYCOPROTEIN 
ON EXPRESSION OF ARGINASE 1 AND INDOLEAMINE 
2,3-DIOXYGENASE BY MYELOID-DERIVED SUPPRESSOR 
CELLS
Timganova V.P., Shardina K.Yu., Gutina E.V.
Institute of Ecology and Genetic of Microorganisms, Perm Federal Research Center, Ural Branch, Russian Academy 
of Sciences, Perm, Russian Federation

Abstract. Myeloid-derived suppressor cells (MDSC) represent a population of immature myeloid cells with 
inhibitory properties, mainly related to T lymphocytes. Normally, MDSCs account for <  1% of peripheral 
blood leukocytes. These cells increase in number during physiological pregnancy. However, MDSCs seem to 
play a critical role in the maintenance of tumor growth and autoimmune disorders.

Due to significant role of MDSCs in immune regulation, the ways to manipulate their functions are important 
for development of therapies in malignant and autoimmune diseases, pregnancy disorders and post-transplant 
complications. The immunosuppressive mechanisms of these cells are mediated by the surface expression of 
certain molecules, e.g., CD73, ADAM17, PD-L1, and several enzymes including arginase 1 (Arg 1), inducible 
nitric oxide synthase (iNOS), and indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), along with production of reactive 
oxygen species and anti-inflammatory cytokines IL-10 and TGF-β1.

Pregnancy-specific β1-glycoprotein (PSG) is a pregnancy-related protein which exerts immunomodulatory 
effects on natural immunity cells (dendritic cells and macrophages) and T cells in adaptive immune response. 
So far, the effect of PSG on MDSCs has not been investigated. Since this glycoprotein has promising 
pharmacological properties, it is necessary to study both the native PSG and its recombinant form. Since 
immunosuppression is the main function of MDSC, the aim of our work was to evaluate its effector mechanisms, 
i.e., the in vitro cellular expression of amino acid degradation enzymes Arg1 and IDO under the influence of 
native and recombinant PSG.

MDSC differentiation was performed from the CD11b+ cells isolated from peripheral blood of healthy 
volunteers. The cells were cultured for 7 days with stepwise addition of GM-CSF, IL-1β, and LPS. Native PSG 
(1, 10, and 100 μg/mL) and recombinant PSG (rPSG, 1 and 10 μg/ mL) were added to the cultures three days 
before the end of incubation. The percentage of MDSCs (Lin- HLA-DR-CD11b+CD33+) with intracellular 
expression of Arg1 and IDO was determined by flow cytometry. 

It was found that native PSG and rPSG did not alter the amount of Arg1-expressing MDSCs at any 
concentration used. However, both types of proteins applied at 10 μg/mL, caused a statistically significant 
increase in the percentage of IDO-expressing cells.

We have previously reported that native PSG and rPSG affect MDSC differentiation by increasing the 
proportion of these cells belonging to monocytic subpopulation. Moreover, we can state now that PSG may 
enhance the suppressive function of the studied cells. The obtained novel data provide an outlook for targeting 
myeloid suppressor cells in order to improve cellular technologies in science and medicine.

Keywords: myeloid-derived suppressor cells, pregnancy-specific β1- glycoprotein, arginase-1, indoleamine-2,3-dioxygenase, 
immunosuppression
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Введение
Миелоидные супрессорные клетки (МСК, 

MDSC) представляют собой небольшую (в норме 
менее 1% от лейкоцитов крови) гетерогенную по-
пуляцию, состоящую из незрелых нейтрофилов и 
моноцитов, способных подавлять врожденный, 
адаптивный, а также противоопухолевый им-
мунный ответ. Количество MDSC возрастает при 
беременности и при различных патологических 
состояниях, таких как воспаление, заражение 
крови, травматический шок, аутоиммунные за-
болевания и рак [12].

MDSC ингибируют иммунный ответ через 
межклеточные взаимодействия с помощью моле-
кул на поверхности клеток, а также короткожи-
вущих медиаторов. Cупрессивное действие этих 
клеток затрагивает разные звенья клеточного им-
мунитета, однако в первую очередь они подавля-
ют функции T-лимфоцитов. К поверхностным 
молекулам-посредникам угнетения клеточных 
функций относят CD73, ADAM17, PD-L1, Gal- 9 
и CD40. К растворимым факторам MDSC, уг-
нетающим иммунный ответ, относят цитокины 
IL- 10, TGF-β и активные формы кислорода [12].

Одним из самых главных механизмов имму-
носупрессии для MDSC служит нарушение ме-
таболизма аргинина и триптофана, а именно, 
их истощение. Фермент iNOS (индуцибельная 
NO-синтаза) конвертирует аргинин в NO и ци-
труллин, а аргиназа 1 (Arg1) – в орнитин и мо-
чевину. Недостаток аргинина в месте иммунного 
ответа угнетает пролиферацию Т-клеток и пода-
вляет экспрессию CD3-цепей TCR [15]. Анало-
гичным образом, STAT3 – зависимая активация 
индоламин-2,3-диоксигеназы (IDO) приводит к 
дефициту L-триптофана и последующему апоп-
тозу T-лимфоцитов [13]. Кроме того, образуются 
метаболиты триптофана (кинуренин, 3-гидрок-
сикинуренин, 3-гидроксиантраниловая кислота), 
которые влияют на нормальное функционирова-
ние макрофагов и T-лимфоцитов, а также могут 
привести к образованию Treg за счет связывания 
с арильными углеводородными рецепторами [7].

Благодаря большому спектру механизмов су-
прессии MDSC в настоящее время считаются 
одними из важнейших регуляторов иммунного 
ответа. Поиск способов контроля над ними чрез-
вычайно актуален с точки зрения терапии всех 
заболеваний и состояний, в которые вовлечены 
эти клетки. Кроме того, MDSC могут стать удач-
ной фармакологической мишенью для решения 
проблем, связанных с иммунным отторжением 
как полуаллогенных эмбрионов, так и переса-
женных органов или тканей.

Трофобластический β1-гликопротеин (ТБГ, 
англ. PSG) является доминирующим фетопла-
центарным белком, обладающим иммуномоду-
лирующими свойствами. За последние 10 лет, 
благодаря разработке авторского метода полу-
чения нативного препарата ТБГ человека [1], 
мы продемонстрировали эффекты этого белка 
в отношении различных популяций иммунных 
клеток [10]. Было установлено, что ТБГ стиму-
лирует экспрессию IDO моноцитами женщин, 
подавляет пролиферацию и дифференцировку 
Th17, подавляет продукцию провоспалительных 
цитокинов (IL-8, IL-17, IFNγ, MCP-1, TNFα) а 
также G-CSF и GM-CSF [10]. Помимо этого, 
было установлено, что ТБГ угнетал экспрессию 
маркеров активации CD28 и CD25 наивными 
Т-клетками, не влияя на продукцию ими IL-2, од-
нако на уровне Т-клеток иммунной памяти ТБГ 
снижал поверхностную экспрессию CD25 одно-
временно со снижением продукции IL-2. Кроме 
того, было показано подавление экспрессии ге-
нов, регулирующих альтернативный сплайсинг 
CD45 (Gfi1, hnRNPLL) под действием ТБГ, что, 
по-видимому, в контексте нашей работы, может 
блокировать трансдифференцировку наивных 
Т-клеток в Т-клетки памяти [11]. Разнообразие 
иммунорегуляторных эффектов ТБГ натолкнуло 
нас на мысль о том, что этот уникальный глико-
протеин может оказывать влияние и на популя-
цию MDSC.

Свойства нативного и рекомбинантного (не-
гликозилированного) препаратов ТБГ могут от-
личаться. В то же время очевидно, что для прак-
тического применения препарата необходимо 
детальное изучение эффектов более доступных 
рекомбинантных форм ТБГ. 

Ввиду гетерогенности MDSC и сложности по-
лучения их in vitro, наряду с поверхностными мар-
керами необходимо определять функциональное 
состояние этих клеток, в частности экспрессию 
ими ферментов деградации аминокислот, Arg1 и 
IDO. 

Таким образом, целью настоящей работы яв-
ляется изучение влияния нативного и реком-
бинантного ТБГ на экспрессию аргиназы-1 и 
индоламин-2,3-диоксигеназы миелоидными су-
прессорными клетками.

Материалы и методы
Периферическую кровь доноров-доброволь-

цев забирали венепункцией (n  =  4). Исследова-
ние проводилось в соответствии с Хельсинкской 
декларацией ВМА 2000 г. и Протоколом к Кон-
венции Совета Европы о правах человека и био-
медицине 1999 г. На используемую эксперимен-
тальную схему получено одобрение Комитета по 
этике ИЭГМ УрО РАН (IRB00010009) от 15 фев-
раля 2022 г., протокол № 15. У всех пациентов 
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было получено письменное информированное 
согласие. 

