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В настоящее время конкретных стратегий 
скрининга или профилактики рака яичников не 

существует и в большинстве случаях диагности-
руется поздняя стадия развития опухоли. Пло-
хой прогноз эпителиальной карциномы яич-
ника связывают с повышенным уровнем IL-8 
и IL-18 [1, 2]. Последние усиливают ангиогенез, 
метастазирование эпителиальной карциномы 
яичника [3]. Доказана неоднозначная роль ней-
трофилов (Нф) в развитии рака [4]. IL-18 и IL-8 
способны модулировать функции Нф, индуци-
руя образование нейтрофильных внеклеточных 
ловушек (НВЛ) [5]. Рядом исследований пока-
зана важная роль НВЛ в развитии и метастази-
ровании опухоли [6].

Целью исследования явилась оценка влия-
ния уровня IL-8 и IL-18 в сыворотке крови на 
образование внеклеточных ловушек перифери-
ческими нейтрофилами при распространенном 
раке яичников (РЯ).

Объектом исследования явились Нф пери-
ферической крови 30 больных РЯ, проходив-
шие лечение в Ульяновском областном клини-
ческом онкологическом диспансере. В группу 
контроля вошли практически здоровые женщи-
ны (n=15). Для подсчета внеклеточных ловушек 
нейтрофилов, выделенных из периферической 

ВЛИЯНИЕ УРОВНЯ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЦИТОКИНОВ 
НА ОБРАЗОВАНИЕ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ 
ЛОВУШЕК ПРИ РАСПРОСТРАНЕННОМ РАКЕ ЯИЧНИКОВ
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Показано влияние IL-8 и IL-18 на способность циркулирующих нейтрофилов образовывать 
внеклеточные ловушки (НВЛ), способствующие пролиферации и метастазированию опухоле-
вых клеток. Целью исследования явилась оценка влияния уровня IL-8 и IL-18 в сыворотке крови 
на образование НВЛ при распространенном раке яичников. Нами установлено, что повышение 
уровней провоспалительных цитокинов IL-8 и IL-18 в динамике прогрессирования РЯ сопрово-
ждается снижением числа НВЛ и повышением индекса НВЛ, формируемых циркулирующими 
нейтрофилами, что, возможно, свидетельствует о снижении киллерной функции последних.
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крови использовали метод Долгушина И. И. с со-
авт. (2010). Определяли активность фагоцитоза 
(АФ,%) и индекс фагоцитоза (ИФ, у. е.), число 
(ЧНЛ,%) и индекс нейтрофильных ловушек 
(ИНЛ, у. е.) [7]. Уровень спонтанной продукции 
IL-8 и IL-18 определяли твердофазным иммуно-
ферментным методом в сыворотке крови (ЗАО 
«Вектор-Бест-Волга», Россия). Связь между па-
раметрами анализировали с использованием 
критерия Манна-Уитни (р≤0,05) и коэффици-
ента корреляции Спирмена (r).

Нами установлено, что на III стадии РЯ на фо-
не повышенного уровня IL-8 (22,49 ± 1,17 пг/ мл 
(17,938 – 28,039) против 12,45 ± 2,73 пг/ мл 
(7,848 – 23,188) в контроле, р = 0,0006) и IL-18 
(538,18 ± 111,10 пг/мл (216,249 – 1518,002) про-
тив 310,70 ± 92,75 пг/мл (0 – 874,858), р = 0,0364) 
увеличивается количество Нф со сниженным 
ИФ (1,09 ± 0,04 у. е. против 1,52 ± 0,07 у. е. в кон-
троле, р = 0,0001) и ЧНЛ (0,94 ± 0,20 у. е. против 
1,50 ± 0,29 у. е. в контроле, р = 0,0169). Выявлена 
корреляционная связь средней силы между уров-
нем IL-18 и ИФ (r = –0,4181).

На IV стадии РЯ наблюдается дальнейшее 
повышение IL-8 (до 83,94±23,51 пг/мл (29,934– 
132,667)) и IL-18 (до 581,56±123,81 пг/мл (123,81–
1064,57)). При этом количество Нф снижается 
практически до контроля. Однако ИНЛ значимо 
увеличивается относительно группы контроля 
(12,8±5,31% против 1,33±0,33%, р = 0,0072)). Вы-
явлена сильная корреляционная связь уровня 
IL-8 с индексом ловушек (r = 0,6000).

Таким образом, повышение уровней про-
воспалительных цитокинов IL-8 и IL-18 в ди-
намике прогрессирования РЯ сопровождается 
снижением ЧНЛ и повышением ИНЛ, форми-
руемых циркулирующими Нф, что, возможно, 
свидетельствует о снижении киллерной функ-
ции последних.

Работа выполнена при поддержке гранта 
Президента РФ (МК-3196.2018.7).
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INFLUENCE OF THE LEVELS OF THE PRO-INFLAMMATORY CYTOKINES 
ON THE FORMATION OF EXTRACELLULAR NEUTROPHILIC TRAPS 

IN DISSEMINATED OVARIAN CANCER
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The eff ect of IL-8 and IL-18 o the ability of circulating neutrophils to form extracellular traps (NET), 
contributing to the proliferation and metastasis of tumor cells, is shown. The aim of the study was to evalu-
ate the eff ect of IL-8 and IL-18 in serum on the formation of NETs in advanced ovarian cancer. We have 
found that an increase in the levels of pro-infl ammatory cytokines IL-8 and IL-18 in the dynamics of pro-
gression of OC is accompanied by a decrease in the number of NETs and an increase in the index of NET 
formed by circulating neutrophils, which may indicate a decrease in the killer function of the latter.

Key words: neutrophils, extracellular neutrophil traps, ovarian cancer, IL-8, IL-18
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ВВЕДЕНИЕ

Фактор некроза опухоли альфа (TNFα) ак-
тивно участвует в развитии и прогрессировании 

КО-ЭКСПРЕССИЯ РЕЦЕПТОРОВ К ФАКТОРУ НЕКРОЗА 
ОПУХОЛИ АЛЬФА В СУБПОПУЛЯЦИЯХ Т-КЛЕТОК 

ПРИ РЕВМАТОИДНОМ АРТРИТЕ
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Фактор некроза опухоли альфа (TNFα) выступает как основной про-воспалительный цитокин 
в иммунных процессах при ревматоидном артрите (РА). При этом активность и функции TNFα 
могут регулироваться не только растворимыми рецепторами (которые действуют в основном как 
нейтрализаторы действия), но также количеством, плотностью и ко-экспрессией его мембранос-
вязанных рецепторов 1 и типа 2 (TNFR1 и TNFR2). Анализ параметров ко-экспрессии TNFR1 
и TNFR2 у больных РА по сравнению со здоровыми донорами продемонстрировал, что измене-
ния количества и ко-экспрессии рецепторов типа 1 и типа 2 для TNF-альфа на поверхности им-
мунокомпетентных клеток ассоциированы с показателями активности заболевания.

Ключевые слова: ревматоидный артрит, иммунорегуляторные цитокины, фактор некроза 
опухоли, Т-клетки, рецепторы к цитокинам
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хронического воспаления при ревматоидном 
артрите (РА). При этом изменение соотноше-
ния рецепторов разных типов к TNFα может 
привести к сдвигу баланса между проапопто-
тическими и пролиферативными сигнальными 
путями, что имеет решающее значение для вос-
палительных процессов при РА. 

Целью исследования было проанализировать 
изменение параметров ко-экспрессии рецепто-
ров 1 и 2 типа к TNFα у пациентов с РА на от-
дельных субпопуляциях клеток периферической 
крови, активно вовлеченных в иммунопатологи-
ческие процессы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Проанализирована ко-экспрессия рецепторов 
к TNFα у 64 пациентов РА с высокой (78,1%), 
средней (12,5%) и низкой (9,4%) активностью 
заболевания в возрасте 22‒83 лет (медиана 
(ИКР) 55 (45–65) года), среди которых 54 жен-
щины (84,4%). В качестве контрольной группы 
использованы данные 46 условно-здоровых до-
норов в возрасте 18‒7 лет (медиана (ИКР) 36.5 
(30–54) года), среди которых 30 (65.2%) женщин. 
Для оценки уровня экспрессии и ко-экспрессии 
рецепторов 1 и 2 типа к TNFα использовались 
мононуклеарные клетки (МНК), выделенные из 
периферической крови.

Пробоподготовку проводили с помощью ли-
зирующего буфера BD FACS Lysing Solution (кат. 
номер 349202; BD, США) согласно инструкции 
производителя. Оценка фенотипических ха-
рактеристик проводилась методом проточной 
цитометрии (цитофлуориметр FACSVerse (BD, 
США)) с использованием моноклональных ан-
тител: CD3 APC/Cy7, CD19 PE/Cy7, CD8 APC/
Cy7, CD14 PerCP, CD25 FITC, CD127 (IL-7Rα) 
APC/Cy7, CD45RO FITC, CD45RA Pacifi c Blue, 
CD45 PerCP, CD4 Pe/Cy7 (BD Biosciences, 
США), TNFRI-PЕ, TNFRII-PЕ, TNFRI-APC, 
TNFRII-APC (R&D Systems, США). Обработка 
данных производились с использованием про-
граммного обеспечения FacsDiva (BD, США). 
Для расчета абсолютного количества рецепторов 
на клетках использовали коммерческий набор 
BD QuantiBRITE PE (BD Biosciences, США).

Статистическая обработка полученных дан-
ных выполнена в программе Statistica 7.0, с ис-
пользованием тестов Манна-Уитни и Краска-

ля-Уоллиса с поправкой на множественные 
сравнения. Корреляции между параметрами 
исследовались с помощью критерия Пирсона. 
Статистически значимыми различия считались 
при р<0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ВЫВОДЫ

Полученные данные демонстрируют, что суб-
популяции иммунокомпетентных клеток значи-
тельно различаются по показателям ко-экс прес-
сии рецепторов 1 и 2 типа к TNFα. Установлено, 
что активированные Т-хел пер ные клетки и Т-ре-
гу ля тор ные клетки экспрессируют наибольшее 
количество рецепторов обоих типов среди всех 
исследованных субпопуляций. Кроме того, сре-
ди Т-регуляторных клеток и Т-хел пер ных клеток 
памяти подавляющее большинство клеток (более 
95%) экспрессирует хотя бы один из типов ре-
цепторов к TNF, а наибольший процент дубль-
позитивных клеток характерен для активирован-
ных цитотоксических Т-лим фоцитов.

Исследованы ассоциации между показателя-
ми тяжести и активности заболевания (индекс 
DAS-28, давность заболевания, рентгенологи-
ческая стадия, стадия активности, уровни РФ, 
АЦЦП и С-РБ, наличие системных проявле-
ний и эрозивного артрита) и параметрами экс-
прессии рецепторов к TNFα на субпопуляциях 
иммунокомпетентных клеток. Выявлены сле-
дующие корреляционные взаимосвязи: ревма-
тоидный фактор положительно коррелирует 
с процентом дубль-по зи тив ных TNFR1+TNFR2+ 

клеток среди наивных и Т-клеток памяти как для 
Т-хел пер ных, так и для цитотоксических Т-кле-
ток; уровень С-реактивного белка положитель-
но коррелировал с процентом клеток, несущих 
только рецептор 1 типа, среди всех исследован-
ных субпопуляций Т-лимфоцитов; наличие си-
стемных проявлений отрицательно коррелирует 
с количеством рецепторов как 1, так и 2 типа на 
наивных Т-хел пер ных и цитотоксических клет-
ках. Данные показатели могут иметь диагности-
ческое значение для оценки выраженности вос-
палительного процесса при РА.

Таким образом, профиль ко-экспрессии 
TNFR1/2 изменяется при РА по сравнению со 
здоровыми донорами, при этом изменения в па-
раметрами ко-экспрессии ассоциированы с по-
казателями активности ревматоидного артрита.
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The tumor necrosis factor alpha (TNFα) play key role as the main pro-infl ammatory cytokine in im-
mune processes in rheumatoid arthritis (RA). However, the activity and functions of TNFα can be regu-
lated not only by soluble receptors (which act primarily as neutralizers of action), but also by the amount, 
density, and co-expression of its membrane-bound receptors type 1 and 2 (TNFR1 and TNFR2). Analy-
sis of the co-expression parameters of TNFR1 and TNFR2 in RA patients compared with healthy donors 
showed that changes in the amount and co-expression of type 1 and type 2 receptors for TNF-alpha on 
the surface of immunocompetent cells are associated with indicators of disease activity.

Key words: rheumatoid arthritis, immunoregulatory cytokines, tumor necrosis factor, Tcells, cytokine 
receptors
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Пролин-богатые пептиды (ПБП) содержат-
ся в фагоцитирующих клетках некоторых видов 
животных и играют важную роль в функцио-
нировании системы врожденного иммунитета, 
проявляя выраженную антимикробную актив-
ность, а некоторые, также и ранозаживляющее, 
иммуномодулирующее действие. В нейтрофи-
лах человека ПБП не выявлены, но известно, 
что такие пролин-богатые белки и пептиды со-
ставляют одну из основных белковых фракций 
слюны человека, содержатся и в других био-
логических жидкостях, однако биологическая 

ЭФФЕКТЫ ПРОЛИН-БОГАТЫХ ПЕПТИДОВ 
НА ФУНКЦИОНАЛЬНУЮ АКТИВНОСТЬ ЛЕЙКОЦИТОВ 

ЧЕЛОВЕКА IN VITRO
© 2019 г.      А. Ю. Артамонов1*,  М. С. Сухарева1,2,  П. М. Копейкин1, 
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Исследованы эффекты пептидов, имеющих высокое содержание остатка пролина в составе моле-
кулы ‒ пролин-богатых пептидов (ПБП) слюны человека (фрагменты катионного пролин-богатого 
белка слюны 1 (Basic salivary proline-rich protein 1) –  P-H (37‒51), P-F (43‒61), IB6 (98‒116), p1932, 
а также ряда ПБП нейтрофилов животных (бактенецины ChBac3.4, ChBac5, mini-ChBac7.5Nα), 
на клетки, участвующие в функционировании иммунной системы. Показано, что в присутствии 
почти всех исследованных ПБП снижается интенсивность дыхательного взрыва фагоцитов крови 
человека in vitro, инициированного введением Escherichia coli (эффект более выражен для ПБП слю-
ны). Установлено, что при инкубации пептидов с мононуклеарами периферической крови чело-
века, стимулированными липополисахаридом, наблюдается угнетение высвобождения цитокинов 
ИЛ-1β, ФНОα при введении в культуральную среду пептидов ChBac3.4, mini-ChBac7.5Nα, р1932, 
при неизменном уровне ИЛ-10 (для остальных ПБП эффект не выявлен). Таким образом, полу-
чены результаты, подтверждающие противовоспалительное действие ПБП и позволяющие пред-
положить, что катионные пролин-богатые белки и пептиды слюны, могут участвовать в регуляции 
воспалительных процессов в ротовой полости.

Ключевые слова: пролин-богатые пептиды, слюна, противовоспалительная активность, ды-
хательный взрыв

DOI: 10.31857/S102872210006763-4
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значимость этих ПБП остается выясненной не 
до конца. Известно, что ПБП слюны связыва-
ют танины, но их роль в обеспечении защитных 
функций мало изучена [1]. Однако можно пред-
положить, что эти пептиды могут модулировать 
свойства клеток, участвующих в функциониро-
вании иммунной системы.

Целью данной работы явилось изучение эф-
фектов ПБП слюны человека (фрагментов ка-
тионного пролин-богатого белка слюны 1 (Basic 
salivary proline-rich protein 1) – P-H (37–51), P-F 
(41–63), IB6 (98–116), p1932), а также ряда ПБП 
нейтрофилов домашней козы Capra hircus (бакте-
нецинов ChBac3.4, ChBac5, mini-ChBac7.5Nα) на 
функциональную активность лейкоцитов крови 
человека (интенсивность дыхательного взрыва 
фагоцитов, инициированного внесением E. coli, 
а также выделение цитокинов мононуклеарами 
периферической крови (МКПК), стимулиро-
ванными липополисахаридом (ЛПС).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Использованные в работе пептиды были по-
лучены с помощью твердофазного химическо-
го синтеза с применением Fmoc/tBu-страте-
гии [2] в автоматическом пептидном синтезаторе 
Symphony X (Protein Technologies, США). Моно-
нуклеары периферической крови человека полу-
чали из крови здоровых доноров по стандартной 
методике. Оценку влияния пептидов на интен-
сивность респираторного взрыва в ответ на сти-
муляцию клеток крови микроорганизмом E.coli 
in vitro осуществляли с использованием набора 
FagoFlowEx (EXBIO, Чехия) методом проточной 
цитометрии. При поглощении бактерий фаго-
цитом активируется NADPH оксидаза, что ве-
дет к продукции активных форм кислорода, де-
тектируемых с помощью дигидрородамина 123. 
В гепаринизированную кровь (50 мкл) вносили 
по 10 мкл суспензии E.coli и 5 мкл пептидов или 
5 мкл среды в контрольных пробах, инкубирова-
ли в течение 30 минут при 37 °C. Дополнитель-
ные контроли: положительный ‒ стимуляция 
форбол 12-миристат 13-ацетатом, отрицатель-
ный –  кровь без добавления бактерии. После 
инкубации осуществляли лизис эритроцитов 
и проводили анализ на проточном цитометре 
Navios (Beckman Coulter, США). Для анализа 
эффектов ПБП на выброс цитокинов МКПК 
человека клетки инкубировали с пептидами, 
взятыми в разных концентрациях, в присут-
ствии или в отсутствие ЛПС 20 ч при 37 °C и 5% 

СО2. После осаждения клеток уровень цитоки-
нов ИЛ-1, ФНО и ИЛ-10 в супернатанте опреде-
ляли с помощью наборов для ИФА (ООО Цито-
кин, Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В присутствии исследованных катионных 
ПБП слюны (P-H (37–51), P-F(43–61), IB6 (98–
116) и р1932) существенно снижается интенсив-
ность дыхательного взрыва фагоцитов крови 
человека in vitro, стимулированных введением 
Escherichia coli. При использовании их в кон-
центрации 5 мкМ –  на 36‒53%, в концентра-
ции 10 мкМ – на 26‒37% (p<0.05 по сравнению 
с контролем –  клетки с бактерией, без пептидов, 
U-кри те рий Манна-Уитни). Бактенецины в кон-
центрации 1 и 5 мкМ не оказывали выраженного 
эффекта, но в концентрации 10 мкМ ChBac3.4 
и ChBac 5 подавляли реакцию респираторного 
взрыва фагоцитов крови человека. Пептид mini-
ChBac7.5N подобным действием в концентра-
ции 1, 5 и 10 мкМ не обладал. По данным ли-
тературы, ПБП нейтрофилов свиньи ‒ PR-39 
обладает противовоспалительным эффектом –  
этот пептид имеет в составе молекулы последо-
вательности, связывающиеся с рядом пролин-
распознающих участков, присутствующих в SH3 
(Src homology 3), WW, GYF, EVH1 и др. доменах, 
что определяет его взаимодействие с различны-
ми белками и опосредует регуляторное действие 
пептида. В частности, PR-39 связывается с SH3 
доменом р47phox субъединицы NADPH оксида-
зы в нейтрофилах, что приводит к ингибирова-
нию сборки каталитически активного фермента, 
в результате чего блокируется продукция супе-
роксидного аниона [3]. Можно предположить, 
что исследуемые нами ПБП, в состав молекул 
которых тоже входят такие последовательности, 
имеют сходный механизм действия. При инку-
бации пептидов с МКПК человека, стимули-
рованными липополисахаридом, наблюдалось 
угнетение высвобождения цитокинов ИЛ-1β, 
ФНОα при введении в культуральную среду 
пептидов ChBac3.4, mini-ChBac7.5Nα и р1932: 
при введении ChBac3.4 (1 мкМ и 5 мкМ) уро-
вень ФНОα снижался в 1.5 и 1.2 раза, соответ-
ственно, mini-ChBac7.5Nα –  в 2 раза (1 и 5 мкМ 
пептида), р1932 (20 мкМ) –  в 1.2 раза; уровень 
ИЛ-1β уменьшался в 1.5‒2 раза при использо-
вании ChBac3.4, mini-ChBac7.5Nα (5 мкМ) или 
р1932 (20 мкМ); p<0.05 по сравнению с МКПК, 
стимулированными ЛПС без пептидов; при не-
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изменном уровне ИЛ10 (для остальных ПБП 
эффект не выявлен).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Получены результаты, подтверждающие 
противовоспалительное действие ПБП и позво-
ляющие предположить, что катионные пролин-
богатые белки и пептиды слюны, могут участво-
вать в регуляции воспалительных процессов 
в ротовой полости.

Работа поддержана грантом РФФИ № 17–
04–02177а.
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EFFECTS OF PROLINE-RICH PEPTIDES ON THE FUNCTIONAL ACTIVITY 
OF HUMAN LEUKOCYTES IN VITRO
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The eff ects of peptides with a high content of proline (Proline-Rich Peptides, PRPs) of human saliva 
(fragments of Basic salivary proline-rich protein 1 –  P-H (37–51), P-F (43–61), IB6 (98–116), p1932), 
as well as of several animal’s neutrophilic PRPs (bactenecins ChBac3.4, ChBac5, mini-ChBac7.5Na), 
towards cells involved in the functioning of the immune system have been explored. In the presence 
of each of the investigated PRPs the intensity of the respiratory burst of human blood phagocytes in 
vitro, challenged by Escherichia coli, was reduced (the eff ect was more pronounced in the case of salivary 
PRPs). Administration of ChBac3.4, mini-ChBac7.5Nα, р1932 to human peripheral blood mononu-
clear cells, stimulated with lipopolysaccharide, caused a decrease of LPS-mediated release of cytokines 
IL1β, TNFα, without aff ecting a level of IL10 (for other PRPs the eff ects were not signifi cant). Thus, the 
results confi rm the anti-infl ammatory action of PRPs and point to the suggestion that cationic proline-
rich proteins and peptides of saliva may be involved in regulation of infl ammation in the oral cavity.

Key words: proline-rich peptides, saliva, anti-infl ammatory activity, respiratory burst



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

ОРИГИНАЛЬНАЯ СТАТЬЯ

713

Адрес: 630090, Новосибирск, Россия, пр. ак. Лаврентьева, 
Федеральное государственное бюджетное научное учреж-
дение «Федеральный исследовательский центр Институт 
цитологии и генетики Сибирского отделения Российской 
академии наук» (ИЦиГ СО РАН), лаборатория генетики ла-
бораторных животных, Ачасова Ксения Михайловна.
Тел.: 8 923 126 69 33
E-mail: achasovaks@mail.ru
Авторы:
Ачасова К. М., аспирант лаборатории генетики лаборатор-
ных животных, ФГБУН «ФИЦ Институт цитологии и гене-
тики СО РАН», Новосибирск, Россия; м. н. с. лаборатории 
регуляции микробиоценозов сельскохозяйственных живот-
ных и растений, ФГБУН «Сибирский федеральный научный 
центр агробиотехнологий РАН», Новосибирск, Россия;
Литвинова Е. А., в. н. с. лаборатории регуляции микробиоце-
нозов сельскохозяйственных животных и растений, ФГБУН 
«Сибирский федеральный научный центр агробиотехноло-
гий РАН», Новосибирск, Россия; с. н. с. лаборатории гене-
тики лабораторных животных, ФГБУН «ФИЦ Институт 
цитологии и генетики СО РАН», Новосибирск, Россия.

В здоровом кишечнике животных обитает 
огромное количество бактерий, которые нахо-
дятся в просвете и практически не взаимодей-
ствуют с эпителиальными клетками благодаря 
специальному мукусному барьеру. При этом 

бактерии модулируют иммунную систему ки-
шечника хозяина, что с одной стороны препят-
ствует развитию сильной иммунной реакции на 
антигены симбиотической микрофлоры, а с дру-
гой, обеспечивает быстрый иммунный ответ при 
появлении патогенных бактерий [1]. 

Нарушение гомеостаза в кишечнике, на-
пример, в результате нарушения микрофлоры, 
может приводить к различным патологическим 
состояниям, в том числе к воспалительным за-
болеваниям кишечника (ВЗК). Нарушение ми-
крофлоры может происходить из-за воздействия 
на нее различных факторов (питание, прием ан-
тибиотиков для борьбы с инфекциями). В свя-
зи с этим, поддержание и корректирование 
кишечной микрофлоры при помощи антибио-
тиков, а также пре- и пробиотиков становится 
актуальной задачей в медицине, ведется актив-
ная разработка новых способов воздействия на 
микрофлору. При этом, в медицинской практи-
ке необходимо корректировать кишечную ми-
крофлору как у здоровых людей, так и у пациен-
тов с различными патологиями. В связи с этим, 
необходим поиск хороших экспериментальных 

МЫШИ С НОКАУТОМ ГЕНА Muc2 – МОДЕЛЬ 
ДЛЯ ОЦЕНКИ СПОСОБОВ ВОЗДЕЙСТВИЯ 
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В кишечнике обитает огромное количество бактерий, взаимодействующих с иммунной си-
стемой хозяина. Нарушение гомеостаза в кишечнике приводит к различным патологическим 
состояниям, которые необходимо корректировать путем воздействия на микрофлору. В работе 
представлены данные о влиянии изменения кишечной микрофлоры на жизнеспособность мы-
шей с нарушенной барьерной функцией (Muc2-/-). Выявленная чувствительность Muc2-/-мышей 
к изменению микрофлоры позволяет предложить данную линию в качестве хорошей модели для 
тестирования различных способов воздействия на микрофлору.
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моделей для разработки и тестирования новых 
методов воздействия на кишечную микрофлору, 
а также оценка их безопасности для здоровья.

В данной работе в качестве потенциальной 
модели использовали мышей с нокаутом гена 
Muc2(Muc2-/-) – модель с предрасположенно-
стью к ВЗК. У Muc2-/-мышей нарушен синтез 
муцина-2, составляющего основу мукусного 
барьера в кишечнике, вследствие этого кишеч-
ные бактерии вступают в прямой контакт с эпи-
телиальными клетками [2]. В качестве модели 
с нормальной барьерной функцией кишечника 
использовали мышей линии C57BL/6. Все ма-
нипуляции с животными были одобрены ме-
жинститутской комиссией по биоэтике СО РАН 
(протокол № 28, выдан 19.06.2015). В исследова-
нии использовали мышей C57BL/6, свободных 
от специфических патогенов (расширенный спи-
сок FELASA 2014), и Muc2-/- мышей, положи-
тельных на инфекцию Helicobacter spp. Влияние 
дефицита муцина-2 на иммунные показатели ис-
следовали на мышах в возрасте 8–10 недель, про-
водили гистологический анализ толстой кишки, 
анализ количества цитокинов и иммуноглобу-
линов в толстой кишке, а также количество IgG 
против собственной микрофлоры в крови. Затем 
мышам в возрасте 8–10 недель в течение двух 
недель предоставляли смесь антибиотиков ши-
рокого спектра действия (кларитромицин, ам-
моксицилин, метронидазол) и оценивали общее 
состояние, вес животных, а также изменение ки-
шечной микрофлоры.

На гистологических срезах восходящего от-
дела толстой кишки не было выявлено призна-
ков острого воспаления таких как отек, эрозия 
эпителия и лейкоцитарные инфильтраты, ни 
у мышей Muc2-/-, ни у мышей C57BL/6. Одна-
ко, у мышей Muc2-/- была отмечена гиперплазия 
крипт, а также было обнаружено, что у Muc2-/- 
мышей в ткани толстой кишки больше макро-
фагов, чем у C57BL/6. При этом количество 
провоспалительных цитокинов в толстой кишке 
у мутантных мышей не отличалось от C57BL/6. 
Таким образом, несмотря на тесный контакт 
с микрофлорой, содержащей инфекционный 
агент Helicobacter spp., мыши с дефицитом му-
цина-2 не демонстрируют острого воспаления 
в кишечнике, однако, выявляются некоторые 
признаки хронического воспаления.

Анализ иммуноглобулинов показал, что 
у Muc2-/- мышей больше IgG в толстой кишке 
по сравнению с C57BL/6. Помимо этого, в кро-
ви у Muc2-/- мышей было обнаружено больше 

IgG против собственной кишечной микрофло-
ры, чем у C57BL/6. Количество IgA в толстой 
кишке у мышей не отличалось. Таким образом, 
тесный контакт иммунной системы с симбиоти-
ческой микрофлорой и инфекцией Helicobacter 
spp., обусловленный нарушением барьера в ки-
шечнике, приводит к активации специфическо-
го иммунитета и формированию адаптации им-
мунной системы для предотвращения острого 
воспаления против микрофлоры.

В результате приема антибиотиков, у мышей 
Muc2-/- и C57BL/6 наблюдалось снижение ко-
личества бактерий в кишечнике, а также обедне-
ние видового разнообразия. Нарушение микро-
флоры сочеталось с негативными эффектами 
на состояние мышей. На 6 день предоставления 
антибиотиков масса тела мышей снижалась на 
10–15%. На 10 день эксперимента масса тела 
C57BL/6 восстанавливалась до 100% от перво-
начальной. У Muc2-/- мышей, наоборот, масса 
тела снижалась до 75–85%. Также у Muc2- /- 
мышей наблюдалось ухудшение состояния, 
которое выражалось в снижении двигательной 
активности и появлении ректальных кровотече-
ний. Через 14 дней приема антибиотиков, 35.7% 
Muc2- /- мышей погибали (5 из 14 мышей), 
а среди C57BL/6 выживали 100% животных (8 из 
8 мышей).

Результаты исследования демонстрируют, 
что при наличии тесного контакта с симбиоти-
ческими бактериями и инфекционным агентом 
Helicobacter spp. в условиях нарушения барьер-
ной функции кишечника, у мышей развиваются 
адаптации иммунной системы. При нарушении 
сформировавшегося устойчивого состояния пу-
тем нарушения микрофлоры кишечника анти-
биотиками, наблюдаются негативные послед-
ствия для общего состояния организма, включая 
гибель животных. Таким образом, мыши Muc2- /- 
могут выступать в качестве модели, чувстви-
тельной к воздействию на микрофлору. Данная 
модель может быть полезной для разработки 
и тестирования различных методов воздействия 
на кишечную микрофлору.

Исследование поддержано бюджетным про-
ектом № 0533-2019-0003, расходные материалы 
приобретены за счет гранта РФФИ 18-015-00329. 
Исследование выполнено с использованием 
оборудования ЦКП «Центр генетических ре-
сурсов лабораторных животных» ФИЦ ИЦиГ 
СО РАН (уникальный идентификатор проекта 
RFMEFI62117X0015).
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Gut is inhabited by numerous of bacteria interacting with the immune system of the host. Distur-
bance of the gut homeostasis leads to various pathological states, which are to be treated by changing of 
microbiota. The study demonstrate the eff ects of microbiota alteration on viability of mice with defi cient 
barrier function in the gut (Muc2-/-). The susceptibility of Muc2-/- mice to changing of microbiota sug-
gesting the mice as an appropriate model for testing approaches to alter gut microbiota.
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ВВЕДЕНИЕ

Как известно, система интерферона (ИФН) 
является важнейшей составляющей врожденного 
иммунитета. Среди веществ ‒ стимуляторов дан-
ной системы широко известны двуспиральные 
РНК (дсРНК), способные вызывать индукцию 
ИФН 1 типа и активировать ИФН-зависимые 
ферменты, участвующие в реализации противо-
вирусной реакции. Ключевыми ферментами, 

подавляющими репликацию вирусов в клетках, 
являются 2’,5’-олигоаденилатсинтетаза (OAS), 
РНКаза L и протеинкиназа R (PKR). Изучению 
механизмов противовирусного действия дсРНК 
посвящено значительное количество работ, од-
нако эти исследования ограничены преимуще-
ственно системами in vitro [1]. Поэтому изучение 
особенностей внутриклеточного действия при-
родных дсРНК после их введения в живой орга-
низм по-прежнему остается актуальной задачей.

Природная дсРНК, выделенная из киллер-
ного штамма дрожжей Saccharomyces cerevisiae, 
является одним из активных компонентов от-
ечественного препарата Ридостин (патент РФ 
№ 2083221). В процессе доклинических и клини-
ческих исследований было показано, что Ридо-
стин стимулирует выработку эндогенного ИФН 
разных типов, повышает клеточный иммунитет, 
подавляет репродукцию вирусов и развитие вну-
триклеточных микроорганизмов. Установлено, 
что препарат дсРНК способен усиливать фаго-
цитарную, метаболическую и бактерицидную 
активность перитонеальных макрофагов [2]. 
Макрофаги, как известно, экспрессируют раз-
ные типы сигнальных рецепторов, в том числе 

АКТИВАЦИЯ ТРАНСКРИПЦИИ ГЕНОВ СИСТЕМЫ 
ИНТЕРФЕРОНА ПОД ВЛИЯНИЕМ ДРОЖЖЕВОЙ 
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В экспериментах на мышах исследован уровень экспрессии белков, опосредующих противови-
русный ответ, в перитонеальных макрофагах в ответ на внутрибрюшинное введение двуспиральной 
РНК (дсРНК) из дрожжей Saccharomyces cerevisiae. Изучена дозовая (0,5 и 1,5 мг/кг) и временная 
(5 и 24 ч) зависимость влияниядсРНК на активность генов, кодирующих рецептор TLR3, ИФН-
альфа, ИФН-бета, 2’,5’-олигоаденилатсинтетазу (OAS) и протеинкиназу R. Полученные результа-
ты свидетельствуют о повышении в клетках уровня транскрипционной активности, наиболее вы-
раженномв отношении генов TLR3, ИФН-альфа и OAS. Максимальный эффект был отмечен при 
введении дсРНК в эффективной противовирусной дозе (0,5 мг/кг) через 5 часов после введения.

Ключевые слова: дсРНК, TLR3, ИФН-альфа, ИФН-бета, 2’,5’-олигоаденилатсинтетаза, про-
теинкиназа R, экспрессия генов, перитонеальные макрофаги, мыши
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Toll-like рецептор 3 типа (TLR3), являющийся 
специфическим рецептором дсРНК [3]. Связы-
вание дсРНК с TLR3 приводит к активации сиг-
нальных путей и индукции транскрипции генов 
ИФН и воспалительных цитокинов [4]. В связи 
с этим, макрофаги являются интересным объ-
ектом для изучения особенностей развития вну-
триклеточной противовирусной реакции под 
действием дсРНК.

Цель исследования – изучение влияния дрож-
жевой дсРНК на экспрессию генов рецептора 
TLR3 и противовирусных белков ИФН-альфа, 
ИФН-бета, OAS, PKR в перитонеальных макро-
фагах мышей после внутрибрюшинного введе-
ния препарата.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В эксперименте использовали препарат 
дсРНК (мол. вес 5800–7400 п. н.) с чистотой 93%, 
полученный из натриевой соли двуспиральной 
рибонуклеиновой кислоты, субстанции Ридо-
стина (ООО «Диафарм», г. Бердск Новосибир-
ской области). Исследования проводили на сам-
цах мышей линии Balb/c.

Раствор дсРНК вводили внутрибрюшинно 
однократно в дозах 0,5 и 1,5 мг/кг, что соот-
ветствует эффективной противовирусной дозе 
препарата Ридостини дозе, превышающей ее 
в три раза (в пересчете на дсРНК). Животным 
контрольной группы вводили растворитель 
физиологический раствор. Через 5 и 24 ч после 
введения препарата забирали перитонеальный 
экссудат для получения культуры макрофагов. 
Клетки культивировали в среде RPMI-1640, со-
держащей 10% фетальной бычьей сыворотки 
и 0,004% гентамицина, при 37 °C и 5% СО2 в те-
чение 2 ч. После получения монослоя макрофа-
гов клетки подсчитывали, лизировали и выделя-
ли суммарную РНК. Содержание РНК и чистоту 
полученных образцов определяли спектрофото-
метрически. Оценку уровня экспрессии дсРНК-
активируемых генов TLR3, ИФН-альфа, ИФН-
бета, OAS и PKR проводили методом ПЦР 
в реальном времени. Последовательность спец-
ифических праймеров была выбрана из Банка 
праймеров Гарвардского университета (http://
pga.mgh.harvard.edu/primerbank/index.html), 
синтез осуществлен ЗАО «Синтол». Специфич-
ность и размер продуктов реакции определяли 
по кривой плавления и электрофорезом в ага-
розном геле. Уровень относительной экспрес-
сии генов оценивали методом ΔCt.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исследование показало, что препарат дсРНК 
усиливал экспрессию генов TLR3, ИФН-альфа, 
ИФН-бета и OAS в перитонеальных макрофа-
гах мышей. Наиболее выраженное повышение 
транскрипционной активности было отмечено 
через 5 часов после введения. Препарат дсРНК 
в дозе 0,5 мг/кг в этот срок более активно повышал 
уровень транскрипции генов TLR3 (в 27 раз, по 
отношению к контролю), ИФН-альфа (в 70  раз), 
OAS (в 43 раза) и умеренно ‒ ИФН-бета (в 9,2 ра-
за). Активирующий эффект препарата в дозе 
1,5 мг/кг был более слабым, чем в дозе 0,5 мг/ кг. 
Кратность стимуляции транскрипции генов 
после введения большей дозы дсРНК состав-
ляла: для TLR3 –13 раз, ИФН-альфа – 21 раз, 
OAS ‒ 10,6 раза, ИФН-бета ‒ 5,8 раза. То есть, 
в данном случае наблюдался эффект обратной 
дозовой зависимости генной индукции, ха-
рактерный для индукторов интерферона. Как 
известно, для каждого индуктора существует 
определенный диапазон доз для осуществления 
максимальной ИФН-индуцирующей активно-
сти. Увеличение или уменьшение дозы приво-
дит к снижению синтеза ИФН.

К концу первых суток после введения дсРНК 
эффект стимуляции заметно снижался в обе-
их опытных группах, однако в случае введения 
препарата в дозе 1,5 мг/кг –  в меньшей степени. 
Более высокими в этот период были показатели 
синтеза мРНК OAS (увеличение в 6,7 и 9,7 раза, 
соответственно, для дозы 0,5 и 1,5 мг/кг), TLR3 
(в 3,7 и 5,1 раза) и ИФН-бета (в 2,7 и 7,7 раза). 
Уровень транскрипции гена ИФН-альфа че-
рез сутки после введения не отличался от кон-
трольного.

Динамика изменения транскрипции гена PKR 
значительно отличалась от описанной выше для 
других генов. Признаков активации гена PKR 
через 5 ч после введения дсРНК в дозе 0,5 мг/ кг 
не обнаружено, а трехкратная доза подавляла 
экспрессию гена, по сравнению с контролем, 
в 6,7 раза. Активность гена PKR незначительно 
возрастала только через сутки после введения 
дсРНК, и в этой временной точке превышала 
контрольный уровень в 1,9 и 2,5 раза для дозы 0,5 
и 1,5 мг/кг, соответственно. Как известно, ин-
дукция ИФН-зависимых белков существенным 
образом зависит от природы клеток, концен-
трации дсРНК, типа секретируемого ИФН. Так, 
авторы работы [5] показали, что ферментативная 
активность PKR проявляется исключительно 
при низкой концентрации дсРНК (10–7‒10–9 г/ мл),



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

718 А. В. Батенева и др.

и наоборот, OAS максимально активна при вы-
сокой концентрации (10–5 г/мл и выше). В усло-
виях данного эксперимента доза препарата 
при внутрибрюшинном введении составляла 1 
и 3×10–5 г на животное, что, вероятно, и повлия-
ло на динамику индукции генов OAS и PKR.

Полученные результаты свидетельствуют 
о том, что дсРНК дрожжей Saccharomyces cerevi-
siae вызывает активацию генов рецептора TLR3, 
ИФН первого типа и фермента OAS в перито-
неальных макрофагах мышей. Динамика эф-
фекта носит дозозависимый характер: препарат 
в эффективной противовирусной дозе оказы-
вает более выраженный активирующий эффект 
в первые часы после введения, в то время как 
трехкратная доза оказывает более длительное ак-
тивирующее действие на транскрипцию генов.
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In experiments on mice, the level of expression of antiviral-response-mediating proteins was studied 
in peritoneal macrophages, in reaction to the intraperitoneal administration of double-stranded RNA 
(dsRNA) from the yeast Saccharomyces cerevisiae. Dose (0.5 and 1.5 mg/kg) and time (5 and 24 hours) 
dependencies of the eff ect of dsRNA on the activity of genes encoding Toll-like receptor 3 (TLR3), 
IFN-alpha, IFN-beta, 2’,5’-oligoadenylatesynthetase (OAS) and proteinkinase R were determined. The 
obtained results indicate the increase in the level of transcriptional activity in the cells, most pronounced 
for TLR3, IFN-alpha and OAS genes. The maximum eff ect was observed 5 hours after the administra-
tion of dsRNA in the eff ective antiviral dose (0.5 mg / kg).

Key words: dsRNA, TLR3, IFN-alpha, IFN-beta, 2’,5’-oligoadenylatesynthetase, proteinkinase R, 
gene expression, peritoneal macrophages, mice
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Нейтрофилы – основные эффекторные клет-
ки иммунного ответа против экзогенных пато-

ИССЛЕДОВАНИЕ ФЕНОМЕНА МИГРАЦИИ НЕЙТРОФИЛОВ 
В ЛИМФАТИЧЕСКИЕ СОСУДЫ В ПРОЦЕССЕ ВОСПАЛЕНИЯ, 
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Нейтрофилы – основные эффекторные клетки иммунного ответа на экзогенные патогены, 
в том числе, условно-патогенный гриб Aspergillus fumigatus. В очаге воспаления в процессе борьбы 
с патогеном наблюдают массовую гибель нейтрофилов. Однако в некоторых случаях нейтрофилы 
выживают и мигрируют в лимфатические сосуды, что имеет значения для окончательной нейтра-
лизации патогена и активации адаптивного иммунного ответа. В данном исследовании была оха-
рактеризована способность нейтрофилов мигрировать в лимфатические сосуды в процессе воспа-
ления, вызванного ингаляцией конидий A. fumigatus. В результате были получены новые данные 
о динамике миграции нейтрофилов в лимфатические сосуды и о роли нейтрофилов в контроле за 
диссеминацией конидий в организме.

Ключевые слова: нейтрофилы, Aspergillus fumigatus, лимфатические сосуды, конфокальная ла-
зерная сканирующая микроскопия
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генов бактериальной и грибной природы, в том 
числе условно-патогенного гриба Aspergillus fu-
migatus [1]. В очаге воспаления нейтрофилы по-
гибают нетозом, некрозом или апоптозом [2], но 
иногда выживают и возвращаются в кровоток 
или проникают в лимфатические сосуды [1, 3]. 
Выжившие нейтрофилы мигрируют в лимфати-
ческие узлы, где нейтрализуют остаточные па-
тогены [1]. При этом в случае M. bovis, именно 
нейтрофилы транспортировали патоген в лим-
фоузлы [3]. В то же время, S. aureus перемещал-
ся по лимфе независимо от нейтрофилов, так 
как последние приходят в дренирующие лим-
фоузлы по кровеносным сосудам [1].

Механизм, посредством которого конидии 
A. fumigatus преодолевают эпителиальный ба-
рьер респираторного тракта и далее распро-
страняются в организме при инфекции, не из-
вестен. При этом высев патогена из стерильных 
жидкостей организма – крови и лимфы, наблю-
дают при инвазивном аспергиллезе, что под-
тверждает проникновение конидий из просвета 
дыхательных путей через эпителиальные и эн-
дотелиальные барьеры в ткани и сосуды. Ранее 
мы проводили исследования интернализации 
конидий нейтрофилами слизистой оболочки 
главного бронха [4].

Цель настоящего исследования ‒ охаракте-
ризовать способность нейтрофилов проникать 
в лимфатические сосуды в процессе воспале-
ния, вызванного ингаляцией конидий гриба 
A. fumigatus.

Конидии A. fumigatus вводили мышам орофа-
рингеально. Тотальные образцы главного брон-
ха окрашивали антителами крысы против Ly6G 
мыши (clone 1A8, Biolegend), антителами козы 
против СD31 мыши (R&D System), и антитела-
ми кролика против Lyve-1 мыши (Abcam). Затем 
набором вторичных антител осла (Invitrogen): 
против иммуноглобулинов крысы ‒ Alexa488, 
против иммуноглобулинов козы ‒ Alexa555 
и против иммуноглобулинов кролика ‒ Alexa647. 
Визуализацию проводили при помощи конфо-
кального микроскопа Zeiss LSM 780.

При однократном введении, конидии на-
блюдали только на стороне эпителия, обращен-
ной в просвет дыхательного пути, но не в стенке 
бронха и не в подслизистом слое. Окрашивание 
при помощи антител к Lyve-1 позволило иден-
тифицировать сеть сосудов, представляющую 
афферентные лимфатические капилляры. Ней-

трофилы определяли по экспрессии Ly6G. Как 
в острой фазе воспаления, так и в отложенной 
фазе и на стадии разрешения воспаления были 
идентифицированы единичные нейтрофилы, 
ассоциированные с лимфатическими капилля-
рами. Нейтрофилы находились на стороне эн-
дотелия, обращенной во внутреннюю полость 
в непосредственной близости от эндотелиальных 
клеток, а в некоторых случаях в стенках капилля-
ров. В острой фазе воспаления наблюдалась мас-
совая миграция нейтрофилов по кровеносным 
сосудам, экспрессирующим CD31, но не Lyve-1. 
На стадии разрешения воспаления таких собы-
тий практически не наблюдалось.

Использование полученного в данном иссле-
довании метода единовременной визуализации 
нейтрофилов, конидий, лимфатических и кро-
веносных сосудов позволит определить роль 
миграции нейтрофилов по лимфатическим со-
судам в развитии терминации воспалительных 
процессов.

Таким образом, в данной работе было пока-
зано, что при разовой ингаляции иммуноком-
петентным мышам спор условно-патогенного 
гриба A. fumigatus, наблюдается миграция ней-
трофилов в ассоциированные с дыхательными 
путями лимфатические капилляры.

Поддержано РФФИ, проект № 18-315-00166; 
участие В. И. Борщевского поддержано Миноб-
рнауки России, проект № 6.9909.2017/6.7.
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Neutrophils are the main eff ector cells that are mediated immune response to exogenous pathogens 
including opportunistic fungi Aspergillus fumigatus. Neutrophils infi ltrate infl amed tissues and massively 
die during the fi ght against pathogen. However, in some cases neutrophils survive and migrate to lym-
phatic vessels to neutralize residual pathogens and activate adaptive immune response. In the present 
study we characterized the ability of neutrophils to migrate via lymphatic vessels during A. fumigatus 
conidia-induced infl ammation. As a result, new data about neutrophils migration kinetics to lymphatic 
vessels and the role of neutrophils in control of fungal spore dissemination in the host organism were 
obtained.

Key words: neutrophils, lymphatic vessels, APC, Aspergillus fumigatus, airway infl ammation
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ВВЕДЕНИЕ

Семейство генов человека Т-клеточного-им-
му но глобулинового-муцинового домена (5q33.2) 
один из участников регуляции иммунологиче-
ского ответа и реакций на вирусные инфекции. 
Являющийся представителем этого семейства, 

ген TIM-1 преимущественно экспрессируется 
клетками T-хелперов 2 типа и функционирует 
в качестве костимулирующей молекулы для ак-
тивации T-клеток [1]. Впервые TIM-1 был от-
крыт как рецептор вируса гепатита А [2]. Повы-
шенный уровень экспрессии TIM-1 характерен 
при аутоиммунных нарушениях, повреждениях 
почек различного генеза и др. [3, 4]. Много работ 
проведено по поиску генетических полиморфиз-
мов промоторного района и 4-го экзона TIM-1 
при различных патологических состояниях 
у людей из разных географических районов  [3]. 
Существуют ИФА тест-системы для выявления 
белка, кодируемого TIM-1. Однако повышению 
уровня белка предшествует повышение уровня 
экспрессии гена, и в связи с этим целью дан-
ной работы было создание системы для анализа 
уровня экспрессии гена человека TIM-1.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культура клеток HEK293 (клетки почки эм-
бриона человека) была получена из банка кле-

АНАЛИЗ УРОВНЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНА ЧЕЛОВЕКА 
TIM-1 МЕТОДОМ КОЛИЧЕСТВЕННОЙ ПЦР 

В РЕАЛЬНОМ ВРЕМЕНИ
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Уровень экспрессии гена человека Т-клеточного-иммуноглобулинового-муцинового домена 
(TIM-1) является диагностически значимым при различных патологических состояниях организ-
ма. Целью настоящей работы была разработка ПЦР-системы для анализа уровня экспрессии гена 
TIM-1 с детекцией в режиме реального времени. Проведен дизайн праймеров и флуоресцентного 
зонда на консервативные участки гена TIM-1. Фрагмент гена был клонирован в плазмиду, кото-
рая в дальнейшем использовалась в качестве положительного контроля. Оптимизацию условий 
ПЦР проводили с использованием в качестве модели культуры клеток HEK293 (клетки почки эм-
бриона человека). Уровни экспрессии гена TIM-1 были определены в слюне десяти здоровых до-
бровольцев, и они достоверно не отличались между собой. Разрабатываемая система может быть 
альтернативой закрытым коммерческим системам. В дальнейшем мы планируем проведение ис-
следований экспрессии гена TIM-1 при различных патологиях.

Ключевые слова: рецептор, TIM-1, количественная ПЦР, ПЦР в реальном времени, иммун-
ный ответ, экспрессия гена
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точных культур ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор». Клет-
ки отбирали на фазе логарифмического роста. 
Выделение тотальной РНК и синтез кДНК про-
водили согласно [5]. Были подобраны прайме-
ры и флуоресцентный зонд на консервативные 
участки, комплементарные районам 3‒4 экзо-
нов TIM-1. После обратной транскрипции про-
водили ПЦР в режиме реального времени на 
приборе CFX-96.

Фрагмент гена TIM-1 был клонирован в плаз-
миду, которая в дальнейшем использовалась 
в качестве положительного контроля. Соот-
ношение генома вставки к вектору было 0.09. 
Концентрация ДНК плазмиды измерялась на 
флуориметре QUBIT. Для построения стандарт-
ной калибровочной кривой были приготовлены 
последовательные 10-кратные разведения плаз-
миды. ПЦР-фрагменты и встройка в плазмиду 
были секвенированы.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Оптимизацию условий ПЦР проводили на 
модели культуры клеток HEK293. Выбранные 
нами праймеры были комплементарны разным 
экзонам, что позволяет использовать для анали-
за образцы с содержанием ДНК. В качестве ми-
шеней были выбраны наиболее консервативные 
участки генома. Специфичность анализируемых 
районов генома была подтверждена секвениро-
ванием. Уровень экспрессии TIM-1 вычислял-
ся с помощью стандартной кривой и на модели 
культуры клеток HEK293 для лизата 105 клеток 
составил 3.6×10–18 М/мл.

В последнее время большие надежды возла-
гаются на неинвазивные методы взятия матери-

ала, и слюна является одним из них. В слюне де-
сяти здоровых добровольцев уровни экспрессии 
гена TIM-1 достоверно не отличались между со-
бой. В дальнейшем мы планируем проведение 
исследований экспрессии гена TIM-1 при раз-
личных патологиях.

Таким образом, нами была разработана 
и апробирована ПЦР-система для определения 
уровня экспрессии гена TIM-1 в режиме реаль-
ного времени.
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USING REAL-TIME QUANTITATIVE PCR
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The expression level of a human T-cell immunoglobulin-mucin domain (TIM-1) gene is diagnosti-
cally signifi cant in human diseases. The purpose of this work was to develop a real-time PCR method for 
analysis the expression levels of the human TIM-1 gene. The design of primers and fl uorescent probe on 
the conservative parts of the TIM-1 gene was carried out. The fragment of the TIM-1 gene was cloned 
into a plasmid and further it was used as a positive control. The optimization of the PCR conditions was 
performed using the HEK293 cell culture as a model. The expression levels of the TIM-1 gene were 
determined in the saliva of ten healthy volunteers and they did not diff er signifi cantly. The system being 
developed may be an alternative to closed commercial systems. We plan to use it in the research of diff er-
ent pathologies in the future.

Key words: receptor, TIM-1, quantitative PCR, real-time PCR, immune response, gene expression
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Плексин В1 –  трансмембранная молекула се-
мейства плексинов, которая служит высокоаф-
финным рецептором для семафорина Sema4D. 
Он интенсивно экспрессируется нейронами 
и играет ключевую роль в процессах аксональ-
ного наведения, опосредуя репульсивные эф-
фекты семафорина в центральной нервной 
системе. Однако функции Sema4D не ограни-
чиваются аксональным наведением: семафорин 
экспрессируется многими тканями организма, 

в первую очередь –  иммунной. При этом, со-
гласно принятым представлениям, эффекты 
Sema4D в иммунной системе реализуются через 
низкоаффинный рецептор CD72: убедительно 
показано участие Sema4D/CD72-зависимого 
сигнала в контроле функций В-лимфоцитов 
и дендритных клеток, несущих на мембране этот 
рецептор [1]. Что касается плексина В1 –  пред-
полагается, что он опосредует эффекты семафо-
рина исключительно в неиммунных тканях [2]. 
Тем не менее, в литературе имеются данные, 
косвенно указывающие на наличие плексино-
вых рецепторов на иммуноцитах, в частности, 
данные о способности Sema4D ингибировать 
инфильтрацию опухолей лимфоидными клет-
ками [3] –  ведь именно плексин В1-зависимый 
сигнал индуцирует перестройку цитоскелета 
и отвечает за клеточную подвижность [4].

Мы в недавней работе показали, что высо-
коаффинный семафориновый рецептор плек-
син В1 представлен на мембране лимфоцитов 
(грант РФФИ 15-04-05694) [5]. Последующие 
более детальные исследования ex vivo выяви-
ли, что плексин В1 экспрессируется как наи-
вными Т-лим фо ци та ми (CD3+CD4+CD45RA+/
CD3+CD8+CD45RA+-клетками), так и Т-клет-
ками памяти (CD3+CD4+CD45R0+/CD3+CD8+ 

CD45R0+-лимфоцитами), причем уровень экс-

ЭКСПРЕССИЯ ПЛЕКСИНА В1 Т-ЛИМФОЦИТАМИ ЧЕЛОВЕКА: 
РОЛЬ В КОНТРОЛЕ АКТИВАЦИИ КЛЕТОК
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В работе представлены новые данные, касающиеся экспрессии Т-лимфоцитами плексина В1 – 
высокоаффинного рецептора для семафорина IV класса Sema4D, экспрессия которого ранее 
приписывалась исключительно не иммунным клеткам. Обсуждается биологическое значение 
этого феномена и его роль в регуляции функций Т-лимфоцитов, в первую очередь –  клеточной 
миграции.
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прессии плексина этими субпопуляциями со-
поставим. Более того, в исследованиях in vitro 
показано, что фракционированные CD3+ Т-лим-
фо ци ты (система для фракционирования, R&D 
Systems) в ответ на поликлональную активацию 
(анти-CD3/CD28, Invitrogen) усиливают экс-
прессию плексиновых рецепторов на мембране.

Присутствие плексина В1 на мембране Т-лим-
фоцитов поднимает вопрос о биологическом 
значении этого феномена и роли данных ре-
цепторов в контроле активности клеток. И наи-
более очевидная мишень Sema4D/плексин 
В1-за висимого сигнала –  миграция Т-лим фо-
ци тов, поскольку в неиммунных тканях свя-
зывание этого рецептора ведет к перестройке 
цитоскелета.

Механизмы реализации семафорин/плек-
син В1-зависимого сигнала наиболее детально 
изучены в нейронах. Они предполагают регу-
ляцию активности малых ГТФаз семейств Ras 
и Rho, способных связываться с соответствую-
щими доменами в цитоплазматическом регионе 
молекулы плексина [6]. Действие ГТФазы Rho 
напрямую связано с реорганизацией цитоске-
лета, причем реализуется оно двумя путями –  
регуляцией актомиозина и сборки микротрубо-
чек –  последний эффект опосредуется белком, 
служащим медиатором коллапсинового ответа 
(Collapsin Response Mediator Protein 2, CRMP2). 
Основная функция белка Ras, инициируемая 
при связывании семафорина с плексином –  ре-
гуляция сборки микротрубочек [6]. Важно отме-
тить, что для всех ключевых элементов упомяну-
той выше сигнальной цепочки показано участие 
в Sema4D/плексин В1-зависимом ингибирова-
нии аксонального роста [6]. А поскольку все пе-
речисленные выше внутриклеточные факторы, 
участвующие в передаче сигнала с плексина В1 
в нейронах, присутствуют и в лимфоцитах, ло-
гично ожидать наличия аналогичных механиз-
мов сигнализации в лимфоидных клетках.

Необходимость исследования роли Sema4D 
в контроле миграции Т-клеток диктуется так-
же показанным недавно участием семафорина 
в развитии широкого спектра опухолевых за-
болеваний. Он секретируется рядом опухолей, 
концентрируется на границе опухоли и препят-
ствует ее инфильтрации иммунными клетками, 
в том числе – Т-лимфоцитами [3]. Поэтому ре-
зультаты работы будут иметь большую практи-
ческую значимость.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в рамках научного проекта 
№ 19-015-00367.
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The paper presents new data on T-lymphocyte expression of plexin B1, a high-affi  nity receptor for 
class IV semaphorin Sema4D, which expression was previously attributed exclusively to non-immune 
cells. The biological signifi cance of this phenomenon, as well as its role in the regulation of T-lymphocyte 
functions are discussed, primarily of cell migration.
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Бактерии и их производные могут активи-
ровать комплемент тремя известными путями: 
классическим, лектиновым и альтернативным. 
Во всех случаях в результате активации проис-
ходит образование анафилотоксинов С3а, С4а 
и С5а. В норме собственные клетки организма 
хозяина защищены от активирующего действия 
комплемента регуляторными белками. Однако 
в патогенезе воспалительных заболеваний про-
дукты активации комплемента являются одними 
из основных провоспалительных агентов. На-
копление анафилотоксинов, в особенности С5а, 
сопровождается эскалацией воспаления и часто 
приводит к тяжелому течению болезни [1, 2].

Объектом настоящего исследования являет-
ся нейтрализующее антитело к анафилотокси-
ну С5а, поскольку нейтрализация или удаление 
избытка этого анафилотоксина положительно 
влияет на исход тяжелых воспалительных забо-
леваний, включая ССВО и сепсис [3].

Специфическая экстракорпоральная гемо-
коррекция является оптимальным и современ-

ПОЛУЧЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА РЕКОМБИНАНТНОГО 
АНТИТЕЛА К С5а АНАФИЛОТОКСИНУ КОМПЛЕМЕНТА
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Получены моноклональные мышиные антитела к С5а анафилотоксину человека, в последова-
тельностях легкой и тяжелой цепей которых была произведена замена константных областей на 
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ным методом удаления патогенетических аген-
тов, поэтому целью настоящей работы стало 
получение рекомбинантных химерных антител 
к С5а анафилотоксину комплемента человека 
с экспрессией в клетках НЕК293 для дальней-
шего создания иммуносорбента, допустимого 
к применению в клинической медицине.

Для определения нуклеотидной и аминокис-
лотной последовательности антитела к С5а, по-
лученного в клетках мышиной гибридомы, было 
выполнено выделение тотальной РНК соответ-
ствующей гибридомы и получение на ее основе 
кДНК. Далее методом ПЦР с использованием 
набора вырожденных праймеров амплифициро-
вали фрагменты кДНК, кодирующие вариабель-
ные участки тяжелой и легкой цепи иммуногло-
булинов. Полученные ПЦР-продукты очищали 
и секвенировали по методу Сэнгера. Cтруктурно-
функциональный анализ полученных последо-
вательностей, который проводили с помощью 
онлайн сервисов IMGT/V-QUEST и IgBLAST, 
показал, что все ПЦР-продукты соответствовали 
одной тяжелой цепи, одной легкой каппа цепи 
мышиного иммуноглобулина и 1 аберрантной 
легкой цепи из миеломы Sp2/0.

Для получения химерных генов была про-
ведена амплификация сигнальной последова-
тельности, последовательностей генов IGHG1 
и IGKC, кодирующих константные области 
тяжелой и легкой цепи иммуноглобулина че-
ловека, и последовательностей вариабельных 
доменов тяжелой и легкой цепи кандидатного 
мышиного иммуноглобулина. В качестве ма-
трицы для амплификации сигнального пепти-
да и константных доменов были использованы 
плазмиды с химерными антителами к другому 
антигену, разработанные нами ранее. Дизайн 
праймеров для амплификации данных фраг-
ментов был осуществлен таким образом, чтобы 
полученные ПЦР-продукты частично перекры-
вались между собой. Далее была произведена 
сборка соответствующих фрагментов, имею-
щих частичное перекрытие, методом ПЦР. По-
лученные последовательности химерных генов 
тяжелой и легкой цепи были лигированы в не-
экспрессионный вектор pJET и клонированы 
в E.coli. Далее была произведена селекция кло-
нов с нужной последовательностью c помощью 
ПЦР и секвенирования. Затем химерные гены 
были переклонированы по сайтам рестрикции 

NheI и NotI в экспрессионный плазмидный век-
тор pOptiVec. После селекции клонов плазмид-
ная ДНК была наработана в E.coli и выделена c 
высокой степенью очистки для трансфекции. 
Результирующие векторы были обозначены 
pOptiVec/C5a2H и pOptiVec/C5a2L.

Векторы pOptiVec/C5a2H и pOptiVec/C5a2L 
были использованы для временной экспрес-
сии в клетках линии НЕК293 (эмбриональные 
клетки почки человека). Трансфекция клеток 
НЕК293 проводилась с помощью липофиль-
ного реагента по инструкции производителя. 
Трансфицированные клетки культивировали 
в течение 5 суток в СО2-инкубаторе при 5% СО2, 
37 °C. Затем отбирали культуральную жидкость, 
в которой определяли концентрацию антител 
к С5а анафилотоксину человека с помощью им-
муноферментного анализа с моноклональными 
мышиными антителами против IgG1 человека. 
Из культуральной жидкости выделяли анти-
тела с помощью аффинной хроматографии на 
белке А. После определения видоспецифично-
сти антител методом ИФА, установили степень 
связывания химерного антитела с белком С5а. 
С помощью поверхностного плазмонного резо-
нанса с использованием антител к IgG человека, 
иммобилизованных в проточной ячейке прибо-
ра, были получены следующие характеристики 
связывания антитела с белком С5а человека:

- константа ассоциации Кa = 2.245×108 1/Ms;
- константа диссоциации Кd = 0.01342 1/s;
-  равновесная константа диссоциации KD = 

5.976×10–11 М.
Полученные результаты свидетельствуют 

о том, что экспериментальные образцы реком-
бинантных химерных антител к С5а компоненту 
комплемента могут быть использованы для соз-
дания специфичного гемосорбента или в каче-
стве средства лечения заболеваний, связанных 
с гиперактивацией комплемента.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Цитокины представляют собой группу по-
липептидных медиаторов межклеточного вза-
имодействия, которые могут быть выделены 
в самостоятельную систему регуляций функций 
организма, наряду с нервной и эндокринной. 
Гиперпродукция цитокинов ведет к развитию 
системной воспалительной реакции и может 
служить причиной развития ряда патологиче-
ских состояний [1]. Изучение уровня цитокинов 
может не только уточнить патогенетические ме-
ханизмы развития приобретенного ангиоотека, 
но и выявить возможную прогностическую зна-
чимость отдельных форм цитокинов.

Известно, что при наследственном ангионев-
ротическом отеке играет роль IL-17, который 
участвует в воспалительных реакциях и ини-
циирует воспалительный процесс [2]. Цитокин 
IL-13, как плейотропный цитокин, действу-
ет через комплекс IL-13Ra1/IL-4Ra, участвует 
в развитии гуморального иммунного ответа, 
вызывая реакции активации, которые способ-
ствуют воспалительным заболеваниям [3].

Цель исследования – изучение сывороточно-
го содержания IL-17А, IL17-F, IL-13 у пациен-
тов с приобретенным ангиоотеком.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование включено 36 пациентов с ве-
рифицированным диагнозом приобретенный 
идиопатический ангиоотек и 10 практически 
здоровых доноров, наблюдавшихся в Городском 
ал лер го-рес пи ра тор ном центре КГБУЗ «Влади-
востокский кли ни ко-ди аг но сти ческий центр» 
(главный врач А. А. Кабиева). Кли ни ко-ла бо-
ра тор ное обследование проводили на кафедре 
клинической лабораторной диагностики, об-
щей и клинической иммунологии и централь-
ной на уч но-ис сле до ва тель ской лаборатории 
ФГБОУ ВО ТГМУ Минздрава России (ректор 
В. Б. Шуматов).

Материалом исследования являлась сыво-
ротка крови. Забор крови проводился в период 
клинических проявлений.

Определение содержания IL-17А, IL-17F, 
IL-13 проводилось иммуноферментным ана-
лизом реактивами фирмы eBiociens (Bender 
Medsystems GmbH, Австрия) в пикограммах 
в миллилитре (пг/мл)

Для статистической обработки цифровых 
данных использовали непараметрический ме-

УРОВЕНЬ ЦИТОКИНОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ У ПАЦИЕНТОВ 
С ПРИОБРЕТЕННЫМ АНГИООТЕКОМ
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Цитокины являются биологическими маркерами, гиперпродукция которых может привести 
к воспалительной реакции и стать причиной развития патологических реакций. В настоящей ра-
боте исследовано содержание IL-17А, IL-17F и IL-13 в сыворотке крови 36 пациентов с приобре-
тенным ангиоотеком в период клинических проявлений. Контрольная группа включала 10 прак-
тически здоровых доноров. Данное исследование показало высокий уровень IL-17A, IL-17F 
у пациентов с приобретенным ангиоотеком, в то время как сравнительный анализ не показал раз-
личий в содержании сывороточного IL-13 в исследуемой и контрольных группах. Таким образом, 
определение уровня IL-17A, IL-17F в сыворотке крови может быть использовано как лаборатор-
ный диагностический маркер приобретенного ангиоотека.
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тод, так как распределение отличалось от нор-
мального и коэффициенте вариации составлял 
CV>30%. Использовалась программа статисти-
ки «Statistica 10». Проводили подсчет медианы 
(Ме), нижнего и верхнего квартиля (LQ-HQ).
Объем выполненных исследований и использо-
вание соответствующих статистических методов 
позволило оценить результаты с достоверностью 
и критическим уровнем значимости p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Показатели сывороточного содержания IL-17A 
у пациентов с приобретенным ангиоотеком 
определялись с медианой (Ме) 14,72 пг/ мл, 
нижним и верхним квартилями (LQ-HQ) 9,27–
20,49 пг/мл, в контрольной группе 6,65 пг/мл 
и 3,675–12,635 пг/мл, p<0,05 соответственно. 
Показатели IL-17F в исследуемой группе име-
ли Ме=43,48 пг/мл, LQ-HQ 34,53–55,84 пг/мл, 
у практически здоровых доноров уровень IL-17F 
статистически значимо отличались 7,705 пг/ мл, 
5,4825–8,9975 пг/мл, p<0,05. Значение сыво-
роточного содержания IL-13 в исследуемой 
группе значимо не отличалось от контроль-
ной 13,6 пг/ мл, 6,8–24,65 пг/мл, и 16,25 пг/мл, 
10,925–18,6 пг/мл, p<0,05.

ОБСУЖДЕНИЕ

Данное исследование показало высокий уро-
вень IL-17A, IL-17F у пациентов с приобретен-
ным ангиоотеком, в то время как сравнитель-
ный анализ не показал различий в содержании 
сывороточного IL-13 в исследуемой и кон-
трольной группе. Таким образом, определение 
уровня IL-17A, IL-17F в сыворотке крови может 
быть использовано как лабораторный диагно-
стический маркер приобретенного ангиоотека.
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ВВЕДЕНИЕ

Нейтрофилы осуществляют защиту организ-
ма от патогенов, используя такие эффекторные 
функции как фагоцитоз, дегрануляцию и обра-
зование активных форм кислорода (АФК). Было 
также показано [1], что нейтрофилы обладают 
еще одним уникальным свойством –  способно-
стью выбрасывать наружу деконденсированные 
фибриллы ДНК, которые в очаге воспаления 
играют роль ловушек для патогенов, ограничи-
вая их распространение по организму. У ней-
трофилов такие образования были названы ней-
трофильные внеклеточные ловушки (НЕТ или 

NETs, от Neutrophil Extracellular Traps), а про-
цесс их образования, ведущий к гибели нейтро-
филов – НЕТозом (NETosis).

Несмотря на то, что функциональная роль 
НЕТоза является общепризнанной, механиз-
мы образования ловушек до конца не изучены. 
НЕТоз был в значительной степени исследован 
в системе in vitro при стимуляции нейтрофилов 
активатором протеинкиназы С, ФМА. Было по-
казано, что в сигнальном каскаде активации 
НЕТ участвуют такие белки гранул, как нейтро-
фильная эластаза и миелопероксидаза, а также 
пеп ти дил-ар ги нин дезаминаза 4 типа. Так же, 
известно, что для осуществления НЕТоза нуж-
ны активные формы кислорода (АФК), которые, 
как правило, образуются в процессе окислитель-
ного взрыва при участии ферментного комплек-
са NADPH-оксидазы.

В настоящее время накоплено немало фак-
тов, говорящих, что помимо NADPH-оксидазы 
в НЕТозе могут также принимать участие мито-
хондрии и, соответственно, митохондриальные 
АФК (мтАФК) [2]. Так, ранее мы показали, что 
в НЕТозе, активированном кальциевыми ионо-

РОЛЬ БЕЛКА DRP1, ОТВЕТСТВЕННОГО ЗА ФРАГМЕНТАЦИЮ 
МИТОХОНДРИЙ, В ОКИСЛИТЕЛЬНОМ ВЗРЫВЕ И НЕТОЗЕ 
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Митохондрии нейтрофилов находятся в состоянии динамического равновесия, которое под-
держивается двумя противоположными процессами: слиянием и фрагментацией. Многочислен-
ные исследования показали, что морфология митохондрий тесно связана с их функциональной 
активностью. Вместе с тем, было обнаружено, что белки, участвующие в процессе митохондриаль-
ной динамики, могут модулировать и другие функции митохондрий. В нашей работе, проведенной 
на нейтрофилах человека, было показано, что динамин-подобный белок 1 (DRP1), ответственный 
за фрагментацию митохондрий, участвует в НЕТозе, реализуя свою классическую функцию. В то 
же время, подавление окислительного взрыва при ингибировании DRP1 было вероятно обуслов-
лено его неклассической функцией, связанной с работой митохондриальной поры.
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форами и хемоаттрактантом fMLP, принимает 
участие митохондриальная пора (mPTP), много-
компонентный канал, расположенный во вну-
тренней мембране митохондрий и вовлеченный 
в регуляцию клеточной смерти и выбросе Са+2 
и мтАФК из матрикса. Известно, что митохон-
дрии способны образовывать динамические ту-
булярные сети, непрерывно изменяющие свою 
форму благодаря процессам слияния и фрагмен-
тации (процесс митохондриальной динамики). 
Было показано, что белки, участвующие в этом 
процессе, обладают также способностью моду-
лировать многие функции митохондрий, напри-
мер, митохондриальное дыхание, используя при 
этом механизмы, не относящиеся прямо к изме-
нению морфологии. Так, в своей недавней рабо-
те, проведенной на кардиомиоцитах крыс, Цанг 
и соавт. [3] показали, что DRP1, известный ре-
гулятор фрагментации митохондрий, усиливает 
митохондриальное дыхание опосредованно, че-
рез mPTP.

Мы предположили, что НЕТоз и окислитель-
ный взрыв нейтрофилов человека, тесно связан-
ные с функциональной активностью митохон-
дрий, могут зависеть не только от их морфологии, 
но и от белков, регулирующих процесс митохон-
дриальной динамики, например, от DRP1.

МЕТОДЫ

Выделение нейтрофилов
Нейтрофилы выделяли из периферической 

крови здоровых доноров или больных хрониче-
ской гранулематозной болезнью (ХГБ) методом 
центрифугирования в одноступенчатом гради-
енте плотности Фикола (1.077 г/см3) как описа-
но ранее [4].

Оценка окислительного взрыва
Для оценки суммарных (внутри- и внекле-

точных) АФК использовали метод регистрации 
люминол-зависимой хемилюминесценции [5].

Индукция и флуоресцентное окрашивание 
нейтрофильных ловушек

 Нейтрофильные ловушки индуцировали 
ФМА или А23187 в клетках, адгезированных на 
покровных стеклах, в течение 2 ч 40 мин и 4 ч, 
соответственно, как описано ранее [5].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Для оценки участия процесса митохондри-
альной динамики в НЕТозе и окислительном 

взрыве нейтрофилов человека, нами была вы-
брана хорошо известная ГТФаза, DRP1, от-
ветственная за фрагментацию митохондрий. 
В работе был применен ингибиторный анализ, 
в частности, был использован ингибитор DRP1, 
Mdivi-1. Для оценки участия DRP1 в окисли-
тельном взрыве, Mdivi-1 титровали в широком 
диапазоне концентраций (1‒25 мкМ) и далее 
стимулировали окислительный взрыв индукто-
рами с разными механизмами действия (ФМА, 
fMLP и A23187). Так, окислительный взрыв под 
действием ионофора А23187 и fMLP, в отличие 
от ФМА, напрямую зависел от митохондрий. 
Было показано дозозависимое подавление окис-
лительного взрыва, индуцированного А23187 
и fMLP, но не ФМА, при возрастании концен-
трации Mdivi-1. Прединкубация нейтрофилов 
здоровых доноров с Mdivi-1 в течение 30 мин 
и последующая активация НЕТоза с помощью 
ФМА и А23187 также показала дозозависимое 
подавление образования ловушек. Участие белка 
DRP1 в НЕТозе было подтверждено на нейтро-
филах, выделенных из крови больных Х-сцеп-
лен ной ХГБ. Нейтрофилы таких пациентов име-
ли абсолютно неактивную NADPH-ок си да зу, что 
определяли по отсутствию у них окислительного 
взрыва и ФМА-за ви си мо го НЕТоза. Однако, как 
было нами показано ранее, нейтрофилы ХГБ об-
разовывали ловушки в ответ на кальциевые ио-
нофоры, что было обусловлено мтАФК. В серии 
опытов на нейтрофилах ХГБ мы показали, что 
НЕТоз таких нейтрофилов, индуцированный 
кальциевыми ионофами, был подавлен дозоза-
висимым способом при действии возрастающих 
доз Mdivi-1. Тем самым, было подтверждено, что 
Mdivi-1 действовал на свою единственную ми-
шень, DRP1, а не на NADPH-оксидазу.

ОБСУЖДЕНИЕ

В нашей работе впервые было показано уча-
стие белка DRP1, ответственного за фрагмен-
тацию митохондрий, в окислительном взрыве 
и НЕТозе нейтрофилов человека. Подавление 
НЕТоза ингибитором DRP1 при его стимуляции 
ФМА и А23187, то есть, разными по своему меха-
низму действия веществами, говорит о вовлече-
нии в этот процесс классической функции этого 
белка. Можно предполагать, что митохондри-
альная динамика, сдвинутая в сторону слияния 
митохондрий, тормозит процесс образования 
ловушек, что, возможно, связано с подавлением 
тубулинового или актинового аппаратов клетки. 
Вместе с тем, окислительный взрыв нейтрофи-
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лов подавлялся в зависимости от того, каким 
стимулом мы его индуцировали, зависимым 
(А23187, fMLP) или не зависимым (ФМА) от ми-
тохондрий. Такая зависимость окислительного 
взрыва от типа стимула, вероятнее всего, тоже 
связана с участием DRP1, однако, действующе-
го в этом случае через митохондриальную пору 
mPTP, как это было показано для кардиомиоци-
тов крыс [3].
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Neutrophil mitochondria are in a state of dynamic equilibrium, which is supported by two opposite 
processes: fusion and fi ssion. Numerous studies have shown that the morphology of mitochondria is 
closely related to their functional activity. However, it was found that proteins involved in the process of 
mitochondrial dynamics can modulate other functions of mitochondria too. As was shown in our work 
on the model of human neutrophils, the dynamin-related protein 1 (DRP1) responsible for mitochon-
drial fi ssion, is involved in NETosis, realizing its classic function. At the same time, the suppression of 
the oxidative burst via the DRP1 was due to its non-classical function associated with its action on the 
mitochondrial pore.

Key words: neutrophils, neutrophil extracellular traps, NETosis, oxidative burst, mitochondrial 
permeability transition pore, mPTP, fragmentation of mitochondria
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В настоящее время актуальным у пациентов 
с артериальной гипертонией является поиск 
биохимических и/или иммунологических био-
маркеров для оценки вероятности и сроков по-

ражения органов-мишеней для разработки эф-
фективных способов профилактики [1–2].

В этой связи целью исследования стало опре-
деление уровня цитокинов и компонентов си-
стемы комплемента у больных артериальной ги-
пертонией 1, 2 и 3 степени на фоне проводимой 
антигипертензивной терапии.

ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ МЕТОДЫ

Под постоянным наблюдением находилось 
68 пациентов с верифицированным, согласно 
клиническим рекомендациям «Артериальная 
гипертония у взрослых» (2016) и рекомендациям 
Европейского общества гипертонии и Европей-
ского общества кардиологов (2013), диагнозом: 
артериальная гипертония 1, 2 и 3 степени (21, 22 
и 23 пациента, соответственно), основанном на 
данных комплекса клинико-инструментальных 
методов обследования.

Всем пациентам назначалась стартовая анти-
гипертензивная терапия в объеме периндоприл 
(5 мг/сут) + амлодипин (5 мг/сут) и через 4 не-
дели от начала исследования проводилось дву-
кратное «офисное» измерение артериального 
давления (АД).

ИММУННЫЕ НАРУШЕНИЯ И АРТЕРИАЛЬНОЕ ДАВЛЕНИЕ 
У ПАЦИЕНТОВ С АРТЕРИАЛЬНОЙ ГИПЕРТОНИЕЙ
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В исследование было включено 68 пациентов с артериальной гипертонией 1, 2 и 3 степени, 
у которых в плазме крови определялись концентрация цитокинов и компонентов системы ком-
племента до и начала и через 4 недели системной антигипертензивной терапии. У пациентов 
с артериальной гипертонией до начала системной антигипертензивной терапии обнаружены из-
менения уровня провоспалительных и противовоспалительных цитокинов и активация системы 
комплемента пропорционально уровню артериального давления. У больных артериальной гипер-
тонией, достигшим целевых значений артериального давления на фоне проводимой фармакоте-
рапии, выраженность иммунных изменений достоверно ниже, чем у пациентов, у которых арте-
риальное давление не достигало целевого уровня.

Ключевые слова: артериальное давление, цитокины, система комплемента, артериальная ги-
пертония
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Цитокины (TNFα, IL-6, IL-8, IL-2, IL-1α, 
IL-4, IL-10, IL-1Ra) выявляли методом ИФА 
с использованием наборов ЗАО «Вектор-Бест» 
(Россия), компоненты системы комплемента (С3, 
С3а, С4, С5, С5а) и фактор Н – диагностическим 
набором ООО «Цитокин» (Россия). Активность 
С1-ингибитора определяли хромогенным мето-
дом по способности ингибировать С1-эстеразу.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

У больных АГ 1 степени в плазме крови уста-
новлено повышение уровня ИЛ-1α, ФНОα, 
ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-10, ИЛ-Ra, ИЛ-2 и неоптери-
на. Кроме этого у данной категории пациентов 
в плазме крови выявлено снижение уровня С3 
и С5а-компонентов системы комплемента. При 
2 степени АГ в плазме крови еще больше повы-
шен уровень ИЛ-1α, ИЛ-10, ИЛ-1Ra, неоптери-
на, а в отличие от пациентов предыдущей группы 
повышен уровень С5а, С4-компонентов системы 
комплемента и фактора Н. Максимальный уро-
вень цитокинов выявлен был у пациентов с АГ 
III степени, у которых уровень ИЛ-10, ИЛ-1Ra, 
неоптерина, фактора Н был значительно выше, 
чем у пациентов предыдущих обеих групп.

У больных 1 группы на фоне стандартной ан-
тигипертензивной терапии в плазме крови нор-
мализовались концентрация ИЛ-6 и С3-ком по-
нен та комплемента, корригировались уровень 
ФНОα и ИЛ-1α, повышалась концентрация 
ИЛ-1Ra и ИЛ-10.

У пациентов 1 группы проводимая терапия 
позволила в крови нормализовать концентра-
цию ИЛ-6, С3- и С5-компонентов системы ком-
племента.

У больных 3 группы проводимое лечение по-
зволило полностью нормализовать в плазме 
крови концентрацию С3, С3а, С4, С1-ингибитора 
и повысить уровень РАИЛ, ИЛ-10.

Таким образом, у больных АГ до начала си-
стемной антигипертензивной терапии обнару-

жены изменения уровня провоспалительных 
и противовоспалительных цитокинов и акти-
вация системы комплемента пропорционально 
уровню артериального давления.

Из 68 пациентов с АГ целевого уровня АД че-
рез 4 недели достигли только 48 пациентов, в свя-
зи с чем нами больные с АГ были разделены на 
2 группы: 1 группа включила 20 пациентов, у ко-
торых АД не достигло целевого уровня, 2 группы 
состояла из 48 больных АГ, у которых артериаль-
ное давление достигло целевого уровня.

У пациентов из 1 группы достоверно выше, 
чем у пациентов 2 группы, на момент поступле-
ния определялся уровень ФНОα, ИЛ-6, ИЛ-Ra, 
С3, С4, С1-ингибитора.

В связи с чем можно констатировать, что 
у больных артериальной гипертонией, достиг-
шим целевых значений артериального давле-
ния на фоне проводимой фармакотерапии, вы-
раженность иммунных изменений достоверно 
ниже, чем у пациентов, у которых артериально-
го давление не достигало целевого уровня.
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The study included 68 patients with arterial hypertension 1, 2 and 3 degrees, in whom the concen-
tration of cytokines and components of the complement system was determined in the blood plasma 
before and after 4 weeks of systemic antihypertensive therapy. In patients with arterial hypertension prior 
to the onset of systemic antihypertensive therapy, changes in the level of pro-infl ammatory and anti-
infl ammatory cytokines and activation of the complement system were found in proportion to the level of 
blood pressure. In patients with arterial hypertension who have reached the target values   of blood pres-
sure against the background of ongoing pharmacotherapy, the severity of immune changes is signifi cantly 
lower than in patients whose blood pressure has not reached the target level.

Key words: blood pressure, cytokines, the complement system, arterial hypertension
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Миелопептиды (МП) представляют собой 
низкомолекулярные пептиды костномозгово-
го происхождения. Выделяют шесть основных 
фракций МП, которые отличаются друг от друга 
аминокислотной последовательностью и вызы-
ваемыми ими эффектами. Так, МП-1 проявляет 

иммунорегуляторные свойства, восстанавлива-
ет баланс между различными субпопуляциями 
Т-лим фоцитов. МП-2 способствует восстанов-
лению нарушенных функций Т-лимфоцитов 
при опухолевых процессах. МП-3 –  стимулиру-
ет фагоцитарную активность макрофагов. МП-4 
и МП-6 обладают дифференцировочной актив-
ностью в отношении лейкоцитов [3, 4]. Однако 
роль миелопептидов в регуляции стрессорных 
воздействий изучена недостаточно.

Цель работы –  изучение влияния миелопеп-
тидов МП-5 и МП-6 на различные показатели 
функциональной активности перитонеальных 
макрофагов в условиях различных типов стресса.

Объектом исследования в эксперименте in 
vivo служили белые беспородные мыши (самцы) 
массой тела 17–22 г.

В качестве стрессорного воздействия исполь-
зовалиcь: 2- и 6-ча со вой иммобилизационный 
стресс, а также 10 мин переохлаждение при t = 
–20˚С. Пептиды МП-5 или МП-6 вводили вну-
трибрюшинно за 30 мин до стрессорного воз-
действия в дозе 40 мкг/кг. Животные были раз-
делены на 4 группы: 1 – контрольная (интактные 
мыши); 2 – стресс; 3 – стресс + МП-5 или МП-6; 
4 – введение МП-5 или МП-6 без стрессорного 

ИММУНОМОДУЛИРУЮЩИЕ ЭФФЕКТЫ 
МИЕЛОПЕПТИДОВ МП-5 И МП-6 ПРИ СТРЕССЕ
© 2019 г.      О. Н. Гейн5*,  Т. В. Гаврилова1,4,  Я. А. Кадочникова3, 

 М. В. Черешнева2,  В. А. Черешнев2,4

*E-mail: gein@iegm.ru
1Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН, Пермь, Россия;

2ФГБУН Институт иммунологии и физиологии УрО РАН, Екатеринбург, Россия;
3ФГБОУ ВПО Пермский государственный научно-исследовательский университет, Пермь, Россия;

4ФГБОУ ВО «Пермский государственный медицинский университет имени академика Е. А. Вагнера» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации», Пермь, Россия;

5ФГБОУ ВО Пермская государственная фармацевтическая академия МЗ РФ, Пермь, Россия

Поступила: 06.03.2019. Принята: 18.03.2019

Миелопептиды МП-5 и МП-6 способны корригировать изменения продукции активных форм 
кислорода и цитокинов (IL-1β и IL-10) перитонеальными макрофагами в условиях стресса.

Ключевые слова: миелопептиды, стресс, макрофаги, цитокины

DOI: 10.31857/S102872210006718-4



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

740 О. Н. Гейн и др.

воздействия. По окончании действия стресса жи-
вотных декапитировали под эфирным наркозом. 
Выделение перитонеальных макрофагов у мы-
шей проводилось стандартным методом. Оценку 
продукции активных форм кислорода перитоне-
альными клетками производили с помощью ре-
акции люминолзависимой хемилюминесценции 
(ЛЗХЛ). В качестве индуктора ЛЗХЛ использо-
вали опсонизированный зимозан в концентра-
ции 150 мкг/мл, в качестве маркёра выраженно-
сти реакции ЛХЗЛ –  люминол в концентрации 
10–5 М. Результаты регистрировали в течение 1 ч 
каждые 5 мин с помощью многофункциональ-
ного спектрофотометра (“Tecan Trading AG”, 
Швейцария).

Для оценки продукции цитокинов перитоне-
альные макрофаги культивировали в 24-луноч-
ных планшетах (“Costar”, США). В каждую лун-
ку помещали 106 клеток в 1 мл приготовленной 
ex tempore полной культуральной среды на осно-
ве RPMI 1640 (Gibco, “ThermoFisher Scientifi c”, 
США), содержащей 10 мМ HEPES (“Sigma-
Aldrich”, США), 2 мМ L-глутамина (“Sigma-
Aldrich”), 100 мкг/мл пенициллина, 100 ед/мл 
стрептомицина и 10% ЭТС (“Биолот”, Россия). 
В качестве индуктора продукции провоспали-
тельных цитокинов использовали опсонизиро-
ванный зимозан в концентрации 150 мкг/мл. 

Количественное определение IL-1β, TNF-α, 
IL-12 и IL-10 проводили методом твердофазно-
го иммуноферментного анализа с помощью на-
боров (“R&D”, США) согласно методике, пред-
ложенной производителем.

Оценку апоптоза клеток перитонеального 
смыва проводили на проточном цитофлюори-
метре. Окраску клеток проводили с использо-
ванием коммерческого набора реагентов ан-
нек сина-FITC и 7AAD согласно инструкции 
производителя (Beckman Coulter, США). Опре-
деление доли клеток, экспрессирующих фосфа-
тидилсерин, осуществляли на проточном ци-
тофлюориметре FACSCalibur (Becton Dickinson, 
США). Статистический анализ проводили с по-
мощью непарного t-критерия Стьюдента.

В результате проведенных экспериментов 
установлено, что иммобилизационный стресс 
не влиял на спонтанную продукцию активных 
форм кислорода перитонеальными макрофага-
ми. Изолированное введение животным мие-
лопептида МП-5 стимулировало спонтанную 
продукцию активных форм кислорода макрофа-
гами. Однако при введении МП-5 на фоне им-
мобилизационного стресса, изменений спон-

танной продукции активных форм кислорода 
макрофагами зарегистрировано не было. В груп-
пах животных на фоне изолированного введения 
МП-6 не было выявлено изменений спонтанной 
продукции кислородных радикалов макрофага-
ми. При анализе стимулированной ЛЗХЛ было 
установлено, что стресс угнетал продукцию ак-
тивных форм кислорода в зимозан стимулиро-
ванных культурах, а МП-5 и МП-6 отменяли 
эффект стресса.

Введение мышам МП-5 и МП-6 также отме-
няло стресс-индуцированное угнетение IL-1β 
при иммобилизационном стрессе и нивелирова-
ло усиление продукции IL-10 на фоне 10 мин хо-
лодового стресса. На апоптоз клеток перитоне-
ального смыва и продукцию кортикостерона при 
стрессе миелопептиды влияния не оказывали.

Таким образом, миелопептиды МП-5 и МП-6 
оказывали корригирующий эффект на функции 
перитонеальных макрофагов.

Ранее было показано, что аналогичным дей-
ствием по отношению к продукции кислородных 
радикалов и IL-1β обладал МП-3 [1], а МП-1 ока-
зывал модулирующее влияние на пролиферацию 
клеток селезёнки мышей в модели иммуноде-
фицитного состояния [3]. В системе in vitro было 
выявлено активирующее действие на спонтан-
ную продукцию IL-1β для МП-3, 5, 6 [2]. Таким 
образом, полученные нами данные указывают 
на перспективность дальнейшего исследования 
иммунокорригирующего влияния МП-5, МП-6 
и других миелопептидов.
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Опиоидные пептиды обеспечивают тесное 
взаимодействие между нервной и иммунной 
системой при стрессе [1]. Клетки врожденно-
го иммунитета –  одна из мишеней эндогенных 
опиоидов, которые модулируют цитокиновую 
секрецию, бактерицидный потенциал и процес-
сы хемотаксиса [2]. Наши предыдущие результа-
ты показали, что введение мышам β-эндорфина 
в широком диапазоне доз приводило к стиму-
ляции секреции активных форм кислорода, при 
этом продукция перитонеальными фагоцитами 
таких цитокинов, как IL-1β и IL-10 значимо 
снижалась под воздействием пептида [3]. 

Цель работы – изучение влияния β-эн дор-
фина и динорфина А на стресс-индуциро ван-
ную продукцию активных форм кислорода 
(АФК) и IL-1β стимулированными и нестиму-

лированными перитонеальными лейкоцитами 
мыши in vivo.

Исследования были выполнены на белых 
беспородных мышах средней массой 25–33 г, 
которых содержали в условиях лабораторного 
вивария. Все эксперименты были проведены 
в соответствии с действующими рекоменда-
циями и этическими нормами. β-эндорфин 
(Skytek laboratories, США) вводили однократно 
внутрибрюшинно в объеме 150 мкл в дозах 100, 
0.0005 мкг/кг, динорфин А 1–17 (Sigma) в дозах 
1 и 0.0001 мкг/кг за 1 ч до 2 ч иммобилизации, 
животные контрольной группы получали фи-
зиологический раствор в аналогичном объеме. 
Иммобилизацию проводили в течение 2 часов, 
фиксируя мышей за конечности на жесткой по-
верхности, в положении лежа на спине. После 
иммобилизации всех животных выводили из 
эксперимента путем декапитации под эфирным 
наркозом. Продукцию АФК перитонеальны-
ми лейкоцитами оценивали с помощью реак-
ции люминолзависимой хемилюминесценции 
(ЛЗХЛ). Количественное определение IL-1β 
в супернатантах клеточных культур проводили 
методом твердофазного иммуноферментного 
анализа с помощью иммуноферментных тест-
систем для мышей по методике, предложенной 
производителем («R&D», США). Полученный 
материал обрабатывали с помощью двухфактор-
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ного дисперсионного анализа для непарных дан-
ных и LSD-критерия для post-hoc сравнения.

Установлено, что двухчасовой иммобилиза-
ционный стресс статистически значимо снижал 
спонтанную продукцию АФК лейкоцитами пе-
ритонеального смыва. Введение мышам β-эн-
дор фина в дозе 100 мкг/кг перед иммобилизаци-
ей приводило к стимуляции секреции АФК по 
сравнению с животными контрольной группы. 
В то же время предварительное введение живот-
ным пептида в дозе 0,0005 мкг/кг с последую-
щей иммобилизацией уровни АФК достоверно 
не изменяло. Изолированное введение мышам 
β-эн дор фина в дозе 100 мкг/кг эффектов не ока-
зывало, в то время как изолированное введение 
пептида в дозе 0,0005 мкг/кг приводило к вы-
раженной стимуляции спонтанной продукции 
АФК по сравнению с контрольной группой в те-
чение всего периода наблюдений. В стимулиро-
ванных зимозаном культурах у мышей, подвер-
гнутых иммобилизации, секреция АФК также 
снижалась. Введение животным β-эн дор  фи на 
в дозе 100 мкг/кг эффекты стресса не модифици-
ровало, а введение пептида в дозе 0,0005 мкг/ кг 
перед стрессом приводило к усилению продук-
ции АФК. Динорфин А нивелировал стресс-ин-
ду ци ро ванное угнетение респираторного взрыва 
в спонтанных и индуцированных культурах, по-
мимо этого, изолированное введение животным 
пептида в низкой дозе 0,0001 мкг/кг усиливало 
продукцию АФК в зи мо зан-индуцированных 
пробах.

Спонтанная и стимулированная секреция 
IL-1β клетками перитонеального смыва на фоне 
стресса статистически значимо снижалась. Пред-
варительное введение β-эндорфина перед им-
мобилизацией в дозе 100 мкг/кг эффект стресса 
нивелировало, в то время как введение низкой 
дозы β-эндорфина (0,0005 мкг/ кг) –  приводило 
к еще более выраженному снижению уровней 
IL-1β. На фоне введения динорфина А уровни 

спонтанной продукции IL-1β оставались низ-
кими по отношению к животным контрольной 
группы, и от группы животных, подвергнутых 
стрессу, статистически значимых отличий не 
выявлено. В стимулированных культурах выра-
женных эффектов динорфин А не оказывал.

Таким образом, опиоидные пептиды модули-
руют эффекты стрессового фактора, однако на-
правленность воздействия зависит от вводимой 
дозы пептида и наличия дополнительного ак-
тивационного стимула. Наиболее выраженный 
эффект оказывала физиологическая доза β-эн-
дор фина 0,0005 мкг/кг, что может объясняться 
особенностями взаимодействия пептида с опи-
оидными рецепторами различных типов [3], 
а также регуляцией β-эндорфином секреции 
гормонов гипоталамо-гипофизарной оси при 
стрессе [4, 5].

Работа выполнена в рамках государственно-
го задания, номер государственной регистрации 
темы № 01201353248.
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It was found that the 2-h immobilization stress reduced the secretion of reactive oxygen species (ROS) 
and IL-1β by cells of the peritoneal cavity of mice. The introduction to mice of β-endorphin at doses of 
100 and 0.0005 μg / kg before immobilization modulated the eff ects of stress.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Способы повышения эффективности опера-
тивных вмешательств полости носа и качества 

ведения пациентов в раннем послеопераци-
онном периоде ‒ важное научное и практиче-
ское направление в оториноларингологии [1, 2]. 
Судьба и специфика реабилитационного перио-
да, длительность воспалительной реакции после 
хирургического вмешательства определяется со-
стоянием барьерной системы слизистой оболоч-
ки полости носа, балансом цитокинов [3]. Одним 
из триггерных факторов воспалительного ответа 
при хирургических вмешательствах является за-
пуск про/противовоспалительного цитокиново-
го каскада, баланс между оппозитными цитоки-
нами регулирует исход воспалительного процесса 
на поверхности слизистых оболочек  [4].

Цель исследования ‒ изучить содержание ци-
токинов в назальных смывах у пациентов через 
24 часа после оперативного вмешательства по 
поводу искривления носовой перегородки по-
сле воздействия некогерентным монохромати-
ческим светом 450±10 нм.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование включены 30 пациентов 
с искривлением носовой перегородки в возрас-

МОНОХРОМАТИЧЕСКИЙ НЕКОГЕРЕНТНЫЙ СВЕТ 
ОПТИЧЕСКОГО ДИАПАЗОНА 450 нм ВЛИЯЕТ 

НА СОДЕРЖАНИЕ ЦИТОКИНОВ В НАЗАЛЬНЫХ СМЫВАХ 
У РИНОХИРУРГИЧЕСКИХ БОЛЬНЫХ
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Представлены данные о содержании цитокинов ИЛ-8, ИЛ-10, ИЛ-1α/β, ИЛ-6 в смывах со 
слизистой оболочки полости носа через 24 часа после оперативного вмешательства у пациентов, 
прооперированных по поводу искривления носовой перегородки. Показано, что у ринохирурги-
ческих пациентов в первые сутки после хирургического вмешательства регистрируется дисбаланс 
цитокинов, состоящий в повышении количества IL-8, ИЛ-1α, ИЛ-1β, ИЛ-10, снижении ИЛ-6. 
Использование монохроматического света с длиной волны 450±10 нм способствует снижению 
воспалительной реакции, восстановлению баланса цитокинов.
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те 30,6±5,4 года. Хирургическое вмешательство 
проводились под эндотрахеальным наркозом 
с дополнительной инфильтрационной анесте-
зией слизистой оболочки перегородки носа 
и носовых раковин и соблюдением принципов 
риносинусохирургии. Пациентам, включенным 
в исследование проведена коррекция внутри-
носовых структур, с послеоперационной там-
понадой носа ватно-марлевыми тампонами на 
24 часа. Через 24 часа после операции тампоны 
убирались и проводилось воздействие некоге-
рентным монохроматическим светом с длиной 
волны 450±10 нм в соответствии с технологи-
ей, изложенной в Патенте на полезную модель 
№ 182749. RU2496537. Исследование содер-
жания цитокинов в смывах со слизистой обо-
лочки полости носа: ИЛ-8, ИЛ-10, ИЛ-1α/β, 
ИЛ-6 были проведены до начала операции, 
через 24 часа после ее завершения. В качестве 
сравнения использованы показатели цитоки-
нового профиля назальных смывов пациентов 
без искривления носовой перегородки. Содер-
жания цитокинов определено в НИИ иммуно-
логии ФГБОУ ВО ЮУГМУ г. Челябинска, тест-
системы «НПО Вектор» (Новосибирск, Россия). 
Для определения концентрации цитокинов до 
и после оперативного вмешательства были ис-
пользованы бесклеточные фракции назальных 
смывов. Концентрацию цитокинов вычисляли 
методом перерасчета на 1 г белка с учетом обще-
го белка, определяемого биуретовым методом. 
Статистический анализ полученных данных 
проведен с использованием пакета статистиче-
ских программ SPSS «Statistics» версия 17.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

После оперативного вмешательства зареги-
стрировано снижение концентрации ИЛ-6 в 3,2 
раза по отношению к показателям до операции 
(р<0,05), что может быть следствием угнетения 
продукции ИЛ-6 лимфоцитами из-за уменьше-
ния их численности на поверхности слизистой 
оболочки полости носа после хирургического 
вмешательства. Концентрация ИЛ-10, повы-
силась в 2,3 раза (р<0,05). По нашему мнению, 
повышенный уровень ИЛ-10 при сниженном 
содержании ИЛ-6 – есть результат ответной 
реакции слизистой оболочки полости носа на 
стресс, вызванной травмой. Через 24 часа после 
операции зарегистрировано повышение содер-
жания ИЛ-1α в 3,56 раза, ИЛ-1β в 4,21 раза по 
сравнению с показателями до операции. По-
сле операции, было выявлено повышение ИЛ-8 

в 4,5 раза по сравнению с показателями до опе-
рации, что может быть следствием оксидатив-
ного повреждения тканей и выделения хемо-
аттрактантов для ИЛ-8 [5]. Воздействие светом 
450±10 нм частично восстанавливает баланс 
про/противоспалительных цитокинов в смы-
вах со слизистой оболочки полости носа через 
24 часа после оперативного вмешательства, что 
согласуется с результатами ранее проведенных 
исследований [5] и дает основания для вклю-
чения метода фотохромотерапии в комплекс 
реабилитационных мер у ринохирургических 
больных.
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A MONOCHROMATIC INCOHERENT LIGHT OF THE450 NM OPTICAL 
RANGE AFFECTS THE CONTENT OF CYTOKINES IN THE MAXILLARY 

WASHES IN RHINOLOGIC PATIENTS
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The data on the content of cytokines IL-8, IL-10, IL-1, IL-6 in washes from the mucous membrane 
of the nasal cavity 24 hours after surgery in patients operated on for the curvature of the nasal septum are 
presented. The results of the study showed that in rhinosurgical patients on the fi rst day after surgery, an 
imbalance of cytokines isrecorded, consisting in increasing the amount of IL-8, IL-1α, IL-1β, IL-10, 
and the content of IL-6 decreases. The use of monochromatic light with a wavelength of 450 ± 10 nm 
helps to reduce the infl ammatory response, edema, restore the balance of cytokines.

Key words: rhinoseptoplasty, nasal septum, cytokines
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Широкая распространенность остеоартроза 
(ОА), являющегося хроническим полиэтиологи-
ческим прогрессирующим заболеванием [1, 2], 
приводящим к стойкой нетрудоспособности 
пациентов и снижению качества их жизни, 

определяет необходимость разработки персона-
лизированных патогенетически обоснованных 
диагностических и лечебных стратегий. Акту-
альным направлением исследований при ОА 
является изучение отдельных аспектов влияния 
кле точ но-мо ле ку ляр ных иммунных реакций 
на направленность метаболических процессов 
в скелетных соединительных тканях.

Цель. Изучение особенностей клеточных им-
мунных механизмов и ремоделирования скелет-
ных соединительных тканей при посттравмати-
ческом и первичном остеоартрозе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Проведено обследование 74 пациентов обое-
го пола в возрасте 45,9±11,4 лет, из которых 1-ю 
основную группу составили 20 человек с 0‒I ст., 

ОСОБЕННОСТИ ИММУННЫХ МЕХАНИЗМОВ РЕГУЛЯЦИИ 
РЕМОДЕЛИРОВАНИЯ ХРЯЩЕВОЙ И КОСТНОЙ ТКАНЕЙ 

ПРИ РАННИХ И ПОЗДНИХ ПРОЯВЛЕНИЯХ ПЕРВИЧНОГО 
И ПОСТТРАВМАТИЧЕСКОГО ОСТЕОАРТРОЗА
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Изучен состав лимфоцитов крови, содержание в сыворотке крови Serum CrossLaps и кон-
центрации Urine CartiLaps в моче у 20 здоровых лиц и 74 пациентов обоего пола в возрасте 
45,9±11,4 лет с ранними (0‒I ст.) и поздними (III‒IV ст.) стадиями первичного и посттравмати-
ческого остеоартроза. Выявлено повышение Serum CrossLaps и Urine CartiLaps при 0‒I и III‒IV 
стадиях первичного остеоартроза и при III‒IV стадиях посттравматического остеоартроза, сни-
жение содержания Т-лимфоцитов за счет (CD3+CD4+) и (CD3+CD8+) популяций лимфоцитов. 
Обнаружены отрицательные корреляционные связи (р<0,05) средней силы (R = –0,66) между 
(CD3+CD4+)-лимфоцитами и Urine CartiLaps, а также между (CD3+CD8+)-клетками (R = –0,70) 
и (Serum CrossLaps) при III‒IV стадиях первичного и посттравматического остеоартроза. Выводы: 
ранние стадии первичного остеоартроза отличались от посттравматического наличием признаков 
дезорганизации хрящевой и костной тканей. III‒IV стадии первичного и посттравматического 
остеоартроза характеризовались потерями коллагена I-го и II-го типов и признаками депрессии 
Т-клеточных иммунных реакций, что подтвердило наличие отдельных аспектов общности пато-
генетических механизмов регуляции ремоделирования костной и хрящевой тканей при поздних 
стадиях остеоартроза.

Ключевые слова: остеоартроз, клеточный иммунитет, ремоделирование хрящевой и костной 
тканей
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2-ю основную группу ‒ 20 пациентов с III‒IV ст. 
первичного ОА, 1-ю группу сравнения ‒ 18 че-
ловек с 0‒I ст., 2-ю группу сравнения ‒ 16 па-
циентов с III‒IV ст. посттравматического ОА. 
20 здоровых лиц вошли в группу контроля. 
Участникам исследования проведено феноти-
пирование лимфоцитов крови методом лазер-
ной проточной цитофлюориметрии, используя 
цитометр BD FACSCantoII (США) и наборы 
BD Multitest 6-Color TBNK Reagent (BD, США) 
c количественной оценкой (cell/μL) субпопуля-
ций клеток, экспрессирующих основные кла-
стеры дифференцировки (CD). Особенности 
метаболизма хрящевой и костной ткани изуче-
ны на основании определения методом ИФА 
содержания Urine CartiLaps (CTX II) EIA в моче 
и Serum CrossLaps (Elisa) в сыворотке крови. Ре-
зультаты исследования обработаны непараме-
трическими методами с применением критерия 
Вилкоксона с использованием Statistica-10.0. 
Корреляционный анализ проведен на основа-
нии вычисления критерия Спирмена (R).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Ранние (0‒I ст.) ОА не сопровождались из-
менениями количественного состава субпопу-
ляций лимфоцитов в обеих группах. При позд-
них (III‒IV ст.) проявлениях ОА происходило 
снижение (р<0,05) содержания Т-лимфоцитов 
(CD3+) у пациентов 2-й основной группы до 
1269 (1203; 1355) и 2-й группы сравнения до 1318 
(1258; 1376) против значений, полученных у лиц 
контрольной группы: 1735 (1704; 1769). Наблю-
далось уменьшение в кровотоке (р<0,05) кле-
ток с фенотипом (CD3+CD4+) во 2-й основной 
группе до 766 (672; 786), во 2-й групп сравне-
ния ‒ до 826 (794; 863). У пациентов 2-й основ-
ной и 2-й группы сравнения отмечалось сниже-
ние численности популяции цитотоксических 
(CD3+CD8+)-лимфоцитов: 341 (357; 434) и 416 
(398; 431) соответственно против нормальных 
значений в контрольной группе: 681 (664;708). 
При оценке метаболического статуса пациентов 
с ОА обращало на себя внимание повышение 
(р<0,05) содержания Serum CrossLaps до 0,421 
(0,433; 0,410) нг/мл в 1-й основной группе в от-
личие от 1-й группы сравнения: 0,314 (0,306; 

0,328) нг/мл и значений, имевшихся у здоровых 
лиц группы контроля: 0,280 (0,272; 0,293) нг/ мл. 
На поздних стадиях (III‒IV) как первичного, так 
и посттравматического ОА отмечено возрастание 
содержания (р<0,05) по сравнению с нормаль-
ными значениями Serum CrossLaps, достигавшее 
0,581 (0,491; 0,661) нг/ мл во 2-й основной груп-
пе и концентрации 0,557 (0,522; 0,597) нг/ мл во 
2-й группе сравнения. Уровень Urine CartiLaps 
(CTX II) был повышен у пациентов 1-й группы 
до 36,4 (31,5; 38,9) нг/ мл и 2-й основной групп  ‒ 
до 45,4 (37,3; 55,1) нг/ мл, а 2-й группы сравне-
ния ‒ до 41,4 (38,2; 39,6) нг/ мл против значений, 
имевшихся у пациентов 1-й группы сравнения: 
28,4 (11,5; 33,2) и данных, полученных у здоровых 
лиц: 24,6 (19,8; 30,0) нг/ мл. Выявлено наличие 
отрицательных связей средней силы (R = –0,66) 
между содержанием (CD3+CD4+)-лимфоцитов 
и Urine CartiLaps (CTX II), а также (R = –0,7) 
между численностью (CD3+CD8+)-клеток и кон-
центрацией Serum CrossLaps при поздних про-
явлениях как первичного, так и посттравматиче-
ского ОА.

ОБСУЖДЕНИЕ

Ранние стадии (0‒I) первичного ОА отли-
чались от посттравматического ОА более выра-
женными признаками дезорганизации внекле-
точного матрикса хряща и деструкции костной 
ткани. Поздние проявления ОА характеризова-
лись накоплением продуктов деградации кол-
лагена I-го и II-го типов в биологических средах 
и появлением признаков депрессии клеточного 
иммунитета, охватывающей пулы (CD3+CD4+) 
и (CD3+CD8+)-лимфоцитов. Таким образом, 
были подтверждены отдельные аспекты общ-
ности патогенетических механизмов иммунной 
регуляции ремоделирования костной и хряще-
вой скелетных тканей на поздних стадиях как 
первичного, так и посттравматического ОА.
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The interrelations of lymphocyte subpopulations pattern in peripheral blood and level of cartilage 
(Urine CartiLaps (CTX II) and bone (Serum CrossLaps) tissue metabolic markers in biological media 
exemplifi ed by 74 patients with incipient (0‒I) and late (III‒IV) stages of primary and post-traumatic 
osteoarthrosis as well as 20 healthy persons aged 45.9±11.4 have been studied. The activation of bone 
tissue destruction and cartilage extra-cellular matrix disorganization has been discovered at 0-I stag-
es of primary OA, III‒IV stages of primary and post-traumatic osteoarthrosis. The evidences of im-
munodepression for T-cell immunity have been revealed represented by decrease of (CD3+CD4+) and 
(CD3+CD8+) lymphocytes. The presence (р<0.05) of mean strength (R = –0.66) negative interrelations 
between (CD3+CD4+) lymphocytes and Urine CartiLaps as well as (R = –0.70) between (CD3+CD8+) 
cells and (Serum CrossLaps) at late stages of primary and post-traumatic osteoarthrosis has been proven. 
In virtue of the obtained results the conclusion about incipient stages of primary osteoarthrosis being 
characterized with more signifi cant processes of cartilage extra-cellular matrix disorganization and bone 
tissue destruction has been drawn. III‒IV stages of both primary and post-traumatic osteoarthrosis are 
characterized with profound loss of type I and II collagen and accumulation of their degradation impuri-
ties in biological media accompanied by evidences of cell-immunity depression represented by decrease 
of T-lymphocytes count due to (CD3+CD4+) and (CD3+CD8+) pools. This proves the generality of 
pathogenetic remodelling regulatory mechanisms in bone and cartilage skeletal tissues at late presenta-
tions of the disease.