Мононуклеарные клетки периферической 
крови (МПК) выделяли методом центрифуги-
рования в градиенте плотности (ρ = 1,077 г/см3, 
«Диаколл», «Диаэм», Россия). CD11b+ клетки 
выделяли из РВМС с помощью позитивной им-
муномагнитной сепарации (MacsiBeads, колон-
ки LS (Miltenyi Biotec, Германия)). Полученные 
клетки в концентрации 1 × 106 высевали в 96-лу-
ночный планшет, содержащий полную питатель-
ную среду (RPMI-1640, 10% ЭТС, 10 мМ Hepes 
(ICN Ph., США), 2 мМ-глутамин (ICN Ph.) и 
100  мкг/мл пенициллина-стрептомицина-амфо-
терицина (100 мкл на 10 мл среды, BI, Израиль)). 
К культурам добавляли GM-CSF (Miltenyi Biotec, 
Германия) в концентрации 20 нг/мл. Клетки ин-
кубировали в течение трех дней во влажной ат-
мосфере в СО2-инкубаторе при 5% СО2 и 37 °С. 
Затем культуральную среду заменяли, добавляли 
IL-1β (20 нг/мл, Miltenyi Biotec, Германия) и ЛПС 
(0,1 мкг/ мл, Sigma-Aldrich, США) для активации 
клеток. На следующий день добавляли исследуе-
мые белки: нативный ТБГ (Патент РФ № 2367449, 
Раев М.Б.) в концентрациях 1, 10 и 100 мкг/мл и 
рекомбинантный ТБГ (PSG 1, Cusabio, Китай) 
в концентрациях 1 и 10 мкг/мл (выбор концен-
траций основывался на их соответствии разным 
триместрам беременности [6] и предварительным 
экспериментам по влиянию белков на жизнеспо-
собность клеток. Затем клетки культивировали в 
течение дополнительных трех дней. Через 7 суток 
общей продолжительности инкубации клетки 
окрашивали на жизнеспособность красителем 
Zombie Aqua (BioLegend, США) и антителами, 
мечеными флуорохромами, для определения 
фенотипа MDSC на проточном цитометре. Па-
нель антител для поверхностного окрашивания: 
анти-HLA-DR-Alexa Fluor 750, анти-CD33-APC, 
анти-CD11b-Alexa Fluor 405, анти-CD66b-PE, 
анти-CD14-PerCP (R&D Systems, США). Для ис-
ключения лимфоцитов и NK-клеток из целевого 
гейта использовали антитела: анти-CD19-AF700, 
анти-CD56-AF700, анти-CD3-AF700. Экспрес-
сию Arg1 и IDO определяли при помощи вну-
триклеточного окрашивания антителами anti-h 
Arginase 1-AF488 и anti-h IDO-AF488 (R&D 
Systems, США). Пробы FMO (fluorescence minus 
one) и изотипические контроли использовали 
для разделения «негативных» и «позитивных» по-
пуляций. Образцы анализировали на проточном 
цитометре CytoFLEX S (Beckman Coulter, США). 
После гейтирования ZA-Lin-CD11b+CD33+ кле-
ток, на отдельных гистограммах определяли про-
цент Arg+ и IDO+ клеток. Данные проточной ци-
тометрии обрабатывали с помощью программы 
CytExpert (Beckman Coulter, США). 

Статистическую обработку данных проводили 
в программе GraphPad Prizm 8.0.1 с использова-
нием критерия Фридмана и апостериорного кри-

терия Данна для множественных сравнений. Ре-
зультаты представлены в виде медианы, нижнего 
квартиля и верхнего квартиля  – Me (Q0,25-Q0,75). 
Уровень значимости был принят за 0,05. 

Результаты и обсуждение
Обнаружено, что ТБГ обоих типов во всех ис-

следованных концентрациях не влиял на процент 
MDSC, содержащих аргиназу-1 (рис. 1).

Показано, что как рекомбинантный, так и на-
тивный вариант ТБГ вызывали статистически 
значимое по отношению к контролю повышение 
процента клеток, экспрессирующих IDO (рис. 2). 
Хотя в среднем процент IDO+ клеток был боль-
ше в культурах с 10 мкг/мл рТБГ, чем в культурах 
с такой же дозой нТБГ, статистически значимых 
отличий между ними не было.

Таким образом, установлено, что ТБГ в нашей 
экспериментальной системе не модулировали 
экспрессию Arg1, однако стимулировал экспрес-
сию IDO в концентрации 10 мкг/мл, соответству-
ющей II триместру беременности.

Истощение запасов аргинина за счет актива-
ции аргиназы-1 было одним из первых механиз-
мов супрессии Т-клеток, описанных для MDSC. 
Переносчик катионных аминокислот CAT-2B 
быстро переносит внеклеточный L-аргинин в 
MDSC, который впоследствии расщепляется на 
мочевину и L-орнитин под действием Arg1 [4]. Де-
фицит аргинина во внеклеточном пространстве 
может привести к потере цепи CD3ζ и очевидно-
му ингибированию пролиферации Т-клеток [15]. 

В целом содержание Arg1 в культурах клеток 
MDSC, полученных in vitro из клеток, выделен-
ных из периферической крови здоровых доно-
ров, является подтверждением наличия у них 
супрессивной активности, что является опреде-
ленным методическим успехом. Однако как мы 
видим, внесение ТБГ в культуры не приводило 
к статистически значимым изменениям числа 
содержащих этот фермент клеток в культурах. 
Данный феномен может быть связан с тем, что 
Arg1 человека может продуцироваться в среду, 
следовательно, детектироваться только в части 
клеток [8]. Здесь мы представляем данные только 
по внутриклеточному содержанию Arg1 в MDSC, 
однако дальнейший анализ супернатантов может 
помочь прояснить ситуацию. Интересно, что на-
ряду с информацией об экспрессируемой MDSC 
аргиназе-1 как об одном из основных механизмов 
супрессии, получены данные, что MDSC из кост-
ного мозга мышей с прогрессирующей опухолью 
могут не экспрессировать Arg1, и авторы сдела-
ли вывод, что Arg1 не является конститутивным 
ферментом, а индуцируется присутствием акти-
вирующих Т-клеток [2]. 

Что касается второго исследуемого фермента, 
нами показано, что процент клеток MDSC, экс-
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прессирующих IDO, возрастал под действием 
обоих видов ТБГ в концентрации 10 мкг/мл. 

Существуют разные варианты регуляции экс-
прессии IDO. Активировать сигнальные механиз-
мы, которые либо индуцируют, либо поддержи-
вают экспрессию IDO способны толл-подобные 
рецепторы (TLR), члены суперсемейства факто-
ра некроза опухоли (TNFR), рецептор интерфе-
рона бета (IFNBR), рецептор интерферона гамма 
(IFNGR), рецепторы трансформирующего фак-
тора роста бета (TGFBR) и арилуглеводородный 
рецептор (AhR) [7]. В нашем случае в культураль-
ной среде присутствовал ЛПС, участвующий в 
индукции IDO, таким образом, именно на фоне 
активации молекул TLR ТБГ оказывал свои сти-
мулирующие эффекты.

Ранее нами была показана способность натив-
ного ТБГ в тех же физиологических концентра-
циях стимулировать экспрессию IDO моноци-
тами периферической крови. Было установлено, 
что нативный ТБГ в концентрации 10 мкг/мл 
стимулировал экспрессию IDO в моноцитах в 
присутствии ЛПС, что согласуется с текущими 
результатами [14]. 

В контексте беременности, способность ТБГ 
модулировать активность IDO может вносить 
свой вклад в формировании иммунной толерант-

ности матери к полуаллогенному плоду. К насто-
ящему времени не обнаружены рецепторы к PSG 
человека на поверхности клеток, однако обнару-
жен механизм, при помощи которого этот белок 
может активировать TGF-β, связываясь с его ла-
тентной формой [3].

Вероятно, именно посредством TGF-β про-
исходит активация синтеза IDO. Известно, что 
в дендритных клетках в усиление биосинтеза 
IDO вовлечена индукция неканонического пути 
NF- κB, создающая петлю положительной об-
ратной связи для устойчивой продукции TGF-β 
и IDO1 через фосфатидилинозитол-3-киназа  – 
зависимый механизм [9]. Можно предположить, 
что MDSC также могут использовать данный ме-
ханизм для индукции экспрессии IDO и реализа-
ции супрессорной активности. 

Заключение
Таким образом, нами получены новые дан-

ные, касающиеся стимуляции нативным и ре-
комбинантным ТБГ супрессивной функции 
MDSC. Эти результаты открывают возможности 
прицельного действия на функции миелоидных 
супрессоров с целью разработки и усовершен-
ствования клеточных технологий в биомедицине.

Рисунок 1. Процент MDSC, содержащих Arg1 в культурах 
с добавлением нативного и рекомбинантного ТБГ
Примечание. n = 4; контроль – культуры без ТБГ; по оси 
абсцисс тип и концентрация ТБГ; ось ординат – процент 
клеток, содержащих Arg1 в гейте MDSC. Показаны медианы 
(горизонтальные линии), межквартильные размахи 
(прямоугольники), максимальные и минимальные значения 
(«усы»). 
Figure 1. Percentage of MDSC containing Arg1 in cultures 
supplemented with native and recombinant PSG
Note. n = 4; control, cultures without PSG; x-axis, type and 
concentration of PSG; y-axis, percentage of cells containing Arg1 
in the MDSC gate. Medians (horizontal lines), interquartile ranges 
(rectangles), maximum and minimum values (“whiskers”) are shown.

Рисунок 2. Процент MDSC, содержащих IDO, в культурах 
с добавлением нативного и рекомбинантного ТБГ
Примечание. n = 4; контроль – культуры без ТБГ; по оси 
абсцисс тип и концентрация ТБГ; ось ординат – процент 
клеток в гейте MDSC, содержащих IDO. Показаны медианы 
(горизонтальные линии), межквартильные размахи 
(прямоугольники), максимальные и минимальные значения 
(«усы»). Указаны значения p < 0,05 по отношению к контролю.
Figure 2. Percentage of MDSC containing IDO in cultures 
supplemented with native and recombinant PSG
Note. n = 4; control, cultures without PSG; x-axis, type and 
concentration of PSG; y-axis, percentage of cells in MDSC gate 
containing IDO. Medians (horizontal lines), interquartile ranges 
(rectangles), maximum and minimum values (“whiskers”) are shown. 
p < 0.05 values are given relative to control.
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ВЛИЯНИЕ НАНОЧАСТИЦ ОКСИДА ГРАФЕНА  
НА АПОПТОЗ Т-ЛИМФОЦИТОВ И КЛЕТОК ЛИНИИ  
JURKAT
Усанина Д.И.1, 2, Ужвиюк С.В.1, Заморина С.А.1, 2

1 Институт экологии и генетики микроорганизмов Уральского отделения Российской академии наук – филиал 
ФГБУН «Пермский федеральный исследовательский центр» Уральского отделения Российской академии наук, 
г. Пермь, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Пермский государственный национальный исследовательский университет», г. Пермь, Россия

Резюме. Графен и его производные  – материалы с уникальными физико-химическими свой-
ствами, углубленное изучение которых позволяет рассматривать их в качестве перспективных био-
медицинских агентов для адресной доставки лекарств и генов, фототермической терапии раковых 
заболеваний, биовизуализации и пр. Однако для этого требуется комплексное изучение влияния на-
номатериалов на организм, в том числе на клетки иммунной системы. 

Цель нашего исследования  – изучение влияния пегилированных наночастиц оксида графена 
(ОГ) на апоптоз Т-лимфоцитов из крови здоровых доноров, а также клеток иммортализированной 
Т-клеточной линии Jurkat 5332. Сравнение полученных данных позволит углубить наше понимание 
биосовместимости наноматериалов, а также ответит на вопрос, насколько результаты, полученные с 
использованием клеточных линий, справедливы для аналогичных клеток здорового организма.

В работе мы использовали наночастицы ОГ разных размеров (100-200 нм, 1-5 мкм), функционали-
зированные линейным и разветвленным полиэтиленгликолем (ПЭГ). Клетки культивировали в тече-
ние суток при 37 °С и 5% СО2 с наночастицами в концентрациях 5 и 25 мкг/мл, после чего оценивали 
жизнеспособность, а также ранний и поздний апоптоз клеток линии Jurkat и CD3+ клеток здоровых 
доноров методом проточной цитометрии. 

При изучении влияния наночастиц ОГ на Т-клетки здоровых доноров было установлено, что на-
ночастицы малой размерности, покрытые линейным ПЭГ, в высокой концентрации (25 мкг/мл) 
способны достоверно понижать число живых клеток, а также увеличивать число клеток в состоянии 
позднего апоптоза. В то же время наночастицы большой размерности, покрытые разветвленным ПЭГ, 
в высокой концентрации (25 мкг/мл), увеличивали число Т-клеток, находящихся в раннем апоптозе. 

Установлено, что наночастицы ОГ в исследуемых концентрациях не оказывали влияния на жизне-
способность, а также показатели апоптоза клеток линии Jurkat вне зависимости от размеров, концен-
трации и типа поверхностной функционализации частиц.

Полученные данные свидетельствуют о том, что наночастицы ОГ оказывают различные эффек-
ты на здоровые и раковые Т-лимфоциты. Можно предположить, что подобные несоответствия мо-
гут быть объяснены большей устойчивостью опухолевых клеток в сравнении со здоровыми. Из этого 
можно сделать вывод о том, что при изучении воздействия наноматериалов на клетки нельзя ограни-
чиваться экспериментами на клеточных линиях, так как их характеристики могут значительно отли-
чаться от таковых у здоровых клеток.

Ключевые слова: наночастицы оксида графена, Т-лимфоциты, апоптоз, Jurkat
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EFFECT OF GRAPHENE OXIDE NANOPARTICLES ON 
APOPTOSIS OF T LYMPHOCYTES AND JURKAT CELLS
Usanina D.I.a, b, Uzhviyuk S.V.a, Zamorina S.A.a, b

a Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, Ural Branch of the Russian Academy of Sciences – Branch of 
Perm Federal Research Center, Perm, Russian Federation  
b Perm State University, Perm, Russian Federation

Abstract. Graphene and its derivatives are materials with unique physicochemical properties. A detailed 
study of these materials allows to consider them prospective biomedical agents for targeted drug and gene 
delivery, photothermal therapy of cancer, bioimaging, etc. However, this requires a comprehensive studies of 
their effects on the body tissues, including cells of the immune system.

The aim of our research was to stydy the effects of nanoparticles based on pegylated graphene oxide (GO) 
upon apoptosis of T lymphocytes derived from blood of healthy donors and Jurkat 5332 cell line. Comparison 
of these cells will extend our knowledge of the effects of nanomaterials on the cells, and to respond the question, 
what results obtained with continuous cell lines are valid for normal non-malignant cells. In this work, we used 
GO nanoparticles (100-200 nm, 1-5 μm) coated with linear (LP-GO) and branched (BP-GO) polyethylene 
glycol (PEG). The cells were cultured for 24 hours at 37 °C and 5% CO2 with nanoparticles at concentrations 
of 5 and 25 μg/mL. Viability and early and late apoptosis of incubated Jurkat cells and CD3+ cells from healthy 
donors were assessed by flow cytometry. It was found that the small nanoparticles coated with linear PEG at 
high concentrations (25 μg/mL) could significantly reduce the number of live cells and increase the number of 
cells in late apoptosis. At the same time, large nanoparticles coated with branched PEG at high concentrations 
(25 μg/mL) increased the percentage of T cells in early apoptosis. 

Meanwhile, the GO nanoparticles at both concentrations did not affect the viability and apoptosis of Jurkat 
cells, regardless of the size, concentration, and type of surface function of the particles.

The obtained results suggest that GO nanoparticles exert different effects upon normal and malignant 
lymphocytes of T lineage. One may assume that these discrepancies could be explained by greater resistance of 
tumor cells compared to normal T cells. These findings suggests that studies of nanomaterials upon living cells 
should not be limited to experiments on cell lines, since their properties may significantly differ from those of 
non-malignant cells.

Keywords: graphene oxide, nanoparticles, T lymphocytes, apoptosis, Jurkat

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РНФ в рамках научного проекта № 
19-15-00244-П.

Введение
Биомедицинские и фармацевтические иссле-

дования не теряют своей актуальности. Одно из 
перспективных направлений в данной области – 
наноматериалы. В последние десятилетия тема 
наноматериалов активно развивается благодаря 
их уникальным физико-химическим свойствам, 
возможностям направленной модификации и 
многофункциональности. Наноматериалы могут 
быть использованы для адресной доставки ле-
карств и генов, фототермической терапии рако-
вых заболеваний, биовизуализации и пр. [10].

Наноматериалы на основе углерода включают 
в себя углеродные нанотрубки, фуллерены, нано-
алмазы, графен и его производные. Преимуще-
ствами углеродных материалов являются обшир-
ные возможности модификации, малые размеры, 
большая удельная площадь поверхности, высо-
кая тепло- и электропроводность, уникальные 
оптические и механические свойства. Углублен-
ное изучение этих материалов позволяет рас-
сматривать их в качестве перспективных биоме-
дицинских агентов, однако требует тщательного 

исследования их влияния на различные клетки 
организма [8, 12].

В настоящее время активно изучается био-
совместимость графена и его производных. Акту-
альным является исследование взаимодействия 
графена с клетками иммунной системы, так как 
именно они будут первыми контактировать с 
наноматериалом в случае его биомедицинского 
применения. В литературе можно найти как от-
дельные исследования по этой теме, так и ком-
плексные обзоры, охватывающие большое число 
клеточных популяций [3]. Стоит отметить, что 
наноматериалы обычно покрывают биосовме-
стимыми полимерами, снижающими их цитоток-
сичность, такими как полиэтиленгликоль (ПЭГ).

В качестве модели для изучения биосовмести-
мости материалов часто используют линии ра-
ковых клеток, так как это облегчает проведение 
экспериментов и позволяет избавиться от про-
цедур изоляции клеток. Однако, ввиду большей 
устойчивости раковых клеток, остается спорным 
вопрос о возможности экстраполяции данных, 
полученных в ходе подобных экспериментов, на 
неизмененные клетки.