Key words: osteoarthrosis, cellular immunity, cartilage and bone tissue remodeling
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Мелатонин, высоколипофильная молекула, 
секретируемая в основном шишковидной же-
лезой, обладает широким спектром функций, 
в том числе способен эффективно регулировать 
активность клеток иммунной системы [1]. Ра-
нее в исследованиях in vitro нами была показа-
на способность мелатонина регулировать диф-
ференцировку интактных CD4+ Т-лимфоцитов 

в Th17 [2]. Как и другие лимфоциты, Th17 экс-
прессируют на мембране два типа мелатонино-
вых рецепторов с разной аффинностью ‒ МТ1 
и МТ2, а также внутриклеточный рецептор 
RORα, который является одновременно одним 
из двух основных дифференцировочных факто-
ров для этих клеток и через который, как пред-
полагают, опосредуются иммуностимулирующие 
и противоопухолевые эффекты мелатонина [3, 4]. 
Задачей настоящей работы была оценка роли 
конкретных мелатониновых рецепторов в реали-
зации выявленных эффектов гормона.

Объектами исследования служили лейкоци-
ты здоровых небеременных женщин репродук-
тивного возраста (32,0±1,69 лет, n=20). Диф-
ференцировку фракционированных наивных 
CD4+ Т-лимфоцитов в Th17 оценивали в 48 ч 
культуре по экспрессии клетками транскрипци-
онного фактора RORγt проточной цитометри-
ей, а также по продукции ключевого цитокина 
IL-17А методом ИФА. Источником эндогенно-
го мелатонина, уровень которого также устанав-
ливали методом ИФА, служила аутологичная 
сыворотка крови. Экзогенный гормон исполь-

ВКЛАД РАЗНЫХ ТИПОВ МЕЛАТОНИНОВЫХ РЕЦЕПТОРОВ 
В ГОРМОН-ЗАВИСИМУЮ РЕГУЛЯЦИЮ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ 
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зовали в фармакологических концентрациях 0,5 
и 5 нг/мл [5]. Вклад мелатониновых рецепторов 
в реализацию эффектов гормона определяли 
с использованием для мембранных рецепторов 
соответствующих антагонистов – неселектив-
ного (лузиндол –  для МТ1/МТ2) и селективного 
(4-P-PDOT – для МТ2), а для ядерного мелато-
нинового рецептора RORa – малых интерфе-
рирующих РНК (siRNA: трех типов RORa-спе-
ци фич ных siRNA и скремблированной siRNA 
в качестве негативного контроля). Статистиче-
ский анализ проводили с использованием пар-
ного t-кри те рия Стьюдента.

Внесение неселективного блокатора мем-
бранных мелатониновых рецепторов отменяло 
стимулирующее действие эндогенного гормо-
на при анализе как содержания CD4+RORγt+ 
Т-кле ток (контроль – 2,55±0,18, с блокадой 
лузиндолом – 1,60±0,18, p<0,05), так и уровня 
IL-17A (контроль – 281,07±113,91, с блокадой 
лузиндолом – 199,74±89,52, p<0,05). Уровень 
эндогенного мелатонина в сыворотке составлял 
27,10±7,59 пг/мл.

Внесение блокаторов мембранных мелато-
ниновых рецепторов отменяло стимулирующее 
действие экзогенного мелатонина при анализе 
уровня IL-17A. Эффект был более выраженным 
при неселективной блокаде MT1/MT2 (содержа-
ние IL-17A, пг/мл, при концентрации мелатони-
на 0,5 нг/мл: контроль – 1672,39±252,21, с бло-
кадой МТ1/МТ2 (лузиндол) ‒ 906,58±167,31, 
p<0,05; при концентрации мелатонина 5 нг/мл: 
контроль – 1613,91±279,35, с блокадой МТ1/
МТ2 (лузиндол) – 895,78±204,60, с блокадой 
МТ2 (4-P-PDOT) – 1034,32±243,04, p<0,05). 
По-видимому, это связано с тем, что мелато-
нин реализует свое действие в большей степе-
ни через МТ1 рецептор, поэтому 4-P-PDOT, 
имеющий значительно более высокое сродство 
к МТ2 рецептору (>300 раз), оказывал влияние 
в меньшей степени, чем лузиндол. В изменении 
процентного содержания CD4+RORγt+-клеток 
при блокаде мембранных мелатониновых ре-
цепторов также отмечена тенденция к сниже-
нию доли RORγt-позитивных Т-лимфоцитов 
под воздействием как неселективного, так и се-
лективного антагонистов для соответствующих 
концентраций гормона без блокаторов.

При подавлении экспрессии внутриклеточ-
ного рецептора RORa все три варианта исполь-

зованных siRNA показали свою эффективность 
(CD4+RORa+ клетки, %: контроль – 1,10±0,27, 
siRNA A – 0,77±0,16; siRNA B – 0,87±0,25; 
siRNA C –  0,82±0,18). На фоне подавления экс-
прессии RORa происходило снижение уровня 
CD4+RORγt+ клеток в культуре при действии 
экзогенного мелатонина (CD4+RORγt+ клет-
ки, %: siRNA A контроль – 2,20±0,36, siRNA A 
при концентрации мелатонина 0,5 нг/мл –  1,48± 
0,38, p<0,05, siRNA A при концентрации мела-
тонина 5 нг/мл –  1,17±0,38, p<0,05). Эти дан-
ные указывают на то, что RORa-за ви си мые эф-
фекты мелатонина являются стимулирующими 
для Th17.

Таким образом, в реализации эффектов гор-
мона в отношении регуляции Th17 принимают 
участие как мембранные, так и ядерные рецеп-
торы. Причем эффекты эндогенного гормо-
на в низких физиологических концентрациях 
опосредуются МТ1/МТ2-сиг на ла ми, тогда как 
действие фармакологических концентраций эк-
зогенного мелатонина –  и МТ1/МТ2-, и RORa-
сиг на ла ми, и имеют дозовую зависимость.

Исследование выполнено в рамках гранта 
РФФИ № 16-34-60094 мол_а_дк и государ-
ственного задания, номер госрегистрации темы: 
01201353248.
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The involvement of diff erent types of melatonin receptors in hormone-dependent regulation of the 
diff erentiation of T helpers producing IL-17 (Th17) was studied. It has been shown that in low physi-
ological concentrations melatonin realized eff ects through membrane receptors, whereas the action of 
the hormone’s pharmacological concentrations was mediated by both membrane and nuclear receptors 
and was dose dependent.
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Гиперактивация комплемента приводит к на-
коплению провоспалительных молекул анафи-
лотоксинов С3а, С5а, опсонина С3b и других, 
которые, становясь источником стерильного 
воспаления, вносят негативный вклад в разви-
тие множества патологий, связанных с острым 
и хроническим воспалением.

КОМПЛЕМЕНТ ПРИ ПАТОЛОГИЯХ, ВОЗМОЖНОСТЬ 
КОРРЕКЦИИ С ПОМОЩЬЮ НОВОГО ГУМАНИЗИРОВАННОГО 
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Получены два моноклональных антитела, блокирующих активацию комплемента по альтер-
нативному пути (АП) на этапе сборки и активации С3 конвертазы. Гуманизированное антитело 
hC34, специфичное сайту связывания на участке α’2 фрагмента С3с, ингибировало активацию 
комплемента человека на 90% in vitro в дозе 3 мкг/мл сыворотки крови. Антитело 3А8, специфич-
ное С3 компоненту комплемента крысы и аналогичное антителу hC34, обладало фармакологи-
ческой активностью в модели ЗЧМТ, что подтверждалось функциональным и гистологическим 
исследованием. Полученные результаты указывают на перспективность применения гуманизи-
рованного антитела hС34 для лечения патологий центральной нервной системы и других заболе-
ваний с гиперактивацией комплемента.

Ключевые слова: комплемент, альтернативный путь активации комплемента, моноклональ-
ные антитела, патологии центральной нервной системы
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При неврологических заболеваниях, вовле-
кающих активацию системы комплемента на 
поврежденных тканях и клетках мозга, действие 
комплемента приводит к гибели нейронов, по-
вреждению аксонов, демиелинизации и дис-
функции гематоэнцефалического и гемато-
спин но моз го во го барьеров. В этом случае, как 
и при других иммунологических расстройствах, 
ингибирование комплемента становится одной 
из актуальных (ведущих) терапевтических стра-
тегий [1].

Среди различных разрабатываемых ингиби-
торов моноклональные антитела (МАТ), бло-
кирующие функциональную активность ком-
племента, представляют повышенный интерес. 
С учетом сложного характера взаимодействий 
между компонентами и факторами СК в насто-
ящее время разрабатывается около 20 антител, 
действующих на различные белки-мишени.

В качестве одного из таких МАТ нами было 
получено оригинальное гуманизированное ан-
титело hC34 [2], блокирующее активацию ком-
племента человека по АП на этапе формирова-
ния С3-конвертазы.

Целью настоящей работы было изучение эпи-
топной специфичности антитела hС34, оценка 
уровня его активности in vitro, а также получе-
ние его аналога –  МАТ мыши, нейтрализующе-
го АПК человека и крысы, и оценка эффектив-
ности его действия in vivo.

Для определения специфической активности 
hC34 активацию комплемента по АП проводи-
ли инкубацией стандартной сыворотки, содер-
жащей 1 мг/мл компонента С3, с классическим 
активатором зимозаном в присутствии и в от-
сутствие антитела. Об уровне активации судили 
по концентрации полипептида С3а, который 
является продуктом активации С3. Было уста-
новлено, что блокирование активации на 90% 
достигалось при добавлении в инкубационную 
смесь 3 мкг hC34.

Изучение специфичности антител hС34 ме-
тодами иммунохимического анализа (ИФА 
и иммуноблоттинг) позволило установить, что 
они распознают неодетерминанту С3 компонен-
та, которая формируется при гидролизе тиол-
эфирной связи и остается фиксированной на 
молекуле после ее дальнейшей трансформации 
и деградации в другие производные (С3i, C3b 
и C3c). Кроме того, в настоящей работе показа-
но, что антитело hC34 и его Fab-фраг мент фор-
мируют устойчивый комплекс с фрагментами 
С3b и С3с и не взаимодействуют с нативным С3. 
Для поиска фрагмента, несущего сайт связыва-

ния с антителом, изучали белок, адсорбирован-
ный на колонке с иммобилизованным hC34, ис-
пользуя методы электрофореза в ПААГ, ВЭЖХ 
и масс-спектрометрии, и установили, что сайт 
связывания с антителом локализуется на α`2-
фраг мен те С3с молекулярной массой 39 кДа.

С целью исследования эффективности бло-
кирования АПК при патологиях in vivo были по-
лучены МАТ 3А8 мыши к С3 компоненту ком-
племента крысы. Антитело по своим свойствам 
было близко к hC34, т. к. обладало способностью 
блокировать АПК и крысы, и человека.

Эффективность действия антитела была изу-
чена на модели ЗЧМТ, вызванной у крыс дози-
рованным ударом падающего груза. Эффектив-
ность действия антитела оценивали по массовому 
коэффициенту головного мозга, отражающему 
интенсивность воспалительной реакции в ответ 
на повреждение, сопровождающейся отеком; по 
когнитивной функции экспериментальных жи-
вотных в тесте условного рефлекса пассивного 
избегания (УРПИ) с использованием аппаратно-
программного комплекса «Шелтер» (ООО «Ней-
роботикс», Россия), а также путем гистологиче-
ского исследования отделов головного мозга.

Показано, что применение антитела 3А8 со-
пряжено с дозозависимым снижением массовых 
коэффициентов мозга животных, получавших 
изучаемое антитело на фоне черепно-мозговой 
травмы, до уровня данного показателя у интакт-
ных животных.

Анализ сохранности УРПИ (интерпрети-
руемой как сохранение когнитивных функций 
экспериментальных животных) показал, что 
в обеих экспериментальных группах, получав-
ших изучаемый препарат, сохранность рефлек-
са составила 100%, что было на 30% выше, чем 
в группе контрольных животных, получавших 
ЗЧМТ, и указывало на четкую тенденцию к со-
хранению памятного следа у животных экспе-
риментальных групп.

Гистологический анализ показал, что после 
травмы у животных наблюдали периваскуляр-
ные кровоизлияния и инфильтрацию лейко-
цитами, вазоспазм, отек, полнокровие сосудов. 
У животных опытных групп, получавших пре-
парат в дозах 125 и 250 мг/кг, было выявлено 
лишь небольшое полнокровие сосудов и очаги 
отека ткани. Помимо этого в ряде случаев у жи-
вотных контрольной группы наблюдали очаго-
вые кровоизлияния в толще мозговых оболочек; 
у животных опытных групп состояние мозговых 
оболочек было нормальным. Кроме того, гисто-
логический анализ показал, что введение пре-
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парата снизило выраженность картины ЗЧМТ, 
а также достоверно и дозозависимо снизило 
процент погибших нейронов в гипоталамусе.

Таким образом, полученные результаты сви-
детельствуют о том, что блокирование компле-
мента по АП с помощью полученных нейтрали-
зующих антител приводит к положительному 
терапевтическому эффекту, что позволяет рас-
сматривать гуманизированные антитела hC34 
в качестве инновационного терапевтического 
средства для лечения патологий ЦНС и других 
патологий, связанных с неконтролируемой ак-
тивацией комплемента.
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Two monoclonal antibodies were developed and were shown to block the complement system alter-

native pathway (AP) activation at the stage of assembly and activation of C3 convertase. The humanized 
antibody hC34 specifi c to a binding site on α’2 determinant of С3с fragment inhibited in vitro the human 
complement activation by 90% at a dose of 3 μg/ml of blood serum. The antibody 3А8 specifi c to rat 
complement C3 component and similar to antibody hC34 was demonstrated to be pharmacologically 
active in model of closed craniocerebral injury (data of functional and histological studies). The results of 
this study indicate the humanized antibody hc34 to be promising for treatment of central nervous system 
pathologies and of other diseases associated with complement hyperactivation.

Key words: complement, alternative pathway of complement system activation, monoclonal antibo-
dies, central nervous system pathologies



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

ОРИГИНАЛЬНАЯ СТАТЬЯ

757

Адрес: 308015, Белгород, ул. Победы, 85, ФГАОУ ВО «Бел-
городский национальный исследовательский университет», 
Дзех Ольга Юрьевна. Тел.: 8 910 314-67-07.
Е-mail: denitatyana@yandex.ru
Авторы:
Дзех О. Ю., соискатель кафедры фармакологии ФГАОУ ВО 
«Белгородский национальный исследовательский универ-
ситет», Белгород, Россия;
Лазарев А. И., д. м. н., профессор кафедры оториноларинго-
логии ФГБОУ ВО «Курский государственный медицинский 
университет» Минздрава России, Курск, Россия.

Эпидемиологические данные свидетельству-
ют о массовой распространенности гингивита 
у подростков, достигающей в различных регио-
нах 83%-99%. В патогенезе хронического ги-
пертрофического гингивита существенную роль 
играют иммунные и гормональные сдвиги, спо-
собствующие пролиферации соединительной 
ткани в десне и обусловливающие вследствие 
этого гиперплазию десны в целом. Подрост-
ковые гингивиты обусловлены приобретением 
резидентной микрофлорой патогенных свойств 
в результате снижения местного иммунитета [1].

Целью исследования стало изучение локаль-
ного иммунитета полости рта у подростков 
с хроническим гингивитом.

ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ МЕТОДЫ

Под наблюдением находилось 84 подрост-
ка в возрасте от 14 до 17 лет, из них 59 девушек 
(70,2%) и 25 юношей (29,8%) без общесомати-
ческой патологии, влияющей на этиопатогенез 
воспалительных заболеваний пародонта. Из об-
щего числа обследованных пациентов 19 чело-
век (22,6%) находилось на этапе ортодонтиче-
ского лечения. Контрольную группу составили 
40 клинически здоровых пациентов.

Всем пациентам проведено комплексное кли-
нико-рентгенологическое обследование состоя-
ния тканей пародонта, в результате которого 54 
пациентам (64,3%) был поставлен диагноз хро-
нический генерализованный катаральный гин-
гивит, а 30 пациентам (35,7%) –  хронический ге-
нерализованный гипертрофический гингивит.

При проведении клинических исследований 
были соблюдены этические нормы, изложен-
ные в Хельсинской декларации 1964 года, моди-
фицированной 41 Всемирной ассамблеей, Гон-
конг, 1989. От каждого пациента было получено 
информированное согласие.

Состояние местного иммунного статуса поло-
сти рта оценивали по содержанию в смешанной 

СОСТОЯНИЕ ЛОКАЛЬНОГО ИММУНИТЕТА У ПОДРОСТКОВ  
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Под наблюдением находились подростки с хроническим катаральным гингивитом в возрасте 
в возрасте от 14 до 17 лет без общесоматической патологии, влияющей на этиопатогенез воспали-
тельных заболеваний пародонта. Из общего числа обследованных пациентов 19 человек находи-
лось на этапе ортодонтического лечения. Контрольную группу составили 40 клинически здоровых 
пациентов. Состояние местного иммунного статуса полости рта оценивали по функциональной 
активности фагоцитов, содержанию в смешанной слюне IgA, IgM, IgG, sIgA, ИЛ-4, ИЛ-8 мето-
дом твердофазного иммуноферментного анализа. У подростков с хроническим гингивитом име-
ют место четко выраженные сдвиги локального иммунитета, которые представлены увеличением 
содержания IgG, sIgA, ИЛ-4, ИЛ-8, функционального резерва нейтрофилов, индекса стимуляции 
нейтрофилов по сравнению с группой контроля, а также снижением уровня IgM и концентрации 
кислородзависимых ферментов в цитоплазме фагоцитов в НСТ-спонтанном тесте.
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слюне IgA, IgM, IgG, sIgA, ИЛ-4, ИЛ-8 методом 
твердофазного иммуноферментного анализа. 
Функциональная активность нейтрофилов, 
оценивалась по активности фагоцитоза –  про-
центу активных фагоцитов из числа сосчитан-
ных нейтрофилов. Метаболическая активность 
фагоцитов оценивалась в тесте восстановления 
нитросинего тетразолия. Рассчитывался ин-
декс стимуляции нейтрофилов (ИСН). Функ-
циональный резерв нейтрофилов определялся 
как разница между ди фор ма зан-по зи тив ны ми 
клетками в стимулированной реакции и ди фор-
ма зан-по зи тив ны ми клетками в спонтанной ре-
акции НСТ-теста.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

У пациентов с хроническим гингивитом до 
лечения установлено повышение концентрации 
IgG, что указывает на активацию гуморального 
иммунитета в ответ на ранее известный анти-
ген, увеличение содержания sIgA определено 
как защитный механизм на повреждение сли-
зистой полости рта, с целью создания барьера 
для патогенных микроорганизмов. При этом 
уровень IgM был снижен. Данный факт мож-
но объяснить коротким временным промежут-
ком для синтеза достаточного количества такой 
большой молекулы. Концентрация IgA остава-
лась без изменений, так как молекула этого им-
муноглобулина основную роль играет в плазме 
крови, а не в полости рта.

Что касается состояния фагоцитов ротовой 
полости, то у пациентов с хроническим гин-
гивитом до лечения практически не отлича-
лась от данных группы контроля. В отношении 
концентрации кислородзависимых ферментов 
в цитоплазме фагоцитов в НСТ-спонтанном 
тесте, то до лечения у пациентов их уровень 
был ниже контрольных данных. Иная картина 
в отношении другого показателя активности 
кислородзависимых ферментов в цитоплазме 
фагоцитов НСТ-стимулированного теста –  дан-
ные до лечения практически не отличались от 
контрольных показателей. На наличие развито-
го воспалительного процесса у пациентов до ле-
чения указывает достоверно высокие значения 
интегральных показателей кислородзависимой 
бактерицидной активности – функционально-
го резерва нейтрофилов и индекса стимуляции 
нейтрофилов.

Таким образом, у подростков с хроническим 
гингивитом имеют место четко выраженные 
сдвиги локального иммунитета, которые пред-
ставлены увеличением содержания IgG, sIgA, 
ИЛ-4, ИЛ-8, функционального резерва ней-
трофилов, индекса стимуляции нейтрофилов 
по сравнению с группой контроля, а также сни-
жением уровня IgM и концентрации кислород-
зависимых ферментов в цитоплазме фагоцитов 
в НСТ-спон тан ном тесте. Исходя из полученных 
данных, можно считать перспективным в даль-
нейшем проведение исследований, касающихся 
целесообразности использования в комплекс-
ном лечении подростков с хроническим гинги-
витом, наряду с общепринятыми средствами, 
иммунокорригирующих препаратов, что может 
положительно сказаться на состоянии местного 
иммунитета и эффективность лечения [2, 3].
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Adolescents with chronic catarrhal gingivitis aged from 14 to 17 years without general somatic pa-
thology aff ecting the etiopathogenesis of infl ammatory periodontal diseases were observed. Of the total 
number of patients examined, 19 were at the stage of ortho-dontic treatment. The control group con-
sisted of 40 clinically healthy patients. The state of the local immune status of the oral cavity was assessed 
by the functional activity of phagocytes, the content of mixed saliva IgA, IgM, IgG, sIgA, IL-4, IL-8 by 
solid-phase enzyme immunoassay. In adolescents with chronic gingivitis, there are clearly pronounced 
shifts in local immunity, which are represented by an increase in the of IgG, sIgA, IL-4, IL-8, the func-
tional reserve of neutrophils, index stimulation of neutrophils compared to the control group, as well as 
a decrease in the level of IgM and the concentration of oxygen-dependent enzymes in the cytoplasm of 
phagocytes in the nbt-spontaneous test.
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Для матки женщин детородного периода ха-
рактерны процессы постоянного ремодулирова-
ния тканей, определяющего ее морфофункцио-
нальное состояние в течение полового цикла, 
беременности и в послеродовом периоде. Эф-
фективность этих процессов во многом обеспе-
чивается иммунорегуляторными механизмами, 
важную роль в которых играют тучные клетки, 
содержащие в своей цитоплазме моноамины –  
гистамин, серотонин, катехоламины [1, 2, 3].

Цель работы: дать морфофункциональную 
характеристику пространственного распределе-
ния тучных клеток тела матки крыс и содержа-
ния в них катехоламинов, серотонина и гиста-
мина в течение полового цикла (120 животных), 
беременности (90 животных) и в послеродовый 
период (55 животных).

Методы исследования: 1) параформальдегид-
ный метод Фалька-Хилларпа в модификации 
Е. М. Крохиной для выявления катехоламинов 
и серотонина в тучных клетках в нефиксиро-
ванных криостатных срезах тела матки; 2) флу-
о рес цент но-гистохимический метод Кросса-
Эва на-Роста с использованием ортофталевого 
альдегида (фирма «MERCK-Schuchardt») для 
дифференцировки гистамина в тучных клетках; 
3) окраска криостатных срезов альциановым си-
ним-сафранином в прописи Дезага для выявле-
ния гликозаминогликанов в тучных клетках [2]. 
Криостатные срезы изучались с помощью люми-
несцентного микроскопа ЛЮМАМ-И3 с фото-
метрической насадкой ФМЭЛ-1А. Концентра-
цию биоаминов определяли в условных единицах 
шкалы регистратора. Для выявления и анализа 

ТУЧНЫЕ КЛЕТКИ В СИСТЕМЕ РЕГУЛЯЦИИ 
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С помощью флуоресцентно-гистохимических методов исследованы динамика плотности про-
странственного распределения тучных клеток тела матки крыс и содержание в них катехолами-
нов, серотонина и гистамина в течение полового цикла, беременности и послеродового периода. 
При изменениях функционального состояния матки линейная зависимость содержания серото-
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вается участие тучных клеток в восстановлении симпатической иннервации матки после родов. 
Предполагается ведущая роль тучных клеток в паракринной регуляции процессов морфогенеза 
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сопряжений изменения параметров в динамике 
физиологических процессов применялись линей-
ный корреляционный анализ Пирсона (r) и ран-
говый корреляционный анализ Спирмена (R).

В течение полового цикла плотность прост-
ранственного распределения флуоресцирующих 
тучных клеток (ТК) в эндометрии минимальна 
в метаэструс, максимальна –  в поздний диэструс. 
Наименьшее количество флуоресцирующих ТК 
в мышечной оболочке матки отмечается в ран-
ний эструс, наибольшее – в проэструс. Наиболь-
шая концентрация исследуемых биоаминов в ТК 
всех оболочек отмечается в проэструс. Минимум 
этих показателей отмечается в поздний эструс 
и метаэструс.

Во время беременности наибольшая концен-
трация серотонина и катехоламинов в ТК отме-
чается на 15‒16-е и 21-е сутки. Минимум этих 
показателей имеет региональные различия: в эн-
дометрии и периметрии тела матки он отмечает-
ся на 20-й день, а в миометрии на 4-й день бере-
менности. Максимальное содержание гистамина 
в ТК эндометрия и периметрия приходится на 
21-е сутки беременности.

К 6-м суткам после родов плотность флуо-
ресцирующих ТК в эндометрии увеличивается 
примерно в два раза, а в миометрии ‒ в 4 раза 
(p<0,05). Максимального уровня плотность до-
стигает к 10-м суткам.

Сразу после родов уровень серотонина и кате-
холаминов в ТК достоверно снижается. Мини-
мальные значения уровня моноаминов наблю-
даются на 10-е сутки. В ТК мышечной оболочки 
содержание серотонина и катехоламинов макси-
мально в первые сутки после родов. Постепенно 
снижаясь, оно достигает наименьших значений 
на 15-е сутки послеродовой инволюции.

Параметрический корреляционный анализ 
демонстрирует высокую степень положитель-
ной линейной зависимости между концентра-
циями серотонина и катехоламинов по точкам 
зондирования (r = 0,72‒0,95) в процессе поло-
вого цикла и беременности. В послеродовом пе-
риоде наблюдается увеличение силы связи ис-
следуемых параметров от средней (r = 0,60‒0,62 
в первые сутки) до сильной (r = 0,74‒0,82 к 7-м 
суткам).

Из результатов рангового корреляционно-
го анализа обращает внимание положительная 
взаимосвязь изменений содержания в ТК эндо-
метрия и миометрия гистамина и катехолами-
нов (R=0,714‒0,955), в ТК миометрия гистами-
на и серотонина (R=0,714‒0,800).

Таким образом, в процессе реконструкции 
тканей при изменениях функционального состо-
яния матки линейная зависимость содержания 
серотонина и катехоламинов в ТК сохраняется 
на высоком уровне (в течение полового цикла, 
беременности) или быстро восстанавливается 
(в ходе послеродовой инволюции), что отражает 
общую закономерность о равновесии процессов 
ана бо лиз ма-катаболизма в рамках гомеостаза 
клеток, тканей и органов [2, 4].

Значительное увеличение плотности ТК 
в ранний послеродовый период может быть свя-
зано с отсутствием в миометрии флуоресцирую-
щих нервных волокон. Мы предполагаем, что 
тучные клетки способствуют восстановлению 
симпатической иннервации матки после родов.

Полученные данные подтверждают мнение, 
что ТК в матке являются основным источником 
гистамина и дополнительным продуцентом се-
ротонина и катехоламинов [2]. Они также погло-
щают, накапливают и инактивируют излишки 
моноаминов, которые не были утилизированы 
рабочими клетками. Не исключается возмож-
ность возможности выполнения ТК функции 
переносчиков биоаминов между различными 
оболочками.

Можно предположить ведущую роль тучных 
клеток в паракринной регуляции процессов мор-
фогенеза тканей матки при изменениях ее функ-
ционального состояния.
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aev S. V. Intra- and extraorgan structures in the system 

of uterus bioamine supply // Collected scientifi c re-
ports SWorld. Materials of the international scientifi c 
and practical conference “Modern trends of theoretical 
and applied research 2012”. Issue 1. Vol. 30. Odessa: 
KUPRIENKO, 2012. P. 74–84. In Russ.].
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The dynamics of the density of the spatial distribution of mast cells of the body of the womb and 
the content of catecholamines, serotonin and histamine during sexual cycle, pregnancy and postpar-
tum period in rats were examined by fl uorescence-histochemical methods. The linear correlation of 
serotonin&catecholamines content in mast cells was kept at high level (during sexual cycle, pregnancy) 
or was quickly recovered (during postpartum involution) by changing of the uterus functional state. The 
participation of mast cells in the restoration of uterine sympathetic innervation after birth was considered. 
The leading role of mast cells in paracrine regulation of uterine tissue morphogenesis was assumed.
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ВВЕДЕНИЕ

Развитие взаимоотношений между микроор-
ганизмами (собственной микробиотой и патоге-
нами) и макроорганизмом-хозяином характери-
зуется становлением универсальных механизмов 
взаимодействия, базирующихся на врождённом 
иммунитете. Распознавание патогенов клетками 
врождённого иммунитета происходит с помощью 
многочисленных рецепторных структур, в числе 
которых наиболее изучены толл-подобные ре-
цепторы (TLR). В ходе эволюции человека, под 
действием естественного отбора в генах TLR 
происходило изменение соотношения одиноч-
ных нуклеотидных замен, влиявших на функци-
ональную активность рецепторов и создающих 
адаптивные преимущества в условиях различной 
микробной нагрузки [1]. Наибольшее количе-

ство подобных полиморфизмов, несущих следы 
естественного отбора, находится в области ген-
ного кластера TLR10–TLR1–TLR6 на коротком 
плече 4 хромосомы [2]. Функциональные ис-
следования показали, что отдельные полимор-
физмы в области данного кластера определяют 
снижение активации через соответствующие 
рецепторы, проявляющееся в виде ослабленного 
иммунного ответа. Считается, что такой снижен-
ный ответ повышал выживаемость в ходе эпиде-
мий чумы в Европе.

Челябинская область является одним из мно-
гонациональных регионов России. С глубокой 
древности на территории области сталкивались 
народы, пришедшие с Востока и с Запада. В ре-
зультате их взаимодействия происходило генети-
ческое смешение и формирование новых этносов. 
На сегодняшний день данные о полиморфизмах 
TLR разрознены и, в основном, ограничиваются 
несколькими мировыми популяциями. В связи 
с этим представляется актуальным исследова-
ние распределения полиморфизмов генов TLR, 
несущих следы влияния естественного отбора, 
что позволит лучше понимать различия в чув-
ствительности к современным инфекционным 
и аутоиммунным заболеваниям в различных 
популяциях.

РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ТРЁХЛОКУСНЫХ ГАПЛОТИПОВ TLR10–
TLR1–TLR6 В ПОПУЛЯЦИИ ТАТАР ЧЕЛЯБИНСКОЙ ОБЛАСТИ 

В СРАВНЕНИИ С ПОПУЛЯЦИЯМИ ЕВРАЗИИ
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В данной статье рассмотрены особенности распределения гаплотипов кластера TLR10–TLR1–
TLR6 в популяции татар Челябинской области. Впервые для популяции татар получены часто-
ты встречаемости трёхлокусных гаплотипов по точковым полиморфизмам 721A>C гена TLR10, 
1805T>G гена TLR1 и 745C>T гена TLR6. Среди мировых евразийских популяций наиболее сход-
ные значения частот гаплотипов выявлены у тосканцев и иберийцев, в то время как от других 
популяций Евразии татары достоверно отличались. Полученные данные могут быть полезны при 
изучении предикторов аутовоспалительных и инфекционных заболеваний.
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Цель работы. Оценить распределение трёх-
локусных гаплотипов TLR10–TLR1–TLR6 по 
точковым полиморфизмам 721A>C (ген TLR10), 
1805T>G (ген TLR1) и 745C>T (ген TLR6) в по-
пуляции татар Челябинской области и провести 
сравнение с аналогичными данными для неко-
торых евразийских популяций.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование включены представители по-
пуляции татар (n=110), проживающих постоянно 
на территории Челябинской области (ЧО). Вы-
деление ДНК из образцов венозной крови прове-
дено с помощью наборов реагентов «К-сорб-100» 
(Синтол, Москва). Генотипирование прово-
дилось методом аллель-специфической ПЦР 
(745C>T; набор реагентов НПФ «Литех», Москва) 
и с помощью анализа полиморфизма длин ре-
стрикционных фрагментов (1805T>G и 721A>C; 
рестриктазы AluI и NlaIII соответственно). Детек-
ция продуктов ПЦР проводилась методом элек-
трофореза в 3% агарозном геле. Для проведения 
сравнительного анализа из открытой базы дан-
ных 1000 genomes были использованы данные по 
распределению гаплотипов TLR10–TLR1–TLR6 
в 5 европейских (британцы, северо-западные ев-
ропейцы, финны, иберийцы, тосканцы) и 5 ази-
атских (бенгальцы, гуджаратцы, пенджабцы, 
китайцы хань, японцы) популяциях. Статистиче-
ская обработка данных проведена в программах 
Arlequin v. 3.5, Past v.3.20: 1) оценка частот трёх-
локусных гаплотипов (hf) TLR10–TLR1–TLR6; 
2) расчёт коэффициента неравновесного сцепле-
ния (D’) для пар локусов; 3) кластерный анализ; 
4) анализ главных компонент.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Наиболее часто встречающимися гапло-
типами в популяции татар ЧО стали C–T–C 
(hf = 29,5%), A–G–T (hf = 25,0%), A–G–C (hf = 
19,5%) и C–G–C (hf = 12,7%). Частота осталь-
ных гаплотипов составляет менее 2,0%. Для 
большей части распространённых гаплотипов 
в популяции татар ЧО характерно наличие точ-
ковой замены в гене TLR1 1805Т>G, которая 
считается основной «мишенью» для действия 
отбора в гаплотипе TLR10–TLR1–TLR6. Для 
гаплотипов A–G–T и C–T–C были получены 
статистически значимые положительные значе-
ния коэффициента D’ для всех пар составляю-
щих локусов, что свидетельствует о неравновес-
ном сцеплении локусов в данных гаплотипах. 

Неравновесное сцепление является косвенным 
подтверждением события позитивного есте-
ственного отбора, имевшего место на террито-
рии Европы во время нескольких раундов эпи-
демий высоковирулентных инфекций.

Согласно кластерному анализу, изученные 
популяции разделились на три кластера: «Азиат-
ский» (бенгальцы, гуджаратцы, пенджабцы, ки-
тайцы хань и японцы), «Северо-европейский» 
(финны, британцы, северо-западные европей-
цы) и «Южно-европейский» (татары, тосканцы, 
иберийцы). Для азиатских популяций характер-
но наличие гаплотипов A–T–С и C–T–C. Евро-
пейских популяции отличаются по частотам га-
плотипов A–G–C, C–G–T, A–G–T, C–G–C, 
содержащих мутантный вариант аллеля 1805*G 
в гене TLR1, связанный с формированием сни-
женного провоспалительного ответа. Для «Юж-
но-ев ропейского» кластера характерно повы-
шение частоты гаплотипов C–T–T и A–T–T. 
Такое расположение татар Челябинской обла-
сти, выявленное на основании анализа частот 
распределения гаплотипов генов TLR, согласу-
ется с результатами, полученными в ходе иссле-
дований генетического разнообразия татар по 
другим генетическим системам [4, 5].
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Сахарный диабет второго типа (СД2) явля-
ется широко распространенным и социально 

значимым заболеванием. Изменение соотноше-
ния фракций лейкоцитов при СД2 связывают 
с хроническим воспалительным процессом [1] 
и осложнением в виде микроангиопатии [2]. Вы-
сокая частота встречаемости СД2 и его ослож-
нений определяет поиск новых лекарственных 
средств, оказывающих действие на несколько 
звеньев патогенеза заболевания. Синтетические 
соединения группы 1, 3, 4-ти а ди а зи нов обладают 
сочетанным гипогликемическим и антиокси-
дантным действием [3, 4]. Ранее было выявле-
но корригирующее действие представителя 1, 3, 
4-ти а ди а зи нов L-17 на показатели перифериче-
ской крови крыс с аллоксановым диабетом, явля-
ющимся моделью сахарного диабета 1 типа  [4].

Цель исследования – выявить влияние двух 
производных тиадиазинов, содержащих в каче-
стве заместителей в положении ‒ 2 тиадиазино-
вого кольца остатки морфолина (L-17) и ами-
нопропилморфолина (L-14), на содержание 
лейкоцитов периферической крови крыс при 
моделировании сахарного диабета 2 типа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Эксперимент проведен на крысах-самцах ли-
нии Wistar массой 230‒340 г в соответствии с ре-
комендациями международных этических коми-
тетов и Директивой Совета ЕС 2010/63/EU. 

ВЛИЯНИЕ ПРЕПАРАТОВ ГРУППЫ 
1, 3, 4-ТИАДИАЗИНЫ НА ФРАКЦИИ ЛЕЙКОЦИТОВ КРЫС 

С САХАРНЫМ ДИАБЕТОМ 2 ТИПА
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Введение двух соединений класса замещенных 1,3,4-тиадиазинов (L-17 и L-14) сопровожда-
лось нормализацией общего количества и фракций лейкоцитов периферической крови у крыс 
с сахарным диабетом 2 типа, полученным введением никотинамида и стрептозотоцина. L-17 спо-
собствовал снижению гипергликемии более эффективно, чем L-14.
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СД2 моделировали внутрибрюшинным вве-
дением раствора никотинамида (110 мг/кг) 
и стрептозотоцина в цитратном буфере (65 мг/ кг) 
с интервалом 15 минут [5]. Животные были раз-
делены на группы по 5 крыс: интактная, СД2, 
СД2+L-17, СД2+L-14. Растворы L-17 и L-14 
из расчета 40 мг/кг вводили внутримышечно, 
12 инъекций в течение месяца. Животных выво-
дили из эксперимента передозировкой эфира. 
В крови определяли содержание глюкозы, мо-
чевины и креатинина стандартными наборами 
«Витал Диагностикс» (СПб) и гликированного 
гемоглобина (HbA1c) методом аффинной гель-
хроматографии набором «Диабет-тест» фирмы 
ФОСФОСОРБ (Москва). Оптическую плот-
ность измеряли на спектрофотометре DU-800 
(Beckman, USA). Анализ периферической кро-
ви проводили на гематологическом анализато-
ре Cеlly 70 BiocodeHycel. Статистическую об-
работку данных проводили с помощью пакета 
Statistica 6,0 фирмы StatSoft. Для оценки стати-
стической значимости различий в выборках ис-
пользовали критерий (U) Манна-Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ РАБОТЫ

У крыс группы СД2 в крови достоверно увели-
чилось содержание глюкозы с 5,1±0,2 ммоль/л 
до 14,3±0,7 ммоль/л, HbA1c с 4,3±0,3% до 6,6± 
0,5% и мочевины с 5,1±0,3 ммоль/л до 14,9± 
3,1 ммоль/л, содержание креатинина снизи-
лось с 64,1±2,5 мкмоль/л до 47,9±2,6 мкмоль/л 
(P<0,05). После инъекций L-17 и L-14 диабе-
тическим крысам содержание глюкозы умень-
шилось по сравнению с показателями нелече-
ных крыс соответственно до 8,8±0,7 ммоль/л 
и 12,0±1,3 ммоль/л. Снизилось также содер-
жание HbA1c при действии L-17 до 5,7±0,4% 
и при действии L-14 до 6,2±0,2% по сравнению 
с показателем группы СД2. В группе животных, 
получавших инъекции L-17, снижение уровня 
глюкозы и HbA1c сопровождалось нормализа-
цией содержания мочевины. Поскольку у диа-
бетических крыс не происходило накопления 
креатинина в крови, увеличение количества 
мочевины можно расценивать как следствие 
усиления глюконеогенеза, а нормализацию по-
сле действия L-17 как снижение интенсивности 
глюконеогенеза. У животных, не получавших 
инъекции тиадиазинов, общее количество лей-
коцитов было увеличено до 16,79±0,67 тыс./мкл 
по сравнению с показателем интактных крыс 
10,76±0,79 тыс./мкл (P<0,05), при этом почти 
в два раза увеличилось количество лимфоци-

тов и средних клеток без изменения фракции 
гранулоцитов. В обеих группах крыс, леченных 
L-17 и L-14, происходила нормализация обще-
го количества лейкоцитов и их фракций, разли-
чия достоверны при сравнении с тестами СД2 
(P<0,05). Возрастание содержания лейкоцитов 
и лимфоцитов служит причиной аутоиммунной 
агрессии в отношении β-клеток островков под-
желудочной железы и развития гипергликемии. 
Нормализация общего количества лейкоцитов, 
лимфоцитов и средних клеток в перифериче-
ской крови диабетических крыс при действии 
L-17 и L-14 может быть показателем снижения 
воспалительного процесса как на уровне целого 
организма, так и в поджелудочной железе. Оба 
исследованных соединения оказывали сходное 
влияние на содержание лейкоцитов и их фрак-
ций, но антигликемическое действие L-17 было 
более выраженным, чем действие L-14.

Исследование поддержано грантом РНФ 
№ 16.15.00039 и проведено в рамках бюджетной 
темы № АААА-А18-118020590107-0.
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The injections of two compounds of the substituted 1, 3, 4-thiadiazines class (L-17 and L-14) were 
accompanied by normalization of the total number and fractions of peripheral blood leukocytes in rats 
with type 2 diabetes, obtained by administration of nicotinamide and streptozotocin. L-17 is more eff ec-
tive than L-14 in reducing hyperglycemia.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

В научной литературе представлены результа-
ты немногочисленных научных исследований, 
посвященных изучению содержания различных 
классов цитокинов при первичной открытоу-
гольной глаукоме (ПОУГ) и делаются предпо-
ложения о значимости их дисбаланса в разви-
тии процессов нейродегенерации, повреждения 
трабекулы и др., однако, окончательных выво-
дов не сделано, а научная дискуссия о их роли 
в патогенезе глаукомы продолжается [1, 2, 3, 4], 
что определяет актуальность дальнейших углу-
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бленных исследований и позволяет сформули-
ровать цель исследования.

Цель. Изучить содержание цитокинов и фак-
торов роста во внутриглазной жидкости (ВГЖ) 
у пациентов с развитой стадией ПОУГ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Обследовано 50 пациентов с верифициро-
ванным диагнозом развитой стадии ПОУГ, 
контрольную группу составили 30 пациентов 
с ди агнозом неосложненная катаракта. У всех па-
циентов на начальных этапах проведения опера-
тивного лечения были забраны образцы внутри-
глазной жидкости (75‒100 мкл), которые были 
заморожены и хранились при –70 °C до проведе-
ния исследования. Концентрацию 17 цитокинов 
и 3 изоформ TGF-β определяли с использовани-
ем набора фирмы BioRad (США) методом про-
точной флюориметрии на двухлучевом лазерном 
анализаторе ‒ Bio-Plex 200. Полученные данные 
были подвергнуты статистическому анализу. 
Значимость различий вариационных рядов в не-
связанных выборках оценивали с помощью кри-
терия Манна-Уитни.

У всех пациентов было получено информи-
рованное согласие на проведение операции, за-
бор внутриглазной жидкости, а также использо-
вание данных исследования в научных целях.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В результате проведенного исследования 
было показано, что у пациентов с ПОУГ в ВГЖ 
определялось более чем 5-кратное повышение 
концентрации ИЛ-6, провоспалительного поли-
потентного цитокина, участвующего в процессах 
хронизации воспаления, аутоиммунного реаги-
рования и способного регулировать синтез ряда 
провоспалительных цитокинов (22.52±6.94 пг/ мл 
и 4.32±0.55 пг/мл соответственно; p=0.021), бо-
лее чем 3-кратное повышение концентрации 
ИЛ-8, являющегося хемоаттрактантом, высо-
кие концентрации которого приводят к актива-
ции миграции клеток иммунной системы в оча-
ги повреждения при развитии воспалительного 
процесса (4.66±0.64 пг/мл и 1.41±0.36 пг/ мл со-
ответственно; p=0.002), достоверное, в 1,6 раза, 
повышение концентрации ИЛ-17А способ-
ного активировать синтез цитокинов, обла-
дающих провоспалительными свойствами, 
молекул клеточной и межклеточной адгезии 
и др. (9.18± 0.48 пг/мл и 5.70±1.74пг/мл соответ-
ственно; p=0.001) и более чем полуторакратное 

повышение макрофагального воспалительно-
го протеина ‒ 1 бета, участвующего совместно 
с ИЛ-8 в инициации и развитии деструктивно 
воспалительного процесса (26.61±4.72 пг/мл 
и 14.28±1.42 пг/мл соответственно; p=0.014).
Также было установлено нарастание во ВГЖ па-
циентов с развитой стадией ПОУГ концентраций 
TGF-β1 (в 3,1 раза, 304.40±36.70 и 97.15±10.90, 
соответственно; p=0.001), TGF-β2 (в 1.4 раза, 
3201.60±181.10 и 2317.02±112.80, соответственно; 
p=0.028), и TGF-β3 (в 6.9 раз, 26.83±4.27 пг/ мл 
и 4.40±1.7 пг/мл, соответственно; p=0.001).

Полученные данные позволяют сделать за-
ключение о значимости локального воспаления 
в патогенезе ПОУГ, которое сопровождается 
активацией сигнальных путей, направленных 
на повышение синтеза трансформирующих 
факторов роста. Данные процессы можно рас-
сматривать как направленные на компенсацию 
последствий развития местного деструктив но-
вос па ли тель но го процесса, однако, они могут 
приводить к избыточной активации синтеза 
белков внеклеточного матрикса и его ремодели-
рованию в трабекулярной сети, с увеличением 
сопротивления оттоку внутриглазной жидкости 
и повышением внутриглазного давления, что 
играет значимую роль в патогенезе ПОУГ.
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Was shown increase in the concentrations of cytokines and growth factors (IL-4, IL-6, IL-8, IL-17, 
TGF-β -1, 2, 3, macrophage infl ammatory protein –  1beta) in the intraocular fl uid of patients withde-
velopedstage of the primary open-angle glaucoma. This indicates that in the pathogenesis of primary 
open-angle glaucoma, the activity of the local chronic infl ammatory process is determined.
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На настоящий момент эксперты междуна-
родного номенклатурного комитета (Nomen-
clature Committeeon Cell Death, NCCD) пред-
лагают следующие подтипы гибели клеток: 
случайная гибель клеток или некроз (accidental 
cell death, ACD), при которой определяется не-
обратимое разрушение структурной целост-
ности; генетически кодируемый вариант –  ре-

гулируемая клеточная смерть (regulated cell 
death, RCD) и вариант регулируемой клеточной 
смерти в рамках эмбриогенеза или сохранения 
физиологического гомеостаза ткани взрослых 
организмов –  программируемая смерть кле-
ток (ПСК). К последнему подтипу, согласно 
последней классификации, относят 12 видов 
(4 основных и 8 дополнительных) из которых 
наиболее распространенные апоптоз, аутофа-
гия, кератинизация и нетипичные варианты: 
аноикис, параптоз, пироптоз, пиронекроз, фа-
гоптоз, НЕТоз (нейтрофильные внеклеточные 
ловушки, Neutrophil Extracellular Traps, NETs) 
и другие [1]. Морфологическая структура ло-
вушки –  НЕТоза представлена сетью, сформи-
рованной из ДНК, гистонов и антимикробных 
белков нейтрофилов. Показано, наличие та-
ких структур в дыхательных путях у пациентов 
с хронической обструктивной болезнью легких 
(ХОБЛ), но их клиническая и патофизиологи-
ческая роль не установлена [2].

Цель настоящего исследования ‒ провести 
морфофункциональную оценку вариантов ги-
бели клеток врожденного иммунитета у паци-
ентов с ХОБЛ.

ВАРИАНТЫ ГИБЕЛИ КЛЕТОК МЕСТНОГО 
ИММУНИТЕТА ПРИ ХРОНИЧЕСКОЙ ОБСТРУКТИВНОЙ 

БОЛЕЗНИ ЛЕГКИХ
© 2019 г.      С. В. Зиновьев*,  Н. Г. Плехова,  Н. М. Кондрашова

*E-mail: Sinowev@mail.ru
ФГБОУ ВО «Тихоокеанский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 

Владивосток, Россия

Поступила: 28.02.2019. Принята: 14.03.2019

Проведено морфологическое и цитохимическое исследование окислительного метаболизма 
клеток бронхоальвеолярного лаважа (БАЛ) пациентов с различной степенью тяжести хрониче-
ской обструктивной болезнью легких (ХОБЛ). Установлено, что наряду с некрозом клеток опре-
деляется энуклеация гранулоцитов и макрофагов, что относится к морфологическому признаку 
программируемой гибели путем образования внеклеточных ловушек –  НЕТозов. Доказана кор-
реляция между показателями НЕТозов, изменением окислительного метаболизма клеток и тяже-
стью течения ХОБЛ.

Ключевые слова: гибель клеток, бронхоальвеолярный лаваж, хроническая обструктивная бо-
лезнь легких

DOI: 10.31857/S102872210006703-8



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

Варианты гибели клеток иммунитета 773

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Обследовано 80 пациентов в фазу обострения 
ХОБЛ. Степень тяжести заболевания оценивали 
согласно принятым стандартам и распределя-
ли по следующим категориям: легкая (GOLD1); 
средняя (GOLD2); тяжелая (GOLD3); крайне 
тяжелая (GOLD4) [3]. В содержимом бронхо-
альвеолярного лаважа (БАЛ) проводили оценку 
общего цитоза в 1 мкл жидкости и морфологиче-
скую цитометрию, с определением вариантов ги-
бели клеток в мазках, окрашенных по Ро ма нов-
скому-Гимза. Данные выражали в виде индекса 
деструкции клеток и индекса цитолиза клеток. 
В клетках определяли содержание фосфоли-
пидов (окрашивание щелочным суданом чер-
ным Б), активность миелопероксидазы (метод 
Грэхема-Кнолля) и спонтанный НСТ-тест про-
водили согласно методу Виксмана М. Е. с соавт.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исследование клеточного состава БАЛ па-
циентов с ХОБЛ показало слизисто-гнойный 
вариант воспаления. В мазках помимо лейко-
цитов отмечались кластеры клеток бронхиаль-
ного эпителия – тельца Креола, и парциальный 
вес эозинофилов относительно всех клеток не 
превышал 5%. При сравнении групп пациентов 
с различной тяжестью ХОБЛ в БАЛ отмечалось 
значимое различие показателей цитоза (кон-
троль 0,67±0,025×103/мкл, тяжелое течение 
0,996±0,072×103/мкл; р<0,01) и повышенное со-
держание нейтрофилов (контроль 41,2±1,428%, 
тяжелое течение 54,0±2,049%, р<0,01). При 
цитоморфологическом исследовании БАЛ об-
наружена тенденция к деструкции клеток врож-
денного иммунитета причем, повышенное 
содержание некротически измененных ней-
трофилов наблюдалось у пациентов с тяжелым 
течением ХОБЛ. Наряду с некрозом, опреде-
лялась энуклеация гранулоцитов и макрофагов, 
что относится к морфологическому признаку 
к варианту НЕТ-оза, для которого характерно 
разрушение цитоплазмы и перемещение значи-
тельной часть хроматина за пределы плазмалем-
мы. Показатели деструкции клеток и НЕТ-оза 
(энуклеации) лейкоцитов коррелировали с ци-
тохимическими показателями окислительно-
го метаболизма. При средней степени тяжести 
ХОБЛ отмечалась высокая функциональная 
активность макрофагов, СЦК НСТ-теста при 
средней степени тяжести составил 2,8±0,152, что 
отличалось от показателей для здоровых лиц 

2,08±0,058 (р<0,01), напротив, при тяжелом 
течении ХОБЛ, обнаружено снижение бакте-
рицидной активности нейтрофилов, о чем сви-
детельствовали низкие показатели НСТ-теста 
1,6±0,071 (р<0,05). Подобные показатели были 
получены при изучении активности миелопе-
роксидазы и содержания фосфолипидов в ней-
трофилах и макрофагах. Причем, в БАЛ у 20% 
пациентов в цитоплазме альвеолярных макро-
фагов выявлялась слабая или умеренная реак-
ция на содержание миелопероксидазы.

Таким образом, согласно полученным нами 
данным, гибель лейкоцитов в бронхиальном се-
крете помимо некроза, осуществляется по типу 
НЕТ-оза. Отмечается прямая связь между по-
казателями НЕТ-оза в БАЛ и степенью тяжести 
ХОБЛ, оцененной с использованием комплекс-
ной глобальной инициативы по шкале ХОБЛ 
(р<0001). Отмечалась корреляция между по-
вышением показателей комплексов НЕТ-озов 
и симптомами, оцененными согласно тесту 
ХОБЛ, у пациентов с частыми обострениями 
(р=0,002). При тяжелом течении ХОБЛ в БАЛ на 
фоне снижения функциональных резервов кле-
ток отмечалось повышенное содержание НЕТ-
озов лейкоцитов, что указывало на несостоя-
тельность бактерицидной активности клеток. 
Результаты исследования подтверждают данные 
других авторов об участии фермента NADPH ок-
сидазы в качестве кофактора НЕТ-оза [4]. Нельзя 
исключать, что эти данные отражают роль геми-
новых белков в развитии гибели клеток, что под-
тверждает исследование цитохромов в развитии 
апоптоза и других форм гибели клеток. Повы-
шение формирования НЕТ-озов в дыхательных 
путях может оказывать влияние на повреждение 
окружающих тканей, вызывая гибель эпители-
альных и эндотелиальных клеток и приводя, 
таким образом, к нарушению функции легких 
и ускорению развития заболевания.
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Разработка адекватных моделей опухолевого 
роста является актуальной задачей не только со-
временной онкологии, но и экспериментальной 
иммунологии. Новое законодательство в обла-
сти иммунотерапии опухолей с применением 
клеточных технологий на основе иммуноком-
петентных клеток человека предполагает этап 

доклинических испытаний in vivo, для чего не-
обходимы соответствующие эксперименталь-
ные модели опухолевого роста, в частности, на 
иммунодефицитных мышах [1]. Считается, что 
бестимусные мыши не способны развивать им-
мунный ответ на введение ксеногенных (чело-
веческих) опухолевых и иммунокомпетентных 
клеток [1, 2]. Эктопическая перевивка опухо-
лей позволяет легко наблюдать за динамикой 
их роста, ортотопическая создает возможность 
формирования микроокружения опухоли и мак-
симального приближения патологического про-
цесса к наблюдаемому в клинике [2].