Мы поставили перед собой цель выяс-
нить, оказывают ли наночастицы оксида гра-
фена влияние на жизнеспособность и апоптоз 
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Т-лимфоцитов из крови здоровых людей, а также 
линию раковых лимфоцитов. Полученные дан-
ные позволят расширить наше понимание вза-
имодействия наноматериалов с живыми систе-
мами, а также сделать выводы о достоверности 
данных, полученных лишь при использовании 
иммортализированных линий клеток.

Материалы и методы
Исследование проводили в соответствии 

с Хельсинкской декларацией Всемирной ме-
дицинской ассоциации 2000 г. и протоколом 
Конвенции Совета Европы о правах человека и 
биомедицине 1999 г., на используемую экспери-
ментальную схему получено разрешение Этиче-
ского комитета «Института экологии и генетики 
микроорганизмов УрО РАН» (IRB00010009) от 
30.08.2019. От каждого донора было получено ин-
формированное согласие.

В работе использовали наночастицы оксида 
графена размерами 100-200 нм (маленькие, «м»), 
и 1-5 мкм (большие, «б») (Ossila Ltd, Великобри-
тания). Функционализированные наночастицы 
были получены в рамках проекта РНФ № 19-15-
00244 (рук. Заморина С.А.). Процедуры модифи-
кации наночастиц осуществлялись в ИТХ УрО 
РАН к.х.н. Нечаевым А.И.

Модификация наночастиц оксида графена 
линейным (П-ОГ) и разветвленным (рП-ОГ) по-
лиэтиленгликолем осуществлялась методом ко-
валентной пришивки аминогрупп к карбоксиль-
ным группам на поверхности оксида графена 
через образование амидной связи [5]. Покрытие 
наночастиц разветвленным ПЭГ по сравнению с 
линейным улучшает их коллоидную стабильность 
в растворах. Модификацию структуры и состава 
оксида графена полиэтиленгликолем подтверж-
дали при помощи УФ- и ИК-Фурье спектроско-
пии. Определение степени покрытия наночастиц 
полиэтиленгликолем проводили методом термо-
гравиметрического анализа. Характеристика на-
ночастиц и процедуры функционализации ОГ 
была представлена нами ранее [7]. 

Для сравнения эффектов, оказываемых окси-
дом графена на здоровые и раковые клетки, мы 
использовали лимфоциты, полученные из крови 
условно здоровых доноров (n = 5), а также клет-
ки иммортализированной Т-клеточной линии 
Jurkat 5332 (Российская коллекция клеточных 
культур позвоночных Института цитологии РАН, 
г. Санкт-Петербург) (n = 5). 

Лейкоциты выделяли из крови методом спон-
танной седиментации в течение 40 минут при 
37 °С, после чего культивировали в полной куль-
туральной среде (CCM, RPMI (Sigma) с добав-
лением 1% пенициллина-стрептомицина-амфо-
терицина (BI), 10% объединенной человеческой 
сыворотки, 2 мМ L-глутамина, 10 мМ HEPES. 
Клетки линии Jurkat 5332 культивировали в пи-
тательной среде RPMI-1640 с добавлением 2 мМ 
L-глутамина, 100 Ед пенициллина, 0,1 мг/мл 
стрептомицина, 2,5 мкг/мл амфотерицина B и 

10% инактивированной эмбриональной телячьей 
сыворотки. 

Клетки культивировали в 96-луночных план-
шетах в концентрации 1 млн клеток/мл. Клетки 
культивировали во влажной атмосфере в CO2-
инкубаторе при 37 °С и 5% CO2 в течение суток. 
Так как число доноров для получения монону-
клеарных клеток составляло 5, с клетками Jurkat 
также проводили серию из пяти экспериментов. 
Наночастицы П-ОГ и рП-ОГ вносили до конеч-
ных концентраций 5 и 25 мкг/мл. Контролем слу-
жили лунки без добавления наночастиц.

Для определения жизнеспособности клеток 
после культивирования в присутствии наноча-
стиц оксида графена использовали краситель 
Zombie aqua (ZA) (Invitrogen, США). Для оцен-
ки числа апоптотирующих клеток использовали 
Annexin V FITC (BioLegend, США). Оценивали 
ранний (ZA-AnnV+) и поздний апоптоз/некроз 
(ZA+AnnV+) клеток. Лейкоциты из крови доно-
ров также окрашивали антителами к CD3-PB 
(Miltenyi Biotec, США) и оценивали апоптоз в 
субпопуляции CD3+ (T-клетки). Окрашенные 
образцы анализировали с использованием про-
точного цитометра CytoFLEX S (Beckman Coulter, 
США). Порог между позитивными (окрашен-
ными) и негативными субпопуляциями клеток 
определяли с использованием неокрашенных 
проб, а также контролей флуоресценции минус 
один (FMO). Данные проточной цитометрии 
анализировали с помощью программы CytExpert 
(Beckman Coulter, США).

Статистическую обработку данных проводили 
в программе GraphPad Prizm 8.0.1. Для оценки 
использовали тест Фридмана и post-hoc тест Дан-
на для множественных сравнений. Результаты 
представляли в виде медианы, нижнего и верхне-
го квартилей – Me (Q0,25-Q0,75). Уровень значимо-
сти принимали за 0,05.

Результаты и обсуждение
При изучении влияния пегилированых на-

ночастиц оксида графена установлено, что в ис-
следуемых концентрациях они не оказывают 
влияния на жизнеспособность клеток линии 
Jurkat вне зависимости от типа поверхностной 
функционализации (рис. 1). Средние значения 
жизнеспособности клеток в культурах с добав-
лением графена колебались в пределах 96,97-
97,47% (контроль  – 97,18%) Однако частицы 
малых размеров, функционализированные ли-
нейным полиэтиленгликолем, в концентрации 
25 мкг/ мл достоверно понижали жизнеспособ-
ность Т-лимфоцитов здоровых доноров (рис. 1).

Эти же наночастицы (П-ОГм, 25 мкг/мл) по-
вышали число клеток в состоянии позднего апоп-
тоза (рис. 2). В то же время в отношении раннего 
апоптоза зафиксирован стимулирующий эффект 
другого типа наночастиц – больших, функциона-
лизированных разветвленным полиэтиленглико-
лем (рП-ОГб, 25 мкг/мл) (рис. 2).
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В отношении клеток линии Jurkat не установ-
лено достоверных различий в числе клеток в со-
стоянии раннего и позднего апоптоза в присут-
ствии наночастиц оксида графена (рис. 2).

Ранее нами было установлено, что наноча-
стицы пегилированного оксида графена вы-
зывают снижение прироста клеточной массы 
Т-лимфоцитов линии Jurkat [1]. При этом стати-
стический анализ не выявил достоверного сни-
жения жизнеспособности клеток, что согласует-
ся с данными текущего исследования. Исходя из 
полученной информации, можно сделать вывод 
о том, что пегилированный оксид графена в кон-
центрации 5-25 мкг/мл затрудняет лишь проли-
ферацию клеток данной линии, не вызывая их 
гибели.

Проведенные ранее исследования свиде-
тельствуют также о снижении клеточной массы 
мононуклеарных клеток периферической крови 
человека при суточной инкубации с оксидом гра-
фена [2]. Наиболее выраженный подавляющий 
эффект наблюдался у частиц, покрытых развет-
вленным ПЭГом, которые также вызывали обра-
зование клеточных агрегатов; а в текущей работе 
такие частицы повышали число клеток в состо-
янии раннего апоптоза. Одновременно, не было 
отмечено влияния наночастиц ОГ на жизнеспо-
собность мононуклеарных клеток [2]. В настоя-
щей работе наночастицы вызывали достоверное 
снижение процента живых CD3+ клеток, однако 
нельзя игнорировать тот факт, что в целом, по-
казатели жизнеспособности остаются довольно 
высокими. Кроме того, CD3+ клетки составляют 
45-70% от всех мононуклеаров крови, и измене-
ния количества живых клеток в этой субпопуля-
ции могли быть не детектируемы в предыдущем 
исследовании.

Известно, что присутствие наночастиц оксида 
графена может вызывать гибель клеток, однако 
оказываемые эффекты находятся в зависимо-
сти от размеров и концентрации частиц, а так-
же типа поверхностной функционализации [11]. 
Например, в отношении Т-клеток известно, что 
ОГ без поверхностной модификации, а также 
ОГ-COOH, обладают хорошей биосовместимо-
стью в концентрациях до 25 мкг/мл, в то время 
как покрытые полиэтиленамином частицы ток-
сичны уже в концентрации 1,6 мкг/мл [5]. При 
этом в большей степени апоптозу подвержены 
активированные Т-лимфоциты [9]. Так, в иссле-
дованиях Ding с соавт. [5] в состоянии позднего 
апоптоза находилось до 67,4% клеток из культуры 
Т-лимфоцитов после суточной инкубации с ОГ. 
В нашем исследовании Т-клетки не подвергались 
предварительной активации, что объясняет го-
раздо меньшую выраженность цитотоксических 
эффектов графена. Кроме того, при покрытии 
частиц полиэтиленгликолем, как и в нашем слу-
чае, также обнаруживается снижение апоптоза 
клеток [11].

Для оценки биосовместимости материалов, в 
том числе графена, зачастую используют линии 
раковых клеток [4, 6]. В большинстве случаев, как 
и в нашем исследовании, отмечается, что жизне-
способность раковых клеток снижается в мень-
шей степени, чем у нормальных. Это может быть 
объяснено тем, что линии раковых клеток более 
устойчивы к повреждениям или метаболическим 
нарушениям. Наше исследование подтверждает, 
что использование клеточных линий не может 
полностью заменить эксперименты со здоровы-
ми клетками, а к полученным данным следует от-
носиться с осторожностью: иммортализованные 
клетки не отображают процессы, происходящие 

Рисунок 1. Влияние оксида графена на жизнеспособность T-лимфоцитов из крови здоровых доноров и клеток 
линии Jurkat
Примечание. По оси X обозначены тип и концентрация наночастиц оксида графена, по оси Y – процент живых клеток (ZA-). 
Контроль – культуры без добавления графена. Звездочкой обозначены значения p < 0,05.
Figure 1. Effect of graphene oxide on the viability of T lymphocytes from the blood of healthy donors and Jurkat cells
Note. The x-axis indicates the type and concentration of nanoparticles; the y-axis is the percentage of living cells (ZA-). Control, culture without 
GO. Significant differences (p < 0.05) are indicated (*).
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при взаимодействии наноматериала со здоровы-
ми клетками.

Выводы 
Показано, что наночастицы оксида графена 

в концентрации 25 мкг/мл способны вызывать 
апоптоз Т-клеток, а также снижать их жизнеспо-
собность. Оказываемые эффекты определяются 
типом поверхностной функционализации и раз-

мером частиц. В то же время наночастицы ОГ не 
оказывали цитотоксического влияния на изучае-
мые параметры клеток линии Jurkat. 

Таким образом, полученные данные сви-
детельствуют о том, что наночастицы ОГ по-
разному влияют на Т-лимфоциты и клетки ли-
нии Jurkat, из-за чего данные, полученные при 
использовании клеточной линии, нельзя экстра-
полировать на здоровые клетки.

Рисунок 2. Влияние оксида графена на ранний и поздний апоптоз Т-лимфоцитов и клеток линии Jurkat
Примечание. По оси X обозначены тип и концентрация наночастиц оксида графена, по оси Y – процент клеток в состоянии 
раннего и позднего апоптоза соответственно. Контроль – культуры без добавления графена. Звездочкой обозначены значения 
p < 0,05.
Figure 2. Effect of graphene oxide on early and late apoptosis of T lymphocytes and Jurkat cells
Note. The x-axis indicates the type and concentration of nanoparticles; the y-axis is the percentage of cells in the state of early and late apoptosis, 
respectively. Control, culture without GO. Significant differences (p < 0.05) are indicated (*).
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АНАЛИЗ ЭКСПРЕССИИ PD1 НА CD3+  
ЛИМФОЦИТАХ КРОВИ КРЫСЫ,  
СТИМУЛИРОВАННЫХ АНТИТЕЛАМИ К CD3,  
МЕТОДОМ ПРОТОЧНОЙ ЦИТОМЕТРИИ
Храмова Т.В., Бедулева Л.В., Фомина К.В., Абишева Н.Н.
ФГБОУ ВО «Удмуртский государственный университет», г. Ижевск, Россия  
ФГБУН «Удмуртский федеральный исследовательский центр Уральского отделения Российской академии 
наук», г. Ижевск, Россия

Резюме. Исследование PD-1/PD-L сигнального пути в регуляции иммунного ответа является фо-
кусом исследований в настоящее время. Показана ключевая роль PD-1 молекулы в регуляции ауто-
иммунных, противоопухолевых и противовирусных реакций. Культура лимфоцитов крыс и мышей, а 
также экспериментальные модели иммунопатологий на животных широко используются в исследо-
ваниях. Однако лимфоциты крыс почти не используют для изучения PD-1/PD-L пути. Нет данных об 
экспрессии PD-1 или ее индукции в лимфоцитах крыс. В культуре Т-лимфоцитов человека экспрес-
сию PD-1 можно индуцировать с помощью сорбированных в лунках планшета антител к CD3 клона 
NIB1412. В настоящем исследовании мы выясняли влияние антител к CD3 крысы клона G4.18 на 
экспрессию PD-1 в культуре лимфоцитов периферической крови интактных крыс Wistar. По некото-
рым данным литературы, антитела к CD3 клона G4.18 в иммобилизованном виде могут активировать 
изолированные Т-клетки крыс, а по другим, ингибируют аллогенные реакции в смешанной культуре 
лимфоцитов, блокируют цитотоксичность клеток, полученных от крыс с развившейся реакцией от-
торжения трансплантата. Мы обнаружили, что инкубация лимфоцитов крови крыс с иммобилизо-
ванными на пластике антителами к CD3 клона G4.18 приводит к изменению морфологии клеток и 
индукции PD-1 на CD3+ лимфоцитах. После инкубации с антителами к CD3 доля PD-1+ лимфоцитов 
среди CD3+ лимфоцитов составила 12,05±6,04%, что достоверно больше, чем доли таких клеток до 
инкубации и при инкубации в питательной среде, составившие 2,60±2,62% и 4,59±5,81% соответ-
ственно. На графиках дот-плот, показывающих распределение клеток по параметрам прямого и бо-
кового светорассеяния, PD-1+CD3+ лимфоциты, индуцированные антителами к CD3, локализованы 
в области относительно меньшей величины прямого светорассеяния и большей величины бокового 
светорассеяния. Возможно, данные клетки относятся к клеткам, вступившим в апоптоз.

Ключевые слова: индукция PD-1, антитела к CD3, Т-лимфоциты, проточная цитометрия
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FLOW CYTOMETRY ANALYSIS OF PD1 EXPRESSION ON 
RAT BLOOD CD3+ LYMPHOCYTES STIMULATED BY CD3 
ANTIBODIES
Khramova T.V., Beduleva L.V., Fomina K.V., Abisheva N.N.
Udmurt State University, Izhevsk, Russian Federation  
Udmurt Federal Research Center, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Izhevsk, Russian Federation

Abstract. The role of PD-1/PD-L signaling pathway in the regulation of the immune response is currently in 
the focus of research. Numerous studies have shown the key role of PD-1 molecules in regulation of autoimmune, 
antitumor and antiviral responses. The culture of rat and mice lymphocytes, as well as animal experimental 
models of immunopathologies are widely used in research. However, rat lymphocytes are infrequently used 
for studying the PD-1/PD-L pathway. There are no data on PD-1 expression or methods of its induction in 
rat lymphocytes. In human T lymphocyte culture, PD-1 expression can be induced by NIB1412 anti-CD3 
antibodies immobilized onto the wells of culture plates. In this study, we investigated the effect of G4.18 anti-
CD3 antibody on the in vitro PD-1 expression by peripheral blood lymphocyte of intact Wistar rats. According 
to some literature data, the immobilized G4.18 anti-CD3 antibodies may activate isolated rat T cells, and, 
as elsewhere reported, inhibit allogeneic reactions in mixed lymphocyte culture and block cytotoxicity of 
cells obtained from the rats with a developed graft rejection response. We have found that incubation of rat 
blood lymphocytes with G4.18 anti-CD3 antibodies immobilized on plastic is associated with changes in 
cell morphology and induction of PD-1 on CD3+ lymphocytes. After incubation with anti-CD3 antibodies, 
the proportion of PD-1+ lymphocytes among CD3+ lymphocytes was 12.05±6.04%, thus being significantly 
higher than the proportion of such cells before incubation and during incubation in a cultural medium, which 
amounted to 2.60±2.62% and 4.59±5.81%, respectively. In the dot-plot graphs showing the cell distribution 
by the parameters of forward- and side-scatter, the PD-1+CD3+ lymphocytes induced by anti-CD3 antibodies 
are localized in the area of relatively low forward scatter and great side scatter. Hence, these cells may represent 
apoptotic cells.

Keywords: PD-1 induction, anti-CD3 antibodies, T lymphocytes, flow cytometry
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Введение
PD-1  – молекула запрограммированной ги-

бели 1  – экспрессируется Т-лимфоцитами во 
время активации и действует как естествен-
ный тормоз для сдерживания гиперактивации 
T-лимфоцитов  [6]. Ингибирующий рецептор 
PD-1 был назван «иммунным контрольным пун-
ктом» в связи с его ролью в качестве привратника 
иммунных реакций [4]. В сигнальном пути PD-1 
было обнаружено два лиганда: PD-L1 и PD-L2. 
Взаимодействие PD-1 с PD-L1 и PD-L2 вызы-
вает функциональное истощение Т-клеток за 
счет ослабления пролиферации Т-клеток, про-
дукции цитокинов и снижения выживаемости 

Т-клеток  [1]. Считается, что через путь PD-1 
осуществляется негативная регуляция иммун-
ной системы, поддерживающая периферическую 
толерантность и защищающая ткани от аутоим-
мунной атаки [2]. PD-L1, экспрессируемые на 
опухолевых клетках, взаимодействуют с PD-1 на 
атакующих их Т-клетках, что предотвращает их 
активацию и способствует индукции иммунной 
толерантности к опухоли [1].