Цель работы: получение экспериментальных 
моделей эктопического и ортотопического ро-
ста злокачественных опухолей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проводили на бестимусных 
мышах линии Nu/J (n=20, самцы весом 21‒25 г, 
возраст 7‒8 недель), полученных из Российско-
го национального центра генетических ресур-
сов лабораторных животных ИЦиГ СО РАН 
(г. Новосибирск), руководствуясь «Правилами 
проведения работ с использованием экспери-
ментальных животных». Животных содержали 
в SPF-от се ке вивария ФГБУ «РНИОИ» в си-

РАЗРАБОТКА МОДЕЛЕЙ РОСТА 
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Проведено получение экспериментальных моделей эктопического и ортотопического роста 
злокачественных опухолей человека на бестимусных мышах с последующим морфологическим 
и иммунологическим исследованием. Показана возможность получения опухолей, морфологи-
чески соответствующих исходным. Отмечены различные иммунологические изменения у живот-
ных с эктопически и ортотопически трансплантированной опухолью.
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стеме IVC в комнатах с контролируемыми па-
раметрами микроклимата (19‒26 °C, влажность 
40‒60%, световой режим день-ночь). Животные 
имели свободный доступ к корму и воде, пред-
варительно стерилизованным автоклавирова-
нием. Клетки рака легкого линии А-549, по-
лученную из ИНЦ РАН (г. Санкт-Петербург), 
культивировали в виде монослоя в пластиковых 
флаконах в среде RPMI-1640 с 10% фетальной 
бычьей сыворотки при t 37 °C и 5% СО2. Для 
создания эктопического (подкожного) ксе-
нографта рака легкого человека клетки А-549 
предварительно в течение 3-х дней наращивали 
на пористый скаффолд, представляющий собой 
сплав титана, алюминия и ванадия (8×4×2 мм), 
который имплантировали мышам подкожно. 
Для создания ортотопической пациентоподоб-
ной модели рака пищевода человека проводили 
операцию ксенотрансплантации фрагмента опу-
холи пищевода, взятого от больного, в пищевод 
мыши линии Nu/J. Первичная опухоль харак-
теризовалась как низкодифференцированная 
аденокарцинома. Ее промывали 3 раза средой 
199 с добавлением 1% пенициллина/стрептоми-
цина. Животных вводили в состояние наркоза 
при помощи комплексного анестетика «Золе-
тил», для премедикации использовали препарат 
«Ксила». Для обеспечения доступа к пищеводу 
выполняли послойные разрезы кожи и ткани 
брюшной стенки мыши, затем отодвинув левую 
долю печени вверх, надсекали стенку пищево-
да и фиксировали лигатурой фрагмент опухо-
ли (2 мм3). Затем брюшную полость послойно 
ушивали. Животных с ортотопическим ксено-
графтом пищевода наблюдали в течение 1 меся-
ца, с эктопическим ксенографтом рака легкого –  
в течение 55 дней, затем подвергали эвтаназии 
в СО2 камере. Размеры ксенографтов рассчи-
тывали по формуле Шрека для эллипсоида –  
V=а×в×с×p/6, где V –  объем опухоли (мм3), а, в, 
с –  максимальные диаметры эллипсоида в трех 
плоскостях (мм). Ткани опухолей фиксировали, 
готовили срезы, окрашивали гематоксилином 
и эозином. В крови мышей определяли коли-
чество популяций лимфоцитов (Т, В, NK) на 
проточном цитометре FACS CantoII (BD). Для 
статистической обработки применяли параме-
трические и непараметрические методы.

РЕЗУЛЬТАТЫ

При создании ортотопических моделей рака 
пищевода человека опухоль выявлена через 4 не-
дели у 2 животных из 8. Размер ксенографтов со-

ставил 12,6 мм3 и 16,7 мм3. Выявленные опухоли 
были охарактеризованы морфологически как 
низкодифференцированные аденокарциномы 
с инвазией в ткани печени. Начало роста ксе-
нографта, полученного при культивировании 
клеток рака легкого А549 на скаффолде, отме-
чено на 10-й день после имплантации; на 55-й 
день объем ксенографта составил 1207,6 мм3. 
Опухоль представляла собой низкодифферен-
цированную немелкоклеточную карциному со-
лидного строения с инвазией в жировую ткань. 
Лимфоциты в крови интактных бестимусных 
мышей составляют 67,7±3,1%, в основном пред-
ставлены В-лим фо ци та ми ‒ 89,3±1,2%, на до-
лю Т-кле ток приходится 1,6±0,4%. NK-клет ки 
обнаружены у половины животных в количест-
ве 0,1‒0,4% (0,12±0,035%). Выявлена область 
неидентифицируемых данной панелью клеток 
в количестве 7,8±0,9%. Возможно, это моноци-
ты, хотя при уменьшении размера данного гейта 
сокращался и процент лимфоцитов. Подобная 
субпопуляция описана среди спленоцитов им-
мунологически полноценных мышей [3]. Рост 
ортотопически трансплантированной опухоли 
сопровождается повышением содержания этих 
клеток (CD3e-CD19-) до 21% и NК-лим фо ци-
тов до 12% при двукратном снижении общего 
уровня лимфоцитов за счет В-клеток. При ро-
сте эктопической опухоли отмечено снижение 
процента лимфоцитов без изменения состава их 
популяций.

ОБСУЖДЕНИЕ

Таким образом, получены модели ортотопи-
ческих и эктопических опухолей, по морфоло-
гии соответствующих исходным, охарактеризо-
вана динамика их роста. Отмечены различные 
иммунологические изменения у животных-опу-
хо ле носителей с эктопически и ортотопически 
трансплантированными опухолями, причину 
которых предстоит исследовать. Разработанные 
модели роста злокачественных опухолей, в том 
числе, приближенные по характеру роста к но-
вообразованиям больных, могут быть использо-
ваны для экспериментальной иммунотерапии 
опухолей с применением клеточных продуктов 
человеческого происхождения.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ / REFERENCES

1. Трещалина Е. М. Иммунодефицитные мыши Balb/c 
Nude и моделирование различных вариантов опу-
холевого роста для доклинических исследований // 



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

Разработка моделей роста злокачественных опухолей 777

Российский биотерапевтический журнал. – 2017. –  
Т. 16. – № . 3 –  С. 6–13. [Treshalina H. M. Immuno-
defi cient mice Balb/c Nude and modeling of various 
types of tumor growth for preclinical studies. Russian 
Journal of biotherapy. 2017; 16(3): 6–13 (In Russ).] doi: 
10.17650/1726-9784-2017-16-3-6-13.

2. Zhao X., Li L., Starr T. K., Subramanian S. Tumor lo-
cation impacts immune response in mouse models of 

colon cancer. Oncotarget, 2017; 8(33): 54775–54787. 
doi: 10.18632/oncotarget.18423.

3. Karasova D., Sebkova A., Havlickova H., Sisak F., Volf J., 
Faldyna M., Ondrackova P., Kummer V., Rychlik I. Infl u-
ence of 5 major Salmonella pathogenicity islands on NK 
cell depletion in mice infected with Salmonella enterica 
serovar Enteritidis. BMC Microbiol., 2010; 10: 75. Pub-
lished online 2010 Mar 12 doi: 10.1186/1471-2180-10-75.

Authors:
Zlatnik E. Y.,  MD, Prof., Chief Researcher, Laboratory of Immunophenotyping of Tumors, Rostov Research Institute of  Oncology, 
Rostov-on-Don, Russia. E-mail: elena-zlatnik@mail.ru, rnioi@list.ru;
Maksimov A. Yu., MD., Professor, Deputy General Director for Advanced Scientifi c Developments, Rostov Research Institute 
of Oncology, Rostov-on-Don, Russia;
Goncharova A. S., Ph D., Head of Experimental Laboratory Center, Rostov Research Institute of Oncology, Rostov-on-Don, Russia;
Karnaukhov N. S., Ph D., Head of Department of Pathological Anatomy, Rostov Research Institute of Oncology, Rostov-on-Don, 
Russia.

DEVELOPMENT OF MODELS OF HUMAN MALIGNANT TUMORS 
FOR CELLULAR IMMUNOTHERAPY

© 2019     E. Y. Zlatnik*, A. Yu. Maksimov, A. S. Goncharova, 
N. S. Karnaukhov

*E-mail: elena-zlatnik@mail.ru, rnioi@list.ru
Federal Budget Institution Rostov Research Institute of Oncology, Rostov-on-Don, Russia 

Received: 13.03.2019.  Accepted: 27.03.2019
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ing grown in mice to the initial ones was shown. Divergent immunologic changes were found in animals 
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АКТУАЛЬНОСТЬ

В последние годы пристальное внимание им-
мунологов привлекают свое внимание цитоки-
ны, в том числе и ростковые факторы, особое 
место среди которых занимает гранулоцитарно-
макрофагальный колониестимулирующий фак-
тор (ГМ-КС). Это связано с его выраженными 
плейотропными эффектами, которые являются 
как позитивными, так и, в ряде случаев, негатив-
ными [1]. В последние годы появились данные по 
синтетическому пептиду активного центра ГМ-
КСФ, который обладает выраженной идентич-
ной цельной молекуле активностью, у которого 
отсутствуют негативные его эффекты, и в то же 
время найдены свойства, не имеющиеся у коло-
ниестимулирующего фактора [1]. Изучению им-
мунобиологических эффектов действия данного 
пептида и посвящено настоящее исследование.

Цель исследования. Проанализировать имму-
нобиологический спектр активности синтетиче-
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Было показано, что пептид активного центра ГМ-КСФ является плюрипотентным колоние-
стимулирующим фактором, обладающим выраженным антибактериальным, противовирусным, 
иммуностимулирующим, репарационным, радиопротекторным действием in vitro и in vivo. Анало-
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ского пептида активного центра гра ну ло ци тар-
но-мак ро фа галь но го колониестимулирующего 
фактора – ZP2 in vitro и in vivo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Проведен широкий спектр микробиологи-
ческих, вирусологических, иммунологических 
и экспериментальных исследований in vitro и in 
vivo по изучению действия синтетического пеп-
тида активного центра ГМ-КСФ –  ZP2 и соз-
данного на его основе косметического средства 
АЦЕГРАМ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исследования показали, что синтетиче-
ский пептид ZP2 обладает выраженным анти-
микробным действием. В различных концен-
трациях (от 1 мкг/мл до 100 мкг/мл) подавляет 
рост и размножение как музейных штаммов, так 
и клинических изолятов. При этом он обладает 
способностью блокировать биопленкообразова-
ние различных бактерий. Так пептид обладает 
антибактериальной активностью в отношении 
следующих видов бактерий: грамположитель-
ные – S. aureus, S. epidermidis, S. hemoliticus; гра-
мотрицательные –  E. coli, Kl. pneumonia, Ps. aero-
ginosa, Acinetobacter. Идентичными свойствами 
в отношении вышеуказанных видов бактерий 
обладает и созданное на основе пептида косме-
тическое средство АЦЕГРАМ. При добавлении 
к клеточным перевиваемым культурам пептид 
активного центра ГМ-КСФ блокирует размно-
жение ДНК- и РНК-содержащих вирусов (аде-
новирусов и вирусов парагриппа). Клиническое 
применение АЦЕГРАМа, так же выявило его 
выраженную эффективность при вирусных ин-
фекциях. Так, в комплексной терапии пациен-
тов, инфицированных вирусом Эпштейна-Барр, 
после 2-х курсов терапии у 90% пациентов вирус 
переставал персистировать в ротовой полости, 
что сопровождалось восстановлением активно-
сти клеток иммунной системы. Получены дан-
ные о его выраженном протективном и лечеб-
ном действии при острых вирусных инфекциях 
(ОРВИ и грипп). Как пептид, так и созданный 
на его основе косметический препарат обла-
дает выраженным репарационным действием 
при ранах, ожогах, пролежнях, трофических 
язвах, особенно инфицированных ран и пора-
жений кожи. Пептид и косметическое средство 
АЦЕГРАМ, обладают иммуностимулирующим 
действием. Стимулирует костномозговое кро-

ветворение (гранулоцитопоэз), активность лим-
фоцитов, нейтрофилов, моноцитов, продукцию 
цитокинов клетками иммунной системы. За счет 
стимулирования гранулопоэза обладает радио-
протекторным действием [2].

Таким образом, созданные на основе син-
тетического пептида косметические средства 
Ацеграм в виде спрея и геля, помимо иммуно-
стимулирующего и регенерирующего действий, 
обладают выраженными антибактериальными 
и противовирусными свойствами in vivo и могут 
быть рекомендованы для лечения иммуноза-
висимых заболеваний, в том числе поражений 
кожи и слизистых бактериями и вирусами, для 
лечения раневых инфекций, ожогов, травм, тро-
фических нарушений. Препарат может быть ре-
комендован для местного лечения в терапевти-
ческой и хирургической практике.

Работа выполнена по теме из Плана НИР 
ИИФ УрО РАН, № гос. регистрации АААА-А18- 
118020690020-1, и теме из Плана НИР ИКВС 
УрО РАН, № гос. регистрации 116021510075.
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It was shown that peptide of the GM-CSF active center is the pluripotent colony-stimulating factor 
possessing the expressed antibacterial, antiviral, immunostimulating, reparation, radio tire-tread action 
of in vitro and in vivo. Similar properties the cosmetic preparation ACEGRAM created on its basis pos-
sesses.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

В настоящее время пристальное внимание 
привлекают хемокины и цитокины, обладающие 
антимикробным действием. Это связано с тем, 

КИНОЦИДИНЫ –  ЦИТОКИНЫ, ОБЛАДАЮЩИЕ 
АНТИБАКТЕРИАЛЬНОЙ И ПРОТИВОВИРУСНОЙ 
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Цель. Проанализировать характер влияния синтетического пептида активного центра гра ну-
ло цитарно-макрофагального колониестимулирующего фактора (ГМ-КСФ) –  ZP2 на рост в жид-
кой питательной среде и биопленкообразование музейных и клинических штаммов бактерий, 
противовирусную активность in vitro и in vivo. Результаты. Было показано, что пептид активного 
центра ГМ-КСФ обладает выраженным антибактериальным действие в отношении широкого 
спектра грамположительных и грамотрицательных бактерий, снижая рост биопленкообразования 
и биомассы бактерий, аналогичным действием обладает и созданный косметический препарат 
АЦЕГРАМ. Одновременно данное средство обладает выраженным противовирусным действи-
ем в отношении ДНК- и РНК-содержащих вирусов in vitro и in vivo. Заключение. Созданные на 
основе синтетического пептида косметические средства Ацеграм в виде спрея и геля, могут быть 
рекомендованы для лечения поражений кожи и слизистых бактериями и вирусами, а пептид, на 
основе которого созданы данные средства, является по своим механизмам действия и свойствам 
классическим киноцидином.

Ключевые слова: синтетический пептид, антибактериальная активность, рост, формирова-
ние биопленок, противовирусная активность
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что классические антибиотики формируют бы-
струю резистентность у большинства штаммов 
вызывающих гнойно-воспалительные заболе-
вания. Такие цитокины получили название ки-
ноцидинов. К киноцидинам на сегодняшний 
день относятся α-хемокины СХСLi-1, -4, -6, -7, 
-8, -9, -10, -14, семейство β-хемокинов ССLi-1, 
-2, -5, -8, ряд авторов относят к ним и цитокины 
ИЛ-26, и INF-β [1, 2]. В последние годы появи-
лись данные по синтетическим пептидам актив-
ного центра ГМ-КСФ, которые обладают выра-
женной антибактериальной и противовирусной 
активностью [3]. Изучению антимикробных ме-
ханизмов действия данных пептидов и посвяще-
но настоящее исследование.

Цель исследования. Проанализировать харак-
тер влияния синтетического пептида активного 
центра гранулоцитарно-макрофагального коло-
ниестимулирующего фактора (ГМ-КСФ) –  ZP2 
на рост в жидкой питательной среде и биоплен-
кообразование музейных и клинических штам-
мов бактерий, противовирусную активность in 
vitro и in vivo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Изучение антибактериальной активности 
синтетического пептида ГМ-КФ на рост, раз-
множение и биопленкообразование музейных 
и клинических штаммах различных грамполо-
жительные –  S. aureus, S. epidermidis, S. hemoliticus; 
грамотрицательные –  E. coli, Kl. pneumonia, Ps. ae-
roginosa, Acinetobacter. [4, 5]. Противовирусную 
активность проверяли на клеточных культурах 
(аденовирус и вирус парагриппа) in vitro и ПЦР-
ре ак ции (выявление вируса Эп штей на-Барр 
в слюне и крови у больных вирусной инфекцией, 
ассоциированной с вирусом Эп штей на-Барр).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исследования показали, что синтетиче-
ский пептид ZP2, в различных концентрациях 
(от 1 мкг/мл до 100 мкг/мл) подавляет рост и раз-
множение как музейных штаммов, так и клини-
ческих изолятов. При этом он обладает способ-
ностью блокировать биопленкообразование Гр+ 
и Гр- бактерий. Так пептид обладает антибакте-
риальной активностью в отношении следующих 
видов бактерий: грамположительные –  S. aureus, 
S. epidermidis, S. hemoliticus; грамотрицательные –  
E. coli, Kl. pneumonia, Ps. aeroginosa, Acinetobacter. 
Идентичными свойствами в отношении вы-
шеуказанных видов бактерий обладает и создан-
ное на основе пептида косметическое средство 

АЦЕГРАМ. Степень выраженности антибакте-
риального действия данного пептида варьиру-
ет в зависимости от штаммов и видов бактерий. 
Для подобных пептидов расшифрован основной 
механизм их действия на бактерии, а именно: 
формирование пор в бактериальных мембранах, 
а учитывая противовирусную активность, воз-
можно, как и для ИЛ-26 связывание структур 
ДНК бактерий и через активацию TLR стимуля-
цию продукции ИНФ. Учитывая эти данные, 
важно было определить обладает ли пептид ГМ-
КСФ противовирусной активностями и какой 
механизм антимикробной активности стоит за 
этими феноменами. Исследование показало, что 
при добавлении к клеточным перевиваемым куль-
турам пептид активного центра ГМ-КСФ бло-
кирует размножение ДНК и РНК-содержащих 
вирусов (аденовирусов и вирусов парагриппа). 
Клиническое его применение так же выявило 
его выраженную эффективность при вирусных 
инфекциях. Так, в комплексной терапии паци-
ентов, инфицированных вирусом Эпштейна-
Барр, после 2 курса терапии у 90% пациентов 
вирус переставал персистировать в ротовой по-
лости, что сопровождалось восстановлением ак-
тивности клеток иммунной системы. Механизм 
такого действия пептида может быть связан как 
с прямым противовирусным эффектом, так и ак-
тивацией фагоцитарного и клеточного звеньев 
иммунной системы через специфические рецеп-
торы к ГМ-КСФ, не исключается и третий ме-
ханизм через активацию ИНФα. Созданные на 
основе синтетического пептида косметические 
средства Ацеграм в виде спрея и геля, помимо 
иммуностимулирующего и регенерирующего 
действий, обладают выраженными антибактери-
альными и противовирусными свойствами in vivo 
и могут быть рекомендованы для лечения пора-
жений кожи и слизистых бактериями и вируса-
ми, а пептид на основе которого созданы данные 
средства является по своим механизмам действия 
и свойствам классическим киноцидином.

Работа выполнена по теме из Плана НИР 
ИИФ УрО РАН, № гос. регистрации АААА-А18- 
118020690020-1, и теме из Плана НИР ИКВС 
УрО РАН, № гос. регистрации 116021510075
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Purpose. To analyze the nature of the infl uence of the synthetic peptide of the active center of gran-
ulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-KSF) –  ZP2 on the growth in the liquid nutrient 
medium and biofi lm formation of Museum and clinical strains of bacteria, antiviral activity in vitro and 
in vivo. Results. It was shown that the peptide of the active center GM-KSF has a pronounced antibacte-
rial eff ect on a wide range of gram-positive and gram-negative bacteria, reducing the growth of biofi lm 
formation and biomass of bacteria, and the created cosmetic drug ACEGRAM has a similar eff ect. At 
the same time sredstva has a strong antiviral dacvim against DNA- and RNA-containing viruses in vitro 
and in vivo. Conclusion. Created with synthetic peptide cosmetics Acegram spray and gel have strong 
antibacterial and antiviral properties in vivo and can be recommended for the treatment of lesions of skin 
and mucous bacteria and viruses and the peptide that generated the funds is in their mechanisms of ac-
tion and properties of classical kinocidinum.

Key words: synthetic peptide, antibacterial activity, growth, formation of biofi lms, antiviral activity
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Распознавание клетками попавшей в цито-
плазму бактериальной и вирусной ДНК являет-
ся важным компонентом иммунного ответа на 
инфекцию, в котором основная роль отводится 
адаптеру STING, активирующему транскрип-
цию и продукцию интерферона первого типа 
(type I IFN).

Помимо участия в иммунном ответе на пато-
генную ДНК, СТИНГ также опосредует ответ на 
эндогенную ДНК, появляющуюся в цитоплазме 

в результате повреждений ядра или митохондри-
ального стресса, что может инициировать раз-
витие опухолей и аутоиммунных заболеваний. 
С терапевтической точки зрения, STING так-
же является мощным вакцинным адъювантом 
для развития и усиления иммунного ответа на 
опухолевые антигены. В целях STING-опо сре-
до ван ной онкоиммунотерапии он изучался ис-
ключительно в контексте активации макрофагов 
и дендритных клеток. В данном исследовании мы 
представляем доказательство активации STING 
в Т-клет ках, что приводит к выработке IFN-I 
и активации Ин тер фе рон-Сти му ли ру ю щих Ге-
нов (ISG). Эти клеточные ответы на ДНК до сих 
пор считались специфичными длямиелоидных 
клеток, таких как макрофаги и дендритные клет-
ки. Для детального изучения активации STING 
в Т-клет ках было проведено секвенирование 
наивных C57BL/6 и дефицитных по STING CD3+ 
клеток, которые стимулировались агонистом 
STING DMXAA (Dimethylxanthenone-4-acetic 
Acid), как в отдельности, так и вместе с неспец-
ифической активацией Т клеточного рецептора 
(TCR) анти-CD3/28, а так же макрофагов.

Анализ полученных данных об активации 
сигнальных путей показал STING-зависимую 
активацию апоптоза и каспазного каскада, а так-
же снижение экспрессии IL-2 и генов клеточно-

АКТИВАЦИЯ STING В Т КЛЕТКАХ ПРИВОДИТ К UPR 
И КЛЕТОЧНОЙ СМЕРТИ
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Несмотря на хорошо изученную роль адаптера STING в клеточном ответе на цитозольную 
ДНК, его вклад в активацию программируемой клеточной смерти не рассматривался на должном 
уровне. В ходе настоящего исследования показано, что активация STING в Т клетках приводит 
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ру ющих генов (ISG), а также клеточной смерти. Также показано, что клеточная смерть опосреду-
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го цикла. Интересно, что ни один из этих путей 
сигналинга, приводящих к смерти, не активи-
руется с помощью DMXAA в макрофагах, что 
подтверждается данными сиквенса и позволяет 
предположить специфичность апоптоза, как от-
вета на ДНК именно для Т клеток. Немаловаж-
но, что в отличие от макрофагов и дендритных 
клеток, в Т-клетках происходит значительная 
активация генов клеточного стресса и проапоп-
тотических сигнальных путей, которые в ко-
нечном итоге приводят к гибели клеток. Эти 
результаты могут побудить к переоценке тера-
певтического использования агонистов STING, 

так как они могут вызвать непредсказуемое на 
данный момент повреждение Т-клеток. С дру-
гой стороны, наши результаты показывают, 
что терапия на основе активации STING может 
быть применима для лечения патологий, опо-
средованных неконтролируемой пролиферацией 
Т-кле ток. Возможным применением подобной 
терапии могут быть лимфопролиферативные на-
рушения, Т-кле точ ные лимфомы и отторжение 
трансплантата на основе Т-клеток.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РНФ в рамках научного проекта 
№ 15-15-00100-П.
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Despite well-studied role of the adapter STING in the cell response to cytosolic DNA, its contribu-
tion to the activation of programmed cell death was not considered at the proper level. In this study was 
shown that activation of STING in T cells leads to production of typeI interferons, upregulation expres-
sion levels of the interferon-stimulating gene group (ISG), as well as cell death. It is also shown that cell 
death is mediated by UPR (Unfolded Protein Response).
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Распространенность заболеваний гастродуо-
денальной зоны в России составляет 15‒48% [1]. 
В основе воспалительных заболеваний же лу-
доч но-ки шеч ного тракта (ЖКТ) могут лежать 
различные причины: инфекции (в частности, 
H. pylori), извращенный иммунный ответ (аллер-
гия), гельминтные инвазии и т. д. С другой сто-

роны, течение воспалительного процесса может 
также отличаться у больных с различным харак-
тером иммунологической реактивности.

Цель. Выявить особенности продукции IL-4 
и IL-10 у пациентов с воспалительными заболе-
ваниями верхнего отдела ЖКТ в зависимости 
от наличия аллергопатологии и H. pylori-ин-
фекции.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование были включены 225 человек 
в возрасте от 18 до 40 лет. Критерии включения: 
наличие воспалительных заболеваний верхнего 
отдела ЖКТ до начала терапии; наличие консуль-
тации врача-аллерголога-иммунолога. Критерии 
исключения: менее 30 дней после острых воспа-
лительных заболеваний; наличие хронических 
воспалительных процессов другой локализации 
(кроме аллергических заболеваний). I группу 
(n=30) составили H. Pylori-не га тив ные паци-
енты, не имеющие аллергических заболеваний 
(АЗ–Нр–). II группу (n=36) – H. Pylori-по зи тив-
ные пациенты, не имеющие аллергопатологии 
(АЗ–Нр+). III группу (n=31) – H. Pylori-не га тив-
ные пациенты с отягощенным аллергоанамнезом 
(АЗ+Нр–). IV группу (n=38 – H. Pylori-по зи-
тив ные пациенты с отягощенным аллергоанам-

ОСОБЕННОСТИ ПРОДУКЦИИ IL-4 И IL-10 ПРИ 
ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ ВЕРХНЕГО ОТДЕЛА 

ЖЕЛУДОЧНО-КИШЕЧНОГО ТРАКТА
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незом (АЗ+Нр+). V группу (группа сравнения 1; 
n=47) – практически здоровые пациенты без 
аллергических заболеваний и воспалительных 
заболеваний верхнего отдела ЖКТ. VI группа 
(группа сравнения 2; n=43) – пациенты с аллер-
гическими заболеваниями без патологии ЖКТ. 
Определение содержания IL-4 и IL-10 в сыво-
ротке крови проводили методом иммунофер-
ментного анализа (ЗАО «Вектор-Бест»; Новоси-
бирск, Россия), определение содержания общего 
IgE в сыворотке крови – с использованием набо-
ров реагентов фирмы Siemens (Великобритания). 
Для сравнения абсолютных величин использо-
вали критерий Уит ни-Ман на; для сравнения 
частот в независимых группах объектов исследо-
вания –  критерий χ2. Различия считали достовер-
ными при р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

При анализе показателей в группах сравнения 
между собой было выявлено, что, несмотря на 
отсутствие достоверных различий между ними 
по всем трем показателям, у пациентов с аллер-
гическими заболеваниями чаще встречались по-
вышенные значения показателей IL-10 и общего 
IgЕ (соответственно, 58,1% vs 36,2%, р=0,0380 
и 51,2% vs 29,8%, р=0,0398). Несмотря на то, что 
в группе АЗ–Нр– не предполагалось опреде-
ления повышенных значений общего IgE, она 
была сопоставима с группой сравнения 2 как по 
данному показателю (53,3% vs 51,2%, р=0,8561), 
так и по уровню IL-4 (соответственно, 66,7% vs 
51,2%, р=0,1904). Возможно, в ее составе присут-
ствовали пациенты, имеющие субклиническую 
сенсибилизацию или глистные инвазии. Вместе 
с тем, в данной группе не встречались повышен-
ные значения IL-10, характерные для VI груп-
пы, что представляет интерес для дальнейшего 
обсуждения. Группа АЗ+Нр– также оказалась 
сопоставима с группой сравнения 2 по уровню 
общего IgE, IL-4 и IL-10 (соответственно, 61,3% 
vs 51,2%, р=0,7773; 70,9% vs 51,2%, р=0,5926; 
61,3% vs 58,1%, р=0,7868) и отличалась от груп-
пы сравнения (соответственно, 61,3% vs 29,8%, 
р=0,0062; 70,9% vs 44,7%, р=0,0232; 61,3% vs 
36,2%, р=0,0305), что делает логичным предпо-
ложение об участии IgE-зависимых механизмов 
в развитии воспалительных заболеваний ЖКТ 
у данных пациентов. В I группе повышенные 
значения IL-4 встречались в 1,5 раза чаще, чем 
у Нр+ пациентов с аналогичными патологиями 
(66,7% vs 41,7%, р=0,0443), что соотносилось 
с повышенной частотой общего IgE, хотя по дан-

ному показателю достоверных различий обна-
ружено не было (53,3% vs 36,1%, р=0,1636). При 
сочетании гастропатологии с аллергическими 
заболеваниями сохранялась та же закономер-
ность с более высокой частотой повышенных 
значений общего IgE и IL-4 у Нр-пациен тов 
(соответственно, 61,3% vs 36,8%, р=0,0447 
и 70,9% vs 42,1%, р=0,0173), как и у пациентов 
без аллергических заболеваний, но в отличие от 
них пациенты с комбинированной патологией 
имели различия по частоте повышенных зна-
чений уровня IL-10 (61,3% vs 23,7%, р=0,0017). 
Патогенез аллергических заболеваний связан 
с преимущественным Th2-фе но ти пом иммун-
ного ответа, одним из ключевых цитокинов 
которого является IL-4. Данный цитокин, яв-
ляясь кофактором пролиферации покоящихся 
В-лим фо ци тов, индуцирует в них синтез IgE, 
что было продемонстрировано в ходе работы. 
В то же время IL-10, действуя через ингибиро-
вание презентации антигена и дегрануляции 
тучных клеток, угнетает выработку провоспа-
лительных Th2-ци то ки нов [2]. H. pylori-ин фек-
ция, способствуя увеличению количества CD4+ 

CD25+Foxp3+ регуляторных клеток, синтези-
рующих IL-10, также угнетает Th2-тип иммун-
ного ответа [3]. Вероятно, в результате этого 
в IV группе не наблюдалось значительного по-
вышения уровня IL-10 вследствие сдвига ответа 
в Th1-сто ро ну при наличии H. pylori.

ВЫВОДЫ

Таким образом, воспалительные заболева-
ния верхнего отдела ЖКТ характеризуются раз-
ным характером иммунологической реактивно-
сти в зависимости как от наличия аллергических 
заболеваний, так и от наличия H. pylori-ин-
фекции.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

NGAL ‒ neutrophil gelatinase-associated lipoca-
lin, липокалин, ассоциированный  с желатиназой  
ней трофилов. Впервые этот протеин был выде-
лен из супернатанта активированных нейтрофи-
лов человека, поэтому получил название NGAL. 
Более детальные исследования показали, что 
NGAL выходит в плазму из вторичных гранул 
активированных ней трофилов, но синтезиро-
ваться может в разных органах и типах клеток. 
NGAL является компонентом острой  фазы вос-

палительного ответа. К основным функциям 
белка можно отнести противодей ствие бакте-
риальным инфекциям и стимулирование про-
лиферации поврежденных клеток, особенно, 
эпителиальных [1]. В зависимости от нормы или 
патологии, NGAL экспрессируется и секретиру-
ется в больших количествах различными клетка-
ми, находящимися в состоянии стресса, напри-
мер, вследствие инфекций , воспаления.

При повреждении ренальных канальцев про-
исходит повышение уровня NGAL как в сыворот-
ке (в 7‒16 раз), так и в моче (в 25‒1000 раз). При 
остром почечном повреждении (ОПП) NGAL 
синтезируется в дистальном нефроне. Четко по-
казано, что при ОПП в восходящем колене пет-
ли Генле и в собирательных трубках происходит 
быстрое и массовое повышение (в 1000 раз) син-
теза мРНК, кодирующей  NGAL [2, 3, 4, 5]. Уста-
новлено, что местом первичного ишемического 
ПП являются клетки проксимальных канальцев, 
в лизосомальном компартменте которых обнару-
живаются повышенные уровни NGAL. В резуль-
тате выраженного синтеза и секреции ли по ка ли-
на-2 в дистальном нефроне именно «ренальный » 
вариант NGAL составляет наибольшую фрак-
цию в моче [2].

РОЛЬ NGAL ДЛЯ ПРОГНОЗИРОВАНИЯ ПОВРЕЖДЕНИЯ 
ПОЧЕК В ПЕДИАТРИЧЕСКОЙ ПРАКТИКЕ
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Как известно, маркерами повреждения почек (ПП) принято считать протеинурию, повы-
шенный уровень креатинина сыворотки крови, снижение скорости клубочковой фильтрации, 
количества выделяемой мочи. При хронической болезни почек данные маркеры выявляют уже 
в позднюю стадию поражения почек, когда лекарственная терапия не всегда эффективна и про-
цесс поражения почек необратим. В последние годы особое внимание уделяется поиску новых 
предикторов острого и рецидивов хронического ПП, что способствовало бы выявлению премор-
бидных патологических изменений в почках, определению степени и характера поражения раз-
личных отделов нефрона, оценке выраженности воспаления и интенсивности фиброгенеза. Од-
ним из ранних маркеров ПП является липокалин, ассоциированный с желатиназой нейтрофилов 
или липокалин-2(NGAL).
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Цель работы: определение концентрации 
NGAL в моче (u-NGAL) для ранней диагности-
ки ОПП и прогнозирования течения хрониче-
ских почечных заболеваний у детей.

За период с 2013 по 2019 гг. на базе ГБУЗ «Ре-
спубликанская детская клиническая больница» 
Минздрава РБ, г. Уфы нами было обследова-
но 332 пациента. Определение уровня мочевой 
экскреции NGAL проводилось у следующих ка-
тегорий больных:

- у пациентов реанимационного отделения 
с гемолитико-уремическим синдромом (ГУС), 
сепсисом, геморрагической лихорадкой с по-
чечным синдромом (ГЛПС) с целью раннего 
прогнозирования ОПП;

- у больных отделения трансплантации ор-
ганов, в качестве раннего, предиктора необхо-
димости проведения диализа в первую неделю 
после трансплантации почки и восстановления 
функции трансплантата;

- у пациентов нефрологического отделения 
с острыми и хроническими заболеваниями по-
чек для прогнозирования прогрессирования за-
болевания, а также определения нефротоксиче-
ского действия цитостатиков;

- у детей нефрологического и урологическо-
го отделений с инфекциями мочевыводящих 
путей (ИМВП) в качестве маркера воспаления.

Известно, что пограничные уровни u-NGAL, 
позволяющие с оптимальной  чувствительно-
стью и специфичностью предсказывать ОПП 
у детей  составляют 100‒135 нг/мл.

В результате проведенных исследований уста-
новлено, что наиболее высокие уровни показа-
теля отмечались у больных с ГУС, ГЛПС и ре-
нальными осложнениями при сепсисе. Анурия, 
как правило, развивалась при значениях NGAL 
1500 нг/мл и выше (55 пациентов). Максималь-
ные цифры достигали 6000 нг/мл.

У части пациентов (29 детей) уровень пока-
зателя колебался в диапазоне 300‒1000 нг/мл. 
В данную группу вошли больные с ГУС, ГЛПС, 
ренальными осложнениями при сепсисе, хро-
ническими заболеваниями почек (ХЗП) с менее 
выраженными показателями нарушения функ-
ции почек (креатинин, мочевина, скорость клу-
бочковой фильтрации).

У 197 пациентов уровень u-NGAL составил 
от 3 до 150 нг/мл. В эту группу вошли пациенты 
с ХЗП, в том числе получающих цитостатики, 
ИМВП, тубулоинтерстициальным нефритом 
(ТИН).

У большинства обследованных нами больных 
повышение уровня мочевой экскреции NGAL 

коррелировало с увеличением сывороточного 
креатинина. Однако у некоторых детей с ТИН, 
острым постстрептококковым гломерулонефри-
том, рецидивом хронического гломерулонефрита 
на фоне гиперпродукции исследуемого белка мы 
не выявили изменения уровня сывороточного 
креатинина. Наиболее неблагоприятным, с точ-
ки зрения прогноза, являлось сочетание повы-
шения NGAL с наличием маркеров гломеруляр-
ного поражения почек, таким как протеинурия, 
гематурия, гипертензией. У таких пациентов, как 
правило, развивалась почечная недостаточность, 
требующая проведения заместительной терапии. 
У больных с ХЗП мы наблюдали быстрый пере-
ход заболевания в терминальную стадию.

В ряде случаев проводился мониторинг ис-
следуемого показателя ‒ уровень u-NGAL опре-
делялся от 2 до 6 раз с различным временным 
интервалом. Особенностями динамики данно-
го маркера явились в большинстве случаев вы-
раженное падение значений NGAL в течение 
1‒2  суток, например, при таких заболеваниях 
как ГЛПС, сепсис, ГУС, острый тубулоинтер-
стициальный нефрит лекарственной этиологии, 
что может свидетельствовать об эффективности 
лечения и благоприятном прогнозе.

Длительно сохраняющееся умеренное по-
вышение u-NGAL определялось у пациентов 
с III‒IV стадией ХЗП. У пациентов с терминаль-
ной хронической почечной недостаточностью 
уровень мочевой экскреции NGAL был, как пра-
вило, в пределах референсных значений.

Таким образом, NGAL является высокочув-
ствительным и надежным маркером острого 
повреждения почек и может быть использован 
в качестве предиктора тубулярной дисфункции 
при различных заболеваниях. Особого внима-
ния заслуживает возможность использования 
этого показателя для определения субклиниче-
ского ПП.
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As it is known, serum creatinine and glomerular fi ltration rate are considered to be markers of kid-
ney damage. In chronic kidney disease, these markers reveal a late stage of kidney damage, when drug 
therapy is not always eff ective and the process of kidney damage is irreversible. In recent years, special 
attention has been paid to the search for predictors of acute and relapses of chronic renal damage, which 
could lead to the detection of premorbid pathological changes in the kidneys, to determine the nature 
and diff erentiate the defeat of various parts of the nephron, to establish the stage of the process, to assess 
the severity of infl ammation and the intensity of fi brogenesis. One of these early markers is NGAL are 
investigated.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Важное место в производстве лекарственных 
и диагностических средств занимает направле-
ние по получению биологически активных ве-
ществ, в частности, иммуноглобулинов, обла-

дающих иммуномодулирующей и адаптогенной 
активностью. Совершенствование производства 
лечебных и диагностических иммуноглобули-
нов до сих пор является актуальной проблемой. 
В этом направлении особое внимание заслу-
живает рассмотрение возможности получения 
препаратов на основе желточных иммуноглобу-
линов (IgY) от различных видов птиц. Возмож-
ность получения большого количества желточ-
ных антител не инвазивным способом делает 
птиц выгодным поставщиком иммунного мате-
риала для изготовления иммунобиологических 
препаратов, позволяющих увеличить рентабель-
ность производства.

Целью нашего исследования было устано-
вить влияние куриных желточных иммуногло-
булинов, полученных от не иммунизированных 
кур несушек, на выносливость лабораторных 
животных, выявляемую в тесте вынужденного 
плавания.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В экспериментах использовались яйца не 
иммунизированных кур породы Леггорн белый. 

ВЛИЯНИЕ КУРИНЫХ ЖЕЛТОЧНЫХ ИММУНОГЛОБУЛИНОВ 
НА ВЫНОСЛИВОСТЬ МЫШЕЙ
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Методом биологического тестирования проведена оценка адаптогенных свойств лиофильно 
высушенных иммуноглобулинов, выделенных из желтков куриных яиц (IgY). В экспериментах 
на животных в тесте «вынужденное плавание» было показано, что предварительное пятикратное 
и десятикратное пероральное введение желточных куриных IgY в дозе 2 мг на мышь приводит 
к достоверному увеличению выносливости животных.

Ключевые слова: IgY, желточные иммуноглобулины, вынужденное плавание, выносливость, 
мыши
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Желточные IgY выделяли по методике Hodek P., 
et al. [1]. Очистку IgY осуществляли с помощью 
стерилизующей фильтрации раствора через 
фильтр Millipor с диаметром пор 0,22 мкм. Пре-
парат был лиофильно высушен в сублимацион-
ной сушилке с объёмом камеры 0,4 м3, остаточ-
ным давлением менее 10 Па. Оценку чистоты IgY 
проводили с помощью электрофореза в 15%-ном 
SDS-по ли акри ла мид ном геле в денатурирующих 
условиях. Содержание белка оценивали путем 
анализа полос, полученных в результате элек-
трофореза, с использованием компьютерной 
программы Gel-Proanalyzer, Ver 3.1. Исследова-
ние адаптогенной активности проводили в те-
сте «вынужденное плавание» [2] Эксперименты 
выполнены на мышах линии BALB/c. Препарат 
вводили ежедневно в течение 5 и 10 суток, вну-
трижелудочно через зонд, в объёме 0,1 мл, 2 мг на 
мышь. Через сутки после последнего введения 
проводили тестирование животных по методике 
«вынужденное плавание с грузом».

Экспериментальные данные обрабатывали 
методами вариационной статистики с помощью 
пакета программ «Statgraphics, Vers.5.0» (Statisti-
cal Graphics Corp., USA). Для оценки значимости 
отличий использовали t-критерий Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ

В статье приведены результаты исследования 
влияния лиофильно высушенного препарат IgY 
на физическую работоспособность эксперимен-
тальных животных. Чистота препарата составля-
ла 96%. Оценку работоспособности проводили 
на модели принудительного плавания с 5% на-
грузкой от массы тела животного. В результате 
исследования установлено, что при 5- и 10-крат-
ном введении препарата время максимального 
плавания возросло по сравнению с контролем 
в группе животных, которым препарат вводили 

в дозе 2 мг на мышь. Проведенные измерения 
показали, что самки исходно менее выносливы 
к нагрузке плаванием, чем самцы. Самцы по-
казали более высокие результаты, и они досто-
верно отличались от результатов в контрольных 
группах. При 5-кратном введении препарата 
самцы опытной группы показали время удержа-
ния на воде 3,05 мин, контрольной ‒ 1,83 мин., 
то есть превышение в 1,6 раз. При 10-кратном 
введении препарата удержания на воде у сам-
цов в опытной группе составило 3,0 мин, в кон-
трольной ‒ 1,4 мин, то есть превышение в 2,1 ра-
за. В результате исследования установлено, что 
5- и 10-кратное введение препарата вызывало 
достоверное увеличение времени максимально-
го плавания мышей самцов опытных групп, по 
сравнению с контрольными.

Таким образом, полученные данные свиде-
тельствуют о том, что курсовое применение IgY 
способствует увеличению значений показателей 
физической работоспособности, что является 
подтверждением высокой биологической актив-
ности и перспективности дальнейшего фарма-
кологического исследования препарата. Пред-
лагаемый препарат может быть перспективным 
средством для восстановления иммунитета и фи-
зических сил спортсменов, ослабленных людей 
после тяжёлой работы, болезни.
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Натуральные киллеры (NK-клетки) традици-
онно определяются как лимфоциты врожден-
ного иммунитета из-за их способности быстро 

и эффективно элиминировать поврежденные 
или трансформированные клетки организма 
без предварительной активации. В отличие от 
Т- и В-лимфоцитов, NK-клетки обладают иным 
механизмом распознавания мишени, называе-
мым «missing self recognition», который не требу-
ет участия антиген-специфических рецепторов 
и запускается при отсутствии молекул главного 
комплекса гистосовместимости первого класса 
на клетках-мишенях. Это позволяет использо-
вать натуральные киллеры в качестве эффек-
тивного противоопухолевого агента без риска 
развития активной формы болезни «трансплан-
тат против хозяина» [1].

Несмотря на видимый прогресс в области 
NK-клеточной иммунотерапии, такие факто-
ры как малая численность NK-клеток в крови, 
низкий пролиферативный потенциал активи-
рованных клеток, ингибирование цитотокси-
ческого ответа при взаимодействии с клетками 
некоторых опухолей ограничивают эффектив-
ность их применения в клинической практике. 
Альтернативный путь для поиска новых стра-

СВОЙСТВА СУБПОПУЛЯЦИЙ НАТУРАЛЬНЫХ 
КИЛЛЕРОВ ЧЕЛОВЕКА, ОБЛАДАЮЩИХ МАРКЕРАМИ 

АДАПТИВНЫХ КЛЕТОК
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Натуральные киллеры относят к лимфоцитам врожденного иммунитета, поскольку они спо-
собны проявлять спонтанную противоопухолевую активность без предварительной активации. 
Согласно недавним исследованиям, у человека некоторые вирусные инфекции, в первую очередь, 
цитомегаловирусная инфекция, ассоциированы с увеличенным, по сравнению с неинфициро-
ванными людьми, количеством циркулирующих NK-клеток с фенотипом CD57+NKG2C+. Пред-
полагается, что клетки данной субпопуляции обладают характеристиками адаптивных клеток 
и иммунологической памятью к инфекции HCMV. Данная работа посвящена изучению свойств 
субпопуляций NK-клеток человека, отобранных по маркерам CD57 и NKG2C, при стимуляции 
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тегий в области лечения рака появился после 
обнаружения адаптивных свойств у определен-
ной группы NK-клеток. Было показано, что эти 
клетки проявляют увеличенную функциональ-
ную активность при взаимодействии с опухоле-
выми клетками [2].

Данная субпопуляция NK-клеток характери-
зуется высокой экспрессией активирующего лек-
тин-по доб ного рецептора CD94/NKG2C и мар-
кера терминальной дифференцировки CD57. 
Численность этой субпопуляции в перифериче-
ской крови пациентов возрастает под действием 
цитомегаловирусной инфекции (HCMV) [3].

Клетки субпопуляции CD57+NKG2C+ специ-
ализируются на высокоэффективном иммунном 
ответе на определенные раздражители, и обла-
дают следующими свойствами: сниженной на-
туральной цитотоксичностью и чувствительно-
стью к цитокинам IL-12, IL-18, продуцируемым 
клетками врожденного иммунитета, и увели-
ченной антителозависимой цитотоксичностью 
и продукцией IFN-γ в ответ на соответствую-
щие стимулы, а также длительным персистиро-
ванием в организме (от 4 месяцев до 1 года) [4]. 
Совокупность этих функциональных особенно-
стей соответствует клеткам памяти и позволяет 
считать, что именно субпопуляция NK-кле ток 
NKG2C+CD57+ обладает свойствами адаптив-
ности.

Данная работа посвящена изучению про-
лиферативной активности и фенотипических 
различий субпопуляций NK-клеток человека, 
отобранных по маркерам CD57 и NKG2C. Выде-
ление NK-клеток осуществляли методом отри-
цательной магнитной сепарации из мононуклеа-
ров периферической крови здоровых доноров. 
Было проведено сравнение клеток, полученных 
из общей популяции NK-клеток, так и разде-
ленных методом клеточной сортировки на суб-
популяции CD57–NKG2C–, CD57–NKG2C+, 
CD57+NKG2C–, CD57+NKG2C+. Клетки куль-
тивировали в присутствии 100 ед./мл IL-2 с до-
бавлением фидерных клеток К562, несущих на 
своей поверхности мембраносвязанный IL-21 
(K562-mbIL21). Фенотипический анализ поверх-
ностной экспрессии маркеров CD56, NKG2C, 
HLA-DR, CD57, NKp30, NKp46, NKG2A, CD16, 
KIR2DL2/DL3 проводился с помощью метода 
проточной цитометрии с использованием флуо-
ресцентномеченых антител. Пролиферативную 

активность NK-клеток оценивали по уровню 
свечения витального красителя CFSE.

На разделенных субпопуляциях было по-
казано, что наивысшим пролиферативным по-
тенциалом обладали малодифференцированные 
CD57-клетки, а из позитивных по CD57 субпо-
пуляций наибольшую пролиферативную способ-
ность имели клетки NKG2C+. Хотя NK-клет  ки 
не относятся к антигенпрезентирующим, в об-
щей популяции NK-клеток ex vivo наблюдалось 
небольшое количество HLA-DR+ -кле  ток. Наи-
большим уровнем экспрессии HLA-DR облада-
ли NKG2C-позитивные NK-клетки. Оценка ди-
намики уровня экспрессии NKG2C и HLA-DR 
в общей популяции и разделенных NK-клетках 
выявила рост уровня экспрессии HLA-DR, при 
этом, максимальные значения были зарегистри-
рованы в клетках NKG2C+. При культивирова-
нии в условиях стимуляции в общей популяции 
наблюдалось увеличение количества клеток, по-
зитивных по NKp30, NKp46, NKG2A и уменьше-
ние количества NK-клеток с фенотипом CD57+, 
CD16+ или KIR+.

Таким образом, стимуляция IL-2 и фидер-
ными клетками K562-mbIL-21 активирует NK-
клет ки, позитивные по маркеру NKG2C, в том 
числе и клетки субпопуляции CD57+NKG2C+. 
NKG2C+-NK-клетки обладают высокой проли-
феративной способностью и демонстрируют по-
вышенный активационный статус. Полученные 
результаты могут быть использованы при полу-
чении высокоактивированных и пролиферирую-
щих субпопуляций NK-клеток с целью их даль-
нейшего применения в иммуннотерапии рака.

Работа поддержана Российским научным 
фондом, грант № 19-15-00439.
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Natural killer cells are attributed to lymphocytes of innate immunity for their ability of spontaneous 
antitumor activity without prior activation. However, recent studies have shown that some viral infec-
tions, such as human cytomegalovirus, can cause an increase in the number of NK cells with the phe-
notype CD57+NKG2C+ compared to healthy donors. It is assumed that cells of this subpopulation have 
some properties of adaptivity and immunological memory to HCMV infection. This paper is devoted to 
the study of properties of human NK-cell subpopulations selected for the markers CD57 and NKG2C, 
when stimulated with IL-2 and membrane-bound IL-21.
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K562-mbIL-21, cancer immunotherapy



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

ОРИГИНАЛЬНАЯ СТАТЬЯ

798

Адрес: 454092, г. Челябинск, ул. Воровского, 64, ФГБОУ ВО 
ЮУГМУ Минздрава России, кафедра микробиологии, ви-
русологии, иммунологии и клинической лабораторной диа-
гностики. Колбина Екатерина Викторовна. 
Тел./факс: 8(351)2327456, +79128933420 (моб.).
E-mail: kaplech@mail.ru.
Авторы:
Колбина Е. В., к. м. н., ст. преп. кафедры микробиологии, 
вирусологии, иммунологии и клинической лабораторной 
диагностики, ФГБОУ ВО ЮУГМУ Минздрава России, Че-
лябинск, Россия;
Шишкова Ю. С., д. м. н., проф. кафедры микробиологии, 
вирусологии, иммунологии и клинической лабораторной 
диагностики, ФГБОУ ВО ЮУГМУ Минздрава России, Че-
лябинск, Россия;
Мезенцева Е. А., к. м. н., доц. кафедры микробиологии, ви-
русологии, иммунологии и клинической лабораторной диа-
гностики, ФГБОУ ВО ЮУГМУ Минздрава России, Челя-
бинск, Россия;
Колбин И. А., асс. кафедры микробиологии, вирусологии, 
иммунологии и клинической лабораторной диагностики, 
ФГБОУ ВО ЮУГМУ Минздрава России, Челябинск, Россия.

АКТУАЛЬНОСТЬ

 Нейтрофилы –  основные клетки врожденной 
иммунной системы. Их основная функция –  уни-

чтожение патогенных микроорганизмов и огра-
ничение их распространения в организме. Под 
активацией нейтрофилов подразумеваются бы-
стро наступающие изменения физиологической 
и биохимической активности последних под 
действием внешнего сигнала. Подготовленный 
нейтрофил может оказывать свое действие на 
объект, вызвавший его активацию, различными 
способами, в том числе, выделять наружу биоло-
гически активные продукты, оказывая микроби-
цидный эффект внеклеточно [1, 2].

Цель работы. Оценить микробицидный эф-
фект секреторных продуктов нейтрофилов по 
отношению к представителям резидентной и ус-
лов но-па то ген ной флоры тела человека.

ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ МЕТОДЫ

Секреторные продукты (супернатанты) по-
лучали из взвеси нейтрофилов периферической 
крови 10 здоровых доноров, выделенных на 
двойном градиенте растворов фиколла-верогра-
фи на с плотностью верхнего слоя –  1,075–1,077, 

МИКРОБИЦИДНЫЙ ЭФФЕКТ СЕКРЕТОРНЫХ 
ПРОДУКТОВ НЕЙТРОФИЛОВ ПО ОТНОШЕНИЮ 

К ПРЕДСТАВИТЕЛЯМ РЕЗИДЕНТНОЙ И УСЛОВНО-
ПАТОГЕННОЙ ФЛОРЫ ТЕЛА ЧЕЛОВЕКА
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Проведено исследование 50 образцов супернатантов нейтрофилов интактных и активирован-
ных S. aureus (штамм 209), E. сoli (штамм М-17), Lactobacterium spp., Bifi dobacterium spp. Опреде-
лено, что индукция нейтрофилов in vitro представителями резидентной и условно-патогенной 
флоры тела человека приводит к секреции биологически активных продуктов неодинакового со-
става. Так, при взаимодействии нейтрофилов с Lactobacterium spp., и, в большей степени, Bifi do-
bacterium spp., в супернатантах значимо повышается уровень оксида азота, при этом содержание 
пероксидазы и каталазы не изменяется. Это сопровождается достоверным повышением микро-
бицидности секреторных продуктов нейтрофилов по отношению к S. aureus и E. сoli, не влияя при 
этом на жизнеспособность Lactobacterium spp. и Bifi dobacterium spp.
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Микробицидный эффект секреторных продуктов нейтрофилов 799

нижнего –  1,093–1,095 [2]. Нейтрофилы дово-
дили до концентрации 5×106 клеток/мл. Для по-
лучения супернатантов нейтрофилов их активи-
ровали взвесью суточной культуры контрольных 
штаммов микроорганизмов Staphylococcus aureus 
(штамм 209), Escherichia сoli (штамм М-17) (Ко-
либактерин сухой, Микроген НПО, Россия), 
Lactobacterium spp. (Лактобактерин сухой, «Им-
Био», г. Нижний Новгород), Bifi dobacterium spp. 
(Бифидумбактерин сухой, ЗАО «Экополис», 
г. Ковров), доведенных до концентрации 1 млрд. 
микробных тел в 1 мл по стандарту мутности 
(БАК-10, ООО «Ормед», г. Екатеринбург). 0,1 мл 
бактериальной взвеси соединяли с 1 мл взвеси 
нейтрофилов, инкубировали 30 минут при тем-
пературе 37 °C. Часть нейтрофилов оставляли 
без активации (контроль). Пробирки центрифу-
гировали при скорости 3000 оборотов в минуту 
в течение 10 минут для получения супернатан-
та [2]. В супернатантах нейтрофилов определяли 
содержание нитратов, активность пероксидазы, 
активность каталазы, бактерицидную актив-
ность [2]. У полученных супернатантов ней-
трофилов определяли бактерицидный эффект 
к S. aureus (штамм 209), E.coli (штамм М-17), Lac-
tobacterium spp. и Bifi dobacterium spp. Полученные 
результаты исследования обрабатывали с ис-
пользованием пакета статистических программ 
Statistica for Windows 6.0.

ОСНОВНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ

В результате проведенных исследований опре-
делили, что содержание оксида азота в суперна-
тантах нейтрофилов, активированных Lactobacte-
rium spp., и, в большей степени, Bifi dobacterium spp., 
значимо превосходило аналогичные показатели 
интактных нейтрофилов и нейтрофилов, активи-
рованных S. aureus и E. сoli.

После взаимодействия нейтрофилов с изуча-
емыми микроорганизмами уровень активности 
пероксидазы и каталазы в супернатантах не из-
менялся.

При определении микробицидной актив-
ности супернатантов интактных нейтрофилов 
на тестируемые штаммы бактерий отмечалось 
значительное снижение содержания всех видов 
микроорганизмов в пробе.

Активация нейтрофилов S. aureus усилива-
ла микробицидный потенциал супернатантов 
нейтрофилов по отношению к E. сoli. Актива-
ция нейтрофилов E. сoli приводила к снижению 
микробицидности супернатанта по отношению 
к S. aureus и E. сoli, при этом практически не влия-

ла на рост Lactobacterium spp. и Bifi dobacterium spp.
После взаимодействия нейтрофилов с Lacto-
bacterium spp. и Bifi dobacterium spp. нейтрофилы 
секретировали вещества, бактерицидный эф-
фект которых был более выражен по отношению 
к S. aureus и E. сoli, чем микробицидный эффект 
продуктов интактных нейтрофилов, при этом по 
отношению к Lactobacterium spp. и Bifi dobacterium 
spp. такой супернатант обладал низкой микроби-
цидностью.

КРАТКОЕ ОБСУЖДЕНИЕ

Таким образом, индукция нейтрофилов in vitro 
различными бактериальными агентами приво-
дит к секреции биологически активных продук-
тов неодинакового состава [3]. Так, при взаи-
модействии нейтрофилов с Lactobacterium spp., 
и, в большей степени, Bifi dobacterium spp., в су-
пернатантах значимо повышается уровень ок-
сида азота, при этом содержание пероксидазы 
и каталазы не изменяется. Это сопровождается 
достоверным повышением микробицидности 
продуктов секреции нейтрофилов по отноше-
нию к S. aureus и E. сoli, не влияя при этом на 
жизнеспособность Lactobacterium spp. и Bifi dobac-
terium spp.
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MICROBICIDAL EFFECT OF SECRETORY PRODUCTS OF NEUTROPHILS 
IN RELATION TO REPRESENTATIVES OF RESIDENT AND CONDITIONALY 

PATHOGENIC MICROFLORA OF A HUMAN BODY
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A study of 50 samples of intact and activated neutrophil supernatants from S. aureus (strain 209), E. сoli 
(strain M-17), Lactobacterium spp., Bifi dobacterium spp. has been conducted. It has been determined that 
in vitro induction of neutrophils by representatives of the resident and conditionally pathogenic micro-
fl ora of the human body leads to secretion of biologically active products of diff erent composition. Thus, 
the interaction of neutrophils with Lactobacterium spp. and, to a greater extent, Bifi dobacterium spp. sig-
nifi cantly increases the level of nitric oxide in supernatants, while the content of peroxidase and catalase 
does not change. This is accompanied by a signifi cant increase in the microbicide of neutrophil secretion 
products in relation to S. aureus and E. coli, without aff ecting the viability of Lactobacterium spp. and 
Bifi dobacterium spp.

Key words: neutrophils, supernatant, bactericidal activity
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Наиболее приоритетным направлением ис-
пользования наноматериалов является меди-
цина. Магнитные железосодержащие нано-

частицы ферригидрита обладают уникальной 
особенностью – биосовместимость с живыми 
организмами, поскольку ферригидрит входит 
в состав и формируется в ядре белкового ком-
плекса –  ферритина. Этот белковый комплекс 
присутствует в органах практически всех жи-
вых организмах и участвует в метаболизме же-
леза. Использование магнитных железосодер-
жащих наночастиц ферригидрита в медицине 
связано с тем, что данные наночастицы могут 
доставить лекарственные препараты в опреде-
ленную клетку или ткань с помощью магнит-
ного поля. При этом магнитные наночастицы, 
используемые в клинических испытаниях, как 
показывают исследования, могут оказывать не 
только положительное воздействие, но и отри-
цательное, которое может выражаться в токси-

ИССЛЕДОВАНИЕ ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ ХАРАКТЕРИСТИК 
НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ 
ЖЕЛЕЗОСОДЕРЖАЩИХ НАНОЧАСТИЦ ФЕРРИГИДРИТА
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Исследование посвящено определению влияния магнитных железосодержащих наночастиц 
(МЖНЧ) на функциональное состояние нейтрофильных гранулоцитов крови. Объектом иссле-
дования являлись нейтрофильные гранулоциты (НГ) (n=34). Было сформировано 3 группы: кон-
трольная (без инкубации с МЖНЧ); во второй группе при воздействии синтетических магнитных 
железосодержащих наночастиц ферригидрита (СМЖНЧ), в третьей группе –  синтетических маг-
нитных железосодержащих наночастиц ферригидрита, покрытых природным полисахаридом –  
арабиногалактаном (СМЖНЧА). Концентрации наночастиц ферригидрита составляли 5 мг/мл 
и 20 мг/мл. Исследовали ранний и поздний хемилюминесцентный ответ. Выявлено, что функ-
циональная активность НГ при воздействии разных экспериментальных типов МЖНЧ изменя-
ется в зависимости от концентрации, при увеличении количества воздействующих наночастиц 
наблюдается однонаправленная реакция со снижением активности клеток.
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функциональная активность
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ческом, канцерогенном и мутагенном действии 
на живой организм в целом [1, 2, 3]. Таким обра-
зом, целью исследования является определение 
влияния магнитных железосодержащих нано-
частиц (МЖНЧ) на функциональное состояние 
нейтрофильных гранулоцитов крови.

МЕТОДЫ И МАТЕРИАЛЫ

Объектом исследования являлись нейтро-
фильные гранулоциты (НГ), выделенные из ве-
нозной крови относительно здоровых доноров 
(n=34). Было сформировано три группы, одна 
из которых являлась контрольной (без инкуба-
ции с МЖНЧ). Во второй группе нейтрофиль-
ные гранулоциты подвергались воздействию 
синтетических магнитных железосодержащих 
наночастиц ферригидрита (СМЖНЧ), в третьей 
группе – синтетических магнитных железосо-
держащих наночастиц ферригидрита, покры-
тых природным полисахаридом –  арабиногалак-
таном (СМЖНЧА). Концентрации наночастиц 
ферригидрита составляли 5 мг/мл и 20 мг/мл. 
Исследовали ранний (измеряли реакцию не-
посредственно после внесения МЖНЧ в про-
бу) и поздний (пробу инкубировали с МЖНЧ 
в термостате в течение 45 минут) хемилюми-
несцентный ответ. Статистическую обработку 
базы данных осуществляли с помощью пакета 
прикладных программ Statistica.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследование воздействия различных кон-
центраций СМЖНЧ и СМЖНЧА на функцио-
нальную активность НГ крови показало сни-
жение интенсивности, времени выхода на пик 
и площади под кривой люминолом и лю ци ге-
нин-за висимой хемилюминесценции при воз-
действии 20 мг/мл СМЖНЧ и 5мг/мл СМЖНЧА 
относительно контроля, как в спонтанном про-
цессе, так и при зимозан-индуцированной ре-
акции. Обнаружено что функциональная актив-
ность НГ в ответ на СМЖНЧ и СМЖНЧА без 
инкубации выше, чем в пробах после инкубации. 
Так, происходит увеличение таких показателей 
ХЛ как, временя выхода на максимум и индекса 
активации. Таким образом, при исследовании 
спонтанной и зимозан-индуцированной люми-
нол- и люцигенин-зависимой ХЛ в пробах с до-
бавлением СМЖНЧ и СМЖНЧА в концентра-
циях 5 мг/мл и 20 мг/мл наблюдается снижение 
интенсивности свечения относительно конт-
рольной группы. При сравнении раннего ответа 

ХЛ в двух экспериментальных группах, выявле-
но, что при добавлении СМЖНЧА в минималь-
ной концентрации –  5 мг/мл, происходит уве-
личение площади под кривой и интенсивности 
свечения при снижении времени выхода на мак-
симум относительно проб с СМЖНЧ. Так, при 
добавлении к НГМЖНЧ в концентрации 5 мг/ мл 
наблюдается повышение времени выхода на пик, 
интенсивности ХЛ и индекса активации в груп-
пе с СМЖНЧ относительно СМЖНЧА. При 
сравнении показателей функциональной актив-
ности НГ двух экспериментальных групп с до-
бавлением МЖНЧ в концентрации –  20 мг/мл 
обнаружили увеличение интенсивности и пло-
щади под кривой в спонтанном и зимозан-ин ду-
цированном процессе лю ми нол-за ви си мой ХЛ 
при добавлении СМЖНЧА относительно проб 
с СМЖНЧ. При сравнении позднего хемилюми-
несцентного ответа при индукции НГСМЖНЧА 
с концентрацией 20 мг/мл выявлено увеличение 
интенсивности, площади под кривой и времени 
выхода на пик, как в спонтанном, так и в зи мо-
зан-ин ду ци рованном процессах относительно 
воздействия СМЖНЧ. При этом, такая однона-
правленная реакция проявляется как в лю ми-
нол-за ви симой ХЛ, так и в лю ци ге нин-за ви си-
мом процессе.

Таким образом, функциональная активность 
НГ изменяется в зависимости от концентрации 
разных экспериментальных типов МЖНЧ, при 
увеличении количества воздействующих наноча-
стиц наблюдается однонаправленная реакция со 
снижением активности клеток. При инкубации 
НГ с МЖНЧ отмечено снижение функциональ-
ной активности клеток. Сравнительный анализ 
позволил выявить, что СМЖНЧ, имеющие по-
верхностное покрытие, оказывают стимулирую-
щее действие на функциональную активность 
НГ. Активирование НГ СМЖНЧ без полисаха-
ридной капсулы обнаружили только при раннем 
хемилюминесцентном ответе при воздействии 
концентрации 5 мг/мл. В других реакциях ран-
него и позднего хемилюминесцентного ответа 
НГ проявляли большую активность в ответ на 
наночастицы покрытые арабиногалактаном.
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The study is devoted to determining the eff ect of magnetic iron-containing nanoparticles on the func-
tional state of blood neutrophils. The object of the study was neutrophil granulocytes (n=34). 3 groups 
were formed: control (without incubation); in the second group –  exposed to synthetic magnetic iron-
containing ferrihydrite nanoparticles; in the third group –  synthetic magnetic iron-containing ferrihy-
drite nanoparticles, in the third group –  synthetic magnetic iron-containing ferrihydrite nanoparticles 
coated with natural polysaccharide –  arabinogalactane. The concentration of nanoparticles ferrihydrite 
was 5 mg/ml and 20 mg/ml. Explored the early and late chemiluminescent response. It was found that 
the functional activity of cells under the infl uence of diff erent experimental types of iron-containing 
nanoparticles varies depending on the concentration, with an increase in the number of acting nanopar-
ticles, a unidirectional reaction with a decrease in cell activity is observed.

Key words: neutrophilic granulocytes, magnetic iron-containing nanoparticles, functional activity
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Клиническое использование бактериальной 
биолюминесценции имеет много преимуществ, 
включая простоту и скорость. Бактериальное 
биолюминесцентное тестирование уже нашло 
широкое применение в фундаментальных и при-
кладных исследованиях. Биолюминесцентные 
тесты основаны на изменении активности би-
ферментной системы NADH: FMN-ок си до-
ре дук та за  + люцифераза под влиянием биоло-
гических жидкостей человека. Так же не менее 

БИОЛЮМИНЕСЦЕНТНЫЕ И ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНТНЫЕ 
МАРКЕРЫ СЛЮНЫ ДЛЯ ОЦЕНКИ УРОВНЯ 
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© 2019 г.     О. А. Коленчукова1,2*,  И. И. Гвоздев1,  Е. Н. Бирюкова2, 

 О. С. Сутормин2,  Л. В. Степанова2,  С. В. Смирнова1

*E-mail: Kalina-chyikova@mail.ru
1ФГБНУ Федеральный исследовательский центр «Красноярский научный центр Сибирского 

отделения РАН» обособленное подразделение Научно-исследовательский институт медицинских 
проблем Севера, Минобрнауки РФ, Красноярск, Россия;

2ФГАОУ ВО «Сибирский федеральный университет», Минобрнауки РФ, Красноярск, Россия

Поступила: 15.03.2019.  Принята: 29.03.2019

Целью исследования являлось определение биолюминесцентных и хемилюминесцентных мар-
керов физического статуса спортсменов. Для проведения эксперимента были отобраны 2 груп-
пы спортсменов с преобладающими аэробными (лыжники и конькобежцы, n=16) и анаэробны-
ми (саночники и бобслеисты, n=16) типами нагрузки, в возрасте от 16 до 30 лет. Исследования 
проводили во время PWC170 тестирования. Сбор образцов слюны и крови проводили до и при 
нагрузке W1, W2, PWC170. Определение про- и антиоксидантов оценивали с помощью хемилю-
минесцентного метода. Определение физиологического статуса проводили биолюминесцентным 
методом. Таким образом, у спортсменов с преобладающими аэробными нагрузками обнаружен 
дисбаланс в работе про-окси- и антиоксидантов, повышена активность выработки прооксидан-
тов и снижена –  антиоксидантов, мы видим декомпенсаторные изменения, угнетение активности 
антиоксидантных механизмов, и усиление выработки активных форм кислорода. Обратная си-
туация наблюдается у спортсменов с преобладающей анаэробной нагрузкой. С помощью био-
люминесцентного тестирования найдены достоверные различия между группами спортсменов 
с преобладающими аэробными и анаэробными нагрузками, а также с разными спортивными ква-
лификациями.

Ключевые слова: хемилюминесценция, биолюминесценция, физический статус, работоспо-
собность
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актуальным для решения этой задачи является 
создание и внедрение инновационных неинва-
зивных методов контроля состояния организма 
человека, которые крайне необходимы, в том 
числе и для восстановительной и спортивной 
медицины. Удобным объектом неинвазивного 
метода является слюна [1‒4].

Целью исследования являлось определение 
биолюминесцентных и хемилюминесцентных 
маркеров слюны для оценки физического ста-
туса спортсменов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для проведения эксперимента были отобра-
ны 2 группы спортсменов с преобладающими 
аэробными (лыжники и конькобежцы, n=16) 
и анаэробными (саночники и бобслеисты, n=16) 
типами нагрузки, в возрасте от 16 до 30 лет. Ис-
следования проводили во время PWC170 те-
стирования. Сбор образцов слюны и крови 
проводили до и при нагрузке W1, W2, PWC170. 
Определение про- и антиоксидантов оценива-
ли с помощью хемилюминесцентного метода. 
Определение физиологического статуса прово-
дили биолюминесцентным методом.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование активности прооксидантов 
в крови до и после нагрузочных проб возрас-
тающей мощности обнаружило достоверные 
различия в группах спортсменов-саночников, 
бобслеистов, а также лыжных и конькобежных 
видов спорта. Так, тесты показали достоверное 
увеличение интенсивности первичных и вто-
ричных форм кислорода в группе спортсменов-
лыжников и конькобежцев относительно боб-
слеистов и саночников (P<0,001), что говорит об 
активизации метаболических процессов в клет-
ках и их высоких резервных способностях для 
синтеза активных форм кислорода в группах 
спортсменов с преобладающей аэробной нагруз-
кой. Исследование активности антиоксидантов 
в слюне и сыворотке крови обнаружило досто-
верные различия между группами спортсме-
нов с аэробной и анаэробной нагрузками. Так, 
у спортсменов с преобладающей аэробной на-
грузкой (лыжники и конькобежцы) активность 
каталазы снижена относительно спортсменов-
бобслеистов и саночников (P<0,004). Низкая ак-
тивность каталазы прослеживается в динамике 
W1, W2, PWC170 нагрузочных тестов на вело-
эргометре. Оценка люциферазного индекса при 

исследовании проб взятых до PWC170 тестиро-
вания, а также при нагрузках W1, W2, PWС170 
показала снижение интенсивности свечения 
слюны у спортсменов в группе с преобладаю-
щей анаэробной нагрузкой относительно груп-
пы аэробного типа (P<0,001; P=0,004; P=0,016; 
P=0,038 соответственно). Исследование интен-
сивности свечения слюны взятой у спортсме-
нов при нагрузке PWC170 обнаружило низкий 
уровень ингибирования биолюминесцентной 
системы при высокой работоспособности и уве-
личение степени ингибирования при снижении 
работоспособности (Р=0,035; Р=0,02; Р=0,004). 
Так же, в результате тестирования слюны с помо-
щью биолюминесцентного метода был выявлен 
повышенный уровень ингибирования бифер-
ментной системы у спортсменов с квалифика-
цией кандидата в мастера спорта при нагрузках 
W1, W2, PWС170. Далее, снижение ингибиро-
вания происходит у спортсменов с квалифика-
цией мастера спорта. И, самый низкий уровень 
ингибирования биолюминесцентной системы 
обнаружен у спортсменов с 1 взрослым разрядом 
(P=0,018; P=0,027; P<0,001 соответственно). Та-
ким образом, у спортсменов с преобладающими 
аэробными нагрузками обнаружен дисбаланс 
в работе про-окси- и антиоксидантов, повышена 
активность выработки прооксидантов и сниже-
на –  антиоксидантов, мы видим декомпенсатор-
ные изменения, угнетение активности антиок-
сидантных механизмов, и усиление выработки 
активных форм кислорода. Обратная ситуация 
наблюдается у спортсменов с преобладающей 
анаэробной нагрузкой. С помощью биолюми-
несцентного тестирования найдены достоверные 
различия между группами спортсменов с преоб-
ладающими аэробными и анаэробными нагруз-
ками, а также с разными спортивными квалифи-
кациями.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Красноярского краевого фонда нау-
ки в соответствии с исследовательским проектом 
«Разработка экспрессного интегрального метода 
оценки функционального состояния спортсмена 
с целью эффективного управления тренировоч-
ным процессом для достижения высокого спор-
тивного результата».
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The aim of this study was to determine the activity bioluminescent chemiluminescent markers of sa-
liva, serum and blood phagocytes as markers of the physical status of athletes. 2 groups of athletes, with 
the prevailing aerobic (skiers and ice-skaters, n=16) and anaerobic (sliders and bobsled racers, n=16) 
types of exercise, aged from 16 to 30 years old, were selected. Studies were carried out under the PWC170 
testing. Saliva and blood samples were collected before and under W1, W2, PWC170 types of loads. The 
determination of activity of pro- and antioxidants was registered using the chemiluminescent method. 
The determination of the physiologic status was registered using the bioluminescent method. The imbal-
ance in the activity of pro-oxy- and antioxidants was detected for athletes with prevailing aerobic loads. 
For these athletes were measured increased production of pro-oxidants and decreased the production of 
antioxidants. In addition, irreversible changes, inhibition of the activity of antioxidant mechanisms, and 
increased production of reactive oxygen intermediates were received. The opposite situation is observed 
in athletes with a predominant anaerobic load. Results of bioluminescent bioassay show signifi cant dif-
ferences between athletes with prevailing aerobic and anaerobic types of loads, as well as with diff erent 
sports qualifi cations.

Key words: chemiluminescence, bioluminescence, physical status, performance
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ВВЕДЕНИЕ

Семейство интерлейкинов-36 (ИЛ-36) играет 
ключевую роль в регуляции воспаления в коже. 
Оно состоит из трёх провоспалительных (ИЛ-36 
α, β, γ) и одного противовоспалительного цито-

кина (ИЛ-36РА). Известно, что снижение про-
дукции ИЛ-36РА или повышение продукции 
ИЛ-36γ  приводит к развитию псориаза. Внутри-
кожное введение интерлейкина-36γ (ИЛ-36γ) 
может быть подходом к моделированию псо-
риазоподобного дерматита на мышах. Причём 
не исключено, что такая модель биохимически 
будет более похожа на псориаз человека, чем, 
например, широко применяемая имихимодная 
модель.

Цель. Разработать и охарактеризовать модель 
псориазоподобного поражения кожи у мышей 
при внутрикожном введении рекомбинантного 
ИЛ-36γ человека.

МЕТОДЫ 

Рекомбинантный ИЛ-36γ человека был по-
лучен от штамма-продуцента на основе E. coli 
BL21Star и очищен хроматографически.

В экспериментах по разработке модели псо-
риазоподобного дерматита рекомбинантный 
ИЛ-36γ человека вводили мышам интрадермаль-
но, в кожу спины, в дозах 5,1 и 0,2 мкг/мышь 
в сутки ежедневно в течение 5 дней. В экспе-

МОДЕЛЬ ПСОРИАЗОПОДОБНОГО ПОРАЖЕНИЯ 
КОЖИ У МЫШЕЙ ПРИ ВНУТРИКОЖНОМ ВВЕДЕНИИ 

РЕКОМБИНАНТНОГО ИЛ-36γ ЧЕЛОВЕКА
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Разработана и охарактеризована модель псориазоподобного поражения кожи у мышей при 
внутрикожном введении рекомбинантного ИЛ-36γ человека. Вызываемое таким образом пораже-
ние кожи мышей по совокупности макроскопических (индекс PASI) и микроскопических (акан-
тоз, паракератоз, инфильтрация дермы лейкоцитами) признаков обладает высоким сходством 
с псориатическим поражением кожи человека. Модель может быть использована для изучения 
эффективности препаратов для терапии псориаза.
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рименте по оценке воздействия препаратов 
рекомбинантного ИЛ-36РА и метотрексата на 
выраженность псориазоподобного поражения 
кожи мышей ИЛ-36γ вводили в дозе 5 мкг/
мышь в сутки ежедневно в течение 7 дней.

Животным контрольных групп по тем же схе-
мам интрадермально вводили физиологический 
раствор. Ежедневно проводили морфометриче-
ское исследование толщины кожной складки 
и визуальную оценку поражения кожи в месте 
введения препарата. Гистологическое исследо-
вание проводили на 2-й, 5-й и 7-й дни экспери-
мента.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Внутрикожное введение рекомбинантного 
ИЛ-36 γ человека оказало видимый эффект уже 
в первый день эксперимента –  в месте инъекции 
появились эритема и шелушение. Расчёт индек-
са PASI (psoriasis area and severity index) показал, 
что в группе, получавшей ИЛ-36γ в максималь-
ной дозе 5 мкг, изменения были достоверны уже 
на первый день в сравнении с соответствующим 
значением контрольной группы. Начиная со 
2-го дня и до конца эксперимента, индекс PASI 
во всех опытных группах был достоверно выше 
по сравнению с таковым в контрольной группе.

В группе, получавшей рекомбинантный 
ИЛ-36γ человека в дозе 5 мкг, индекс толщины 
кожной складки был достоверно выше, чем со-
ответствующий показатель в контрольной груп-
пе, начиная со 2-го дня и до конца эксперимента. 
В группе, получавшей ИЛ-36 в дозе 1 мкг, этот 
показатель был достоверно выше по сравнению 
с контролем, начиная с 4-го дня эксперимента.

Гистологическое исследование микропре-
паратов кожи, проведённое на 2-й, 5-й и 7-й 
дни эксперимента, показало, что на всех сроках 
в опытной группе, получавшей ИЛ-36γ челове-
ка в дозе 5 мкг/мышь, наблюдаются основные 
морфологические изменения, характерные для 

псориазоподобного дерматита. На 2-й день экс-
перимента наблюдалось утолщение эпидерми-
са и слабовыраженная инфильтрация дермы 
лейкоцитами. На 5-й день морфологические 
изменения были более выражены: на микро-
препаратах наблюдается выраженный акантоз 
и лейкоцитарная инфильтрация. На 7-й день 
у животных опытной группы, помимо усили-
вающегося акантоза и лейкоцитарной инфиль-
трации, наблюдается выраженный паракератоз.

Выраженность псориазоподобного пораже-
ния кожи снижалась в ответ на терапевтическое 
воздействие обоими испытанными препарата-
ми –  метотрексатом и ИЛ-36РА. Терапевтическое 
действие рекомбинантного ИЛ-36РА не уступает 
по эффективности действию метотрексата.

ОБСУЖДЕНИЕ

Макроскопические и микроскопические при-
знаки полученного поражения кожи мышей 
сходны с признаками псориаза человека. Гисто-
логическое исследование выявило взаимосвязь 
макроскопических и микроскопических при-
знаков данного дерматита, что позволяет в даль-
нейшем не прибегать к гистологическому иссле-
дованию, а делать вывод о тяжести поражения 
на основании только макроскопических методов 
оценки. Эффективная доза рекомбинантного 
ИЛ-36γ человека при внутрикожном введении 
мыши составляет от 1 до 5 мкг/животное.

ВЫВОДЫ

Модель псориазоподобного поражения кожи 
мышей при внутрикожном введении рекомби-
нантного ИЛ-36γ человека по совокупности ма-
кроскопических и микроскопических признаков 
обладает высоким сходством с псориатическим 
поражением кожи человека. Она может быть ис-
пользована для изучения эффективности препа-
ратов для терапии псориаза.
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We developed and characterized the model of psoriasiform dermatitis in mice induced by induced by 
intradermal administration of recombinant human IL-36γ. Induced skin lesions resemble human pso-
riasis in means of both macroscopic (PASI) and microscopic features (acanthosis, parakeratosis, dermal 
leucocyte infi ltration). This model can be used for anti-psoriatic drugs effi  ciency research.
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Болезни органов дыхания стабильно занима-
ют лидирующее место в структуре общей забо-
леваемости населения Российской Федерации, 
составив в 2014 году 29 455 225 случаев (54,2% 
всех заболеваний) у детей, 3 403 (33,2%) ‒ у под-
ростков, 23 394 842 (13,6%) ‒ у взрослых [1]. 
В России официальная статистика учитывает 
400 тысяч больных внебольничной пневмонией 
(ВП) в год, хотя реальное число больных значи-
тельно выше (около 1,5 млн. человек).

В патогенезе ВП ведущую роль играют мас-
сивная и вирулентная инфекция, снижение 
неспецифической резистентности организма, 
дисбаланс локального и системного иммунитета, 
нарушение процессов свободно-радикального 
окисления. Известно, что в развитии и разреше-
нии практически всех патологических состояний, 
тем более имеющих инфекционную этиологию 
большую роль играют иммунные механизмы, 
при этом хорошо описана взаимосвязь измене-
ний метаболических и иммунологических. Тем 
не менее, комплексных исследований, посвя-
щенных изучению иммунного и метаболическо-
го статуса не только до, но и после стандартного 
лечения достаточно мало [2, 3].

Цель исследования: установление иммунных 
и метаболических нарушений до и после стан-
дартного лечения у пациентов с ВП.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование было включено 46 боль-
ных (от 20 до 77 лет) внебольничной бакте-
риальной пневмонией, впервые проходивших 
комплексное стандартное лечение в условиях 

ИММУННЫЕ НАРУШЕНИЯ ПРИ ВНЕБОЛЬНИЧНОЙ 
ПНЕВМОНИИ
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Внебольничная пневмония остается одним из самых распространенных инфекционных за-
болеваний. Изменяющаяся эпидемиологическая обстановка заставляет пересматривать суще-
ствующие подходы к ее лечению. Изучены иммунные и метаболические нарушения до и после 
стандартной терапии у больных внебольничной пневмонией. У включенных в исследование па-
циентов выявлены лабораторные критерии, указывающие на наличие иммунного воспаления, 
оксидантного стресса, эндотелиальной дисфункции и активации перекисного окисления липи-
дов. Проведенное стандартное лечение не нормализует большинство измененных параметров им-
мунного и метаболического статуса, что обуславливает необходимость поиска методов коррекции 
данных нарушений.

Ключевые слова: внебольничная пневмония, иммунное воспаление, оксидантный стресс, 
эндотелиальная дисфункция, перекисное окисление липидов
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профильного отделения. Продолжительность 
заболевания на амбулаторном этапе состави-
ла 8,1±1,09 дней. Включенные в исследование 
больные в 73,2% случаев имели сопутствующую 
патологию, а в 23,2% случаев отмечены заболе-
вания верхних дыхательных путей. Критерии 
включения пациентов в исследование: возраст 
пациентов не моложе 18 лет, диагноз ВП, уста-
новленный на основании характерных для это-
го заболевания эпидемиологических, клинико-
рентгенологических и лабораторных данных. 
Контрольную группу составили 18 практически 
здоровых лиц (38,2±4,5 года), сопоставимые 
с больными по полу и возрасту.

Содержание цитокинов, компонентов ком-
племента и их ингибиторов определяли в плаз-
ме крови. Регистрация всех результатов ИФА 
осуществлялась при помощи микропланшетно-
го фотометра «Sunrise», Tecan (Австрия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В плазме крови больных ВП до начала лече-
ния установлено повышение провоспалитель-
ных цитокинов: TNFα, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-17 
и IL-18 соответственно в 4,8; 2,2; 2,9; 4,0; 1,5 
и 2,3 раза, снижение противовоспалительных 
цитокинов: IL-4, IL-10 и IL-1RA соответствен-
но в 1,8; 2,4 и 2,3 раза. Содержание IFNγ, IL-2 
и ростового фактора G-CSF оказалось выше 
параметров здоровых доноров соответственно 
в 2,1; 25,7 и 7,0 раза. После проведенного лече-
ния концентрации IL-4 и IL-10 нормализова-
лись, уровень IL-17 и IFNγ не изменялся, а со-
держание остальных исследованных цитокинов 
корригировалось в сторону значения здоровых 
доноров, но не до их значений.

На момент поступления в клинику у пациен-
тов с ВП из других параметров иммунного стату-
са выявлено снижение содержания С3, С3а, С4, 
С5-компонентов комплемента и С1-ингибитора 
соответственно в 33,3; 2,3; 44,8; 12,0 и 1,9 раза, 
повышение С5а и IgA в 1,9 раз, уровень ингиби-
тора фактора Н остался в пределах нормы. По-
сле проведенного стандартного лечения кон-
центрации С1-ингибитора нормализовалось, 
содержание С3а, С4, С5а и IgA корригировалось 
в сторону значения здоровых доноров, уровень 
С3, С5-компонентов комплемента и фактора Н 
не изменялись, но снижались ниже показателей 
доноров концентрация IgM и Ig G.

На начало лечения результаты исследования 
функционально-метаболической активности 
нейтрофилов периферической крови получены 

следующие результаты: снижение по сравнению 
со здоровыми донорами показателей активности 
и интенсивности фагоцитоза (ФИ, ФЧ и ИАФ), 
увеличение параметров активности кислород-
зависимых систем полиморфно-ядерных лейко-
цитов (НСТ-сп., НСТ-ст.), при отсутствии изме-
нений ФРН и снижением ИСН. После лечения 
нормализовалось большинство исследованных 
параметров функционально-метаболической 
активности нейтрофилов за исключением кор-
ригированного НСТ-сп. теста.

Таким образом, из 45 исследованных параме-
тров иммунного и метаболического статуса у па-
циентов с ВП на момент поступления в клинику 
оказались измененными от значений здоровых 
доноров 41 (91,1%) показатель. Можно сделать 
вывод о глубоких иммунометаболических на-
рушениях, которые можно рассматривать как 
иммунное воспаление, оксидантный стресс, 
эндотелиальная дисфункция и активация пере-
кисного окисления липидов. Важно отметить, 
что проведенный курс стандартного лечения, 
включавший 10 дней, не нормализовал 70,7% 
измененных до лечения исследованных лабо-
раторных иммунометаболических параметров 
и дополнительно снизил ниже значений доноров 
содержание IgM и IgG у когорты больных ВП, 
что требует применения сочетанной иммуномо-
дулирующей и антиоксидантной терапии.
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Community-acquired pneumonia remains one of the most common infectious diseases. Changing 
epidemiological situation makes it necessary to revise the existing approaches to its treatment.Immune 
and metabolic disorders are studied before and after standard medical therapy in patients with commu-
nity-acquired pneumonia. The patients included in the research had laboratory criteria which indicated 
presence of immune infl ammation, oxidative stress, endothelial dysfunction and activation of lipid per-
oxidation. The performed standard treatment does not regulate the majority of modifi ed parameters of 
immune and metabolic status, what stipulates the necessity of search for the methods of correction of 
disorders.

Key words: community-acquired pneumonia, immune infl ammation, oxidative stress, endothelial 
dysfunction, lipid peroxidation



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

ОРИГИНАЛЬНАЯ СТАТЬЯ

813

Адрес: 153045 Иваново, ул. Победы, д. 20, ФГБУ «Иванов-
ский научно-исследовательский институт материнства и дет-
ства им. В. Н. Городкова» Минздрава РФ, отдел акушерства 
и гинекологии, Красильникова Ангелина Ксенофонтовна. 
Тел./факс: +8 920 345 68 09 (моб.).
E-mail: brasilia71@mail.ru
Авторы:
Красильникова А. К., к. м. н., ст. н. с. отдела акушерства и ги-
некологии ФГБУ «ИВ НИИ МиД им. В. Н. Городкова» 
Минздрава России, Иваново, Россия;
Малышкина А. И., д. м. н., профессор, директор ФГБУ «Ив 
НИИ МиД им. В. Н. Городкова» Минздрава России, Ива-
ново, Россия;
Сотникова Н. Ю., д. м. н., проф. зав. лабораторией клиниче-
ской иммунологии ФГБУ «Ив НИИ МиД им. В. Н. Город-
кова» Минздрава России, Иваново, Россия;
Анциферова Ю. С., д. б. н., в. н. с. лаборатории клинической 
иммунологии ФГБУ «Ив НИИ МиД им. В. Н. Городкова» 
Минздрава России, Иваново, Россия.

Эндометриоз является широко распростра-
ненным и одним из самых загадочных гинеко-
логических заболеваний. Несмотря на это еди-
ной теории патогенеза эндометриоза все еще 
не существует. Наиболее важную роль отводят 
иммунным механизмам развития эндометрио-
за и связанного с ним бесплодия. Доказано, что 

у пациенток с эндометриозом наряду с измене-
ниями в функционировании клеток врожденного 
иммунитета [1] отмечаются аутоиммунные нару-
шения, определяющие повышенную выработку 
аутоантител различной природы [2]. Нами была 
проведена оценка показателей, характеризую-
щих активность гуморального звена иммунитета, 
а именно особенностей синтеза и продукции ци-
токинов IL-4, IL-5 и IL-6 лимфоцитами крови 
и перитонеальной жидкости, непосредственно 
участвующих в активации В-лим фо ци тов, ко-
торые являются активными продуцентами ау-
тоантител.

Исследование проводилось на базе эндоско-
пического отделения ФГБУ «Ивановский НИИ 
материнства и детства им. В. Н. Городкова» 
Минздрава России. Было обследовано 453 жен-
щины, из них 103 здоровые фертильные женщи-
ны с реализованной репродуктивной функцией 
(контрольная группа), 264 женщины с I–II ста-
диями эндометриоза или «малыми» формами 
и бесплодием и 86 женщин с III–IV стадиями 
эндометриоза или распространенными форма-
ми и бесплодием по классификации ASF. Ве-

СИНТЕЗ И ПРОДУКЦИЯ TH2 ЦИТОКИНОВ 
НА СИСТЕМНОМ И ЛОКАЛЬНОМ УРОВНЕ У ПАЦИЕНТОК 

С БЕСПЛОДИЕМ И ЭНДОМЕТРИОЗОМ
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Установлено, что независимо от степени тяжести заболевания на системном уровне повышен 
синтез IL-4, внутриклеточная экспрессия IL-4 и IL-6 в общей популяции лимфоцитов и в попу-
ляции Т-хелперов, а в перитонеальной жидкости увеличен уровень IL-6+ лимфоцитов. Изменения 
синтеза, внутриклеточной экспрессии и сывороточного содержания IL-4 были пропорциональ-
ны степени тяжести эндометриоза. При эндометриозе I–II стадий повышалась внутриклеточная 
продукция IL-5 в общей популяции лимфоцитов и в пуле Т-хелперов, с эндометриозом III–IV 
стадий увеличивался синтез IL-6 периферическими лимфоцитами, сывороточный уровень IL-4, 
а также IL-4+ и CD4+IL-4+ лимфоцитов и sCD30 в перитонеальной жидкости.
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нозную кровь и перитонеальную жидкость за-
бирали до проведения оперативного лечения. 
Экспрессию мРНКIL-4, IL-5 и IL-6 перифе-
рическими и перитонеальными лимфоцитами 
определяли методом RT ПЦР в реальном вре-
мени, относительное содержание CD4+IL-4+ 
и CD4+IL-5+ и CD4+IL-6+ ‒ методом проточной 
цитометрии в лимфоцитарном гейте, концен-
трацию IL-4, IL-6 и уровень sCD3 в сыворотке 
крови и перитонеальной жидкости – методом 
ИФА. Популяцию периферических лимфоци-
тов получали, используя негативную магнит-
ную сепарацию. Статистический анализ данных 
осуществляли с оценкой достоверности разли-
чий между показателями с помощью t-критерия 
Стъюдента и критерия Манна-Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Возраст женщин соответствовал активному 
репродуктивному возрасту. У женщин с эндо-
метриозом и бесплодием, достоверно чаще, чем 
в контроле, встречались аллергические реакции 
в анамнезе (в группе с эндометриозом I‒II ста-
дией –  у 21,2%, р=0,000; в группе с эндометрио-
зом III‒IV стадии –  16,3%, р=0,01), заболевания 
желудочно-кишечного тракта (13,2% с I–II ста-
диями эндометриоза, р=0,03), что согласуется 
с данными литературы [3].

При эндометриозе и бесплодии независимо 
от степени тяжести на системном уровне была 
выше, чем в контроле, экспрессия лимфоцита-
ми мРНК IL-4 (р=0,015 при I‒II стадии эндо-
метриоза, р=0,002 при III‒IV стадии) и мРНК 
IL-6 (p<0,05). Достоверных изменений в синте-
зе IL-4 и IL-6 перитонеальными лимфоцитами 
выявлено не было.

У женщин с эндометриозом и бесплодием 
в крови было повышено содержание IL-4+ лим-
фоцитов, CD4+IL-4+, IL-6+, CD4+IL-6+ (p=0,000 
во всех случаях), а в перитонеальной жидкости ‒ 
только уровня IL-6+ лимфоцитов (р=0,027 при 
I‒II стадии эндометриоза, р=0,001 при III‒IV 
стадии).

Ряд показателей коррелировал со стадией 
эндометриоза. Так, изменения синтеза, вну-
триклеточной экспрессии и сывороточного со-
держания IL-4 были пропорциональны степени 
тяжести эндометриоза и максимально проявля-
лись при эндометриозе III–IV стадий. Для па-
циенток с распространенным эндометриозом 
было характерно достоверное повышение экс-
прессии мРНК IL-4 и IL-6 периферическими 
лимфоцитами (р=0,003, p<0,05 соответственно), 

увеличение сывороточной концентрации IL-4 
(р=0,038), а также повышение относительно-
го содержания IL-4+ лимфоцитов и CD4+IL-4+ 
клеток (р=0,038 в обоих случаях) по сравнению 
с аналогичными показателями группы с «малы-
ми» формами эндометриоза. Также было по-
вышено содержание молекул, регулирующих 
активность гуморальных иммунных реакций, 
в частности уровня растворимой формы sCD30 
в перитонеальной жидкости по сравнению 
с контролем (р=0,014).

Отличительной чертой женщин с эндометри-
озом I–II стадий, по нашим данным, было по-
вышение внутриклеточной продукции IL-5 в об-
щей популяции периферических лимфоцитов 
и Т-хелперов по сравнению с показателями здо-
ровых фертильных женщин (р=0,000 и р=0,018 
соответственно).

ОБСУЖДЕНИЕ

Таким образом, при эндометриозе на систем-
ном и локальном уровне по нашим данным была 
усилена активность Т-хелперов 2 типа за счет 
повышенного синтеза и продукции цитокинов 
2-го типа IL-4, IL-5, IL-6 и растворимой формы 
CD30, которые играют важную роль в регуляции 
иммунных механизмов развития эндометриоза 
и связанного с ним бесплодия, что полностью 
согласуется с литературными данными [4]. Мак-
симальная степень их изменения при III–IV 
стадиях эндометриоза может косвенно свиде-
тельствовать о значимости активности Th2-за ви-
си мых иммунных реакций в патогенезе эндоме-
триоза. А установленное достоверное усиление 
внутриклеточной экспрессии CD4+ лимфоцита-
ми IL-5 при «малых» формах эндометриоза мо-
жет оказывать влияние на развитие у них беспло-
дия за счет индукции процессов антителогенеза 
и выработки аутоантител В1 клетками несмо-
тря на минимальные анатомические изменения 
брюшины.
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It has been established that during endometriosis, regardless of the severity of the disease, at the 
systemiс level IL-4 synthesis, intracellular expression of IL-4 and IL-6 were increased in the total lym-
phocyte and in the T-helper population, and in the peritoneal fl uid the level of IL-6+ lymphocytes was 
increased. Changes in the synthesis, intracellular expression and the serum IL-4 content were propor-
tional to the severity of endometriosis. In endometriosis stages I–II the intracellular production of IL-5 
increased in the total lymphocyte population and in the T-helper pool. In endometriosis III–IV the IL-6 
synthesis by peripheral lymphocytes increased, as well as the serum level of IL-4, the amount of IL-4+, 
CD4+IL-4+ lymphocytes and sCD30 in the peritoneal fl uid.

Key words: endometriosis, T-helpers type 2, cytokines, peripheral blood, peritoneal fl uid, infertility
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Антинуклеарные антитела (АНА) являются 
серологическими маркерами различных забо-
леваний соединительной ткани. Определение 
антинуклеарного фактора (АНФ) в реакции не-
прямой иммунофлюоресценции является наи-
более распространенным методом для диагно-
стики системных аутоиммунных заболеваний. 
При этом имеются свидетельства, что антину-
клеарные антитела обнаруживаются в когорте 

здоровых субъектов. По данным зарубежной 
литературы, распространенность АНА у здо-
ровых людей значительно варьирует и может 
зависеть от региона и местности (городской, 
сельской) проживания, профессии, националь-
ной принадлежности и т. д. [1, 2]. В доступных 
литературных источниках, практически отсут-
ствуют данные о частоте встречаемости анти-
нуклеарных антител у здоровых детей и взрос-
лых, проживающих на территории Российской 
Федерации.

Целью нашей работы явилось исследование 
частоты встречаемости антинуклеарного фак-
тора у здоровых детей и взрослых.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Обследовано 100 взрослых доноров в возрас-
те от 21 до 59 лет и 55 условно здоровых детей 
и подростков в возрасте от 2 до 17 лет. На момент 
обследования у детей и взрослых отсутствовали 
признаки аутоиммунных, аллергических и ин-
фекционных заболеваний. Определяли анти-
нуклеарный фактор в реакции непрямой имму-
нофлюоресценции с использованием в качестве 
субстрата клеток линии Нер-20–10  (Euroimmun, 
Германия). Диагностическим считали титр АНФ 
1/320 и более.

ВЫЯВЛЯЕМОСТЬ АНТИНУКЛЕАРНОГО ФАКТОРА 
У ЗДОРОВЫХ ДЕТЕЙ И ВЗРОСЛЫХ
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явлено, что 7 взрослых (7%) и 10 детей (18%) имели диагностически значимые титры при опреде-
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Выявлено, что семь здоровых взрослых (7%) 
имели положительные результаты АНФ, у всех 
титр АНФ был 1/320. Частота встречаемости 
АНФ в группе условно здоровых детей была 
выше, десять человек (18%) имели титры АНФ 
выше нормальных значений, у 9 детей наблю-
дался титр 1/320, у одного ребенка ‒ 1/640. Та-
ким образом, в группе условно здоровых детей 
антинуклеарный фактор выявлялся в 2,3 раза 
чаще, чем у взрослых людей. В статье [1], со-
общается о том, что распространенность АНФ 
у разных категорий здоровых взрослых (доноры, 
работники медицинских учреждений, здоровые 
добровольцы, жители небольших городов), ва-
рьировала в широких пределах от 1,1% до 20%. 
Среди здоровых детей, выявляемость АНФ так-
же различается и составляет, по данным разных 
авторов, от 3% [3] до 15% [4].

В работе F. Cacciapaglia с соавт. [2] выявлено, 
что положительные результаты АНФ обнаружи-
вались у 23,7% здоровых филиппинцев, мигри-
ровавших в Италию, по сравнению с жителями 
Италии, у которых частота встречаемости АНФ 
составила 8,3%. По мнению авторов, высокая 
частота встречаемости АНФ у мигрантов может 
быть обусловлена, в том числе, воздействием 
окружающей среды, в которой они проживали 
длительное время до переезда. Имеются сви-
детельства, что у жителей сельской местности 
более высокая частота встречаемости АНА, чем 
у городского населения, предполагается, что 
данный феномен может быть обусловлен воз-
действием токсических веществ, используемых 
в сельском хозяйстве. Нами ранее выявлено, 
что у детей с аллергическими заболеваниями, 
без признаков наличия аутоиммунных процес-
сов, проживающих на экологически неблаго-
получных территориях, частота положительных 
титров АНФ достигала 30% [5]. С другой сторо-
ны, наличие аутоантител может быть обуслов-
лено присутствием различных инфекционных 
агентов в организме и может носить кратковре-
менный характер, однако на момент исследова-
ния ни один из обследованных нами здоровых 
субъектов не имел признаков инфекционных 
заболеваний.

Анализ флюоресценции субстрата показал, 
что у четырех детей с положительными результа-
тами АНФ выявлялся гомогенный тип свечения 
ядра и у четырех человек –  гранулярный; нуклео-
лярный и недифференцированный типы флюо-
ресценции имели по одному ребенку. У шести 

взрослых доноров присутствовал гомогенный 
тип свечения субстрата и у одного –  грануляр-
ный. Таким образом, самыми распространенны-
ми типами свечения были гомогенный и грану-
лярный, у детей ‒ 43% и 29%, соответственно; 
у взрослых –  86% и 14%, соответственно. В ис-
следованиях S. Wananukul и соавт. выявлено, что 
в группе здоровых детей также превалировали 
гомогенный и гранулярный типы флюоресцен-
ции субстрата (47% и 20%, соответственно) [3].

Таким образом, частота встречаемости анти-
нуклеарного фактора у здоровых взрослых соста-
вила 7%, а в группе условно здоровых детей ‒ 18%, 
с превалированием гомогенного и гранулярного 
типов свечения субстрата. Наличие позитивных 
результатов АНФ у здоровых субъектов указыва-
ет на необходимость дальнейших исследований, 
направленных на уточнение границ нормальных 
значений и их зависимости от региона прожива-
ния обследованных, их расовой/национальной 
принадлежности, экологического фона и других 
факторов среды.
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Healthy donors (n=100) of 21–59 years old and healthy children (n=55) of 2–17 years old were 
examined. Antinuclear antibodies were determined by indirect immunofl uorescence assay. It was found 
that 7 adults (7%) and 10 children (18%) had diagnostic titers of antinuclear antibodies detected by indi-
rect immunofl uorescence assay. In healthy children and adults homogeneous and speckled fl uorescence 
patterns were observed more often.
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Крапивница представляет одну из наиболее 
значимых медико-социальных проблем, что обу-
словлено высокой распространенностью и суще-
ственным влиянием на качество жизни пациен-
тов. Если клиническая диагностика крапивницы 
не вызывает затруднений, то вопросы патогенеза 
являются недостаточно изученными. Исследо-
вания последнего десятилетия демонстрируют 
разногласия ранее полученных знаний и влекут 
за собой изменения представлений о концепции 
патогенеза различных форм крапивницы. Так, 
рядом исследователей показано, что иммунная 
дисфункция и дисрегуляция с участием Th1, 
Th2, Th17 клеток и продуцируемых ими регу-

ляторных цитокинов лежит в основе патогене-
за хронической спонтанной крапивницы [1, 2]. 
Показано также существенное функциональное 
значение IL-17, TNFα, IL-23, IL-1, IL-6, IL-31, 
IL-33, IL-4, IL-10, TNFγ, TGFβ в патогенезе хро-
нических форм крапивницы. Вместе с тем, при-
водимые данные об уровне этих цитокинов в сы-
воротке крови пациентов весьма противоречивы 
и дискутабельны [2, 3, 4].

С учетом этого целью работы являлось иссле-
дование цитокинового профиля пациентов со 
спонтанной крапивницей, задачей которого было 
выявление потенциальных биомаркеров крапив-
ницы среди регуляторных цитокинов и опреде-
ление их роли в патогенезе заболевания.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Под наблюдением было 48 пациентов со 
спонтанной крапивницей (средний возраст 
41,8±13,2 лет), госпитализированных в больни-
цу скорой медицинской помощи г. Петрозавод-
ска. Контрольную группу составили 18 здоро-
вых доноров. Определение уровня IL-4, TNFα, 
сывороточного IgE проводилось методом ИФА 
с использованием тест-системы «Вектор-Бест». 
Статистическая обработка полученных данных 
проводилась с использованием компьютерной 
программы STATISTICA 6.0 (StatSoft, США). 
Для сравнения полученных данных использован 
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непараметрический метод ‒ критерий знако-
вых рангов U-test Mann-Whitney (статистически 
значимый уровень при р<0,05). Корреляцион-
ный анализ проведен с помощью ранговой кор-
реляции Спирмена.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Проведенные исследования сывороточного 
IgE выявили неоднозначные результаты. Так, 
у 27,1% пациентов отмечено повышение уров-
ня IgE в 9,9 раза по сравнению с контрольной 
группой (М=220,75±135,1 МЕ/мл и М=22,19± 
46,08 МЕ/мл, соответственно), у 22,9% ‒ зна-
чительное увеличение в 85,4 раза (М=1894,28± 
1171,73 МЕ/мл), при этом у 50% пациентов IgE 
был сопоставим с показателем контрольной 
группы.

Исследование цитокинового профиля пока-
зало, что у пациентов с высоким содержанием 
сывороточного IgE наблюдалось и повышение 
IL-4 в 1,9 раза по сравнению с контрольной груп-
пой (М=8,8±1,27 пг/ мл и М=4,54±4,24 пг/ мл, 
соответственно), а также уровня TNFα в 1,9 раза 
(М=4,02±3,66 пг/мл и М=2,09±3,2 пг/мл). У па-
циентов со значительным превышением сыворо-
точного IgE уровень IL-4 также был значитель-
но повышен в 8,3 раза по сравнению с группой 
контроля (М=37,76±55,89 пг/мл), при этом уро-
вень TNFα в этой группе был повышен только 
в 2,2 раза (М=4,59±4,57 пг/мл). В группе паци-
ентов с нормальным уровнем сывороточного IgE 
содержание IL-4 превышало в 2,6 раза показате-
ли контрольной группы (М=11,91±4,77 пг/мл), 
в то время как уровень TNFα ‒ только в 1,2 раза 
(М=2,57±4,08).

Анализируя полученные данные, следует от-
метить достоверное повышение уровня IL-4 
как у пациентов, имеющих высокий уровень 
сывороточного IgE (р=0,001, р<0,05, Uэмп. 
Mann-Whitney=34,5) и значительно высокий 
(р=0,000084, р<0,05, Uэмп. Mann-Whitney=11,0), 
так и у пациентов с нормальным уровнем IgE 
(р=0,000015, р<0,05, Uэмп. Mann-Whitney=45,0). 
Также выявлено достоверное повышение 
концентрации TNFα у пациентов с высоким 
(р=0,002, р<0,05, Uэмп. Mann-Whitney=39,5) 
и значительно высоким (р=0,0043, р<0,05, Uэмп. 
Mann-Whitney=35,0) уровнем сывороточного 
Ig E. У пациентов с нормальным уровнем IgE 
достоверного повышения концентрации TNFα 

не выявлено (р=0,1699, р>0,05, Uэмп. Mann-
Whitney=161,5).

Проведенный корреляционный анализ пока-
зал, что высокий уровень TNFα достоверно кор-
релирует с повышенным уровнем сывороточного 
IgE (R=0,44, р=0,0015, р<0,05). Несмотря на то, 
что содержание IL-4 в исследуемой группе зна-
чительно превышало его концентрацию в кон-
трольной группе, проведенный анализ не выявил 
достоверной корреляционной связи между IL-4 
и сывороточным IgE (R=0,15, р=0,32).

ВЫВОДЫ

1. Полученные результаты дают основание 
предположить, что наряду с участием ИЛ-4 в па-
тогенезе спонтанной крапивницы, отсутствие 
достоверной корреляционной связи между IL-4 
и сывороточным IgE может служить косвенным 
признаком того, что в патогенезе спонтанной 
крапивницы задействованы и не IgE-опо сре-
дованные механизмы.

2. Достоверная корреляционная связь между 
уровнем TNFα и сывороточным IgE гипотети-
чески может свидетельствовать о том, что TNFα 
является не только продуктом дегрануляции 
тучных клеток, но и участвует на одном из эта-
пов инициации IgE-опосредованного ответа.
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ВВЕДЕНИЕ

В поддержании постоянства внутренней сре-
ды и резистентности организма, участвуют раз-
личные системы органов. Защитно-адаптивные 
реакции, направленные на сохранение гомеоста-
за при различных патогенных воздействиях эк-
зогенных и эндогенных факторов на организм, 

напрямую зависят от состояния врожденного 
и адаптивного иммунитета, что характеризуется 
активностью клеточного звена иммунной си-
стемы [1‒3]. Отъем поросят от маток в возрасте 
55 дней является критическим для молодняка 
и способен вызвать снижение реактивности орга-
низма. Этот период называют стрессовым [1, 2]. 
Ранее проведенные исследования показывают, 
что при раннем отъеме, более глубоко протекает 
этот критический период и может вызвать более 
пагубные последствия.