Роль PD1/PD-L пути в функционировании 
Т-лимфоцитов человека исследуют в экспери-
ментах in vivo и in vitro. Известно, что индуциро-
вать экспрессию PD-1 в T-лимфоцитах человека 
in vitro можно стимуляцией антителами к CD3 и 
антителами к СD28 [5]. Так, Thaventhiran и со-
авт. показали, что инкубация изолированных 
CD4+Т-клеток памяти человека в присутствии 
иммобилизованных в лунках планшета антител 
клона NIB1412, специфичных к эпсилон субъе-
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динице CD3 человека, приводит к повышению 
числа PD-1 экспрессирующих клеток уже в пер-
вый день инкубации с максимумом на третий 
день [7].

В ряде случаев работа с использованием мате-
риалов человека ограничена, тогда исследования 
проводят на лабораторных животных. Мало из-
вестно об экспрессии PD-1 у крыс и возможно-
сти индукции экспрессии PD-1 in vitro и in vivo. 
Для индукции PD-1 на лимфоцитах крыс в на-
стоящем исследовании мы апробировали анти-
тела к CD3 клона G4.18. Показано, что данные 
антитела вызывают ингибирование аллогенных 
реакций в смешанной культуре лимфоцитов, 
блокируют цитотоксичность клеток, получен-
ных от крыс с развившейся реакцией отторже-
ния трансплантата [3]. В in vivo экспериментах 
показано, что терапия крыс антителами клона 
G4.18 индуцирует долгосрочную специфическую 
толерантность к аллотрансплантату органа [3], 
и способствует снижению тяжести и ускорению 
выздоровления от экспериментального аллер-
гического энцефаломиелита путем блокирова-
ния функций эффекторных Th1-клеток [8]. Воз-
можно, иммуносупрессивный эффект антител к 
CD3 клона G4.18 опосредован через сигнальный 
PD-1/PD-L путь. Однако вызывают ли антитела 
к CD3 клона G4.18 индукцию экспрессии PD-1 
на лимфоцитах не известно.

Цель работы  – исследовать влияние анти-
тел к CD3 клона G4.18 на экспрессию PD-1 на 
Т-лимфоцитах in vitro у крыс Wistar.

Материалы и методы
Лимфоциты выделяли из свежей крови 13 ин-

тактных крыс Wistar (Питомник лабораторных 
животных «Рапполово») центрифугированием 
в растворе фиколла, 400g, 30 минут. 1 млн лим-
фоцитов крови крыс в 1  мл полной питательной 
среды (ППС), содержащей среду RPMI-1640 
(«ПанЭко», Россия), 50 Ед/мл пенициллина 
(«ПанЭко», Россия), 0,05 мг/мл стрептомици-
на («ПанЭко», Россия) культивировали 2,5 су-
ток при 37  °С, 5% СО2 в 24-луночном планше-
те с предварительно засорбированными на дне 
лунок антителами к CD3 клона G4.18 (Anti-Rat 
CD3 SAFIRE Purified, MBS696583, MyBioSource, 
США). Для сорбции антител, 500 мкл раствора 
антител в ЗФР с С  =  5 мкг/мл инкубировали 2 
часа при 37 °С, затем дважды отмывали ЗФР и 
один раз питательной средой RPMI-1640. По-
сле культивирования клетки извлекали из лу-

нок, центрифугировали и измеряли популяции 
клеток на проточном цитометре CytoFLEX Flow 
Cytometer Beckman Coulter (предоставлен Цен-
тром коллективного пользования приборами 
ФГБОУ ВО УдГУ) с использованием антител к 
CD3 крысы, меченных FITC, антител к PD-1 
крысы, меченных APC (MyBioSource, США). 
Статистический анализ проводили с помощью 
ANOVA, GraphPad Prism 8.4.3. Отличия считали 
значимыми при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Типичная картина распределения клеток по 

параметрам бокового и прямого светорассеяния, 
выявленная до культивирования, после 2,5 дней 
культивирования без антител и в присутствии 
антител к CD3 клона G4.18 представлена на ри-
сунке 1 А-В (см. 2-ю стр. обложки). Область I 
по параметрам прямого и бокового светорассея-
ния соответствует интакным лимфоцитам крыс. 
Как видно на рисунке  1А (см. 2-ю стр. облож-
ки), большая часть интактных лимфоцитов кро-
ви, изолированных на фиколле, локализуются 
в области I. После 2,5-дневного инкубирования 
клеток в питательной среде без антител к CD3 
большая часть клеток остается в той же области 
I (рис. 1Б, см. 2-ю стр. обложки). Клетки, куль-
тивированные 2,5 дня в присутствии антител к 
CD3, локализуются в области II, т. е. характери-
зуются относительно большей величиной боко-
вого светорассеяния и малой величиной прямого 
светорассеяния, что указывает на уменьшение 
размеров клеток и усложнение их внутренней 
структуры под действием антител к CD3 (рис. 1В, 
см. 2-ю стр. обложки; табл. 1). 

Таким образом, стимуляция лимфоцитов кро-
ви крыс иммобилизованными на пластике анти-
телами к CD3 клона G4.18 вызывает изменение 
их морфологии. Возможно, это связано с иници-
ацией в этих клетках апоптоза, т. к. известно, что 
по мере развития апоптоза клетки уменьшаются 
в размерах.

Процент CD3+ лимфоцитов от области I по-
сле инкубирования в ППС остается прежним, в 
то время как культивирование в присутствии ан-
тител к CD3 ведет к достоверному уменьшению 
процента CD3+ лимфоцитов в области I и досто-
верному увеличению доли CD3+ лимфоцитов от 
области II относительно исходного количества 
CD3+ клеток в этой области, более значительно-
му, чем увеличение доли CD3+ лимфоцитов, ин-



418

Khramova T.V. et al.
Храмова Т.В. и др.

Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal
Российский иммунологический журнал

кубированных в ППС, доля которых в области II 
тоже достоверно увеличивается (табл. 1). 

Исследование экспонирования PD-1 на мем-
бране лимфоцитов показало, что в области I  
PD-1+CD3+ лимфоциты отсутствуют (табл. 1). 
PD-1+ лимфоциты найдены в области II (табл. 
1). В  области II доля PD-1+ лимфоцитов среди 
CD3+ лимфоцитов достоверно выше в образцах 
лимфоцитов, инкубированных в присутствии 
антител к CD3, чем в образцах, инкубированных 
в ППС без антител (табл. 1; рис. 1, см. 2-ю стр. 
обложки). Таким образом, антитела к CD3 кло-

на G4.18 индуцируют экспрессию PD1+ в CD3+ 
лимфоцитах и вызывают изменение их морфо-

логии. 

Выводы
Культивирование лимфоцитов крови крыс 

Wistar в присутствии иммобилизованных в лун-
ках планшета антител к CD3 клона G4.18 приво-
дит к увеличению числа PD1+ экспрессирующих 
клеток среди Т-лимфоцитов и изменению их 
морфологии.

ТАБЛИЦА 1. ПРОЦЕНТНОЕ КОЛИЧЕСТВО ЛИМФОЦИТОВ И ИХ СУБПОПУЛЯЦИЙ ДО КУЛЬТИВИРОВАНИЯ И ПОСЛЕ 2,5 
ДНЕВНОГО КУЛЬТИВИРОВАНИЯ В ПРИСУТСТВИИ ИММОБИЛИЗОВАННЫХ АНТИТЕЛ К CD3 КЛОНА G4.18 И БЕЗ НИХ, 
СРЕДНЕЕ ±S D, n = 13

TABLE 1. PERCENTAGE OF LYMPHOCYTES AND LYMPHOCYTE SUBPOPULATIONS BEFORE CULTIVATION AND AFTER 2.5 
DAYS OF CULTIVATION IN THE PRESENCE OF IMMOBILIZED G4.18 ANTI-CD3 ANTIBODIES AND WITHOUT THEM, MEAN ± 
SD, n = 13

% клеток
Percentage of cells

Интактные лимфоциты
Intact lymphocytes

Лимфоциты, 
инкубированные в ППС

Lymphocytes incubated 
in a complete culture 

medium

Лимфоциты, 
инкубированные 

в присутствии антител 
к CD3 

Lymphocytes incubated in 
the presence of anti-CD3 

antibodies

Лимфоциты от области I
Lymphocytes from gate I 47,60±17,43 37,69±15,63 9,48±11,41**

Лимфоциты от области II
Lymphocytes from gate II 7,37±2,47 35,04±8,44* 56,22±12,45**

CD3+ лимфоциты от 
области I
CD3+ lymphocytes from gate I

66,60±7,86 69,99±8,02 25,08±19,63**

CD3+ лимфоциты от 
области II
CD3+ lymphocytes from gate II

14,13±10,03 44,99±9,24* 23,04±8,97**

PD-1+ лимфоциты среди 
CD3 лимфоцитов области I
PD-1+ lymphocytes from CD3 
lymphocytes of gate I

0,24±0,19 0,32±0,26 0,64±0,76

PD-1+ лимфоциты среди 
CD3 лимфоцитов области II
PD-1+ lymphocytes from CD3 
lymphocytes of gate II

2,60±2,62 4,59±5,81 12,05±6,04**

Примечание. * – достоверно, по сравнению с данными интактных лимфоцитов (p < 0,01, ANOVA), ** – достоверно, по 
сравнению с данными двух других групп (p < 0,01, ANOVA).

Note. *, significantly, compared with the data of intact lymphocytes (p < 0,01, ANOVA); **, significantly, compared with the data of 
the other two groups (p < 0.01, ANOVA).
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СОДЕРЖАНИЕ УРОВНЕЙ ТКАНЕВОГО ИНГИБИТОРА 
МАТРИКСНЫХ МЕТАЛЛОПРОТЕИНАЗ 1-го ТИПА, 
МАТРИКСНОЙ МЕТАЛЛОПРОТЕИНАЗЫ 7-го ТИПА 
И ПОКАЗАТЕЛИ АНТРОПОМЕТРИИ У ПРАКТИЧЕСКИ 
ЗДОРОВЫХ ЖЕНЩИН И ЖЕНЩИН С АРТЕРИАЛЬНОЙ 
ГИПЕРТЕНЗИЕЙ ПОЖИЛОГО ВОЗРАСТА
Чепурнова Н.С., Кныш С.В., Руднева А.В., Здор В.В., Маркелова Е.В., 
Романюк П.В., Саяпин С.И.
ФГБОУ ВО «Тихоокеанский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Владивосток, Россия 

Резюме. В настоящее время многие исследования направлены на изучение механизмов развития 
основных возраст-зависимых патологий, к которым относится, в том числе, артериальная гипертен-
зия (АГ). Нами не было найдено источников, отражающих наличие связи между уровнем матриксной 
металлопротеиназы 7-го типа (ММР-7), тканевого ингибитора матриксных металлопротеиназ типа 
(ТIMP-1) и антропометрическими данными, что важно учитывать при диагностике возраст-ассоции-
рованных, социально-зависимых заболеваний и метаболических нарушений. В статье представлены 
данные состоянии системы протеолиза и антропометрические данные 45 практически здоровых жен-
щин и 45 женщин с артериальной гипертензией в возрасте от 59 до 74 лет. Уровни MMP-7 и TIMP-1 в 
сыворотке крови исследовали методом сендвич-варианта твердофазного иммуноферментного анали-
за. Объем талии и шеи измеряли трижды сантиметровой лентой с точностью до 1 см. Статистическую 
обработку полученных данных проводили с помощью аналитического программного обеспечения 
IBM SPSS Statistics, V. 22.0. Результаты исследования отражают корреляционные связи между уров-
нем MMP-7 и TIMP-1, а также объемом талии (ОТ) и шеи (ОШ). В группе практически здоровых 
женщин зафиксирован низкий уровень MMP-7 и TIMP-1 в сравнении со второй исследуемой груп-
пой (p < 0,01). Антропометрические данные не отличались выраженным разнообразием: объем талии 
в группе здоровых женщин был меньше (p < 0,05), а значения объема шеи достоверно в группах не 
различались. При оценке связи в группе практически здоровых женщин нами зафиксирована пря-
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мая высокая корреляция значительной силы между ОТ и ОШ (r = 0,754, p < 0,0001), в то время как в 
группе женщин с АГ эта связь была слабее (r = 0,5782, p < 0,0001). Кроме того, в обеих исследуемых 
группах была обнаружена идентичная направленность корреляции между уровнем MMP-7 и TIMP-1: 
в группе здоровых женщин эта связь была средней силы (r = 0,657, p < 0,0001), тогда как в группе жен-
щин с АГ – сильная (r = 0,720, p < 0,0001). Полученные данные свидетельствуют о наличии метаболи-
ческих нарушений в группе женщин с артериальной гипертензией и признаках нарушения системы 
протеолитических ферментов.

Ключевые слова: матриксные металлопротеиназы, возраст, практически здоровые женщины

LEVELS OF TISSUE INHIBITOR OF MATRIX 
METALLOPROTEINASES TYPE 1, MATRIX 
METALLOPROTEINASE TYPE 7 AND ANTHROPOMETRIC 
PARAMETERS IN PRACTICALLY HEALTHY WOMEN AND 
WOMEN WITH ARTERIAL HYPERTENSION IN THE OLDER AGE 
GROUP
Chepurnova N.S., Knysh S.V., Rudneva A.V., Zdor V.V., 
Markelova E.V., Romanyuk P.V., Sayapin S.I.
Pacific State Medical University, Vladivostok, Russian Federation

Abstract. Multiple studies are currently, aimed at studying the mechanisms of the development of basic age-
related pathologies, e.g., arterial hypertension (AH). We found no literature sources concerning associations 
between the levels of matrix metalloproteinase type 7 (MMP-7), tissue inhibitor of matrix metalloproteinases 
type (TIMP-1) and anthropometric data which could be useful for diagnosing age-associated, socially 
dependent diseases and metabolic disorders. The article presents the data on the state of proteolysis system 
and anthropometric data of 45 almost healthy women and 45 women with arterial hypertension (AH) aged 
from 59 to 74 years old. The levels of MMP-7 and TIMP-1 in blood serum were studied by sandwich-variant 
of ELISA test. The waist and neck volume were measured three times with a centimeter tape at an accuracy of 
1 cm. Statistical processing of the obtained data was performed using analytical software IBM SPSS Statistics, 
v. 22.0. The results show some correlations between the levels of MMP-7 and TIMP-1, and the waist and neck 
sizes (WC). Lower levels of MMP-7 and TIMP-1 were registered in the group of practically healthy women 
as compared to the second (AH) study group (p < 0.01). Anthropometric data were not markedly diverse: the 
waist size in the group of healthy women was less than in AH group (p < 0.05), and values of neck volume 
did not differ significantly between the groups. When assessing the relationships in the group of practically 
healthy women, we recorded a direct significant correlation between the waist size and neck volume (r = 0.754, 
p < 0.0001), while in the group of women with AH this relationship was weaker (r = 0.5782, p < 0.0001). In 
addition, a similar correlation was found between MMP-7 and TIMP-1 levels in the both groups studied. In the 
group of healthy women this relationship was of medium strength (r = 0.657, p < 0.0001), whereas in the group 
of women with AH it was stronger (r = 0.720, p < 0.0001). The data obtained suggest the presence of metabolic 
disorders in the women with arterial hypertension and signs of proteolytic enzyme system disorders.

Keywords: matrix metalloproteinases, age, practically healthy women, arterial hypertension 

Введение
При артериальной гипертензии (АГ) особую 

роль отводят именно протеолитической системе 
как маркеру, отражающему интенсивность об-
мена внеклеточного матрикса. Поддержание его 

постоянства зависит от координации синтеза и 
деградации его белков, осуществляемых матрикс-
ными металлопротеиназами. Снижение или 
увеличение скорости деградации компонентов 
межклеточного матрикса является основой па-
тогенеза многих заболеваний. В настоящее время 
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изменение уровней матриксной металлопроте-
иназы-7 (MMP-7) и ее тканевого ингибитора-1 
(TIMP-1) рассматривают как один из наиболее 
ранних биохимических маркеров ремоделиро-
вания эндотелия [1]. По свидетельствам много-
численных исследований, индекс массы тела не 
может быть достоверным прогностическим фак-
тором риска развития сердечно-сосудистых ката-
строф [2]. Именно величина окружности талии 
(ОТ), шеи (ОШ), плеча и запястья имеют более 
существенное значение в определении кардио-
васкулярного риска и неблагоприятных карди-
оваскулярных исходов [2, 3]. Проанализировав 
имеющийся научный задел об уровне MMP-7 и 
TIMP-1 у здоровых женщин и женщин с АГ, нами 
был обнаружен дефицит информации, опублико-
ванные статьи не давали полного представления 
изучаемой проблемы по возможной связи с ан-
тропометрическими данными. 

Цель исследования – проанализировать неко-
торые показатели протеолиза и значения объема 
талии и шеи у практически здоровых женщин и 
женщин с артериальной гипертензией.