Цель настоящего исследования – изучить 
влияние иммуномодулятора «Анандин» на кле-
точные показатели, характеризующие состоя-
ние врожденного и адаптивного иммунитета 
у поросят в критический период отъема.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проводились в условиях одно-
го из крупных свиноводческих предприятий 
Ленинградской области. Группе из 30 поро-
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сят в возрасте 40 суток (за 15 дней до отъема) 
были сделаны инъекции «Анандина» (10% рас-
твор) однократно внутримышечно в дозиров-
ке 15 мг/ кг живой массы. Контрольная группа 
(n=30) была интактной. Условия микроклима-
та, уход, технология отъема (перевод в свинар-
ники для отъемышей), рацион и другие условия 
были для обеих групп одинаковыми. До и после 
введения препарата у поросят отбирали пробы 
крови и изучали показатели, характеризующие 
состояние клеточных факторов врожденного 
и адаптивного иммунитета. Бактерицидность фа-
гоцитов оценивали в ЛКТ-тесте по содержанию 
лизосомальных катионных белков в нейтрофилах 
(кислороднезависимая система) и в НСТ-тесте 
(базальном и стимулированном) по восстанов-
лению нитросинего тетразолия (кислородзави-
симая система); активность гуморального звена 
иммунитета определяли по уровню циркулирую-
щих иммунных комплексов (ЦИК); способность 
Т-лим фо ци тов к продукции лимфокинов опре-
деляли в реакции торможения миграции лейко-
цитов (РТМЛ) с ФГА и Кон А [4].

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили с использованием пакета при-
кладных программ Microsoft Exel. Различия 
считали достоверными при Р ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

До начала исследований показатели, харак-
теризующие элиминацию антигенов (ЦИК), 
продукцию лимфокинов и бактерицидную ак-
тивность нейтрофилов крови у поросят обеих 
групп не имели достоверных отличий.

После введения препарата через 14 суток у по-
росят подопытной группы были отмечены пози-
тивные сдвиги в гуморальном звене адаптивного 
иммунитета –  более активно связывались анти-
гены, что характеризовалось увеличением уров-
ня ЦИК на 9,2% по сравнению с аналогичным 
показателем у интактных животных. Показатели 
активности лизосомальных катионных белков 
были выше –  на 7,8%, что характеризовало ак-
тивизацию кислороднезависимого механизма 
бактерицидности фагоцитов. Кислородзависи-
мая система бактерицидности нейтрофилов реа-
гировала на введение препарата неодинаково. 
Базальная продукция кислородных метаболитов 
в нейтрофилах опытных животных была ниже 
на 10,2% (Р≤0,01), а стимулированная на 18,5% 
(Р≤0,05) выше, чем у контрольных. Введение 
«Анандина» способствовало увеличению продук-
ции лимфокинов Т-лим фо ци та ми у поросят по-

допытной группы, что выражалось в снижении 
процента миграции лейкоцитов в РТМЛ с ФГА 
на 25,6%, а в РТМЛ с КонА –  на 8%, по сравне-
нию с показателями контрольной группы.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Исследования, которые мы провели ранее 
на супоросных свиноматках, показали, что ис-
пользование «Анандина» позитивно влияет на 
отдельные клеточные факторы врожденного 
иммунитета (активности кислородзависимых 
и кислороднезависимых бактерицидных систем 
нейтрофилов (ЛКТ и НСТ-сти му ли ро ван ный) [5].
 На показатели адаптивного иммунитета в кле-
точном (продукция лимфокинов в РТМЛ), и его 
гуморальном звене (процесс удаления антиге-
нов –  уровень циркулирующих иммунных ком-
плексов в крови) препарат также оказывал по-
ложительное влияние [5].

Таким образом, однократное внутримышеч-
ное введение препарата «Анандин» поросятам 
в возрасте 40 дней (за 15 суток до отъема) в до-
зировке 15 мг/кг приводило к позитивной им-
мунологической перестройке со стороны адап-
тивного и врожденного компонентов иммунной 
системы поросят в стрессовый для них период 
отъема и может быть рекомендовано для приме-
нения в промышленном свиноводстве.
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The purpose of this study is to study the eff ect of the drug “Anandin” on some cellular factors of 
innate and adaptive immunity in piglets. “Anandin” is a drug from the group of immunomodulators 
that contains two types of compounds, these are derivatives of acridone acetic acid, as well as nitrogen-
containing a-D-glucofurase. For the experiment, 30 piglets were selected 15 days before weaning (40 days 
old). The mass and physiological state of the animals was the same. The study involved a single admin-
istration of 10% solution “Anandin” experimental group of animals at a dose of 15 mg/kg body weight. 
The control group was intact. Before and after the introduction of the drug were carried out laboratory 
blood tests. The results showed that “Anandin” has a positive eff ect on the performance of cellular fac-
tors of immunity. The parameters studied: the activity of oxygen-dependent and oxygen-independent 
bactericidal systems of neutrophils (LKT and NBT-stimulated), production of lymphokines in RTML, 
removal of antigens (level of circulating immune complexes).
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ВВЕДЕНИЕ

Изучение однократного и множественно-
го воздействия стрессовых факторов на живой 
организм –  актуальнейшая проблема биологии 

и ветеринарии. Очень сильное или продолжи-
тельное стрессовое воздействие способствует 
снижению адаптационных возможностей ор-
ганизма, приводит к нарушению нормального 
функционирования органов и тканей, и в итоге 
может стать причиной возникновения различ-
ных заболеваний  у людей и животных (1, 3, 4, 5) 
[1‒4].

Цель настоящего исследования ‒ изучить 
влияние одиночных и комбинированных стрес-
совых воздействий на функции нейтрофилов 
крови кроликов в эксперименте.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проводились на кафедре па-
тологической физиологии ФГБОУ ВО «Санкт-
Петербургская государственная академия ве-
теринарной медицины». Для эксперимента 
использовали 10 кроликов-самцов, возраст ‒ 
8 месяцев, живая масса 3,40±0,73 кг. Животные 
содержались в виварии кафедры на стандартной 
диете, рекомендованной для этого вида живот-

ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ НЕЙТРОФИЛОВ КРОВИ 
КРОЛИКОВ ПРИ ОДИНОЧНЫХ И КОМБИНИРОВАННЫХ 
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Цель настоящего исследования ‒ изучить влияние одиночных и комбинированных стрессо-
вых воздействий на функции нейтрофилов крови кроликов в эксперименте. Для эксперимента 
использовали 10 кроликов-самцов, возраст ‒ 8 месяцев, живая масса 3,40±0,73 кг. Транспортный 
стресс первой серии исследований вызывали перевозкой животных в легковом автомобиле. Во 
второй серии модель иммобилизационного стресса была достигнута за счет фиксирования живот-
ного за конечности в спинном положении к станку для мелких животных. В заключительной тре-
тьей серии проводили комбинацию воздействий (иммобилизация, затем, через трое суток, транс-
портировка). Определяли фагоцитарную активность нейтрофилов крови, фагоцитарный индекс, 
индекс переваривания (киллинг). Показано, что комбинация стрессовых воздействий негативно 
влияет не только на фагоцитарную активность нейтрофилов непосредственно при их наслоении, 
но и на восстановление функциональных систем фагоцитов крови в постстрессовый период по 
сравнению с одиночными стрессами.
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ных. Все экспериментальные исследования на 
животных проводились в соответствии с Дирек-
тивой Европейского парламента и Совета Евро-
пейского союза 2010/63 / ЕС по защите живот-
ных, используемых в научных целях.

Исследования состояли из трех серий опытов 
с моделированием транспортного, иммобили-
зационного стрессов и их комбинации. В пер-
вой серии опытов моделировали транспортный 
стресс (перевозка животных в легковом автомо-
биле). Во второй серии модель иммобилизаци-
онного стресса была достигнута за счет фикси-
рования животного за конечности в спинном 
положении к станку для мелких животных. В за-
ключительной третьей серии проводили ком-
бинацию воздействий (иммобилизация, затем, 
через трое суток, транспортировка). На третий 
день после иммобилизационного воздействия 
проводили транспортировку и наблюдали за 
восстановлением основных функциональных 
систем нейтрофилов. Определяли фагоцитар-
ную активность нейтрофилов крови (ФА), фаго-
цитарный индекс (ФИ), индекс переваривания 
(киллинг) (ИП) по методике Н. И. Латышевой 
и А. А. Гогочкиной.

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с использованием стан-
дартной компьютерной программы, определяли 
среднее арифметическое (М), ошибку средней 
арифметической (m), достоверность различий 
по критерию Стьюдента (t).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Нами было установлено, что при одиночных 
стрессовых воздействиях (транспортировка, им-
мобилизация) в обеих группах животных досто-
верно возрастали показатели, характеризующие 
фагоцитарную активность нейтрофилов. Так, не-
посредственно в момент воздействия стрессового 
агента, мы регистрировали увеличение перева-
ривающей активности нейтрофилов, ИП у кро-
ликов, подвергшихся транспортировке, был до-
стоверно выше в 2,34 раза и составил 1,87±0,48% 
(p<0,05), против интактных ‒ 0,79±0,34%. При 
иммобилизации кроликов мы наблюдали досто-
верное увеличение адгезивной способности ней-
трофилов особенно через 30 минут инкубации на 
7,5% (p<0,05) до 71,6±2,90 ед. Другие изученные 
показатели активности нейтрофилов непосред-
ственно в момент моделирования стресса не пре-
терпевали существенных изменений.

Спустя сутки после проведения стрессирую-
щих воздействий, мы наблюдали тенденцию 

к снижению всех изученных показателей (фа-
гоцитарная активность и фагоцитарный индекс 
через 30 и 60 минут инкубирования, индекс 
переваривания) –  показатели практически до-
стигали исходных значений к третьим суткам 
с момента начала модельных опытов и на седь-
мые и четырнадцатые сутки эксперимента не 
отличались от таковых до его начала.

При моделировании комбинированного 
стресса на третьи сутки, после иммобилиза-
ции, дополнительно проводили транспортный 
стресс. Непосредственно во время наложения 
стрессовых воздействий наблюдали достовер-
ную депрессию изучаемых показателей. Адге-
зивная способность нейтрофилов через 30 ми-
нут инкубации снижалась на 16,9% (p<0,05) 
до 49,3±2,76 ед., ФА через 60 минут снижалась 
на 8,05% (p<0,05) до 51,4±1,72 ед. Поглотитель-
ная активность нейтрофилов также достовер-
но изменялась: ФИ через 30 минут инкубации 
уменьшился на 38,4% (p<0,05) до 5,07±1,25 ед. 
Переваривающая активность нейтрофилов во 
время наложения стрессоров также уменьшалась 
в 3,4 раза (p<0,05) до 0,23±0,38%. Спустя 7 и 14 су-
ток с момента первого стрессорного воздействия 
наблюдали тенденцию к восстановлению адге-
зивной, переваривающей и поглотительной ак-
тивности к исходным значениям. Однако необ-
ходимо отметить, что спустя 7 дней после начала 
эксперимента по комбинации стрессов ФА через 
30 минут инкубации по-прежнему оставалась 
достоверно меньше исходного уровня на 7,5% 
(p<0,05) и составила 51,4±2,61 ед.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Таким образом, комбинация стрессовых 
воздействий негативно влияет не только на фа-
гоцитарную активность нейтрофилов непосред-
ственно при их наслоении, но и на восстановле-
ние функциональных систем фагоцитов крови 
в постстрессовый период по сравнению с оди-
ночными стрессами. Аналогичная динамика 
показателей была определена нами при изуче-
нии окислительной активности нейтрофилов 
при одиночных и комбинированных стрессовых 
воздействиях [5] (2). Волнообразные изменения 
исследуемых характеристик свидетельствуют 
о наличии компенсаторных явлений со сторо-
ны внутриклеточных структур кле ток-фа го ци-
тов. Увеличение адгезивной, поглотительной 
и переваривающей способностей нейтрофилов 
в ответ на стрессовые воздействия, приводит 
к депрессии изученных показателей, что на наш 
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взгляд связано с повышенным расходом энер-
гетических ресурсов клетки, особенно при на-
слоении воздействий.
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The purpose of this study is to study the eff ect of single and combined stress eff ects on the neutrophil 
function of the blood of rabbits in the experiment. For the experiment used 10 male rabbits, age ‒ 8 
months, live weight 3,40±0,73 kg. In the fi rst series of experiments, transport stress was modeled by 
transporting animals in a car. We caused immobilization stress in the second series of experiments by fi x-
ing the rabbit with its legs in the supine position. In the third series of experiments, a combination of ef-
fects was performed (immobilization, then, after three days, transportation). Phagocytic activity of blood 
neutrophils, phagocytic index, digestion index (killing) were determined. It was shown that the combina-
tion of stress eff ects negatively aff ects not only the phagocytic activity of neutrophils directly during their 
layering, but also the restoration of the functional systems of blood phagocytes in the post-stress period 
compared to single stresses.

Key words: stress, rabbits, neutrophils, phagocytosis.
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ВВЕДЕНИЕ

На сегодняшний день в арсенале врачебной 
косметологии имеется множество методов с раз-
личными механизмами действия, но направ-
ленные на достижение единой цели ‒ улучшить 
внешний вид пациента, уменьшить глубину мор-
щин, признаков фотоповреждения кожи, умень-
шить проявления возрастного птоза и т. д. [1‒3]. 
Достаточно хорошо изучены механизмы действия 
гиалуроновой кислоты, абляционного и неабля-
ционного лазерного воздействия на кожу [4]. При 

абляционном фракционном воздействии на кожу 
происходит повреждение кожи схожее с терми-
ческой травмой. Изменения иммунных показа-
телей при ожогах описано в большом количестве 
литературных источников [5], при процедуре 
биоревитализации так же происходит травми-
рование кожи в виде многочисленных проколов 
иглой, а также введение чужеродного материала, 
поэтому можно предположить, что при лазерном 
воздействии и при биоревитализации будут про-
исходить изменения показателей системного им-
мунитета.

Цель нашей работы: 1. Сравнить выраженность 
изменения иммунных показателей при методиках 
с различными механизмами действия; 2. Оценить 
изменения системного иммунитета при действии 
одного метода и при комплексном воздействии 
методов, влияющих на структуру кожи.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследовании принимали участие здоро-
вые женщины, средний возраст которых соста-
вил 46,4±4,12 лет. Пациентки были разделены 
на три группы по 12 человек в каждой. Первой 

ИЗМЕНЕНИЯ ПОКАЗАТЕЛЕЙ СИСТЕМНОГО ИММУНИТЕТА 
ПРИ ПРОВЕДЕНИИ КОСМЕТОЛОГИЧЕСКИХ ПРОЦЕДУР, 

ОКАЗЫВАЮЩИХ ВОЗДЕЙСТВИЕ НА КАЧЕСТВО КОЖИ
© 2019 г.      Ю. В. Кудревич1*,  Е. К. Кузнецова2,  О. Р. Зиганшин1, 

 И. Л. Батурина1,  И. В. Емельянов1

*E-mail: cyton@rambler.ru
1ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» 

Минздрава РФ, Челябинск, Россия;
2ФГБОУ ВО «Оренбургский государственный медицинский университет» 

Минздрава РФ, Оренбург, Россия

Поступила: 14.03.2019. Принята: 26.03.2019
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гических процедур, проведена сравнительная характеристика изменений количества клеток и их 
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группе пациенток проводилась одна процедура 
биоревитализации кожи лица препаратом гиалу-
роновой кислоты (группа «биоревитализация»). 
Второй группе пациенток проводилась проце-
дура фракционного фототермолиза кожи лица 
с использованием эрбиевого лазера (Er: YAG, 
группа «лазер»). Третьей группе пациенток была 
проведена комплексная терапия, включающая 
одновременное проведение биоревитализации 
и фракционного фототермолиза однократно под 
местной кремовой анестезией (группа «лазер+ 
биоревитализация»). Всем пациентам произ-
водился забор крови из локтевой вены до про-
цедуры, на восьмой, четырнадцатый и двадцать 
первый день после процедуры для исследования 
иммунологических показателей крови. Оценива-
лась иммунограмма крови (расширенный вари-
ант ‒ общеклинические показатели: количество 
форменных элементов крови, их процентное 
соотношение и абсолютное количество, фаго-
цитарная активность нейтрофилов, активность 
и интенсивность фагоцитоза, НСТ-тесты, CD-
типирование, иммуноглобулины А, М, G, неко-
торые компоненты комплемента, ЦИК).

РЕЗУЛЬТАТЫ

При анализе выше перечисленных показате-
лей у пациентов разных групп исследования мы 
получили следующие данные. Наибольшее сни-
жение палочкоядерных нейтрофилов происхо-
дило к четырнадцатому дню в группе пациентов, 
которым была проведена комплексная тера-
пия  ‒ биоревитализация и фракционный фото-
термолиз. Этот показатель составил 0,14±0,002 
по сравнению с данными 0,5±0,03 и 0,44±004 
в группах «лазер» и «биоревитализация» соот-
ветственно. Первоначальные данные составили 
1,31±0,66. Относительное количество NK-кле-
ток (CD3–CD56+) в группе «лазер+биоревита ли-
зация» увеличилось максимально к четырнадца-
тому дню и составило 19,91±1,9% по сравнению 
с группами «лазер», где, значение этого показа-
теля было 15,85±2,79% и группой «биоревита-
лизация», в которой этот показатель изменился 
меньше всего и составил 12,36±3,01%. Первона-
чально до процедур он был 10,78±2,46%. Так же 
изменялось абсолютное количество NK-кил ле-
ров (CD3–CD56+).

Изменения показателей НСТ-теста нейтро-
филов в группах были следующими: снижение 
процента активности спонтанного НСТ-теста 
происходило во всех группах максимально 
к восьмому дню и наиболее выраженное сниже-

ние этого показателя отмечалось в группа «ла-
зер» и «лазер+биоревитализация», он составил 
в группе «лазер» 17,36±3,98, в группе «лазер+ 
биоревитализация» 12,67±2,58 и в группе «био-
ревитализация» 24,25±1,52. Через две-три неде-
ли показатель восстановился у всех пациентов 
и стал составлять в среднем 25,5±1,14%. Индекс 
индуцированного НСТ-теста так же снижал-
ся к восьмому дню во всех группах и увеличи-
вался до первоначальных цифр, и даже выше, 
к четырнадцатому-двадцать первому дню. Ак-
тивность фагоцитоза снижалась после процеду-
ры во всех группах. Интенсивность фагоцитоза 
и фагоцитарное число так же снижались, но 
у этих показателей снижение было более вы-
ражено, наиболее выраженное снижение ока-
залось в группе «лазер». Данные иммуногло-
булинов по группам оказались следующими: 
наиболее выраженное снижение иммуноглобу-
линов произошло в группе «лазер» к четырнад-
цатому дню, цифры составили IgA 0,7±0,05, IgM 
0,7±0,01, IgG 6,60±0,97 г/л, в группе «лазер+ 
биоревитализация» эти цифры были 2,12±0,17, 
1,3±0,31 и 10,64±1,55 соответственно и в груп-
пе «биоревитализация» снижение произошло до 
2,73±0,61, 1,71±0,25 и 8,16±0,67 соответствен-
но. Первоначальные средние значения иммуно-
глобулинов были: IgА 3,11±0,73, IgМ 2,22±0,47 
и IgG 16,09±1,66.

ОБСУЖДЕНИЕ

Все исследуемые процедуры значительным 
образом влияют на показатели системного им-
мунитета, в основном на функциональные воз-
можности иммунных клеток. Ранний реабили-
тационный период, который составляет около 
7‒10 дней, является наиболее уязвимым для па-
циентов, особенно для пациентов, получивших 
более агрессивное воздействие на кожу, кото-
рым является комбинированное воздействие.
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In the article changes in the indices of systemic immunity before and after cosmetic procedures are 
considered, the comparative characteristic of changes in the number of cells and their functional capa-
bilities for various types of cosmetology procedures, such as laser exposure, biorevitalization with mono-
therapy and with their complex action, сhanges in the quantitative content of diff erent clusters of im-
mune cells and their phagocytic activity were noted. An evaluation of the changes in immunoglobulins in 
the blood before and after cosmetic procedures aimed at improving the quality of the skin.
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ВВЕДЕНИЕ

В зарубежной литературе можно встретить 
немногочисленные публикации, в которых опи-
сываются результаты гистологического исследо-
вания кожи до и после процедуры [1, 2, 3]. При 
поиске статей, в которых бы описывались пока-
затели тканевого иммунитета, мы обнаружили 
только одну статью, в которой авторы исследо-
вали количество содержания провоспалитель-
ных IL-1 и IL-6 в коже до и после биоревитали-
зации [4]. Авторами было отмечено снижение 
количества указанных интрелейкинов.

Цель исследования: оценить изменения по-
казателей иммунитета кожи при биоревита-
лизации, а так же сопоставить эти изменения 
с изменениями в системном иммунитете у па-
циентов, получивших процедуру биоревитали-
зации.

СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПОКАЗАТЕЛЕЙ 
СИСТЕМНОГО ИММУНИТЕТА И ИММУНИТЕТА КОЖИ 

ДО И ПОСЛЕ ПРОЦЕДУРЫ БИОРЕВИТАЛИЗАЦИИ
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В исследовании принимали участи здоровые женщины, средний возраст 45,0±3,41 год. Все 
пациентки получили однократную процедуру биоревитализации кожи лица, были оценены неко-
торые показатели системного и тканевого иммунитета. При анализе количества иммунных клеток 
в коже до и после процедуры было обнаружено увеличение в два раза количества CD3+, CD4+, 
CD8+, количество CD20+ практически не менялось. При оценке иммуноглобулинов М, G в коже 
до и после процедуры наблюдалось снижение этих показателей, в то время как IgA практически 
не менялся. Результаты по содержанию иммуноглобулинов в коже сочетаются с результатами по 
содержанию тех же показателей в крови. При оценке показателей клеточного иммунитета кро-
ви выяснилось, что клеточный состав крови практически не меняется. Достоверные изменения 
произошли только в содержании абсолютного и относительного количество CD3–CD56+. Эти по-
казатели достоверно увеличились.

Ключевые слова: биоревитализация, системный иммунитет, клеточный иммунитет кожи, 
иммуноглобулины кожи
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследовании принимали участие 15 паци-
енток, средний возраст составил 45,0±3,41 год. 
Все пациентки получили однократную проце-
дуру биоревитализации кожи лица. У всех паци-
енток забиралась венозная кровь до процедуры, 
на 7, 14 и 21 день после процедуры для оценки 
показателей системного иммунитета, а также 
забору для исследования подвергалась кожа 
правой заушной области, в проекции сосцевид-
ного отростка. Кожа данной области также об-
рабатывалась биоревитализантом. Забор кожи 
производился до процедуры и через 1,5 месяца 
после процедуры [5].

РЕЗУЛЬТАТЫ

При анализе количества иммунных клеток 
в коже до и после процедуры мы получили следу-
ющие результаты: плотность инфильтрата CD3+, 
CD4+, CD8+ и CD20+ клеток была 149,97±35,30 
CD3/мм2, 128,09±21,63 CD4/мм2, 39,06±8,46 
CD8/мм2 и 3,07±0,53 CD20/мм2 соответственно. 
Через 1,5 месяца после однократной процеду-
ры биоревитализации кожи эти все показатели, 
кроме CD20 значительно увеличились и стали 
304,44±91,34 CD3/мм2, 264,01±45,07 CD4/мм2, 
65,67±16,44 CD8/мм2 Изменения достоверны. 
При оценке иммуноглобулинов М, G в коже 
до и после процедуры наблюдалось снижение 
этих показателей, в то время как IgA практиче-
ски не менялся. Так IgA до процедуры составил 
5,09±0,37 объемной плотности после проце-
дуры он стал 5,49±0,46, IgM до процедуры был 
5,27±0,46, после процедуры он достоверно сни-
зился до величины 4,05±0,52, а IgG до проце-
дуры составлял 2,37±0,50, после процедуры на-
блюдалась тенденция к снижению до 1,96±0,32.

Результаты по содержанию иммуноглобу-
линов в коже сочетаются с результатами по со-
держанию тех же показателей в крови. Анализ 
количества иммуноглобулинов показал посте-
пенное снижение этих показателей в сравнении 
с первоначальными цифрами (до процедуры) 
к восьмому и четырнадцатому дню, повышения 
этих цифр после процедуры не происходило.

Данные по клеточному составу в коже и кро-
ви разнятся. При оценке клеточного иммунитета 
выяснилось, что клеточный состав крови прак-
тически не меняется ни на восьмой, ни на че-
тырнадцатый, ни на двадцать первый день после 
процедуры в сравнении с теми же показателями, 
взятыми до процедуры. Некоторые колебания на-

блюдались у таких показателей как абсолютные 
и относительные Т-NK клетки (CD3+CD56+), 
Т-хел пе ры (CD3+CD4+), Т-ци то ток си чес кие 
(CD3+CD8+), В-лимфоциты (CD3–CD19+).

ОБСУЖДЕНИЕ

Процедура биоревитализации приводит 
к достоверному увеличению NK-клеток и сни-
жению количества иммуноглобулинов к 21 дню 
после процедуры биоревитализации по сравне-
нию с такими же показателями до процедуры, 
что, вероятно, происходит в результате посту-
пления в организм биосинтетической гиалуро-
новой кислоты, которая является чужеродным 
веществом для организма человека. В то же 
время происходит достоверное увеличение ко-
личества иммунных клеток в коже после биоре-
витализации. Это усиливает иммунологический 
барьер кожи и способствует усилению сопро-
тивляемости тканевого иммунитета различным 
патологическим агентам.
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The study involved healthy women, the average age of whom was 45.0±3.41. All patients received 
a single procedure for the biorevitalization of the facial skin. Some indicators of systemic and tissue 
immunity were evaluated. When analyzing the number of immune cells in the skin before and after the 
procedure, the amount of CD3+, CD4+, CD8+ was doubled. The amount of CD20+ remained practically 
unchanged. When assessing immunoglobulins M, G in the skin before and after the procedure, a de-
crease in these indicators was observed. IgA practically did not change. The amount of immunoglobulins 
in the skin changed as well as in the blood. It decreased. When assessing the parameters of cellular im-
munity of blood, it was found out that the cellular composition of the blood does not practically change. 
Signifi cant changes occurred only in the absolute and relative amount of CD3–CD56+. These indicators 
signifi cantly increased.

Key words: biorevitalization, systemic immunity, cellular immunity of the skin, skin immunoglobulins
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Дипептид глутамил-триптофан (Тимоген на-
трия, ГТ) хорошо известный препарат, синтези-
рован методом классического пептидного синтеза 
в растворе. Препарат обладает отчетливой имму-
номодулирующей активностью, выраженными 
регенеративными свойствами, а также способ-
ностью влиять на системы антиоксидантной за-
щиты организма. Эти свойства вместе с хорошим 
профилем безопасности позволяют активно ис-
пользовать ГТ в качестве, как самостоятельного 

лекарственного средства, так и в виде компонен-
та сложных готовых лекарственных форм (1). При 
этом плейотропный характер влияния дипептида 
на организм делает актуальными дальнейшие ис-
следования механизмов реализации этих эффек-
тов в моделях in vivo и in vitro.

Целью данной работы было изучить клеточ-
ные механизмы, опосредующие иммуномоду-
лирующий, регенеративный и антиоксидант-
ный эффекты ГТ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для анализа механизмов иммуномодулирую-
щего действия ГТ было проведено изучение его 
эффектов в моделях воспаления in vitro. Изучали 
его влияние на спонтанную и индуцированную 
TNFα секрецию IL-8, IL-6 –  моноцитоподобны-
ми клетками ТНР-1 и клетками эпидермоидной 
карциномы А431; IL-8, IL-6, IL-1α –  эндотели-
альными клетками EA.hy 926; IL-8 –  мононукле-
арными клетками периферической крови здо-
ровых доноров, а также уровень экспрессии на 
этих клетках адгезионной молекулы ICAM-1, 
препаратом сравнения выступал актовегин 
(NYCOMED, Takeda).

ВЛИЯНИЕ ГЛУТАМИЛ-ТРИПТОФАНА НА СЕКРЕЦИЮ 
ЦИТОКИНОВ, ПАРАМЕТРЫ РАНОЗАЖИВЛЕНИЯ 

И АНТИОКСИДАНТНУЮ СИСТЕМУ IN VITRO И IN VIVO
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Дипептид глутамил-триптофан, оказывает позитивное влияние на метаболические процессы 
в клетках, стимулирует функциональную активность клеток иммунной системы, восстанавлива-
ет нарушения в антиоксидантной системе организма, улучшает процессы регенерации тканей, 
ускоряет заживление ран, активизирует функции клеток соединительной ткани, эндотелиоцитов, 
макрофагов и лейкоцитов в очаге повреждения.
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Влияние изучаемых препаратов на интен-
сивность внутриклеточного метаболизма оце-
нивали с помощью МТТ-теста. Статистическая 
обработка проводилась с использованием про-
граммы «STATISTICA 6.0».

Изучение влияния ГТ на процессы рано-
заживления проводили, моделируя незажи-
вающую неэпителизируемую рану на здоровых 
кроликах, и вводя препараты внутрибрюшинно 
в течение 21 дня эксперимента. Негативный кон-
троль – физиологический раствор, положитель-
ный контроль –  актовегин. В качестве маркеров 
процесса ранозаживления оценивали активность 
матриксных металлопротеиназ (ММП 1, 2, 8, 9). 
По динамике активности ММП-9 и ММП-1 су-
дили о наличии и действии в тканях раны воспа-
лительных клеток – нейтрофилов и макрофагов. 
По динамике активности ММП-2 судили о при-
сутствии в ране фибробластов и начале образо-
вания грануляционной ткани, а по динамике 
активности ММП-1 оценивали начало процесса 
синтеза коллагена и зрелости новообразованной 
грануляционной ткани.

Способность ГТ влиять на систему антиок-
сидантной защиты организма оценивали в опы-
тах in vivo в моделях водоиммерсионного стресса 
и индометацинового язвообразования у крыс. 
В качестве критериев оценки использовали ак-
тивность СОД (супероксиддисмутазы) и содер-
жание МДА (малонового диальдегида) в сыво-
ротке крови экспериментальных животных.

РЕЗУЛЬТАТЫ

ГТ и актовегин не оказывали токсического 
влияния на представленные клеточные линии 
в концентрациях ниже 1,0 мг/мл. ГТ оказывал 
стимулирующее влияние на клеточный метабо-
лизм EA.hy 926 и А431 в более широком диапа-
зоне от 0,1 нг/мл до 0,1 мг/мл, а клеток THP-1 
в концентрации 10,0 мкг/мл и 1,0 мкг/ мл. Вли-
яние актовегина на секрецию цитокинов IL-8 
и IL-6 культурами клеток было разнонаправлен-
ным. ГТ в разных концентрациях понижал соб-
ственную и индуцированную секрецию обоих 
цитокинов клетками EA.hy 926 и А431. При этом 
на спонтанную секрецию цитокинов THP-1 
клетками препарат оказывал разнонаправлен-
ное влияние, но во всех концентрациях усили-
вал индуцированную TNFα продукцию IL-6. ГТ 
снижал индуцированную TNFα секрецию IL-1α, 
и при этом в аналогичной дозе увеличивал секре-
цию адгезионной молекулы ICAM-1 эндотели-
альными клетками. ICAM-1 (СD54) молекула се-

мейства адгезинов, в физиологических условиях 
практически не экспрессирующаяся на эндоте-
лиальных клетках. Индукторами для этой моле-
кулы служат, компоненты комплемента, оксид 
азота, липополисахариды, провоспалительные 
цитокины (IL-1, -6, -8) и другие медиаторы.

Изучение влияния ГТ на процессы регене-
рации проводили на здоровых кроликах, моде-
лируя незаживающую неэпителизируемую рану 
и вводя препараты внутрибрюшинно в течение 
всего эксперимента (2). Негативный контроль –  
физиологический раствор, положительный –  ак-
товегин. Введение ГТ статистически значимо 
уменьшало время заживления ран по сравнению 
с актовегином. Также была отмечена повышен-
ная активность желатиназ (ММП-2, -9) на ран-
ней воспалительной фазе (что способствовало 
ускоренной очистке раны), и уменьшиние ее 
в фазе ремоделирования. Активность коллагеназ 
(ММП-1, -8) ГТ снижал только в фазе ремодели-
рования. Гистологический анализ тканей раны 
подтвердил ускоренное образование грануля-
ционной ткани и более активную реэпителиза-
цию у животных, получавших ГТ. Полученные 
результаты показывают, что использование ГТ 
изменяет процессы ранозаживления, улучшая их 
результаты.

В экспериментальных моделях водоиммерси-
онного стресса и индометацинового язвообразо-
вания ГТ кроме выраженной гастропротектор-
ной активности влиял на активность ферментов 
антиоксидантной системы. Использование ди-
пептида полностью нормализовало активность 
СОД в обеих моделях, как при профилактиче-
ском, так и при лечебном введении, и оказывало 
позитивное влияние на процессы перекисного 
окисления липидов.

Таким образом, исследуемый дипептид ГТ 
оказывает позитивное влияние на метаболиче-
ские процессы в клетках, стимулирует функцио-
нальную активность клеток иммунной системы, 
восстанавливает нарушения в антиоксидантной 
системе организма, улучшает процессы регене-
рации тканей, ускоряет заживление ран, акти-
визирует функции клеток соединительной тка-
ни, эндотелиоцитов, макрофагов и лейкоцитов 
в очаге повреждения.
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Dipeptide glutamyl-tryptophan infl uences on metabolic processes in diff erent cells, stimulates the 
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Эффекторные CD8+ Т-клетки, также обычно 
описываемые как цитотоксические Т-лим фо-
ци ты (ЦТЛ), играют важную роль в реализации 
противоопухолевого клеточного иммунитета 

и при правильной активации способны эффек-
тивно уничтожать опухолевые клетки, экспрес-
сирующие опухолевые антигены. Мощность 
и продолжительность противоопухолевого от-
вета в значительной степени зависит от уровня 
дифференцировки и соотношения субпопуля-
ций ЦТЛ. К числу выделяемых исследователями 
субпопуляций в пуле циркулирующих эффектор-
ных CD8+ Т-клеток можно выделить следующие 
основные: наивные Т-лимфоциты (ТN, CD45RA+ 

CD62L+CD127+CD27+CD28+CD95–), Т-клетки 
памяти со свойствами стволовых клеток (TSCM, 
CD45RA+CD62L+CD127+ CD27+CD28+CD95+), 
Т-клетки центральной памяти (ТCM, CD45RA-
CD62L+), Т-клетки эффекторной памяти (ТЕМ, 
CD45RA–CD62L–) и терминально-диф фе рен-

ФЕНОТИПИРОВАНИЕ АНТИГЕН-СПЕЦИФИЧНЫХ 
ЦИТОТОКСИЧЕСКИХ Т-ЛИМФОЦИТОВ МЕТОДОМ 

МНОГОЦВЕТНОЙ ПРОТОЧНОЙ ЦИТОМЕТРИИ
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Современные методы многоцветной проточной цитометрии в сочетании с технологиями MHC-
мультимеров позволяют не только идентифицировать и выделять популяции цитотоксических 
Т-лим фо ци тов (ЦТЛ), но также вести фенотипическое исследование уровня дифференцировки, 
функциональных особенностей данных клеток, и даже исследовать распределение субпопуляций 
Т-кле ток памяти внутри популяций, специфичных к конкретным эпитопам опухолевых антиге-
нов. В настоящем исследовании мы оценили уровень дифференцировки и содержание субпопу-
ляций Т-кле ток памяти в популяциях цитотоксических Т-лимфоцитов, специфичных к эпито-
пам антигена HER2/neu (HER2), с использованием метода окрашивания антиген-специфичес ких 
CD8+ Т-лим фо ци тов MHC-мультимерами и многоцветной проточной цитометрии. В результате 
исследования популяции in vitro активированных HER2-специфичных ЦТЛ были проанализиро-
ваны по фенотипу и разделены на основные субпопуляции, выделяемые исследователями в пуле 
циркулирующих эффекторных CD8+ Т-клеток. Полученные HER2-специфичные Т-клетки в зна-
чительной степени (порядка 40–50%) имеют фенотип ТSCM –  популяции, способной к наиболее 
выраженному противоопухолевому иммунному ответу за счет сочетания эффекторных свойств со 
способностью к самоподдержанию.

Ключевые слова: цитотоксические Т-лимфоциты, CD8+ Т-клетки, фенотипирование Т-кле-
ток памяти, многоцветная проточная цитометрия, МНС-мультимеры, HER2/neu
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ци рованные цитотоксические Т-лим фоциты 
(TEMRA, CD45RA+CD62L–) [1, 2].

Основным методом оценки гетерогенности 
Т-клеточного пула периферической крови явля-
ется проточная цитометрия [2, 3]. На сегодняш-
ний день возможно одновременное выявление 
всех перечисленных субпопуляций циркули-
рующих Т-клеток памяти по одновременной 
экспрессии ряда поверхностных маркеров [1, 2]. 
При этом добавление в цитометрическую па-
нель антител МНС-мультимеров, конъюгиро-
ванных с молекулами флуорохромов, позволяет 
прицельно исследовать особенности дифферен-
цировки и субпопуляционный состав антиген-
специфичных CD8+ Т-лимфоцитов. 

Целью настоящего исследования стала оцен-
ка субпопуляционного состава и содержания 
Т-кле ток памяти внутри популяций HER2-спе-
ци фичных ЦТЛ.

Получение целевых популяций HER2-спе-
ци фичных ЦТЛ производилось по протоколу, 
разработанному нами ранее [4]. Кратко, ЦТЛ, 
специфичные к эпитопам Е75 и Е88 опухоле-
вого антигена HER2/neu, получали с помощью 
совместного культивирования МНК ПК с ауто-
логичными дендритными клетками, трансфи-
цированными плазмидой, кодирующей эпито-
пы Е75 и Е88 HER2/neu.

Для выявления популяции HER2-спе ци фич-
ных Т-лимфоцитов совместные культуры МНК 
и ДК окрашивались MHC-мультимерами тех-
нологии Streptamer (Iba, Германия), после чего 
окрашенные пробы дополнительно метились 
антителами для фенотипирования цитотокси-
ческих Т-кле ток и затем анализировались ме-
тодом проточной цитометрии на приборе BD 
FACS Verse.

В результате анализа схем цитометрическо-
го определения перечисленных субпопуляций 
Т-клеток, предложенных в научной литерату-
ре, для разделения клеток на популяции была 
подобрана панель антител и реагентов для 
проточной цитометрии, состоящая из следую-
щих элементов: CD8-Brilliant-Violet-510, CD28-
FITC, CD27-PerCP, CD95-PE-Cy7, CD127-
APC, CD62L-APC–Cy7, CD45RA-Pacifi c-Blue 
и MHC-муль ти ме ры, специфичные к эпитопам 

Е75 и Е88 (Streptamer-PE). Цитометрический 
анализ HER2-спе ци фич ных ЦТЛ с использо-
ванием описанной панели показал, что популя-
ции активированных E75- и E88-спе ци фич ные 
ЦТЛ характеризуются схожим распределением 
долей исследуемых субпопуляций (3‒5% TN, 
4‒6% ТЕМ, 9‒11% ТEMRA, 10‒16% ТСМ, 42‒52% 
TSCM), которое отличается от такового для общей 
популяции CD8+ Т-лим фо цитов существенно 
более низким содержанием наивных Т-кле ток 
и более высоким содержанием клеток TSCM.

Таким образом, с использованием много-
цветной проточной цитометрии и технологии 
Streptamer было показано, что субпопуляцион-
ный состав HER-спе ци фич ных Т-лим фо ци тов 
характеризуется значительным содержанием 
(более 40%) Т-кле ток памяти со свойствами 
стволовых клеток и существенно меньшей до-
лей наивных Т-клеток по сравнению с таковым 
в популяции CD8+ Т-клеток периферической 
крови.
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Modern methods of multicolor fl ow cytometry in combination with MHC multimer technologies 
allow not only to identify and isolate cytotoxic T-lymphocyte (CTL) populations, but also to conduct 
phenotypic research on the level of diff erentiation, functional features of these cells, and even to investi-
gate the distribution of memory T-cell subsets inside populations specifi c to particular epitopes of tumor 
antigens. In the present study, we assessed the level of diff erentiation and the content of memory T-cell 
subpopulations in cytotoxic T-lymphocyte populations specifi c for HER2/neu antigen epitopes (HER2) 
using the MHC-multimers antigen-specifi c CD8+ T-cell staining method and multicolor fl ow cytometry. 
The resulting HER2-specifi c T cells to a large extent (about 40‒50%) have the TSCM phenotype, a 
population capable of the most pronounced antitumor immune response due to a combination of eff ec-
tor properties with self-sustainability.

Key words: cytotoxic T lymphocytes, CD8+ T cells, memory T-cell phenotyping, multicolor fl ow 
cytometry, MHC multimers, HER2/neu
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Семафорин IV класса Sema4D широко пред-
ставлен в иммунной системе –  он конститутив-
но экспрессируется на мембране иммуноци-
тов, а при активации клеток переходит за счет 
протеолитического отщепления в растворимую 
форму, получая возможность реализации эф-
фектов на системном уровне. Основным рецеп-
тором для Sema4D в иммунной системе служит 
низкоаффинный CD72, а основными мишенями 
действия семафорина считают клетки, экспрес-
сирующие этот рецептор, –  преимущественно 
В-лим фо ци ты, моноциты и дендритные клет-
ки [1, 2]. CD72-за ви си мые эффекты Sema4D 
задействованы в ключевых событиях адаптивно-
го иммунного ответа –  в антигенной активации 

В-лим фо ци тов [1], в созревании дендритных 
клеток и в процессах примирования Т-лим фо-
ци тов [2]. Однако участие Sema4D в иммуно-
регуляции не ограничивается использованием 
специфических рецепторов для реализации сво-
их эффектов: в настоящей работе представлены 
данные, указывающие на наличие альтернатив-
ного способа участия семафорина в контроле ак-
тивности лимфоцитов.

В работе исследовался пролиферативный 
ответ Т-клеток человека на поликлональную 
активацию на фоне различных форм блокады 
Sema4D. Т-лимфоциты (CD3+-клетки) выделя-
ли из периферической крови здоровых доноров 
с помощью стандартных коммерческих наборов 
для фракционирования (“R&D Systems”) и куль-
тивировали в присутствии активатора (анти-
CD3/CD28, “Invitrogen”) в течение 72 часов. 
Пролиферацию клеток оценивали по включению 
5-бром-2’-дезоксиуридина (BrdU), с помощью 
коммерческой тест-системы (“Amersham”) –  
иммуноферментным анализом. BrdU вносили 
в пробу за 18 часов до окончания культивиро-
вания. Результаты представляли в виде индекса 
пролиферации, то есть отношения показате-
лей для стимулированного и соответствующего 
спонтанного вариантов. Источником эндоген-

РЕЦЕПТОРНЫЕ ФУНКЦИИ SEMA4D В КОНТРОЛЕ 
ПРОЛИФЕРАЦИИ Т-ЛИМФОЦИТОВ
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Семафорин IV класса Sema4D широко представлен в иммунной системе как в мембранной, 
так и в растворимой форме, и контролирует иммунные процессы, реализуя свои эффекты через 
специфические рецепторы –  таковы общепринятые представления. В настоящей работе при-
ведены данные, указывающие на наличие альтернативного способа участия Sema4D в иммуно-
регуляции: этот способ предполагает функционирование мембранного семафорина в качестве 
рецептора, проводящего сигнал в клетку, на которой экспрессирован. Обсуждаются возможные 
механизмы сигнализации с мембранного Sema4D.
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ного Sema4D служили сами Т-лим фо ци ты, кон-
ститутивно экспрессирующие его на мембране 
и отщепляющие его при активации. Участие эн-
догенного семафорина в пролиферативном от-
вете оценивали ингибиторным анализом, за счет 
внесения в культуру моноклональных антител 
к семафорину (NBP2-36736SS, “R&D Systems”) 
или рекомбинантного плексина В2 (5329-PB, 
“R&D Systems”), высокоаффинного семафори-
нового рецептора, эффективно связывающего 
растворимый Sema4D и блокирующего Sema4D-
зависимый сигнал. Проведенные исследования 
выявили следующие закономерности: если бло-
када семафорина соответствующими монокло-
нальными антителами приводила к ожидаемому 
снижению пролиферативного ответа Т-лим фо-
ци тов на поликлональную активацию (индекс 
пролиферации: 4,53±1,03 для пробы без инги-
битора и 2,68±0,729 на фоне антител к Sema4D, 
р=0,05), подтверждая полученные нами ранее 
данные, то внесение в культуру рекомбинантного 
плексина В2 приводило к противоположному эф-
фекту –  усилению пролиферации Т-лимфо ци тов 
(индекс пролиферации: 4,53±1,03 для пробы без 
ингибитора и 6,04±0,883 на фоне плексина В2, 
р<0,05). Для объяснения этого противоречия 
важно разграничить эффекты рекомбинантного 
плексина и антител к семафорину: оба факто-
ра нейтрализуют растворимый Sema4D, однако 
при связывании с мембранным семафорином 
рекомбинантный плексин может не только бло-
кировать его взаимодействие с рецепторами (как 
антитела к Sema4D), но и инициировать стиму-
лирующий сигнал. Поэтому полученные резуль-
таты свидетельствуют о том, что Sema4D может 
участвовать в регуляции Т-клеточной проли-
ферации не только в качестве лиганда, но и как 
рецептор, проводя сигнал в клетку, на которой 
экспрессирован.

Существование такого механизма подтверж-
дается и рядом данных литературы. Так, по-
казано, что перекрестное связывание Sema4D 
на мембране Т-лимфоцитов вызывает активи-
рующий сигнал в самих Т-клетках, в частности, 
усиливает пролиферацию этих клеток в ответ на 
субоптимальные дозы антител к CD3 (компо-
ненту Т-клеточного рецепторного комплекса) 
и к CD2 (Т-клеточному мембранному антигену, 
взаимодействующему с LFA-3) [3], а в эпидер-
мальных γδТ-лимфоцитах Sema4D-зави си мый 
сигнал в ответ на связывание с плексином В2, 
представленным на мембране кератиноцитов, 
инициирует морфологические изменения, та-

кие как втягивание дендритов и округление кле-
ток, что необходимо для их пролиферации и ми-
грации в сайт повреждения [4]. По механизмам 
реализации сигнала с мембранного Sema4D на 
сегодняшний день данных очень мало. Фактиче-
ски, имеется только одна работа, в которой сде-
лана попытка их расшифровать –  на эпидермаль-
ных γδТ-лим фо ци тах: показано, что связывание 
Sema4D на мембране этих клеток сопровожда-
ется фосфорилированием эк стра кле точ но-ре-
гу ли ру е мой киназы (extracellular signal-regulated 
kinase, ERK), ключевого элемента каскада ми-
то ген-ак ти ви руе мых протеинкиназ, дефосфо-
рилированием актин-связывающего белка ко-
филина и активацией α6- и β4-ин тег ри нов [4], 
причем активация ERK –  необходимое условие 
для Sema4D-за ви си мых морфологических изме-
нений в клетке, обеспечивающих ее миграцию 
и пролиферацию [4].

Теоретически, способность семафорина вы-
ступать в качестве рецептора может обеспечивать-
ся как минимум двумя факторами: во-первых, ци-
топлазматический домен семафорина содержит 
консенсусные сайты для серинового фосфорили-
рования [5]; во-вторых, у Т-лим фо ци тов Sema4D 
ассоциирован с тирозиновой фосфатазой CD45, 
которая также может участвовать в передаче се ма-
фо рин-за ви си мо го сигнала в клетку [3, 6]. А по-
скольку CD45 участвует в ответе лимфоцитов на 
антиген, мембранный Sema4D должен вносить 
вклад этот ответ. Представленные выше данные 
указывают на необходимость пересмотра роли 
семафорина в иммунорегуляции, с учетом вкла-
да рецепторной функции Sema4D в этот про-
цесс, а также изучения механизмов сигнализации 
с мембранного семафорина.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в рамках научного проекта 
№ 19-015-00379 и в рамках государственного за-
дания номер госрегистрации темы: 01201353248.
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Сlass IV semaphoring Sema4D is widely represented in the immune system, both in membrane and 
in soluble form, and controls immune processes, realizing its eff ects through specifi c receptors ‒ these 
are generally accepted ideas. This paper presents data indicating the presence of an alternative way of 
Sema4D involvingin immunoregulation: this way suggests the functioning of membrane semaphorin as 
a receptor, which conducts a signal into the cell it is expressed on. Possible signaling mechanisms from 
membrane Sema4D are discussed.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Иммунная система обеспечивает эффектив-
ные защитные реакции против чужеродных па-
тогенов, но не реагирует на аутоантигены, таким 
образом, сохраняя целостность организма и под-
держивая иммунологическую толерантность. 
Этот селективный ответ на антигены зависит от 
регуляторных механизмов, в том числе регуля-
торных иммунных клеток (дендритные клетки).

Основная цель этого исследования состоя-
ла в том, чтобы оценить влияние BAY 11-7082 
на формирование дендритных клеток с помо-
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ДЕНДРИТНЫХ КЛЕТОК IN VITRO
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Дендритные клетки (ДК) регулируют иммунные ответы, модулируя Т- и В-клетки в направ-
лении эффекторных или толерогенных ответов. В этом исследовании оценили влияние BAY 11-
7082 на формирование дендритных клеток мышей линии C57Bl/6 in vitro в присутствии реком-
бинантного IL-10 или TGF-β. Было показано, что добавление BAY 11-7082 в культуру незрелых 
ДК мышей линии C57Bl/6 не оказывал значительного влияния на экспрессию молекул созре-
вания дендритных клеток (CD80, CD86). При использовании BAY 11-7082 в сочетании с IL-10 
или TGF-β, снижал экспрессию этих молекул. Совместное культивирование ДК со спленоцита-
ми в присутствии BAY 11-7082 и IL-10/TGF-β способствовало дифференцировке регуляторных 
T-клеток (CD4+CD25hiFoxP3+) и не способствовало дифференцировке CD4+ T-клеток, продуци-
рующих IL-10.

Ключевые слова: дендритные клетки, BAY 11-7082, интерлейкин-10, трансформирующий 
фактор роста бета, T регуляторные клетки
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щью цитокинов IL-10 и TGF-β. Интерес пред-
ставляет изучение изменение фенотипических 
и функциональных свойств дендритных клеток, 
индуцированных в присутствии ключевых им-
муносупрессорных цитокинов IL-10 или TGF-β, 
под воздействием дополнительного фактора по-
давления клеточной активности –  BAY 11-7082 
(ингибитор Nf-kB).

ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ МЕТОДЫ

В эксперименте использовали двухмесяч-
ных самок мышей линии C57BL/6 (масса тела 
20–25 г). Исследование соответствовало прин-
ципам, изложенным в Хельсинкской деклара-
ции. Источником получения дендритных кле-
ток был костный мозг. Клетки костного мозга 
культивировали в «полной» питательной среде 
RPMI-1640 с добавлением 20 нг/мл rmGM-CSF 
и 20 нг/мл rmIL-4 в течение 3-х суток. Затем 
были сформированы экспериментальные груп-
пы в зависимости от добавления иммуносу-
прессорных факторов: BAY 11-7082 (2,5 мкМ), 
rmIL-10 (10 нг/мл) и rmTGF-β (10 нг/мл). Через 
3 дня анализировали фенотип индуцирован-
ных ДК методом проточной цитофлуориметрии 
с использованием соответствующих комбина-
ций моноклональных антител. Функциональ-
ные свойства ДК оценивали путем совместного 
культивирования с аллогенными спленоцитами 
в соотношении 1:10 ‒ изменение содержания 
CD4+CD25hiFoxP3+ Т-клеток, внутриклеточной 
экспрессии IL-10 в CD4+ Т-лимфоцитах мето-
дом проточной цитофлуориметрии и оценка 
содержания IL-10 в кондиционированной сре-
де с помощью методом ELISA. Пролиферацию 
спленоцитов оценивали с использованием не-
радиоактивного теста PreMix WST-1 в соответ-

ствии с протоколом производителя. Статисти-
ческий анализ проводился с использованием 
программного обеспечения GraphPadPrism 6.0. 
Различия между параметрами считали стати-
стически значимыми при р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Было показано, что использование rmIL-10 
и rmTGF-β для формирования дендритных 
клеток, приводило к значительному снижению 
экспрессию костимулирующих молекул на по-
верхности CD11c+H2-b+ ДК. Совместное куль-
тивирование спленоцитов и ДК, обработанных 
rmIL-10 или rmTGF-β, значительно увеличива-
ло частоту CD4+CD25+FoxP3+ T-клеток и про-
дукцию IL-10. 

Кроме того, наблюдается снижение проли-
феративной активности спленоцитов по срав-
нению с группой незрелых ДК. Эти результа-
ты свидетельствуют о выраженном влиянии 
rmIL-10 и rmTGF-β на формировании дендрит-
ных клеток, обладающих противовоспалитель-
ной активностью на культуру спленоцитов.

Наше исследование показало, что BAY 11-
7082 практически не влиял на фенотип и функ-
циональную активность индуцированных ДК 
у мышей C57Bl/6. Отсутствие ожидаемого су-
прессорного эффекта BAY 11-7082 можно объ-
яснить участием других транскрипционных 
путей в индукции созревания ДК. Однако одно-
временное применение BAY 11-7082 и rmIL-10 
или BAY 11-7082 и rmTGF-β для дифференци-
ровки ДК оказывало влияния на экспрессию ко-
стимулирующих молекул ДК или толерогенный 
потенциал совместных культур спленоцитов.