Материалы и методы 
Проведено обследование 90 женщин в возрас-

те от 60 до 74 лет: из них 45 практически здоровых 
женщин и 45 женщин с артериальной гипертен-
зий. Уровни MMP-7 и TIMP-1 в сыворотке крови 
исследовали методом сендвич-варианта твердо-
фазного иммуноферментного анализа, результа-
ты представили в нг/мл. ОТ измеряли трижды на 
середине расстояния между краем нижнего ребра 
и верхнем гребнем подвздошной кости сантиме-
тровой лентой с точностью до 1 см (стоя без обу-
ви, на выдохе, при упоре на обе стопы и с руками, 

свободно висящими вдоль туловища). ОШ изме-
ряли трижды, накладывая измерительную ленту 
под щитовидным хрящом, выражали в см. Стати-
стическую обработку полученных данных прово-
дили с помощью аналитического программного 
обеспечения IBM SPSS Statistics, 22.0. Для вы-
явления взаимосвязи между переменными был 
использован коэффициент корреляции рангов 
Спирмена. 

Результаты и обсуждение
В группе практически здоровых женщин нами 

зафиксирован достоверно более низкий уровень 
MMP-7 в сравнении со второй исследуемой груп-
пой (p  <  0,05, табл. 1). Похожая тенденция на-
блюдалась при анализе уровня TIMP-1: в группе 
женщин, не отягощенных соматическими пато-
логиями, его уровень был ниже (p < 0,05). Антро-
пометрические данные не отличались выражен-
ным разнообразием: объем талии и объем шеи 
достоверно в группах не различались (табл. 1).

При оценке корреляционной связи в группе 
практически здоровых женщин нами зафикси-
рована прямая сильная связь между ОТ и ОШ 
(r  =  0,754; p  <  0,0001). В то время как в группе 
женщин с АГ эта связь между ОТ и ОШ была 
менее выраженной (r  =  0,578; p  <  0,0001). Кро-
ме того, в обеих исследуемых группах была об-
наружена идентичная особенность взаимосвя-
зи между уровнем MMP-7 и TIMP-1: в группе 
здоровых женщин эта связь была средней силы 
(r = 0,657; p < 0,0001), нежели в группе женщин с 
АГ (r = 0,720; p < 0,0001), где определена сильная 
связь.

В норме функция ММР регулируется их ин-
гибиторами – белками, регулирующими метабо-

ТАБЛИЦА 1. ЗНАЧЕНИЯ MMP-7, TIMP-1 И АНТРОПОМЕТРИИ У ОБСЛЕДУЕМЫХ ЖЕНЩИН ПОЖИЛОГО ВОЗРАСТА,  
Ме (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. MMP-7, TIMP-1 VALUES AND ANTHROPOMETRY IN ELDERLY WOMEN EXAMINED, Ме (Q0.25-Q0.75)

№ Показатели
Indicators

Практически здоровые  
женщины

Practically healthy women 
n = 45

Женщины с АГ
Women with AH

n = 45

1 MMP-7, нг/мл 
MMP-7, ng/mL

1,83
(1,06-3,08)
р1, 2 < 0,05

2,16
(1,00-3,16)

2 TIMP-1, нг/мл 
TIMP-1, ng/mL

138,47
(99,43-35,95)

р1, 2 < 0,05

166,132
(139,210-243,414)

3 Объем талии, см 
Waist size, cm

88,5
(83,5-97,5)
р1, 2 < 0,05

91,0
(88,0-98,0)

4 Объем шеи, см
Neck volume, cm

35,3
(34,0-38,8)

36,0
(35,0-37,0)
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лизм соединительной ткани [3, 4]. В механизме 
развития АГ ключевое значение имеет активация 
систем нейрогуморальной регуляции кровоо-
бращения, реализация эффектов которой осу-
ществляется с помощью системы матриксных 
металлопротеиназ. Как АГ, так и избыточный вес 
приводят к структурно-функциональной пере-
стройке интимы сосудов. Применительно к со-
судам у больных АГ, снижение активности ММР 
и накопление ВКМ в сосудистой стенке на на-
чальной стадии является компенсаторным, и 
направлено на укрепление ее каркаса в услови-
ях повышенного внутрисосудистого давления и 
гемодинамического стресса [4, 5]. Необходимо 
отметить, что MMP-7 имеет особую значимость 
для сосудистого ремоделирования, поскольку 
она в изобилии представлена в артериальной 
сосудистой сети [4, 7]. При этом исследования 
указанного эффекта ММP практически отсут-
ствуют. В  нашей работе прослеживалась четкая 
тенденция сопровождения повышения уровня 
ММР-7 и ее ингибитора – TIMP-1, что рассма-
тривается нами как компенcаторный механизм. 
Михин В.П. с соавт. (2022) обнаружили у паци-
ентов с АГ и метаболическим синдромом (МС) 
среднюю концентрацию ТIMP-1, которая со-
ставила 277,8±23,66 нг/мл и имела тенденцию к 
снижению по сравнению с контролем (p > 0,05). 
Авторами было зафиксировано, что нормальный 
уровень ТIMP-1 увеличивался с возрастом. Кро-
ме того, отмечена прямая корреляция ТIМР-1 с 
индексом массы тела [6]. Они предположили, что 
развитие абдоминального ожирения у пациенток 
с АГ и МС взаимосвязано с дисбалансом в систе-
ме протеолиз/антипротеолиз.

Ранее уже сообщалось о многих факторах, 
влияющих на выработку и активность плазмен-
ных MMP. Было обнаружено, что высокие кон-
центрации циркулирующего ММР-7 связаны 
с воспалением эндотелия в ответ на факторы, 
включая стресс, окисленные липопротеины низ-
кой плотности (ЛПНП) и провоспалительные 
цитокины. Повышенные уровни ММР-7 в кро-
ви женщин, страдающих висцеральным ожи-
рением, объясняются увеличением продукции 
его адипоцитами. Однако исследования, в ко-

торых проанализирован уровень ММР-7 у лю-
дей, страдающих избыточным весом, единичны. 
Grzechocińska B. и соавт. (2019) в своей работе 
отметили средние положительные корреляцион-
ные связи между индексом массы тела и ММР-7 
(р < 0,05), ММP-8 (р < 0,001), ММP-9 (р < 0,01) 
и ММP-12 (р  <  0,05). Субстратами для MMP-7 
являются: аполипопротеин C-II, который явля-
ется кофактором липопротеинлипазы и компо-
нентом липопротеинов очень низкой плотности 
и хиломикронов; аполипопротеин A-IV [8]. Рас-
щепление aпoлипопротеина C-II значительно 
снижает активность липопротеинлипазы, что 
приводит к гидролизу триглицеридов в крови и 
переносу жирных кислот в ткани. Расщепление 
аполипопротена A-IV, опосредованное MMP-7, 
приводит к потере внутренней антиоксидантной 
активности и имеет патологические последствия 
в развитии гиперлипидемии и атеросклероза [6]. 
Известно, что значения объема талии являются 
одним из главных диагностических признаков 
метаболических нарушений [8]. Описание взаи-
мосвязей между антропометрическими данными 
и системой протеолитических ферментов, как 
ключевого фактора патогенеза АГ и МС, может 
послужить толчком к дальнейшим исследовани-
ям сосудистой стабильности и патомеханизма 
нематричных нарушений, связанных с концен-
трациями ММР.

Выводы
1.	 Значения ММР-7 и TIMP-1 в группе 

женщин с артериальной гипертензий превышали 
одноименные показатели группы практически 
здоровых женщин, что свидетельствует о более 
активных процессах ремоделирования эндоте-
лия.

2.	 Не отмечено значительной разницы в ан-
тропометрических данных между исследованны-
ми группами.

3.	 Выявлены корреляционные взаимосвязи 
в группе практически здоровых женщин меж-
ду ОТ и ОШ, а также между ММР-7 и TIMP-1. 
Именно в группе женщин с АГ наблюдалась са-
мая сильная прямая связь между уровнями ММР-
7 и TIMP-1.
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ИЛЛЮСТРАЦИИ К СТАТЬЕ «ОЦЕНКА ОТНОШЕНИЯ СУБПОПУЛЯЦИЙ T-ХЕЛПЕРОВ В РАННЕМ ПОСТТРАВМАТИЧЕСКОМ  
ПЕРИОДЕ У ДЕТЕЙ» (АВТОРЫ: ЗАКИРОВ Р.Ш., ПЕТРИЧУК С.В., ФРЕЙДЛИН Е.В., КУПЦОВА Д.Г., ЯНЮШКИНА О.Г., КАРАСЕВА О.В.  
[с. 265-272])
ILLUSTRATIONS FOR THE ARTICLE "T HELPER SUBSETS DURING THE ACUTE POST-TRAUMATIC PERIOD IN CHILDREN" (AUTHORS: 
ZAKIROV R.SH., PETRICHUK S.V., FREIDLIN E.V., KUPTSOVA D.G., YANYUSHKINA O.G., KARASEVA O.V. [pp. 265-272])

Figure 2. Heat maps show the kinetics of changes in perepheral blood T127hi, Treg, Th17 absolut cell count levels and Th17/Treg,  
T127hi/Treg, and Th17/T127hi ratio levels in the critical period of severe injury in children depending of MOF (A, B), infectious 
complication (C, D) development and outcome prediction of OISS (E, F)
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