Работа выполнена в рамках проекта РНФ 16-
15-00086.
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Dendritic cells (DCs) regulate immune responses by modulating T and B cells in the direction of 
eff ector or tolerogenic responses. In this study, the eff ect of BAY 11-7082 on the formation of immu-
nosuppressive DC of C57Bl/6 mice in vitro using recombinant IL-10 or TGF-β was evaluated. It was 
shown that the addition of BAY 11-7082 to the culture of immature DCs did not signifi cantly aff ect the 
expression of the maturation molecules of dendritic cells (CD80, CD86). When using BAY 11-7082 in 
combination with IL-10 or TGF-β, reduced the expression of these molecules. The joint cultivation of 
DC with splenocytes in the presence of BAY 11-7082 and IL-10/TGF-β promoted the diff erentiation of 
regulatory T-cells (CD4+CD25hiFoxP3+) and did not contribute to the diff erentiation of CD4+ T-cells 
producing IL-10.
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ВВЕДЕНИЕ

Вибрационная болезнь (ВБ) по-прежнему 
занимает лидирующее положение в структуре 

хронических профессиональных заболеваний. 
Несмотря на многочисленные исследования, 
остается много неясных вопросов относительно 
патогенеза и лечения ВБ [1]. В этом отношении 
участие иммунной системы в обеспечении гоме-
остаза организма при воздействии вибрационно-
го фактора внешней среды не вызывает сомне-
ний [2]. Поскольку изменения клеток в процессе 
роста и дифференцировки, старения, естествен-
ного отмирания, стресса, воздействия производ-
ственного факторов рассматриваются иммунной 
системой как нарушения клеточного гомеоста-
за [3]. Важным диагностическим признаком 
для выявления нарушений функционирования 
иммунной системы является определение суб-
популяционного состава и фенотипа лимфо-
цитов периферической крови. В то же время 
результаты различных авторов, касающиеся из-
менений этих параметров у пациентов с ВБ, до-
статочно противоречивы. Кроме того, известно, 
что белки теплового шока (БТШ), действуя на 
Тoll-ре цеп то ры эпителиальных клеток, вызыва-

СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
СУБПОПУЛЯЦИОННОГО СОСТАВА ЛИМФОЦИТОВ 

И БЕЛКА ТЕПЛОВОГО ШОКА У ПАЦИЕНТОВ 
С ВИБРАЦИОННОЙ БОЛЕЗНЬЮ
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Сравнительный анализ субпопуляционного состава лимфоцитов у пациентов с вибрационной 
болезнью (ВБ) от воздействия локальной вибрации позволил выявить особенности иммунного от-
вета, характеризующиеся увеличением абсолютного количества CD3+-, CD4+-, CD8+-лимфоцитов 
и снижением процентного количества CD20+-, CD25+-лимфоцитов. У пациентов с ВБ от сочетан-
ного воздействия локальной и общей вибрации наблюдалось повышение абсолютного количе-
ства CD3+-, CD4+-, CD8+-, CD16+-, CD20+-, CD25+-, CD95+-лимфоцитов, что свидетельствует 
об активации процессов апоптоза лимфоцитов в условиях выраженной стимуляции иммунной 
системы. Снижение уровня БТШ70 в сыворотке крови у пациентов с ВБ от воздействия локаль-
ной вибрации свидетельствует о накоплении его внутри клетки и защите процессов биосинтеза 
и структурной целостности белков в поврежденной клетке за счет В-лимфоцитов.

Ключевые слова: лимфоциты, белки теплового шока, локальная и общая вибрация, вибраци-
онная болезнь
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ют выброс хемокинов, привлекающих в данный 
регион клетки естественного иммунитета (ней-
трофилы, эозинофилы, базофилы, моноциты, 
тучные клетки, лимфоциты). В результате этого 
формируется очаг воспаления, который при сво-
евременной терапии может быть ликвидирован, 
но чаще причина активации Т и В-лимфоцитов 
остается [4]. В связи с этим, цель работы –  прове-
сти сравнительную оценку субпопуляционного 
состава лимфоцитов и БТШ70 у пациентов с ви-
брационной болезни от воздействия локальной 
и сочетанного воздействия локальной и общей 
вибрации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

В исследование включены 54 пациента муж-
ского пола. Диагноз установлен врачами клиники 
института согласно международной классифи-
кации болезней X пересмотра. В первую группу 
вошли 26 человек с ВБ от воздействия локальной 
вибрации средний возраст ‒ 49,61±1,44 лет, стаж 
работы в контакте с вибрацией –  19,9±1,06 лет. 
Во вторую –  28 человек с ВБ от сочетанного воз-
действия локальной и общей вибрации сред-
ний возраст –  51,45±0,87, стаж работы ‒ 25,5± 
2,13 года. В группу сравнения включены 27 здо-
ровых мужчин, сопоставимых по возрасту (50,23± 
2,04 года), не контактирующих в процессе трудо-
вой деятельности с вибрацией.

Субпопуляционный состав лимфоцитов кро-
ви оценивали с помощью метода непрямой им-
мунофлуоресцентной микроскопии с использо-
ванием моноклональных антител к CD3, CD4, 
CD8, CD16, CD25, CD95 клеткам (ООО «Сор-
бент», Москва). Концентрацию БТШ70 в сыво-
ротке крови определяли методом ИФА с исполь-
зованием ELISA kits HSP70 Assay Design (Enzo 
LifeScience, США). Статистический анализ ре-
зультатов проводили, используя пакет приклад-
ных программ «Statistica for Windows» Version 6.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

У пациентов с ВБ от воздействия локальной 
вибрации состояние Т- и В-клеточного иммуни-
тета сопровождалось повышением абсолютного 
количества общей популяции Т-лимфоцитов 
(CD3+) (р=0,001) за счет фракции Т-хелперов 
(CD4+) (р=0,044) и Т-супрессоров (CD8+) 
(р=0,0005) и снижением процентного количе-
ства В-лим фо ци тов (CD20+) (р=0,006) и экспрес-
сии раннего активационного маркера (CD25+) 
(р=0,002). У пациентов с ВБ от сочетанного воз-

действия локальной и общей вибрации наблю-
далась выраженная гиперактивация иммунного 
ответа, которая характеризовалась повышени-
ем абсолютного количества общей популяции 
Т-лим фо ци тов (р=0,001), Т-хелперов (р=0,028), 
Т-су прес соров (р=0,0008), натуральных килле-
ров (р=0,001), В-лимфоцитов (р=0,005) и увели-
чением экспрессии маркеров ранней (р=0,001) 
и поздней (р=0,019) активации.

Учитывая, что БТШ могут высвобождаться 
во внеклеточную среду и в этом случае их осо-
бая протективная роль заключается в контроле 
воспалительного иммунного ответа, нами опре-
делено содержание БТШ70 в сыворотке крови 
у обследованных пациентов и выявлена его за-
висимость с количеством субпопуляций лимфо-
цитов. Так, у пациентов с ВБ от локальной ви-
брации наблюдалось снижение уровня БТШ70 
в сыворотке крови до 0,1 (0,04‒0,36) пг/ мл 
(р=0,019), а у пациентов с ВБ от сочетанного 
воздействия локальной и общей вибрации его 
уровень оставался в пределах контрольных зна-
чений –  0,39 (0,33‒0,42) пг/ мл (в контроле –  0,37 
(0,13‒0,41) пг/мл). При анализе взаимосвязей 
между содержанием БТШ70 и субпопуляциями 
лимфоцитов у пациентов с ВБ от локальной ви-
брации выявлена прямая корреляционная зави-
симость между уровнем БТШ70 и процентным 
количеством В-лим фо ци тов (CD20+) (r=0,51; 
p=0,009). У пациентов с ВБ от сочетанного воз-
действия локальной и общей вибрации статисти-
чески значимые корреляции не определялись.

Таким образом, сравнительный анализ суб-
популяционного состава лимфоцитов у пациен-
тов с ВБ от воздействия локальной вибрации по-
зволил выявить особенности иммунного ответа, 
характеризующиеся увеличением абсолютного 
количества CD3+-, CD4+-, CD8+-лим фо ци тов 
и снижением процентного количества CD20+-, 
CD25+-лимфоцитов. В то же время у пациен-
тов с ВБ от сочетанного воздействия локальной 
и общей вибрации наблюдалось возрастание 
абсолютного количества CD3+-, CD4+-, CD8+-, 
CD16+-, CD20+-, CD25+-, CD95+-лим фо ци тов, 
что свидетельствует об активации процессов 
апоптоза лимфоцитов в условиях выраженной 
стимуляции иммунной системы. Снижение 
уровня БТШ70 в сыворотке крови у пациентов 
с ВБ от воздействия локальной вибрации, по-
видимому, свидетельствует о накоплении его 
внутри клетки и защите процессов биосинтеза 
и структурной целостности белков в повреж-
денной клетке за счет В-лимфоцитов.
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Comparative analysis of the subpopulations of lymphocytes in patients with vibration disease (VB) 
from the eff ects of local vibration revealed the features of the immune response, characterized by in-
creasing the absolute amount of CD3+-, CD4+-, CD8+- lymphocytes and decreased the percentage of 
CD20+-, CD25+-lymphocytes. In patients with VB from the eff ects of combined vibration, an increase in 
the absolute number of CD3+-, CD4+ -, CD8+ -, CD16+ -, CD20+-, CD25+-, CD95+-lymphocytes was 
observed, which indicates the activation of lymphocyte apoptosis under conditions of pronounced stimu-
lation of the immune system. A decrease in the level of HSP70 in the serum of patients with VB from 
exposure to local vibration indicates its accumulation inside the cell and the protection of the processes 
of biosynthesis and the structural integrity of proteins in the damaged cell due to B-lymphocytes.

Key words: lymphocytes, heat shock proteins, local and general vibration, vibration disease
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Успех регенерации мышечной ткани зависит 
от фенотипа макрофагов и их секреторной актив-
ности, которая носит дуалистический характер. 

Целью исследования явилось определение 
роли макрофагов и их цитокинового спектра 
при регенерации скелетной, гладкой и сердеч-
ной мышечных тканей при имплантации алло-
генного биоматериала.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Для исследования регенерации мышечной 
ткани использовали крыс линии Wistar. В икро-
ножной мышце моделировали субтотальный 
дефект 3‒4 мм, который ушивали викрилом 
(контроль n=36). В опытной серии (n=36) в ана-
логичный дефект укладывали аллогенный губча-
тый биоматериал (АГБ). Для исследования реге-
нерации гладкой мышечной ткани продольный 
разрез маточного рога крыс производили фо-
кусированным лучом СО2-ла зе ра. В контроль-

РОЛЬ МАКРОФАГОВ В РЕГЕНЕРАЦИИ 
МЫШЕЧНЫХ ТКАНЕЙ, ИНДУЦИРОВАННЫХ 
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Аллогенные биоматериалы (АБ) после имплантации в дефект мышцы голени крысы и рог мат-
ки крысы способствуют регенерации тканей за счет миграции М1 макрофагов, экспрессирующие 
провоспалительные факторы ‒ TNFα, IL-1. Они ингибируют миграцию М2 макрофагов, фак-
торов фиброза, способствуют миграции и дифференциации миоцитов. В ишемически повреж-
денном миокарде после имплантации АБ напротив обнаруживался дефицит макрофагов CD68, 
но и высокая экспрессия клетками Timp2 по сравнению с контролем, что могло способствовать 
снижению площади рубца. После введения АБ в мышечных тканях выявлены резидентные ма-
крофаги с фенотипом IL1+/CD68+/PCNA+/Хейл+/vimentin+/FGF1–/TGF-β1–.
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ной группе животных (n=10) дефект ушивали. 
В опытной группе (n=15) заполняли дефект ал-
логенным биоматериалом для замещения объ-
емных дефектов. Моделирование инфаркта 
миокарда осуществляли путем перевязки коро-
нарной артерии. Одновременно в контрольной 
группе (n=50) вводили физиологический рас-
твор, а в опытной группе (n=50) вводили су-
спензию диспергированного аллогенного био-
материала (ДАБ) в бассейн стенозированной 
артерии. Использовали гистологические (окра-
ска гематоксилином / эозином, по Ван Гизону, 
по Маллори), гистохимические (окраска по Хей-
лу ‒ выявление гликозаминогликанов (ГАГ)), 
альциановым синим), иммуногистохимические 
(CD68, TGF-β1, TNFα, IL-1α, PCNA, vimentin, 
FGF 1, c-kit, GATA-4) и эле к трон но-ми кро ско-
пи чес кие, морфометрические и статистические 
методы.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Дефект скелетной мышцы в опытной группе 
замещался мышечной тканью на 98% со все-
ми структурными элементами. В миометрии 
рога матки крысы формировался полноценный 
регенерат в виде разновекторных кластеров 
лейомиоцитов в окружении тонких соедини-
тельнотканных прослоек. В зоне дефектов био-
материал постепенно деградировал, а продукты 
его резорбции становились хемоаттрактантами 
для моноцитов/макрофагов в большом количе-
стве и способствовали трансформации в фено-
типически зрелые фагоцитарные формы. Пик 
активности макрофагов совпадал и коррелиро-
вал с динамикой экспрессии провоспалитель-
ных цитокинов IL-1 и TNFα, что дает основа-
ние предполагать развитие провоспалительной 
М1 фазы активации клеток. Определялись ГАГ 
позитивные макрофаги. В регенерате наблю-
далось низкое содержание TGF-β1+ и FGF-1+ 
клеток, чему способствовал дефицит Vimentin+ 
клеток, что продлевало регенерационный пери-
од и содействовало индукции всех компонен-
тов мышечной ткани. В контрольной группе 
численность CD68+ была значительно меньше, 
чем в опытной группе, определялась высокая 
концентрация TGFb+, FGFb+, vimentin+ кле-
ток, формировался грубоволокнистый рубец. 
В пролиферативной фазе воспаления выявля-
лась реакция макрофагов CD68+ без признаков 
трансформации в гигантоклеточные формы со 
следующими фенотипическими характеристи-
ками: IL-1+ /CD68+ /PCNA+ / Хейл+ / vimentin+ 

/FGF1– /TGF-β1–. Подобные макрофаги ши-
роко распространены в тканях различных ор-
ганов: микроглиальные клетки головного моз-
га производные желточного мешка, гиалоциты 
стекловидного тела, плацентарные макрофаги 
и т. д. Можно предположить, что их наличие 
в зоне регенерации связано с синтезом угле-
водного компонента внеклеточного матрикса, 
определяющего зрелость коллагеновых воло-
кон соединительнотканных прослоек, создания 
гомеостаза в очаге замещения реактивной зоны 
и играть структурно-информативную роль для 
клеточных коопераций [1]. В результате зажив-
ления в ишемически поврежденном миокарде 
индекс площади рубца в опытной группе был 
в 2,74 раза меньше, чем в контрольной. В опыт-
ной группе течение воспалительного процесса 
характеризовалось наступлением ранней про-
лиферативной стадии. Этому способствовало 
напротив меньшее количество макрофагов. На-
ряду с костномозговыми предшественниками 
макрофагов, также выявлены макрофаги ме-
зенхимного происхождения ‒ Хейл+ и Timp-2+. 
Продукты биодеградации ДАБ привлекали 
стволовые миокардиальные клетки c-kit+, кото-
рые в 6,24 раза превосходили численность кон-
трольной группы в начальные сроки экспери-
мента. Несмотря на аутогенное происхождение, 
они подвергались фагоцитозу макрофагами, 
что связано с генетически запрограммирован-
ным механизмом антитуморогенности. Тем не 
менее, численность свободных c-kit+ клеток 
в опытной группе превосходила контрольную 
группу. Подход к модуляции макрофагов заклю-
чается в изменении их окружения. Морфофунк-
циональные свойства макрофагов формируют-
ся микроокружением органа проживания [2]. 
Следовательно, ДАБ в условиях острой ишемии 
миокарда оказывал гистопротекторный эффект 
за счет ингибирования миграции макрофагов 
и индукции клеточного кардиомиогенеза.
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Allogeneic biomaterials (AB) after implantation in a defect in the calf muscles of rats and the uterine 
horn of the rat contribute to the regeneration of tissues due to migration of M1 macrophages expressing 
Pro-infl ammatory factors, TNFα, IL-1. They inhibit the migration of M2 macrophages, fi brosis fac-
tors, promote migration and diff erentiation of myocytes. IN ischemic damaged myocardium after AB 
implantation, on the contrary, cd68 macrophage defi ciency was found, but high expression by Timp2 
cells compared to the control, which could contribute to the reduction of scar area. After the introduction 
of AB in muscle tissues revealed resident macrophages with phenotype IL-1+/CD68+/PCNA+/Hale+/
vimentin+/FGF1-/TGF-β1–.
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Как бактериальные, так и неинфекционные 
заболевания начинаются с активации врож-
денного иммунитета, при котором происходит 
наработка провоспалительных цитокинов и ак-

тивация макрофагов по классическому пути ‒ 
М1-тип. Они нарабатывают активные формы 
кислорода, включая NO, которые способствуют 
элиминации инфекции и поврежденных/зара-
женных клеток. Однако длительное воздействие 
М1-типа макрофагов может быть губительными 
для клеток хозяина. Поэтому происходит адапта-
ция организма, которая переключает иммунитет 
на альтернативный путь. Макрофаги, поляри-
зованные по М2 пути, обеспечивают наработку 
антител, регенерацию тканей и снижают количе-
ство воспалительных факторов [1]. Такие формы 
адаптации иммунитета встречаются как правило 
при хронических заболеваниях. В последние 
годы очень актуален поиск веществ способных 
переключать поляризацию макрофагов с одного 
на другой тип в качестве терапии различных за-
болеваний [2]. Из механизма пока известно, что 
процесс сопряжен с активацией разных типов 
Т-хелперных лимфоцитов [1]. Происходит ли 
раньше активация лимфоцитов или поляриза-
ция макрофагов пока не известно, так же как до 
сих пор не понятно могут ли эти процессы быть 
независимыми. Опубликовано лишь немного 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОДЕЛЬ ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ 
МЕХАНИЗМА НЕЗАВИСИМОЙ ОТ ЛИМФОЦИТОВ 

ПОЛЯРИЗАЦИИ МАКРОФАГОВ В КИШЕЧНИКЕ МЫШЕЙ
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Острый воспалительный процесс начинается с классического пути активации макрофагов. При 
хронической форме заболевания организм запускает адаптивный альтернативный путь активации 
М2-макрофагов. Например, при воспалительном заболевании кишечника (ВЗК) в хронической 
форме увеличивается количество М2-макрофагов в тканях кишечника. Мы создали модель мы-
шей, у которых отсутствуют зрелые лимфоциты и эти животные склонны к развитию ВЗК из-за 
отсутствия мукозального барьера в кишке. В результате мы получили хорошую модель, которая 
раскрывает роль макрофагов и лимфоцитов в развитии ВЗК, а также может быть использована для 
понимания действия фармакологических препаратов, вызывающих поляризацию макрофагов.
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исследований, в которых на конкретных моде-
лях заболеваний показано, что поляризация ма-
крофагов не зависит от лимфоцитов [3].

Экспериментальная модель воспалительного 
заболевания кишечника (ВЗК) –  мыши с нуль-
му тацией гена Muc2, основного протеоглика-
на вовлеченного в барьерный иммунитет. На 
ней мы определили, что уже в возрасте 2-х не-
дель наблюдается поляризация макрофагов по 
М2 типу (хроническая форма ВЗК). Чтобы по-
нять происходит ли такая поляризация за счет 
включения T-хелперных лимфоцитов 2-го типа 
или независимо мы создали модель, у которой 
помимо отсутствия гена Muc2 есть однонуклео-
тидная мутация SCID в гене Prkdc. Отсутствие 
каталитической субъединицы ДНК-зависимой 
протеинкиназы препятствует созреванию лим-
фоцитов, в связи с эти у мышей нет зрелых 
лимфоцитов. Это удобная модель для изучения 
роли лимфоцитов в различных патологических 
процессах. В настоящее время до сих пор не из-
учен вклад лимфоцитов в развитие хронической 
формы ВЗК у мышей с нарушенной барьерной 
функцией.

Целью нашей работы было определить роль 
лимфоцитов в поляризации макрофагов при раз-
витии хронической формы ВЗК у таких мышей.

В данной работе путем скрещивания мышей 
с нокаутом гена Muc2 (Muc2-/-) и PrcdcSCID были 
получены нужные генотипы, включая нашу экс-
периментальную модель. В рамках выполнения 
генотипирования мы усовершенствовали ранее 
опубликованный метод идентификации мута-
ции SCID с помощью анализа ПЦР в реальном 
времени. В возрасте 14, 21, 28 дней полученных 
животных четырех генотипов: Muc2-/-PrkdcSCID, 
Muc2-/-, PrkdcSCID и WT (дикий тип), ‒ сравни-
ли по уровню экспрессии генов Arg1 (М2-тип) 
и Nos2 (М1-тип), гиперплазии крипт нисходя-
щего отдела толстой кишки и количеству ма-
крофагов. Исследование выполнено в ЦКП 
«Центр генетических ресурсов лабораторных 
животных» ФИЦ ИЦиГ СО РАН. В исследова-
нии использовали мышей свободных от спец-
ифических патогенов (расширенный список 
FELASA 2014). На гистологических срезах не 
было выявлено признаков острого воспаления, 
таких как отек и эрозия эпителия в нисходящем 
отделе толстой кишки у мышей всех четырех 
генотипов. Однако, у мышей Muc2-/- и Muc2-
/-PrkdcSCID была отмечена гиперплазия крипт 
и больше макрофагов, чем у PrkdcSCID и WT толь-
ко в возрасте 28 дней. Подобные признаки хро-
нического протекания заболевания ВЗК были 

показаны на других экспериментальных моде-
лях животных, а также у пациентов с ВЗК.

Известно, что на начальной стадии любого 
воспаления повышается уровень индуцирован-
ной NO-синтетазы (Nos2), который неизбежно 
влечет повышение свободных радикалов. И дей-
ствительно, количество mRNA генов Nos2 уве-
личивалось у мышей Muc2-/- и Muc2-/-PrkdcSCID 
уже в 14 дней. В другие возрастные периоды 
экспрессия Nos2 повышалась только у Muc2-/-
PrkdcSCID, тогда как у Muc2-/-мышей активность 
этого гена снижалась до уровня контрольных 
генотипов PrkdcSCID и WT. Отсутствие снижения 
уровня экспрессии Nos2 может быть губитель-
ным для организма. И, действительно, такие 
животные уже на стадии 2 месяцев демонстри-
ровали клинические признаки колита, такие 
как пролапс и довольно раннюю смертность, по 
сравнению с Muc2-/-мышами. Таким образом, 
можно предположить, что наличие лимфоцитов 
у Muc2-/-мышей подавляют активность и по-
ляризацию макрофагов по М1 типу, вызванную 
недостатком барьерного иммунитета. Такое сни-
жение активности М1 макрофагов благоприятно 
сказывается на состоянии организма.

На стадии хронического воспаления проис-
ходит поляризация макрофагов с М1 на М2 тип. 
Макрофаги М2 типа активно синтезируют ар-
гиназу 1, которая катализирует распад L-ар ги-
ни на до орнитина и мочевины. В свою очередь 
орнитин дальше метаболизируется в полиами-
ны, которые запускают процесс деления клеток 
и репарацию. У мышей с нарушенной барьер-
ной функцией Muc2-/- и Muc2-/-PrkdcSCID в воз-
расте 14 дней повышается экспрессия гена Arg1. 
Но наиболее значимое увеличение количества 
мРНК происходит только к 28-ми дням у этих 
генотипов. Значительный подъем макрофагаль-
ного метаболита сопряжен с увеличением коли-
чества клеток в крипте к этому возрасту, что мо-
жет быть причиной повышения концентрации 
полиаминов в ткани толстой кишки. Так как 
увеличение экспрессии маркера макрофагов 
М2-типа происходит одинаково у мышей двух 
генотипов Muc2-/- и Muc2-/-PrkdcSCID, то можно 
предположить, что оно не зависит от наличия 
зрелых лимфоцитов.

Полученная нами модель животных с на-
рушенной барьерной функцией и отсутствием 
зрелых лимфоцитом может быть хорошим объ-
ектом для изучения эффекта фармакологиче-
ских препаратов участвующих в реполяризации 
макрофагов или в снижении их активности без 
участия зрелых лимфоцитов. Это позволит де-
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тально понять механизм действия таких препа-
ратов.

Исследование поддержано бюджетным про-
ектом № 0533-2019-0003.Приобретение реакти-
вов осуществлено за счет гранта РФФИ 18-015-
00329.
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Acute infl ammatory begins to activate of M1-macrophage by classical pathway. In the chronic form 
of the disease, the body triggers an adaptive alternative pathway to activate of M2-macrophages. For 
example, the number of intestinal M2-macrophages increases in infl ammatory bowel disease (IBD) of 
a chronic form. We have got a model of mice that do not have mature lymphocytes and these animals 
development of IBD due to the absence of a intestinal mucosal barrier. We obtained a good model that 
reveals the role of macrophages and lymphocytes in the development of IBD, and can also be used to 
understand the eff ect of pharmacological drugs that cause polarization of macrophages.
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ВВЕДЕНИЕ

Нетоз – защитный механизм, при котором 
нейтрофилы выбрасывают содержимое ядра 
и гранул во внеклеточную среду. Наряду с этим 
активируется НАДФН-оксидаза и вырабаты-
ваются АФК. В результате образуются ней-
трофильные внеклеточные ловушки, которые 
видны как длинные нити ДНК или облакопо-

добные структуры [1]. Для изучения нетоза in 
vitro обычно используют форболовый эфир аце-
тат миристата (ФМА). При стимуляции клеток 
ФМА нетоз развивается по пути, который счи-
тается классическим [2]. В этом случае выработ-
ка АФК – непременное условие для развития 
нетоза, однако роль АФК до конца не выяснена. 
Другой характерный признак «классического» 
нетоза – это длительность процесса 2‒3 часа. 
В последнее время появились сообщения о не-
тозе, развитие которого отличается от классиче-
ского: АФК-независимый быстрый нетоз [3].

Ранее нами было изучено влияние катион-
ных липосом, состоящих из фосфатидилхоли-
на (ФХ) и содержащих стеариламин (ФХ-СА 
липосомы), на формирование нейтрофильных 
внеклеточных ловушек и КВ. Показали, что 
инкубация нейтрофилов с ФХ-СА липосомами 
приводит к быстрому нетозу [4]. Оценка АФК 
с помощью лю ми нол-за ви си мой ХЛ показала, 
что липосомы из ФХ, так же как и ФХ-СА липо-
сомы, могли вызывать КВ через 2‒3 часа после 

СТЕАРИЛАМИН ВЫЗЫВАЕТ БЫСТРОЕ ОБРАЗОВАНИЕ 
НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ЛОВУШЕК (НЕТОЗ), 

НЕ ЗАВИСЯЩЕЕ ОТ АКТИВНЫХ ФОРМ КИСЛОРОДА
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Методом конфокальной флуоресцентной микроскопии было показано, что стеариламин (СА) 
в концентрации 0,2 мг/мл вызывает образование нейтрофильных внеклеточных ловушек. По 
сравнению с форболовым эфиром миристат ацетата (ФМА) –  классическим активатором нето-
за –  при воздействии СА этот процесс протекает быстрее (30‒60 мин), тогда как при действии 
ФМА за 2‒3 часа. С помощью люминол-зависимой хемилюминесценции (ХЛ) было показано, 
что СА не активирует НАДФН-оксидазу. СА дозозависимо подавлял кислородный взрыв (КВ) 
клеток, стимулированных ФМА, зимозаном и латексом. Прямое доказательство того, что актив-
ные формы кислорода (АФК) не требуются в нетозе, было получено на примере нейтрофилов, 
выделенных из крови пациентов с хронической гранулематозной болезнью (ХГБ). Из результатов 
следует, что образование нейтрофильных внеклеточных ловушек под действием СА протекает по 
неклассическому механизму.

Ключевые слова: конфокальная флуоресцентная микроскопия, люминол-зависимая хеми-
люминесценция, нейтрофильные внеклеточные ловушки, нетоз, стеариламин
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их добавления к клеткам, что, возможно, обу-
словлено привнесенным ФХ или липидными 
радикалами, а не непосредственно СА. Стоит 
отметить, что пустые ФХ-липосомы не вызы-
вали нетоз. ФХ-СА липосомы вызывали нетоз 
гораздо раньше, чем происходил КВ. Чтобы 
однозначно ответить на вопрос о необходимо-
сти АФК для нетоза и исключить влияние ФХ, 
в данной работе использовали СА, растворен-
ный в ДМСО. Чтобы оценить возможность уча-
стия длинноцепочечных жирных кислот в раз-
витии нетоза, в качестве контроля использовали 
стеариновую кислоту (С18).

МЕТОДЫ

Выделение нейтрофилов. Нейтрофилы выде-
ляли из венозной крови в градиенте плотности 
фиколла.

Флуоресцентная микроскопия. Нейтрофиль-
ные внеклеточные ловушки визуализировали 
с помощью флуоресцентного конфокального 
микроскопа FluoView Olympus 10i (Япония). 
Нейтрофилы культивировали при 37 °C в при-
сутствии 0.2 мг/мл СА или С18, или 40 нМ ФМА 
(во всех образцах содержание ДМСО 2%), фик-
сировали метанолом и окрашивали акридино-
вым оранжевым.

Кислородный взрыв нейтрофилов оценивали 
методом люминол-зависимой ХЛ с помощью 
хемилюминометра Lum-1200 (ДИСофт, Рос-
сия). Нейтрофилы инкубировали с 0.2; 0.04 
и 0.008 мг/мл СА 15 мин при 37 °C и стимулиро-
вали ФМА (40 нМ), зимозаном (0.1 мг/мл) или 
латексом (размер частиц 1.2 мкм).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Образование нейтрофильных внеклеточных ло-
вушек. Были проанализированы образцы ней-
трофилов, полученных от пяти добровольцев. 
Установили, что инкубация нейтрофилов с СА 
вызывает нетоз. Наблюдали как «миксы» ядра 
и цитоплазмы, так и сами ловушки (нити или 
облака). Поскольку нетоз, вызываемый ФМА, 
подробно описан в литературе, время образо-
вания ловушек при инкубации с СА сравнива-
ли со временем их образования под влиянием 
ФМА. Во всех случаях происходило быстрое об-
разование ловушек. В одних случаях клетки на-
чинали образовывать ловушки уже через 30 мин 
после инкубации с СА, а через час 100% клеток 
были подвержены нетозу. В других случаях ло-
вушки начинали образовываться через час, но 

уже через 90 мин все клетки были задействованы 
в процессе. ФМА активировал ловушки гораздо 
позднее – через 120‒180 мин, причем процент 
нетотических клеток никогда не достигал 100%.

Сравнительно недавно было установлено, 
что на поверхности нейтрофилов локализованы 
рецепторы жирных кислот. Чтобы оценить воз-
можность участия остатков жирных кислот в ин-
дукции нетоза, нами было исследовано действие 
С18 на нейтрофилы. Мы показали, что инкуба-
ция С18 с нейтрофилами сопровождалась обра-
зованием немногочисленных ловушек, процент 
которых не превышал 10.

Отдельно стоит отметить результаты экспе-
римента с нейтрофилами, выделенными от па-
циентов с ХГБ. При этом заболевании наруше-
на функция НАДФН оксидазы, и нейтрофилы 
не способны генерировать АФК. В этом случае 
ФМА не вызывает нетоз. Оказалось, что СА спо-
собен вызывать нетоз таких клеток: через 60 мин 
нетоз развивался у 50% клеток больного ХГБ, 
а через 120 мин ‒ практически у всех клеток.

Кислородный взрыв нейтрофилов. СА оказывал 
дозозависимое ингибирующее действие на КВ: 
в концентрации 0.2 мг/мл СА полностью пода-
влял генерацию АФК клетками, стимулирован-
ными ФМА, зимозаном и латексом. Меньшие 
концентрации СА (0.04 и 0.008 мг/мл) такого 
действия не оказывали. Кроме того, стоит отме-
тить, что сам по себе СА не вызывал активацию 
НАДФН-оксидазы, поскольку при стимулиро-
вании клеток в течение трех часов пика ХЛ не 
наблюдали.

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время исследования нетоза по-
казали, что существуют как минимум два типа 
этого процесса. Один, активируемый ФМА 
и другими химическими и микробными факто-
рами, развивается в течение 2‒3 ч, причем для 
этого процесса необходимы АФК, роль которых 
не выяснена окончательно. Другой тип нетоза 
(неклассический) развивается значительно бы-
стрее (30‒60 мин) и не зависит от АФК. Этот тип 
нетоза описан для таких активаторов как внутри-
клеточные паразиты и стафилококк [3, 5].

В данной работе показано, что СА, положи-
тельно заряженный амин, содержащий 18 угле-
родных атомов, вызывает быстрый нетоз без 
участия АФК. Более того, СА дозозависимо бло-
кирует КВ, вызванный ФМА, зимозаном и ла-
тексом. Известно, что они действуют по разным 
механизмам: ФМА стимулирует протеинкина-
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зу С, вызывая активацию НАДФН-оксидазы, 
а зимозан и латекс индуцируют фагоцитоз. Ин-
тересно отметить, что отрицательно заряженная 
жирная кислота C18 почти не вызывает образо-
вание ловушек. Эти результаты и литературные 
данные по активирующему действию катион-
ных липосом говорят о важной роли положи-
тельного заряда на молекуле активатора.

Полученные результаты позволяют сделать 
вывод о том, что положительно заряженный СА 
вызывает нетоз, протекающий по механизму, 
не требующему АФК. Прямое доказательство 
этого было получено при изучении действия СА 
на нейтрофилах пациентов с ХГБ.
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Using confocal fl uorescence microscopy it was shown that stearylamine (SA) at concentration of 
0.2 mg/ml causes the neutrophil extracellular traps formation. In comparison with classic NET activa-
tor, the phorbol ether of myristate acetate (PMA), SA activates this process much faster, in 30‒60 min, 
while under PMA stimulation it occurs in 2‒3 hours. Using luminol-dependent chemiluminescence, 
we showed that SA does not activate NADPH oxidase. SA dose-dependently suppresses the oxidative 
burst stimulated with PMA, zymosan, or latex. The direct evidence that NADPH oxidase is not acti-
vated under the SA action was obtained by using neutrophils isolated from the blood of patients with 
chronic granulomatous disease (CGD). It is obvious from our results, that SA-induced NET formation 
does not require the participation of reactive oxygen species and proceeds according to a nonclassical 
mechanism.

Key words: fl uorescence confocal microscopy, luminol-dependent chemiluminescence, NETosis, 
neutrophil extracellular traps, stearylamine
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NOD-подобные рецепторы (NOD1, NOD2) 
и Toll-подобные рецепторы (TLR) взаимодей-
ствуют синергически: цитокиновый ответ кле-
ток на сочетанную стимуляцию двух рецепторов 
выше, чем сумма ответов на стимуляцию каждо-
го рецептора по отдельности [1‒3]. Полагают, 
что синергическое усиление продукции провос-

СИНЕРГИЧЕСКОЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ РЕЦЕПТОРОВ NOD1 
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Впервые проведено комплексное изучение экспрессии цитокинов и метаболического репро-
граммирования макрофагов при сочетанной стимуляции рецепторов NOD1 и TLR4 врожденного 
иммунитета. Агонисты NOD1 и TLR4 стимулировали основные параметры гликолиза (скорость 
закисления внеклеточной среды, потребление глюкозы, высвобождение лактата), однако измене-
ния этих показателей при сочетанной стимуляции не превышали сумму изменений при раздель-
ной стимуляции. В то же время при сочетанной стимуляции наблюдалось синергическое увеличе-
ние продукции провоспалительных цитокинов и экспрессии их мРНК на сравнительно поздних 
сроках (4‒9 ч) после добавления агонистов. Таким образом, метаболическая перестройка может 
поддерживать синергическое увеличение синтеза цитокинов при сочетанной стимуляции NOD1 
и TLR4, однако первопричина синергизма заключается в синергическом увеличении экспрессии 
генов цитокинов.
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палительных цитокинов играет роль в развитии 
гипервоспалительного синдрома при сепсисе. 
С другой стороны, явление синергизма может 
быть использовано в терапевтических целях 
при создании иммуностимуляторов, содержа-
щих малые дозы синергически действующих 
активаторов врожденного иммунитета [1]. 

Однако механизмы синергического взаимо-
действия NOD-TLR изучены плохо. Важное зна-
чение в физиологии клеток иммунной системы 
придается метаболическому репрограммирова-
нию, в первую очередь переходу активированной 
клетки с окислительного фосфорилирования 
на аэробный гликолиз [4], который поставляет 
энергию и метаболиты для анаболических про-
цессов.

Целью исследования было оценить вклад 
транскрипции генов цитокинов и изменений 
метаболизма глюкозы в механизмы синергиче-
ского взаимодействия рецепторов NOD1 и TLR4 
в клетках врожденной иммунной системы чело-
века. В качестве модели использовали макрофа-
ги, полученные путем культивирования моно-
цитов крови доноров с ГМ-КСФ.

При анализе экспрессии цитокинов обнару-
жилось, что в ранние сроки после начала стиму-
ляции (1 ч для уровней мРНК TNF, IL-6 и IL-1β, 
2‒3 ч для секретированного TNF) имеет место 
простая суммация эффектов агонистов NOD1 
(М-триДАП) и TLR4 (ЛПС), однако на более 
поздних сроках (4 ч и более) наблюдается вы-
раженное синергическое увеличение секреции 
TNF и экспрессии мРНК TNF, IL-6 и IL-1β. Аго-
нисты NOD1 и TLR4 по отдельности стимули-
ровали гликолиз, что проявлялось в повышении 
скорости закисления среды (в реальном време-
ни), 24-часового потребления глюкозы и 24-ча-
сового высвобождения лактата. При стимуля-
ции двумя агонистами наблюдалась суммация 

их эффектов либо инфрааддитивные эффекты, 
синергическое действие на гликолиз отсутство-
вало. Также не было выявлено синергического 
влияния агонистов на активацию (фосфорили-
рование) ряда белков, участвующих в регуляции 
гликолиза и белкового обмена (киназы Akt, p70, 
p38, ERK, MNK, фактор инициации трансля-
ции eIF4E). Полученные данные показывают, 
что события, приводящие к синергическому 
усилению выработки цитокинов при сочетан-
ной стимуляции NOD1 и TLR4, происходят на 
уровне транскрипции мРНК цитокинов между 
1 и 4 ч после добавления агонистов. Изменения 
метаболизма глюкозы при сочетанной стимуля-
ции не являются синергическими, однако могут 
способствовать реализации транскрипционной 
программы клетки.
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We performed a simultaneous analysis of cytokine expression and metabolic reprogramming of 
macrophages upon combined stimulation of NOD1 and TLR4 receptors of innate immunity. NOD1 and 
TLR4 agonists boosted main parameters of glycolysis (extracellular acidifi cation rate, glucose consumption, 
lactate release). However, changes of these parameters upon combined stimulation were not greater 
than those induced by stimulation of each individual receptor. At the same time, combined stimulation 
synergistically induced pro-infl ammatory cytokine production and mRNA expression at relatively late 
time points (4–9 hours) after addition of agonists. In all, metabolic reprogramming may support synergistic 
induction of cytokines upon combined NOD1 and TLR4 stimulation; however, the origin of this synergy is 
in the synergistic induction of cytokine gene expression.

Key words: macrophages, muramyl peptides, NOD1, TLR4, tumor necrosis factor
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ВВЕДЕНИЕ

Токсическое повреждение печени сопрово-
ждается развитием воспалительной реакции. 
Одним из проявлений воспаления является ак-

тивация клеточных элементов синтезирующих 
коллаген и гликозаминогликаны. Известно, 
что в регуляции восстановительных процессов 
при повреждении печени участвуют клеточные 
элементы соединительной ткани, в частности, 
тучные клетки (мастоциты). ТК являются био-
логическими регуляторами, поскольку могут 
синтезировать цитокины, молекулы адгезии, 
гликозаминогликаны, участвуют во всех фазах 
воспаления, регулируют репаративные процес-
сы в различных органах [1]. Неадекватное ко-
личество и (или) функциональная активность 
ТК может сопровождаться нарушением соот-
ношения фаз воспалительного процесса и про-
являться в виде увеличения некротизированных 
клеток, развития цирроза и как следствие, угне-
тение регенераторных процессов в печени. При 
длительном воздействии патогенного фактора 
в печени усиливается образование коллагено-
вых структур, что способствует развитию фи-
броза. В связи с этим, целью исследования было 
оценить реакцию ТК и степень фиброза печени 
при диффузном токсическом повреждении пе-
чени и его коррекции.

СОСТОЯНИЕ СОЕДИНИТЕЛЬНОТКАННЫХ ЭЛЕМЕНТОВ 
ПРИ ДИФФУЗНОМ ТОКСИЧЕСКОМ ПОВРЕЖДЕНИИ ПЕЧЕНИ 
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На модели диффузного токсического повреждения печени тетрахлорметаном (CCl4) и его 
коррекции аминофталгидразидом (АФГ) у крыс проведена оценка реакции тучных клеток (ТК) 
и степени фиброза. Структурные нарушения и угнетение регенераторных процессов в печени 
в условиях химической травмы сопровождались усилением миграции ТК в портальную строму 
и увеличением содержания секреторных гранул в них. Применение АФГ способствует нормали-
зации площади, занимаемой коллагеном в ткани печени, и снижает количество ТК, но поддержи-
вает высокое содержание секреторных гранул в них.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Эксперимент по моделированию диффузного 
токсического повреждения печени был выпол-
нен на 40 крысах-самцах линии Wistar массой 
180±10 г, одобрен локальным этическим ко-
митетом Института иммунологии и физиоло-
гии Уральского отделения РАН и соответствует 
принципам Директивы 2010/63/EC Европейско-
го парламента и Европейского Совета по защите 
животных, используемых в научных целях.

Были сформированы следующие экспери-
ментальные группы животных: интактная, CCl4 3 
сутки, CCl4 7 сутки, CCl4, 14 сутки, CCl4 + АФГ 3 
сутки, CCl4 + АФГ 7 сутки, CCl4 + АФГ 14 сутки. 
Для создания модели диффузного токсического 
повреждения печени использовали CCl4, кото-
рый вводили крысам однократно внутрибрю-
шинно в дозе 50 мг/100 г массы тела. Инъекции 
аминофталгидразида осуществлялись в течение 
всего эксперимента внутримышечно из расчета 
2 мг/кг. Интактную группу составляли здоровые 
животные. Животных опытных групп выводили 
из эксперимента на 3, 7 и 14 сутки передозиров-
кой диэтилового эфира.

Тучные клетки печени выявляли при окраске 
гистологических срезов толуидиновым синим, 
с помощью программы Leica Application Suite 
(V4) подсчитывали их количество в единице пло-
щади в 20-ти полях зрения при увеличении ×1000 
микроскопа Leica DM 2500. Для оценки функ-
циональной активности ТК измеряли интенсив-
ность окрашивания толуидиновым синим суль-
фатированных гликозаминогликанов в составе 
секреторных гранул цитоплазмы, показатель вы-
ражали в единицах оптической плотности.

Для выявления коллагена в ткани печени про-
водили окрашивание гистологических срезов пи-
кросириусом красным. С использованием лазер-
ного сканирующего конфокального микроскопа 
LSM 710 (ZEISS) и стандартных фильтров FITC 
и родамин получали изображения в формате 
jpg [2]. Далее с помощь программы ImageJ про-
водили подсчет площади коллагена и выражали 
в процентах от общей площади ткани.

Статистическая обработка результатов выпол-
нена с помощью пакета программ Statistica 10.0 
и непараметрического критерия Манна-Уит ни 
для 2-х независимых выборок (р<0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ

В соответствии с морфометрическими дан-
ными на 3 сутки после введения токсиканта от-

мечается достоверное увеличение количества 
ТК с 51,2±4,9 кл/мм2 (интактная группа) до 
94,7±12,7, а также увеличение количества секре-
торных гранул в каждой ТК с 0,045±0,011 ус. ед. 
до 0,071±0,015 ус. ед. относительно показателей 
интактных животных. Данное увеличение мо-
жет быть обусловлено миграцией ТК в место 
повреждения. В модели индуцированного CCl4 
повреждения печени рядом исследователей 
было обнаружено увеличение числа ТК в пор-
тальных областях, которое постепенно возрас-
тало по мере увеличения степени фиброза [3]. 
На 7 и 14 сутки воздействия CCl4 количество ТК 
увеличивается до значений 219,76±35,95 кл/мм2 
и 210,6±33,23 кл/мм2 соответственно, а сни-
жение оптической плотности свидетельствует 
об активной дегрануляции. Применение АФГ 
приводит не только к увеличению числа ТК, но 
и способствует повышению содержания секре-
торных гранул в них.

При оценке степени фиброза в ткани печени 
на фоне токсического воздействия на 3 и 7 сутки 
отмечается незначительное увеличение средней 
площади, занимаемой коллагеном. На 14 сутки 
площадь коллагена возрастает в 5 раз по сравне-
нию с показателями интактных животных. На 
фоне применения АФГ на 3 и 14 сутки отмеча-
ется уменьшение площади коллагена в печени 
по сравнению с группами соответствующего 
срока без лечения.

ВЫВОДЫ

Токсическое действие CCl4 приводит к увели-
чению площади занимаемой коллагеном и сопро-
вождается миграцией тучных клеток в порталь-
ную строму, а также увеличением содержания 
секреторных гранул в них. Применение АФГ 
способствует уменьшению площади коллагена 
и количества тучных клеток в печени крыс при 
диффузном токсическом повреждении. Вероят-
но, использование агентов, стабилизирующих 
миграцию тучных клеток в печень, может спо-
собствовать уменьшению альтерации и стимуля-
ции регенерации.

Исследование проведено с использованием 
оборудования ЦКП ИИФ УрО РАН и в рамках 
бюджетной программы № Гос. регистрации –  
АААА-А18-118020590107-0.
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An experimental model of diff use toxic rat liver damage with carbon tetrachloride (CCl4) and its cor-
rection by aminophthalhydrazide (APH) was used to evaluate the response of mast cells and the degree 
of fi brosis. Structural disorders and suppression of regenerative processes in the liver under conditions 
of chemical trauma were accompanied by increased migration of mast cells to the portal stroma and an 
increased content of secretory granules in them. The use of APH contributes to the normalization of the 
area, occupied by collagen in the liver tissue, and reduces the number of mast cells, but maintains a high 
content of secretory granules in them.
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ВВЕДЕНИЕ

Вопросы участия тучных клеток в регуляции 
физиологических функций организма, ком пен-
са торно-приспособительных процессах активно 
обсуждаются исследователями. При этом вни-
мание специалистов обычно сфокусировано на 
изучении местных реакций тучноклеточного 
звена. Сформулированная в последние годы тео-
рия системного воспаления поднимает вопросы 
генерализованных реакций соединительной тка-
ни и ее компонентов на локальные воздействия.

Цель исследования: дать характеристику ре-
акции тучных клеток различных органов крыс 

(надпочечники, тимус, желудок, кишечник, 
кожа) при хроническом воспалении.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Работа выполнена на 40 крысах-самцах линии 
Wistar массой 250–300 г в соответствии с прин-
ципами Директивы 2010/63/ЕU ЕС. Реакцию 
тучных клеток исследовали на эксперименталь-
ной модели хронического продуктивного воспа-
ления (введение под кожу спины в асептических 
условиях стерильного ватного тампона массой 
15 мг [1]. Анализ состояния мастоцитов прово-
дили на 4, 7 и 14 сутки от начала воздействия 
в капсуле надпочечников, тимусе, желудке, ки-
шечнике, коже в очаге воспаления и с брюшной 
стороны тела путем оценки общего количества 
клеток и их секреторной активности. Материал 
фиксировали в жидкости Карнуа. Гистологи-
ческие препараты готовили по общепринятым 
методикам с последующим окрашиванием то-
луидиновым синим. Анализ препаратов про-
водили с помощью микроскопа Leica DM2500 
и программы анализа изображений ВидеоТест 
Морфология 5.2. при увеличении объекти-
ва в 100 раз в 20 полях зрения с пересчетом на 
0,01 мм2. Секреция тучных клеток оценивалась 

ОСОБЕННОСТИ РЕАКЦИИ ТУЧНЫХ КЛЕТОК ОРГАНИЗМА 
НА ХРОНИЧЕСКОЕ МЕСТНОЕ ВОСПАЛЕНИЕ
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Хроническое продуктивное воспаление вызывает развитие общего регенераторного ответа ор-
ганизма, непосредственное участие в котором принимают и тучные клетки. При этом стадийность 
тучноклеточной реакции согласуется с классической схемой развития воспаления. Первоначаль-
ная активация секреции на более поздних сроках сменяется процессами накопления медиаторов 
и пополнением пула тучных клеток в тканях.
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по их оптической плотности, коэффициенту де-
грануляции –  показателю апокриновой секре-
ции (как процент дегранулирующих клеток), 
индексу суммарного гранулолизиса –  показате-
лю мерокриновой секреции [2]. Общепринятый 
метод классификации мастоцитов для расчета 
индекса суммарного гранулолизиса был моди-
фицирован –  тучные клетки подразделяли на 
4 типа по величине оптической плотности, т. е. 
количественно, и рассчитывали индекс суммар-
ного гранулолизиса, как процент клеток с опти-
ческой плотностью менее 0,4 условных единиц. 
Оценка гематологических показателей перифе-
рической крови животных проводилась при по-
мощи гематологического анализатора Celly 70. 
Анализ данных выполнен в пакете статистиче-
ских программ STATISTICA 6.0 (StatSoft, Inc. 
2001). Данные представлены в виде среднего 
арифметического (M) ± стандартная ошибка 
среднего (m). При проверке статистических ги-
потез использовали непараметрический крите-
рий Ман на-Уитни (Mann-Whitney U test) c 5% 
уровнем значимости.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенные исследования свидетельству-
ют, что в периферической крови эксперимен-
тальных животных наблюдается стереотипная 
для развития воспаления картина: преходящая 
лейко- и лимфопения, уменьшение числа сред-
них клеток, которые к 7 суткам сменяются стой-
ким нейтрофильным лейкоцитозом. Наиболее 
выраженная реакция красной крови отмечается 
на 7 сутки развития хронического воспаления, 
когда снижаются показатели гемоглобина, гема-
токрита, средний объем эритроцитов и среднее 
содержание гемоглобина в них. К 14 суткам сни-
жается содержание тромбоцитов и тромбокрит.

В очаге хронического продуктивного воспа-
ления при этом наблюдается стойкое увеличение 
числа тучных клеток и показателей их секретор-
ной активности. При этом секреция преиму-
щественно идет по апокриновому типу. В коже 
с брюшной стороны, на существенном удалении 
от очага воспаления, при этом также отмечается 
существенное повышение содержания мастоци-
тов, снижение их оптической плотности, увели-
чение показателей их секреторной активности за 
счет обоих типов секреции.

В капсуле надпочечников при хроническом 
воспалении в исследуемые сроки количествен-
ные и функциональные показатели тучных кле-
ток практически не изменяются. В соединитель-

нотканных трабекулах тимуса на 4 сутки после 
повреждения отмечается снижение оптической 
плотности мастоцитов, но в более поздние сро-
ки соотношение процессов синтеза и секреции 
биологически активных веществ тучных клеток 
возвращается к контрольным значениям. В то 
же время именно к 7 суткам и позднее в тимусе 
возрастает количество мастоцитов.

В собственной пластинке слизистой и подсли-
зистой желудка и кишечника при хроническом 
воспалении количество тучных клеток увеличи-
вается, при этом также увеличивается и оптиче-
ская плотность клеток, что говорит о превалиро-
вании процессов синтеза и накопления секрета 
над его секрецией.

В проведенных ранее исследованиях было по-
казано, что экстремальные воздействия вызыва-
ют в ранние сроки системную неспецифическую 
реакцию тучных клеток, проявляющуюся в виде 
активации их секреции, повышении доли грану-
лолизиса [2], перераспределении тучных клеток 
в организме [3]. В то же время специфические 
реакции взаимосвязаны с природой повреждаю-
щего агента, а также особенностями органа.

Хроническое продуктивное воспаление вы-
зывает развитие общего регенераторного ответа 
организма, непосредственное участие в котором 
принимают и тучные клетки. В коже, органе, ко-
торый подвергается непосредственному повреж-
дению, как в очаге воспаления, так и на удалении 
от него, реакция тучных клеток максимальна, 
заключается как в привлечении мастоцитов, 
так и в интенсификации процессов секреции на 
протяжении всего времени исследования. В же-
лезистых, эндокринных органах секреторный 
ответ тучных клеток развивается в кратчайшие 
сроки, наибольшей реактивностью характери-
зуется соединительная ткань надпочечников [2], 
вероятно, поэтому к 4 суткам состояние масто-
цитов надпочечников соответствует контролю, 
а в тучных клетках тимуса отмечается преходя-
щее снижение содержания БАВ, которое позднее 
сменяется накоплением медиаторов. В желудке 
и кишечнике повышение содержания тучных 
клеток на поздних сроках также ассоциировано 
с ростом их оптической плотности. Таким об-
разом, ранняя реакция выброса медиаторов из 
тучных клеток в удаленных от очага воспаления 
органах в более поздние сроки сменяется про-
цессами их накопления в мастоцитах.

Полученные результаты подтверждают по-
лученные ранее данные, что фазные измене-
ния соединительной ткани в ответ на местное 
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повреждение носят не локальный, а генерализо-
ванный характер. Выраженность реакции масто-
цитов взаимосвязана с функциональной актив-
ностью органа. При этом стадийность процессов 
соответствует классической схеме развития вос-
палительной реакции: на более поздних сроках 
экссудативные явления сменяются регенератор-
ным ответом.

Исследования выполнены в рамках гос. за-
дания ИИФ УрО РАН, тема № АААА-А18- 
118020590107-0.
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tissue pool replace the initial secretion activation.
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Нейтрофильные гранулоциты (НГ) способ-
ны выполнять различные функции, нередко 
диаметрально противоположные: про- и про-
тивовоспалительные, регулирующие, активи-
рующие и супрессирующие, про- и противоо-
пухолевые и другие, напрямую зависящие от 
рецепторного оснащения, интра- и экстрацел-
люлярного окружения клетки [1‒3]. Известные 
факты о пластичности НГ представляют интерес 
для использования НГ в качестве эксперимен-
тальной модели ин фек ци он но-вос па ли тель-
но го процесса как для установления вариантов 
неадекватного реагирования (дефектного, ги-
перэргического), так и с целью изучения воз-
можностей коррекции дискордантной работы 
НГ под влиянием цитокинов и иммунотропных 
пептидов. При включении НГ в иммунный от-
вет происходит дополнительная транслокация 
внутриклеточных резервных пулов рецепторов 
на мембрану, что проявляется в приросте высоко 
оснащенных активированных НГ [1‒3]. Интерес 
представляет изучение влияния различных пеп-
тидов и рекомбинантного IFNα2b (rIFNα2b) на 
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CD66b+CD33+CD16+CD11b+ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ 

В СИСТЕМЕ IN VITRO
© 2019 г.      И. В. Нестерова1,2*,  Г. А. Чудилова1,  С. В. Ковалева1, 

 Л. В. Ломтатидзе1,  Т. В. Русинова1,  В. А. Тараканов1, 
 Н. К. Барова1,  В. Н. Павленко1

*E-mail: inesterova1@yandex.ru
1ФГБОУ ВО «Кубанский государственный медицинский университет» 

Минздрава России, Краснодар, Россия
2ФГБОУ ВО «Российский университет дружбы народов» Министерства 

образования и науки России, Москва, Россия

Поступила: 14.03.2019. Принята: 26.03.2019

Воспроизведена в системе in vitro модель бактериального процесса под действием fMLP, по-
зволившая выявить особенности трансформации CD66b+CD33+CD16+CD11b+ нейтрофильных 
гранулоцитов (НГ). Выявлены разнонаправленные эффекты моновлияния пептидов и rIFNα2b на 
экспрессию изучаемых маркеров НГ у условно-здоровых детей. Модулирующее влияние rIFNα2b 
на трансформированный fMLP фенотип НГ сопряжено с поляризацией в противовоспалитель-
ный фенотип.

Ключевые слова: нейтрофильные гранулоциты, фенотип, субпопуляции

DOI: 10.31857/S102872210006645-4



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

868 И. В. Нестерова и др.

НГ, конститутивно оснащенные CD16, СD33, 
СD66b и CD11b, активно участвующими в запу-
ске, регуляции и разрешении воспалительного 
процесса. Гек са пеп ти дар ги нил-аль фа-ас пар-
тил-ли зил-ва лил-ти ро зил-ар ги нин (ГП) обла-
дает иммунорегуляторными свойствами, а также 
способностью вызывать инактивацию сво бод но-
ра ди каль ных и перекисных соединений. Глю ко-
за ми нил-му ра мил ди пеп тид (ГМДП) – аналог 
пептидогликана клеточной стенки бактерий 
специфически взаимодействуя с NOD2-ре цеп-
то ра ми, активирует НГ, запуская синтез про-
воспалительных цитокинов. rIFNα2b оказывает 
противовирусное действие, обусловленное взаи-
модействием со специфическими мембранны-
ми рецепторами, запускающими синтез РНК; 
обладает иммуномодулирующей активностью, 
связанной с активацией фагоцитоза, стимуляци-
ей образования антител и цитокинов. В основе 
антибактериального эффекта IFN лежит спо-
собность индуцировать активность ферментов 
(ин до ла мин-2,3-де зо ксиге на зу, NO-син те та зу) 
в клетке, которые способствуют разрушению 
бактерии. N-фор мил-ме тио нил-лей цил-фе ни-
ла ла нин (fMLP) имеет экзогенное (белок многих 
бактерий) и эндогенное (в митохондриях чело-
века) происхождения и используется для созда-
ния экспериментальной модели бактериального 
процесса, так как активирует широкий спектр 
сигнальных путей, индуцирует хемотаксис, фа-
гоцитоз, генерацию активных форм кислорода 
и высвобождение антимикробных молекул из 
гранул НГ.

Цель исследования: Изучение эффектов влия-
ния fMLP, ГМДП, ГП, rIFNα2b на уровень экс-
прессии функционально значимых рецепторов 
НГ(CD16, CD66b, CD33, CD11b) у здоровых 
детей в эксперименте in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследованы образцы периферической кро-
ви (ПК) 10 здоровых детей 3,5‒5,5 лет. Про-
ведена оценка количества НГ (%) и плотность 
экспрессии (MFI) их мембранных рецепторов 
CD16, CD66b, CD33, CD11b (МКАТ «Beckman 
Coulter International S. A.», Франция) на НГ: 
1) ПК (контроль); 2) моноинкубация с rIFNα2b, 
ГМДП, ГП (в концентрациях 10–6 г/л), fMLP 
(10–7М); 3) на НГ, трансформированных под 
влиянием fMLP и rIFNα2b, ГМДП, ГП. Инку-
бацию проводили в течение 1 часа при 37 °C. 
Статистическая обработка StatPlus 2009.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ полученных данных продемонстриро-
вал, что НГ ПК условно-здоровых детей в 97,03% 
(94,31; 98,40) одновременно оснащены рецеп-
торами CD16, CD66b, CD33, CD11b с разной 
плотностью экспрессии. Так, выявлен высокий 
уровень MFI CD16 ‒ 139,0 (115,3; 152,3), низкий 
MFI CD66b ‒ 4,6 (4,2;5,0), MFI CD33 ‒ 3,7 (3,3; 
4,6) и средний MFI CD11b –  18,3 (15,8; 21,0). Ин-
кубация ПК с fMLP приводила к достоверному 
значительному увеличению плотности экспрес-
сии на НГ CD66b (в 2,5 раза), CD11b (в 1,9 раза), 
CD16 (в 1,4 раза), что свидетельствует о готовно-
сти к адекватному активному ответу НГ здоровых 
детей на экзо- и эндогенные воздействия. Отсут-
ствие активации CD33 после стимуляции fMLP 
НГ в контрольной группе, говорит о рефрактер-
ности этого рецептора к хемотаксическим стиму-
лам. Инкубация ПК с rIFNα2b выявила разнона-
правленное влияние на экспрессию изучаемых 
рецепторов. Показано достоверное возрастание 
MFI CD66b (в 1,5 раза) и снижение MFI CD11b 
(в 1,4 раза) на фоне отсутствия эффектов по отно-
шению к MFI CD33 и MFI CD16. Вероятно, что 
под действием rIFNα2b НГ реагируют как при 
вирусной инфекции: происходит усиление хемо-
таксических свойств клетки, сдерживание запу-
ска фагоцитоза и перепрограммирование НГ на 
реакцию АЗКЦ. ГМДП не влиял на экспрессию 
изучаемых рецепторов НГ у условно-здоровых 
детей, проявив свои известные модулирующие 
свойства: выявлены лишь тенденции к незначи-
тельному увеличению MFI CD16, MFI CD66b 
и снижению уровня экспрессии CD33 и CD11b. 
Инкубация ПК с ГП позволила выявить эффек-
ты, противоположные ГМДП: снижение уровня 
экспрессии CD33 (в 1,3 раза) и CD11b (в 2 раза) 
и отсутствие эффекта по отношению к рецепто-
рам CD16 и CD66b. При оценке совместного воз-
действия fMLP и изучаемых пептидов установ-
лено, что плотность экспрессии определяемых 
рецепторов оставалась на уровне показателей 
профиля НГ, активированного под влиянием 
fMLP. При этом при инкубации НГ ПК с fMLP 
и rIFNα2b были выявлены тенденции к сниже-
нию плотности экспрессии СD16 и повышению 
СD66b и СD11b рецепторовпо отношению к зна-
чениям, регистрируемым при действии fMLP.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в результате исследования 
была воспроизведена в системе in vitro модель 
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бактериального процесса при инкубации НГ 
ПК с fMLP, позволившая выявить трансфор-
мацию фенотипа CD66b+CD33+CD16+CD11b+ 
НГ в виде усиления экспрессии всех изучаемых 
рецепторов, за исключением CD33. Установ-
лены разнонаправленные эффекты при моно-
влиянии различных пептидов (ГП и ГМДП) 
и rIFNα2b на экспрессию изучаемых маркеров, 
экспонированных на поверхности мембран НГ 
ус лов но-здо ровых детей. Показано модулирую-
щее влияние rIFNα2b на трансформированный 
fMLP фенотип субпопуляции CD66b+CD33+ 

CD16+CD11b+ НГ, способствующее поляриза-
ции провоспалительного фенотипа НГ в проти-
вовоспалительный.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ / REFERENCES
1. Нестерова И. В., Колесникова Н. В., Чудилова Г. А., 

Ломтатидзе Л. В., Ковалева С. В., Евглевский А. А., 
Нгуен Т. З.Л. Новый взгляд на нейтрофильные 
гранулоциты: переосмысление старых догм. 
(Часть 2). Инфекция и иммунитет 2018, 8(1), 7–18. 
[Nesterova I. V., Kolesnikova N. V., Chudilova G. A., 
Lomtatidze L. V., Kovaleva S. V., Yevglevsky A. A., Nguy-
en T. Z.L. A new look at neutrophilic granulocytes: re-
thinking old dogmas. (Part 2). Infection and immunity 
2017, 7(3), 219–230. Russian].

2. Scapini P., Marini O., Tecchio C., Cassatella M. A. Human 
neutrophils in the saga of cellular heterogeneity: insights 
and open questions. Immunol. Rev. 2016, 273(1) 48–60.

3. Garley M., Jabłońska E. Heterogeneity among neutro-
phils. Arch. Immunol. Ther. Exp. (Warsz). 2018, 66(1), 
21–30.

Authors:
Nesterova I. V., MD, Professor, Department of Allergology and Immunology, Peoples’ Friendship University, Moscow, Russia; 
Chief Researcher, Central Research Laboratory, Kuban State Medical University, Krasnodar, Russia. E-mail: inesterova1@yandex.ru;
Chudilova G. A., PhD (Biological Sciences), Head of Department, Central Research Laboratory, Kuban State Medical University, 
Krasnodar, Russia;
Kovaleva S. V., Ph.D. (Medical Science), Senior Researcher, Central Research Laboratory, Kuban State Medical University, 
Krasnodar, Russia;
Lomtatidze L. V., PhD (Biological Sciences), Senior Researcher, Central Research Laboratory, Kuban State Medical University, 
Krasnodar, Russia;
Rusinova T. V., Ph.D. (Biological Sciences), Researcher, Central Research Laboratory, Kuban State Medical University, Krasnodar, 
Russia;
Tarakanov V. A., MD, Professor, Head of the Department of Surgical Diseases of Childhood, Kuban State Medical University, 
Krasnodar, Russia;
Barova N. K., PhD, Assistant of the Department of Surgical Diseases of Childhood, Kuban State Medical University, Krasnodar, 
Russia;
Pavlenko V. N., resident, Department of Clinical Immunology, Allergology and Laboratory Diagnostics, Kuban State Medical 
University, Krasnodar, Russia.

INFLUENCY OF INFLUENCES OF REGULATORY PEPTIDES AND 
RECOMBINANT IFNα ON THE PHENOTYPE OF THE SUBSET 

CD66b+CD33+CD16+CD11b+NEUTROFIL GRANULOCYTES IN VITRO
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A model of the bacterial process under the infl uence of fMLP was reproduced in the in vitro system, which 
made it possible to reveal the features of the transformation of CD66b+CD33+CD16+CD11b+neutrofi l 
granulocytes (NG). Multidirectional eff ects of mono-eff ects of peptides and rIFNα2b on the expression 
of the studied markers of NG in healthy children were identifi ed. The modulating eff ect of rIFNα2b 
on the transformed fMLP phenotype of NG is associated with polarization into an anti-infl ammatory 
phenotype.
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Туберкулёз (ТБ) является одним из наиболее 
распространенных инфекционных заболевани-
ем в мире [1]. Предупреждение распространения 
ТБ требует эффективных методов диагностики 
и прогнозирования инфекции. На сегодняшний 
день активно разрабатываются подходы, на-
правленные на количественную и качественную 
оценку состояния иммунного ответа организма 
при инфекции M. tuberculosis (Mtb). Считается, 
что эффективный протективный иммунный от-
вет, обусловленный взаимодействиями между 
Т-лим фо ци та ми CD4 и макрофагами, способ-
ствуют полному «клиренсу» патогена и/или уста-
новлению латентной туберкулезной инфекции 

ИССЛЕДОВАНИЕ ВЛИЯНИЯ ИММУНОЛОГИЧЕСКОЙ 
РЕАКТИВНОСТИ НА ТЕЧЕНИЕ МИКОБАКТЕРИАЛЬНОЙ 

ИНФЕКЦИИ У БОЛЬНЫХ ТУБЕРКУЛЕЗОМ ЛЕГКИХ
© 2019 г.      И. Ю. Никитина*,  Я. В. Сердюк,  Т. А. Ненашева, 
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Соотношение между содержанием воспалительных и регуляторных цитокинов, участвующих 
в реакциях иммунного ответа при инфекции M. tuberculosis (Mtb), определяет характер течения ту-
беркулеза легких (ТБ). С помощью мультиплексного анализа с использованием технологии X-map 
мы исследовали содержание 44 цитокинов, связанных с врожденным и адаптивным иммуните-
том, в индуцированной антигенами Mtb плазме (Аг-плазма) и сыворотке больных ТБ и здоровых 
доноров, контактировавших с больными ТБ («контакты»). У больных ТБ по сравнению с «кон-
тактами» было повышено содержание IL-2, IFN-γ, IP-10 (p<0.005) в Aг-плазме. Для больных ТБ 
с исходно высоким содержанием 12 из 44 цитокинов в Aг-плазме были характерны более тяжёлое 
течение ТБ и медленная отвечаемость на противотуберкулезную терапию по сравнению с паци-
ентами с исходно низким содержанием данных цитокинов. Полученные результаты позволяют 
заключить, что при активном ТБ происходит увеличение содержания воспалительных цитокинов 
IL-2, IFN-γ, и IP-10. Оценка исходного уровня реактивности иммунного ответа у больных ТБ 
позволяет прогнозировать тяжесть течения заболевания и отвечаемость больного на противоту-
беркулезную терапию.

Ключевые слова: туберкулез, цитокины
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(ЛТИ), а различные повреждения Т-клеточного 
звена иммунитета могут приводить к разви-
тию активного ТБ и его прогрессированию [2]. 
Однако, по данным, полученным на экспери-
ментальной модели туберкулеза, повышенный 
уровень иммунного ответа также может стать 
причиной тяжёлого течения заболевания [3], 
а при исследовании Т-кле точ но го ответа у боль-
ных активным ТБ не было выявлено его недо-
статочности [4]. Таким образом, нет четкого 
понимания того, какие иммунологические ме-
ханизмы, определяют активность ТБ и тяжесть 
его течения. В связи с этим мы предположили, 
что одним из механизмов, обуславливающим 
полиморфизм ТБ, является соотношение между 
различными провоспалительными и регулятор-
ными цитокинами, связанными с клеточными 
взаимодействиями между врожденным и адап-
тивным иммунным ответом.

Целью данной работы явилось исследование 
взаимосвязи между содержанием различных 
растворимых факторов (цитокинов, хемокинов, 
растворимых рецепторов) и течением ТБ.

В исследование было включено 37 больных 
с впервые выявленным туберкулезом легких 
(средний возраст составил 33,2±1,4; мужчин ‒ 20, 
женщин ‒ 17) и 26 здоровых доноров с установ-
ленным контактов с больными ТБ («контакты»). 
Наиболее распространенной легочной формой 
ТБ у больных был инфильтративный ТБ (68%). 
Тяжесть течения ТБ оценивали фтизиатры при 
поступлении пациентов в ФГБНУ «ЦНИИТ» 
и через 2 месяца после лечения по следующим 
показателям: степень деструкции и распростра-
ненности поражения в легочной ткани, уровень 
бактериовыделения, клиническая тяжесть (тем-
пература, жалобы на кашель, одышку и общее 
состояние). Иммунологические показатели 
определяли с помощью мультиплексного ана-
лиза. При поступлении в ФГБНУ «ЦНИИТ» 
в сыворотке и ан ти ген-ин ду ци ро ван ной плазме 
(«Аг-плаз ма») больных ТБ определяли уровень 
продукции 44 провоспалительных и регулятор-
ных цитокинов.

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием программного обеспечения GraphPad 
и R-studio и применением непараметрических 
методов: сравнительный анализ Манн-Уитни, 
корреляционный анализ по Спирмену с поправ-
кой на множественность Бенджамини-Хох бер га 
и иерархическая кластеризация с визуализацией 
heatmap.

Сравнительный анализ с использованием не-
параметрического критерия Манн-Уитни пока-

зал, что уровень продукции 43 цитокинов (98%) 
у больных ТБ был выше в «Аг-плазме», чем в сы-
воротке (p<0.05). У больных отмечали высокий 
уровень продукции IL-2, IFN-γ, IP-10 в «Аг-
плазме» по сравнению с «контактами». При 
многопараметрическом исследовании уровня 
продукции 44 цитокинов с помощью корреля-
ционного анализа и иерархической кластериза-
ции удалось разделить больных на группы, раз-
личающиеся низким и высоким содержанием 
12 цитокинов в «Аг-плазме»: больные с «гипо-
реактивным» и «гиперреактивным» иммунным 
ответом. Для «гиперреактивных» больных было 
характерно более тяжелое течение ТБ легких по 
сравнению с «гипореактивными» пациентами: 
более высокий уровень бактериовыделения (80% 
против 27% у «гипореактивных») и наличие по-
лостей распада в легких (65% против 47%). Кро-
ме того, для пациентов с «гиперреактивным» 
иммунным ответом была характерна медленная 
отвечаемость на 2-месячный курс противоту-
беркулезной терапии: медленное заживление 
полостей распада (80% против 38% у «гипореак-
тивных») и сохранение бактериовыделения (27% 
против 0%). Таким образом, активный ТБ со-
провождается повешенным уровнем продукции 
воспалительных факторов, связанных с Т-кле-
точ ным иммунным ответом. Тяжесть течения 
ТБ обусловлено иммунологической реактивно-
стью больных ТБ, оценка которой на начальной 
стадии болезни позволяет прогнозировать те-
чение заболевания и отвечаемость больного на 
противотуберкулезную терапию.

Работа поддержана грантом РНФ № 17-75-
10197

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ / REFERENCES

1. WHO. Global tuberculosis report 2018. http://www.
who.int/tb/publications/global_report/en/

2. O’Garra A., Redford P. S., McNab F. W., Bloom C. I., 
Wilkinson R. J., Berry M. P. The immune response in 
tuberculosis. Annu Rev Immunol. 2013, 31, 475–527.

3. Lyadova I. V. Infl ammation and immunopathogenesis 
of tuberculosis progression. In: Cardona PJ, editor. 
Understanding Tuberculosis. Moscow: Intechopen, 
2012, 19–42.

4. Panteleev A., Nikitina I., Burmistrova I., Kosmiadi G., 
Radaeva T., Amansahedov R., Sadikov P., Serduk  Y., 
Larionova E., Bagdasarian T., Chernousova L., Ganus-
ov V., Lyadova I. Severe tuberculosis in humans corre-
lates best with neutrophil abundance and lymphocyte 
defi ciency and does not correlate with antigen-spe-
cifi c CD4 T cell response. Frontiers in Immunology, 
2017, 8:963.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

872 И. Ю. Никитина и др.

Authors:
Nikitina I. Y., PhD, Senior Staff  Researcher, Central tuberculosis Research Institute, Immunology Department, Moscow, Russia. 
E-mail: redwings2009@yandex.ru;
Serdyuk Y. V., PhD student, Junior Staff  Researcher, Central tuberculosis Research Institute, Immunology Department, Moscow, 
Russia;
Nenasheva T. A., PhD, Senior Staff  Researcher, Central tuberculosis Research Institute, Immunology Department, Moscow, 
Russia;
Shorochova V. A., phthisiatrician, PhD student, Central tuberculosis Research Institute, Phthisiology Department, Moscow, Russia;
Bagdasaryan Т. R., PhD, phthisiatrician, Head of 1st Phthisiology Department, Central tuberculosis Research Institute, Phthisiology 
Department, Moscow, Russia;
Lyadova I. V., Doctor of Medical Sc., Head of Biotechnology Laboratory, Central tuberculosis Research Institute, Immunology 
Department, Moscow, Russia.

THE INFLUENCE OF IMMUNOLOGICAL REACTIVITY 
TO THE MYCOBACTERIAL INFECTION PROCESS IN PATIENTS 

WITH PULMONARY TUBERCULOSIS
© 2019     I. Y. Nikitina*, Y. V. Serduk, T. A. Nenasheva, V. A. Shorochova, 

T. R. Bagdasarian, I. V. Lyadova
*E-mail: redwings2009@yandex.ru

FSBRI «Central Tuberculosis Research Institute», Moscow, Russia

Received: 15.03.2019.  Accepted: 29.03.2019

The ratio between the infl ammatory and regulatory cytokines involved in immune response during 
infection M. tuberculosis (Mtb) determines the course of pulmonary tuberculosis (TB). We analyzed the 
production levels of 44 cytokines associated with innate and adaptive immunity by multiplex analysis in 
antigen-induced plasma (Ag-plasma) and serum of TB patients (TBP) and healthy donors who had con-
tacted with TBP («TBC»). In TBP, the production levels of IL-2, IFN-γ, IP-10 in Ag-plasma were higher 
than in TBC (p<0.005). TBP with initially increased production levels of 12 cytokines in Ag-plasma were 
characterized by severe TB and slow responsiveness to anti-TB therapy compared to patients with initially 
low production levels of these cytokines. In conclusion, the production levels of IL-2, IFN-γ, and IP-10 
were increased in patients with active TB. The immune reactivity evaluation of TBP with recently diag-
nosed TB can predict the TB severity and patients’ responsiveness to anti-TB therapy.
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Использование биоматериалов в качестве 
структурного каркаса для клеток, а также для 
таргетной доставки препаратов в последнее вре-
мя активно развивается. Однако до сих пор не 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ БИОМАТЕРИАЛОВ НА ОСНОВЕ БЕЛКОВ 
ШЕЛКА ДЛЯ МОДУЛЯЦИИ ИММУННОГО ОТВЕТА
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В последнее время широкое внимание уделяется применению биоматериалов для целей ре-
генеративной медицины и тканевой инженерии, так как они представляют собой не только 
структурный каркас для клеточных популяций, но и способны оказывать влияние на функции 
различных типов клеток. При этом перспективным является направление по разработке биома-
териалов на основе белков шелка (например, фиброина или спидроина), которые имеют опти-
мальные механические характеристики, а также обладают регенеративной активностью. В ходе 
работы мы продемонстрировали, что композитные матриксы на основе фиброина с добавлением 
желатина обладают провоспалительными свойствами in vitro и in vivo, причем эти свойства зависят 
от конфигурации скаффолдов. Так, культивирование мышиных эмбриональных фибробластов 
(МЭФ) на трехмерных (3D), но не двумерных (2D) фиброин/желатиновых матриксах приводит 
к увеличению экспрессии в клетках молекул адгезии ICAM-1 и VCAM-1, а также экспрессии про-
воспалительных цитокинов TNF и IL-6. Подкожное введение трехмерных фиброин/желатино-
вых микрочастиц мышам способствует инфильтрации кожи моноцитами и ускоряет заживление 
полнослойных кожных ран, а имплантация трехмерных матриксов под капсулу почки приводит 
к кластеризации лимфоцитов и образованию примитивной лимфоидной ткани в импланте. Та-
ким образом, наши данные свидетельствуют об иммуномодулирующих свойствах фиброиновых 
матриксов, которые могут быть полезны в тканевой инженерии и в регенеративной медицине.

Ключевые слова: фиброин, воспаление, биоинженерия, регенерация, МЭФ, 3D матрикс
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до конца установлено, как различные материа-
лы могут влиять на клетки. Некоторые полиме-
ры считаются относительно инертными, тогда 
как другие способны вызывать изменения в фе-
нотипе различных клеточных популяций [1]. 
Это влияние опосредовано, с одной стороны, 
сигнальными последовательностями в составе 
полимера, а с другой стороны, связано с осо-
бенностями пространственной организации ма-
трикса. В результате, ряд биополимеров может 
обладать иммуномодулирующими свойствами, 
которые могут представлять интерес в клини-
ке. Наша работа сфокусирована на исследова-
нии таких свойств биоинженерных матриксов, 
сконструированных на основе белка шелка ту-
тового шелкопряда –  фиброина [2]. Мы обнару-
жили, что композитные фиброин/желатиновые 
скаффолды (желатин необходим для стимуля-
ции клеточной адгезии [3]), в зависимости от 
их конфигурации, могут обладать провоспали-
тельными свойствами. Так, при культивирова-
нии мышиных эмбриональных фибробластов 
(МЭФ) на трехмерных (3D), но не двумерных 
(2D) фиброин/желатиновых матриксах мы на-
блюдали усиление экспрессии молекул адгезии 
ICAM-1 и VCAM-1, а также провоспалительных 
цитокинов TNF и IL-6 как на уровне мРНК, так 
и на уровне белка. Используя селективные ин-
гибиторы внутриклеточных сигнальных путей, 
мы обнаружили значительную роль киназы JNK 
в индукции экспрессии молекул адгезии. При 
этом, экспрессия генов факторов Ctgf и Fgf2, 
способствующих развитию фиброза, была сни-
жена в МЭФ, культивируемых на 3D матриксах. 
В результате мы обнаружили, что фиброин/же-
латиновые скаффолды имеют провоспалитель-
ную активность и препятствуют формированию 
фиброзной ткани, что также подтверждает-
ся данными in vivo. Так, подкожное введение 
трехмерных фиброин/желатиновых микроча-
стиц вызывало повышенную инфильтрацию 
миелоидных клеток, экспрессирующих Ly6Chi, 
в кожу и снижение экспрессии Ctgf и Fgf2. Бо-
лее того, фиброин/желатиновые микрочастицы 
способствовали заживлению в модели полно-
слойных ран кожи, ускоряли реэпителизацию 
и препятствовали развитию фиброза [4]. По-
скольку фиброин/желатиновые матриксы об-
ладают провоспалительными свойствами, мы 
предположили, что они могут быть использова-
ны для биоинженерии третичной лимфоидной 
ткани in vivo, с помощью которой в дальнейшем 
будет возможно индуцировать специфический 

иммунный ответ. Для проверки этой гипотезы 
была проведена имплантация фиброин/жела-
тиновых матриксов под капсулу почки мышам 
с целью индуцировать рост сосудов и миграцию 
иммунных клеток в имплант [5]. В этой модели 
полная васкуляризация матриксов происходи-
ла примерно через 2 месяца после импланта-
ции. При анализе имплантов мы обнаружили 
их значительную инфильтрацию Т- и В-лим-
фо ци тами. Более того, были выявлены класте-
ры В-лим фо цитов, характерные для третичной 
лимфоидной ткани. Тем не менее, в имплантах 
отсутствовали ключевые для вторичных и тре-
тичных лимфоидных органов сигнатуры венул 
с высоким эндотелием (HEV) и фолликулярных 
дендритных клеток (FDC), что говорит о при-
митивности полученной лимфоидной ткани. 
Интересно, что имплантация фиброиновых ма-
триксов, заселенных МЭФ, приводила к увели-
чению количества инфильтрирующих имплант 
лимфоцитов, что говорит о необходимости ис-
пользования стромальных клеток в процессе 
биоинженерии лимфоидных органов.

Работа выполнена при поддержке программы 
фундаментальных исследований РАН «Фунда-
ментальные исследования для биомедицинских 
технологий».
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Biomaterials have recently been recognized for their potential use in regenerative medicine and tissue 
engineering, since they not only represent a scaff old for cell populations, but also can infl uence function-
ality of diff erent cell types. In particular silk-based biomaterials (i. e. fi broin or spidroin) are of high inter-
est, because they show prominent mechanistic features and have proregenerative potential. In our work 
we showed that composite fi broin/gelatin scaff olds induce moderate infl ammation both in vitro and in vivo 
and this eff ect depends on the confi guration of the matrices. In particular, culturing of Mouse Embryonic 
Fibroblasts (MEF) on three-dimensional (3D), but not two-dimensional (2D) fi broin/gelatin scaff olds 
resulted in overexpression of adhesion molecules ICAM-1 and VCAM-1 as well as proinfl ammatory cy-
tokines TNF and IL-6. Moreover subcutaneous injection of fi broin/gelatin microparticles in mice lead to 
accumulation of infl ammatory myeloid cells and acceleration of skin wound healing, while implantation 
of 3D fi broin/gelatin scaff olds under the kidney capsule promoted lymphocytes clusterization, resulting 
in generation of primitive lymphoid tissue. Altogether our data suggest immunomodulatory features of 
fi broin/gelatin scaff olds, which can be useful in tissue engineering and regenerative medicine.

Key words: fi broin, infl ammation, bioengineering, regeneration, MEF, 3D scaff old
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Заживление кожи можно разделить на не-
сколько стадий: образование кровяного сгуст-
ка, воспаление, пролиферация и ремоделирова-
ние [1]. Провоспалительные цитокины высоко 
экспрессируются уже на первом этапе, обеспе-
чивая защиту от патогенов, способствуя при-
влечению иммунных клеток в сайт повреждения 
и переходу на этап воспаления. В дальнейшем 
некоторые из этих цитокинов, в том числе TNF, 
играют важную роль в запуске реэпителизации 
раны и восстановлении придатков кожи, что 
подтверждается в экспериментах на мышах с ге-
нетической инактивацией этих факторов [2, 3]. 
Однако детальные механизмы, в том числе кле-

ФАКТОР НЕКРОЗА ОПУХОЛЕЙ В ЗАЖИВЛЕНИИ 
ПОЛНОСЛОЙНЫХ РАН КОЖИ У МЫШЕЙ
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Изучение механизмов заживления ран кожи является крайне актуальной задачей для биомеди-
цины, обусловленной необходимостью поиска новых подходов терапии хронически незаживаю-
щих ран, том числе связанных с развитием аутоиммунных патологий, а также для предотвраще-
ния образования фиброза. В последнее время появляется все больше данных, свидетельствующих 
о том, что провоспалительные цитокины, в первую очередь TNF, IL-6 и IL-1, играют ключевую 
роль в регуляции кожной регенерации. В этой работе была исследована роль фактора некроза 
опухолей (TNF) в регенерации полнослойных ран кожи у мышей с применением методов обрат-
ной генетики. Мы обнаружили, что специфическое удаление TNF только в макрофагах с исполь-
зованием кондиционного нокаута приводит к замедленной динамике заживления полнослойных 
ран кожи. При этом генетическая инактивация TNF во всех типах клеток (полный нокаут) не 
приводит к задержке в динамики заживления ран кожи и сравнима с мышами дикого типа. Инте-
ресно, что генетическое удаление одного из рецепторов TNF – TNFRI, наоборот ускоряет закры-
тие ран кожи. Таким образом, результаты нашего исследования свидетельствуют о том, что TNF 
из разных типов клеток играет разнонаправленную роль в заживлении ран кожи у мышей, что, 
по-видимому, определяется как его клеточным источником, так и типом рецептора на таргетных 
клетках.

Ключевые слова: регенерация, полнослойная рана кожи, TNF, TNFRI, фиброз, макрофаги
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точные источники цитокинов, участвующие 
в заживлении кожи, не до конца изучены. По-
мимо этого значительная часть данных о роли 
цитокинов в кожной регенерации получена 
с использованием мышей, которые, однако, 
имеют принципиальную особенность в способе 
заживления кожи. У мышей, в отличие от чело-
века, имеется подкожная мышца, которая после 
повреждения кожи обеспечивает быструю кон-
тракцию раны и заживление в течение несколь-
ких дней [4]. Чтобы преодолеть это различие, 
была разработана мышиная модель полнослой-
ных ран кожи, в которой раны дополнительно 
фиксируются силиконовыми кольцами, что по-
зволяет получить более релевантную для чело-
века динамику заживления [5]. Применяя эту 
экспериментальную модель на мышах с полной 
или тканеспецифической генетической инакти-
вацией TNF, мы показали, что TNF, производи-
мый макрофагами, важен для заживления кожи. 
Интересно, что в наших экспериментах полный 
нокаут TNF не показывает задержки в кожной 
регенерации, что не согласуется с опубликован-
ными данными на другой модели ран кожи без 
силиконовых колец [3]. Это, с одной стороны, 
может отражать вовлеченность TNF в процесс 
контракции раны у грызунов, а с другой сто-
роны, может свидетельствовать о двоякой роли 
TNF собственно в заживлении полнослойных 

ран кожи. В подтверждение этого, генетическое 
удаление TNFRI также приводит к ускорению 
кожной регенерации. Дальнейшие исследова-
ния с использованием тканеспецифических но-
каутов TNF и его рецепторов необходимы, что-
бы установить детальный механизм действия 
этого цитокина в процессе заживления полно-
слойных ран кожи.

Работа выполнена при поддержке гранта 
РФФИ № 19-04-01094.
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TUMOR NECROSIS FACTOR IN REGENERATION 
OF DEEP SKIN WOUNDS IN MICE
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Mechanisms of skin wound healing have been extensively studied in order to propose novel approach-
es for treatment of chronic and poorly healing wounds, including those associated with autoimmune 
pathologies, as well as for fi brosis prevention. Recent studies indicate the key role of proinfl ammatory 
cytokines, such as TNF, IL-6 and IL-1, in regulating skin regeneration. In our work we investigated the 
impact of tumor necrosis factor (TNF) on healing of deep skin wounds in mice by employing reverse ge-
netics approach. We found, that conditional knock-out of TNF gene specifi cally in macrophages results 
in delayed wound healing. However inactivation of TNF in all cell types does not aff ect wound regenera-
tion dynamics. Moreover, genetic knock-out of TNF receptor I (TNFRI) results in accelerated wound 
healing. Thus, the results of our study suggest that TNF from diff erent cell types plays a dual role in skin 
regeneration probably refl ecting that both cellular source of TNF as well as receptor type on target cells 
are important.

Key words: regeneration, deep skin wound, TNF, TNFRI, fi brosis, macrophages
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Успех лечения больных с гнойной хирурги-
ческой инфекцией во многом зависит от мест-

ного лечения. Механизм патогенеза сахарного 
диабета сложен, а по данным последних иссле-
дований в его формировании все большую роль 
отводят участию цитокинов [1]. В ранее про-
веденных работах было показано положитель-
ное действие милиацила в лечении гнойных 
ран [2, 3]. Многонаправленным воздействием 
на течение раневого процесса обладает также 
КВЧ-те рапия.

Цель исследования – оценка эффективности 
лечения гнойных ран при местном сочетан-
ном использовании милиацила и КВЧ-терапии 
у больных с сахарным диабетом на основе опре-
деления содержания цитокинов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клинические исследования охватывали 
70 больных с гнойными ранами на фоне сахар-
ного диабета. У 35 больных основной группы 
в местном лечении ран использовали сочетанное 
местное применение милиацила и КВЧ-тера-
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Цель исследования – оценка эффективности лечения гнойных ран при местном сочетанном 
использовании милиацила и КВЧ-терапии у больных с сахарным диабетом на основе определе-
ния содержания цитокинов. У 35 больных основной группы в местном лечении ран использова-
ли милиацил и КВЧ-терапию, у 35 больных контрольной группы применяли только милиацил 
и определяли уровень ФНОα, ИФНγ, ИЛ-4, ИЛ-10 в сыворотке крови при поступлении в ста-
ционар, на 7-й день и по окончании лечения. В результате проведенного лечения у пациентов 
основной группы наблюдали более выраженное увеличение уровня цитокинов (ИФНγ, ИЛ-4) 
и их снижение (ИЛ-10, ФНОα) по сравнению с пациентами контрольной группы. Определена 
эффективность лечения гнойных ран у больных с сахарным диабетом при местном использова-
нии милиацила и КВЧ-терапии на основе определения содержания цитокинов.
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пии, 35 больных контрольной группы исполь-
зовали только милиацил. Исследование уровней 
ФНОα, ИФНγ, ИЛ-4, ИЛ-10 в сыворотке крови 
больных всех групп проведено методом ИФА 
с использованием наборов фирмы «Цитокин» 
(Санкт-Петербург) при поступлении в стацио-
нар, на 7-й день и по окончании лечения. По-
лученные данные были обработаны с помощью 
программы «Статистика 6.1».

РЕЗУЛЬТАТЫ

При использовании милиацила и КВЧ-те-
рапии в лечении гнойных ран в большинстве на-
блюдений раны заживали на 13,4±0,21 день, у па-
циентов контрольной группы на 18,1±0,21 день. 
Уровень ИЛ-4 у пациентов основной группы 
составлял при поступлении 3,95± 0,18 пг/мл 
(при норме 3,35 ±0,40), у пациентов контроль-
ной группы –  5,15±0,47 пг/мл. На 7 день лечения 
у пациентов основной группы содержание ИЛ-4 
увеличилось до 4,53±0,2 пг/ мл, а у больных кон-
трольной группы до 5,56± 0,34 пг/мл. По окон-
чании лечения у пациентов основной группы 
уровень ИЛ-4 увеличилось до 13,65±0,48 пг/ мл 
(в 3,5 раза), а у больных контрольной группы до 
10,81±0,64 пг/мл (в 2,1 раза). 

Уровень ИЛ-10 у пациентов основной груп-
пы составлял при поступлении 33,37±1,03 пг/мл 
(при норме 7,70±0,60), у пациентов контрольной 
группы –  32,11±1,48 пг/мл. На 7 день лечения 
у пациентов основной группы уровень ИЛ-10 
увеличился до 46,64±1,57 пкг/мл, а у больных 
контрольной группы до 47,73±1,27 пкг/мл. По 
окончании лечения у пациентов основной груп-
пы содержание ИЛ-10 снизилось до 10,12± 
0,18 пг/ мл (в 3,3 раза), а у больных контрольной 
группы до 13,5±0,3пг/мл (в 2,4 раза).

 У пациентов основной группы уровень ФНОα 
составлял при поступлении 8,71±0,51 пг/ мл (при 
норме 3,81±0,34), у пациентов контрольной 
группы – 9,86±0,54 пг/мл. На 7 день лечения 
у пациентов основной группы уровень ФНОα 
снизился до 7,17±0,46 пг/мл, а у больных кон-
трольной группы до 8,71±0,46 пг/мл. По окон-
чании лечения у пациентов основной группы 
уровень ФНОα составил 4,20±0,09 пг/ мл (умень-
шился в 2,1 раза), а у больных контрольной груп-
пы 5,41±0,19 пг/мл (снизился в 1,8 раза). 

Уровень ИФНγ у пациентов основной груп-
пы составлял при поступлении 5,74±0,32 пг/ мл 
(при норме 24,32±3,37), у пациентов контроль-
ной группы – 5,31±0,32 пг/мл. На 7 день ле-
чения у пациентов основной группы уровень 
ИФНγ увеличился до 19,27±0,46 пг/ мл, а у боль-
ных контрольной группы до 15,79±0,42 пг/мл. 
По окончании лечения у пациентов основ-
ной группы уровень ИФНγ сохранялся высо-
ким 21,15±0,73 пг/мл (увеличился в 3,7 раза), 
у больных контрольной группы 17,82±0,3 пг/мл 
(повысился в 3,4 раза).

ВЫВОДЫ

В результате проведенного лечения у паци-
ентов основной группы наблюдали более выра-
женное увеличение уровня цитокинов (ИФНγ, 
ИЛ-4) и снижение содержания цитокинов 
(ИЛ-10, ФНОα), по сравнению с пациентами 
контрольной группы. Обоснована эффектив-
ность лечения гнойных ран у больных с сахар-
ным диабетом при местном использование ми-
лиацила и КВЧ-те ра пии на основе определения 
содержания цитокинов.
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CLINICAL AND IMMUNOLOGICAL EVALUATION OF THE EFFECT 
OF USING MILIACIL AND EHF-THERAPY IN THE TREATMENT 

OF PURULENT WOUNDS IN PATIENTS WITH DIABETES
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The purpose of the study is to evaluate the eff ectiveness of purulent wounds treatment with the local 
combined use of Miliacile and EHF-therapy in patients with diabetes mellitus, based on determining the 
cytokine content. In 35 patients of the main group, Miliacile and EHF therapy were used in the local 
treatment of wounds, while in 35 patients of the control group, only Miliacile was used and the levels 
of TNFα, IFNγ, IL-4, IL-10 were determined in the blood serum of these patients upon admission to 
hospital, on the 7th day and at the end of treatment. As a result of treatment, there was observed a more 
pronounced increase in the level of cytokines (IFNγ, IL-4) and their decrease (IL-10, TNFα) in the 
patients of the main group as compared with patients of the control group. The eff ectiveness of purulent 
wounds treatment in patients with diabetes mellitus with the local use of Miliacile and EHF-therapy based 
on the determination of cytokine levels was determined.

Key words: Miliacile, purulent wounds, diabetes mellitus, cytokine
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На фоне хронического воспалительного про-
цесса органов малого таза у женщин, сопрово-
ждающихся вовлечением в патогенез иммунных 
механизмов поддержания гомеостаза, высо-
ка частота возникновения спаек, что является 
причиной возникновения вторичного беспло-
дия, требующего использования хирургических 
методов коррекции [1‒4].

Цель исследования – установление иммун-
ных и метаболических нарушений на системном 
и местном уровне у пациенток при бесплодии 
трубного генеза на фоне стандартного лечения.

ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ МЕТОДЫ

В исследование включались пациентки в воз-
расте 18‒40 лет с верифицированным диагно-
зом –  хронический сальпингоофорит в стадии 
ремиссии и длительностью анамнеза не более 
10 лет. Контрольную группу составили здоро-
вые женщины того же возраста. Интенсивность 
процессов перекисного окисления липидов 
(ПОЛ) оценивали по содержанию в плазме кро-
ви и ва ги наль но-цер ви каль ном смыве ацилги-
дроперекисей и малонового диальдегида (АГП, 
МДА) с помощью набора «ТБК-Агат», состоя-
ние антиоксидантной системы –  по общей анти-
окислительной активности (ОАА) и активности 
супероксиддисмутазы (СОД). С применением 
коммерческих наборов для твердофазного им-
муноферментного анализа (ИФА) определяли 
уровень стабильных метаболитов оксида азо-
та (СМON), неоптерина, С-ре ак тив но го белка 
(СРБ). Цитокины (TNFα, IL-1β, IL-6, IL-8, IFNγ, 
IL-2, IL-17, IL-18, G-CSF, IL-4, IL-10, IL-1RA), 
IgМ, IgG, IgА и sIgA (в смыве) выявляли методом 
ИФА с использованием наборов ЗАО «Вектор-

БЕСПЛОДИЕ ТРУБНОГО ГЕНЕЗА: ИММУННЫЕ 
И МЕТАБОЛИЧЕСКИЕ НАРУШЕНИЯ НА СИСТЕМНОМ 

И МЕСТНОМ УРОВНЕ
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В исследование включались пациентки в возрасте 18‒40 лет с отягощенным акушерско-
гинекологическим анамнезом (хронические воспалительные заболевания органов малого таза, 
бесплодие в анамнезе, самопроизвольные выкидыши, невынашивание беременности, аборты). 
У пациенток с трубным бесплодием имеет место нарушение целого ряда показателей иммунно-
го статуса как на системном, так и на местном уровне, развивается «окислительный стресс», что 
проявляется нарушением процессов перекисного окисления липидов. Выявленные нарушения 
иммунного и метаболического статусов недостаточно полно корригируются стандартной схемой 
лечения, что требует включения в схему лечения данных пациенток дополнительно иммунотроп-
ных препаратов.

Ключевые слова: бесплодие, иммунные нарушения, сальпингоофорит
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Бест» (Россия), компоненты системы компле-
мента (С3, С3а, С4, С5, С5а) и фактор Н – диагно-
стическим набором ООО «Цитокин» (Россия). 
Активность С1-ингибитора определяли хромо-
генным методом по способности ингибировать 
С1-эстеразу. С помощью пакета компьютерной 
программы Statistica 8 проводили статистиче-
скую обработку результатов путем вычисления 
медианы (Me) с межквартильным интервалом 
(Р25; Р75). Существенность различий оценива-
ли по U-критерию. Статистически значимыми 
считали различия с p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При поступлении в клинику у пациенток 
с трубным бесплодием в плазме крови повы-
шен уровень IFNγ, G-CSF, провоспалительных 
(TNFα, IL-1β, IL-8, IL-18), противовоспали-
тельных (IL-4, IL-10) цитокинов, компонентов 
системы комплемента, IgM и снижена концен-
трация IgG и Ig A. Применение стандартной 
схемы лечения позволило у данной категории 
пациенток нормализовать уровень IgG, повы-
сить содержание противовоспалительных цито-
кинов и корригировать, но не до значений до-
норов, концентрацию противовоспалительных 
цитокинов, С3, С5а, С1-инг, Ig M.

До лечения у пациенток с трубным беспло-
дием в плазме крови повышен уровень про-
дуктов ПОЛ (МДА и АГП), неоптерина, СМNO, 
СРБ и снижена активность СОД и ОАА. При-
менение стандартной схемы лечения позволило 
у данной категории пациенток корригировать 
концентрацию продуктов ПОЛ, СМNO, СРБ, но 
не до уровня нормы.

В вагинально-цервикальном смыве при по-
ступлении в клинику у пациенток с трубным 
бесплодием в плазме крови повышено содер-
жание провоспалительных цитокинов, но в от-
личие от системного уровня, снижена концен-
трация противовоспалительных цитокинов, 
повышена активность системы комплемента, 
концентрация sIgA, МДА, СМNO. Применение 
стандартной схемы лечения позволило у дан-
ной категории пациенток корригировать уро-
вень sIgA, но при этом еще больше увеличилась 
концентрация IL-8 и С3-компонента системы 
комплемента.

Сравнивая суммарно количество отличных 
показателей от уровня нормы у больных с труб-

ным бесплодием выявлено, что если до лечения 
таких показателей было 97,2% от изученных, то 
на фоне стандартной фармакотерапии снижа-
ется процент таких показателей до 94,5%, что 
явно недостаточно, при этом почти половина 
показателей корригировалась, но не до уровня 
нормы.

Таким образом, у больных трубным беспло-
дием имеет место нарушение целого ряда пока-
зателей иммунного статуса на системном и ло-
кальном уровне, развивается «окислительный 
стресс», что проявляется нарушением процес-
сов ПОЛ, выявленные нарушения недостаточ-
но полно корригируются стандартной схемой 
лечения, что требует включения в схему лече-
ния данных пациенток дополнительно иммуно-
тропных препаратов.
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The study included patients aged 18‒40 years with a burdened obstetric and gynecological history 
(chronic pelvic infl ammatory diseases, history of infertility, spontaneous abortions, miscarriage, abor-
tions). In patients with tubal infertility, there is a violation of a number of indicators of immune status, 
both at the system level and at the local level, «oxidative stress» develops, which is manifested in the 
violation of lipid peroxidation processes. The revealed violations of the immune and metabolic statuses 
are not fully corrected by the standard treatment regimen, which requires the inclusion of additional im-
munotropic drugs in the treatment regimen of these patients.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

В настоящее время для базисной терапии яз-
венного колита (ЯК) применяют производные 

5-аминосалициловой кислоты (5-АСК) и глю-
кокортикостероиды, обладающих широким 
спектром побочного действия и ограниченной 
переносимостью при длительном применении, 
в связи с чем необходим поиск новых терапев-
тических подходов. В этом отношении интерес 
представляет витамин D3, обладающий плейо-
тропным действием, его положительный эф-
фект был описан при сахарном диабете I типа, 
ревматоидном артрите и других аутоиммун-
ных заболеваниях [1]. В патогенезе поражения 
слизистой оболочки толстого кишечника при 
ЯК имеют значение активация фагоцитов при 
участии IL-8, а также Th2-зависимые реакции 
с увеличением продукции IgM и IgG [2].

Цель работы ‒ изучить влияние ректальных 
суппозиториев оригинального состава с вита-
мином D3 на концентрацию в сыворотке IgG, 
IgM и IL-8 при экспериментальном ЯК.

ВЛИЯНИЕ ВИТАМИНА D3 В СОСТАВЕ РЕКТАЛЬНЫХ 
СУППОЗИТОРИЕВ НА КОНЦЕНТРАЦИЮ IgG, IgM 

И IL-8 В СЫВОРОТКЕ ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ 
ЯЗВЕННОМ КОЛИТЕ

© 2019 г.      М. В. Осиков,  Е. В. Симонян,  М. С. Бойко*
*E-mail: ri-tochka9@list.ru

ФГБОУ ВО «Южно-Уральский Государственный Медицинский Университет» 
Минздрава РФ, Челябинск, Россия

Поступила: 14.03.2019.  Принята: 27.03.2019

Использование для базисной терапии язвенного колита (ЯК) противовоспалительных средств 
(5-аминосалициловой кислоты (5-АСК), глюкокортикоидов) ограничено широким спектром по-
бочных эффектов. Цель работы ‒ изучить влияние ректальных суппозиториев оригинального со-
става с витамином D3 на концентрацию в сыворотке IgG, IgM и IL-8 при экспериментальном ЯК. 
Рабoта выпoлнена на 70 белых крысах линии Wistar, ЯК моделировали двухэтапным введением 
3% оксазолона, витамин D3 в составе ректальных суппозиториев оригинального состава на осно-
ве полиэтиленгликоля применяли каждые 12 часов, в группе сравнения применяли ректальные 
суппозитории с 5-АСК. Концентрацию в сыворотке IL-8, IgG и IgM определяли с помощью спец-
ифических тест-систем для крыс на иммуноферментном анализаторе на 2, 4 и 6 сутки экспери-
мента. Установлено, что при экспериментальном оксазолон-индуцированном язвенном колите 
в сыворотке крыс увеличивается концентрация IL-8, IgG и IgM на 2, 4 и 6 сутки эксперимента. 
Применение витамина D3 в составе ректальных суппозиториев оригинального состава ежеднев-
но с интервалом в 12 ч при экспериментальном ЯК приводит к снижению концентрации IL-8 на 
6 сутки, а концентрации IgG и IgM –  на 4 и 6 сутки наблюдения.

Ключевые слова: язвенный колит, IgG, IgM, интерлейкин-8, витамин D3, ректальные суп-
позитории
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Рабoта выпoлнена на 70 белых крысах линии 
Wistar массой 240‒260 г. Сформировано 4 груп-
пы: I (n=7) –  интактный контроль; II (n=21) –  
животные с ЯК; III (n=21) ‒ животные с ЯК 
в условиях применения каждые 12 часов рек-
тальных суппозиториев с 5-АСК; IV (n=21) –  
животные с ЯК в условиях применения каждые 
12 часов ректальных суппозиториев на осно-
ве полиэтиленгликоля с 10% водным раство-
ром витамина D3 оригинального состава (тема 
охраноспособна). ЯК моделировали двухэтап-
ным введением 3% оксазолона («Sigma-aldrich», 
USA). Исследования проводили на 2, 4 и 6 сут-
ки. Концентрацию в сыворотке IL-8, IgG и IgM 
определяли с помощью специфических тест-
систем для крыс фирмы «ELISA Kit» (Китай) на 
автоматическом иммуноферментном анализа-
торе «Personal LAB» (Италия). Данные обраба-
тывали с помощью пакета программ «Statistica 
10.0 for Windows». Отличия между группами 
считали статистически значимыми при p<0,05 
с использованием непараметрических критери-
ев Краскелла-Манна-Уитни, Вальда Вольфо-
витца, Колмогорова-Смирнова.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Установлено, что при экспериментальном 
ЯК концентрация в сыворотке IgM возрастает 
на 2, 4, 6 сутки наблюдения и достигает макси-
мальных значений на 6 сутки (34,21±1,39 г/л; 
контроль 12,71±1,72 г/л; p<0,05), концентра-
ция IgG в сыворотке возрастает на 2, 4 и 6 сутки 
наблюдения с максимумом на 4 сутки (11,69± 
8,99 г/л; контроль 3,23±1,04 г/л; p<0,05). Содер-
жание в сыворотке IL-8 при ЯК увеличивается 
на 2, 4 и 6 сутки наблюдения с максимальным 
уровнем на 2 сутки (311,62±20,98 пг/мл; кон-
троль 88,51±1,02 пг/мл; p<0,05).

Применение базисной терапии –  ректальных 
суппозиториев с 5-АСК при эксперименталь-
ном ЯК приводит к снижению концентрации 
в сыворотке IgM на 2, 4 и 6 сутки с максималь-
ной выраженностью эффекта на 6 сутки наблю-
дения (20,81±0,39 г/л; контроль 12,71±1,72 г/л, 
p<0,05), концентрация IgG в сыворотке снижа-
ется на 2, 4 и 6 сутки наблюдения с максималь-
ной выраженностью эффекта на 6 сутки экспе-
римента (6,32±0,94 г/л; контроль 3,23±1,04 г/л, 
p<0,05). Уровень в сыворотке IL-8 при исполь-
зовании ректальных суппозиториев снижается 
на 2, 4 и 6 сутки эксперимента, с максималь-

ной выраженностью эффекта на 2 сутки экс-
перимента (70,47±10,44 пг/мл; контроль 88,51± 
1,02 пг/мл, p<0,05). Отметим, что концентрация 
IgG достигает значений интактных животных на 
6  сутки эксперимента, IL-8 –  на 2, 4 и 6 сутки. 

Нами разработан состав и проведен комплекс 
фармакотехнологических исследований новой 
лекарственной формы с витамином D3 –  рек-
тальных суппозиториев (тема охраноспособна, 
подана заявка на изобретение). Применение 
у крыс ректальных суппозиториев с витамином 
D3 приводит к снижению концентрации в сы-
воротке IgM на 4 и 6 сутки наблюдения с макси-
мальным эффектом на 6 сутки (20,46±2,584 г/л; 
контроль 12,71±1,72 г/л, p<0,05). Концентра-
ция IgG в сыворотке снижается на 4 и 6 сутки, 
с максимальным эффектом на 4 сутки экспери-
мента (5,26±1,19 г/л; контроль 3,23±1,04 г/л, 
p<0,05). Концентрация IL-8 снижается только 
на 6 сутки эксперимента. Обнаруженные нами 
при экспериментальном ЯК изменения иммун-
ного статуса подтверждают данные литературы 
о роли Th2-зависимых реакций в повреждении 
стенки кишечника с участием IgM, IgG, а также 
значении активации фагоцитирующих клеток 
и увеличения продукции IL-8 – мощного хемо-
аттрактанта, стимулятора поглотительной и кил-
линговой активности нейтрофилов, моноцитов, 
макрофагов. Продемонстрированы известные 
противовоспалительные свойства 5-АСК при 
ЯК в составе ректальных суппозиториев за счет 
ингибирования синтеза IL-8, что приводит 
к снижению синтеза свободных радикалов и ме-
таболитов арахидоновой кислоты (особенно лей-
котриенов), тормозит миграцию и деструктив-
ные функции фагоцитов. Впервые установлены 
иммунотропные эффекты локального приме-
нения витамина D3 в составе ректальных суп-
позиториев при экспериментальном ЯК в виде 
снижения концентрации в сыворотке IgM, IgG, 
IL-8, что косвенно свидетельствует об иммуно-
модулирующем и противовоспалительном дей-
ствии витамина D3, сопоставимых с таковыми 
при локальном введении 5-АСК и являются 
предпосылкой для проведения дальнейших ис-
следований по изучению эффективности при-
менения витамина D3 при ЯК.

ВЫВОДЫ

1. При экспериментальном оксазолон-ин ду-
ци рованном язвенном колите в сыворотке крыс 
увеличивается концентрация IL-8, IgG и IgM на 
2, 4 и 6 сутки эксперимента.
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2. Применение витамина D3 в составе рек-
тальных суппозиториев оригинального со-
става ежедневно с интервалом в 12 ч при экс-
периментальном язвенном колите приводит 
к снижению концентрации IL-8 на 6 сутки, 
а концентрации IgG и IgM –  на 4 и 6 сутки на-
блюдения.
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The use of anti-infl ammatory drugs for the basic therapy of ulcerative colitis (UC) (5-aminosalicylic 
acid (5-ASA), glucocorticoids) is limited to a wide range of side eff ects. The aim of the work is to study 
the eff ect of rectal suppositories of the original composition with vitamin D3 on the serum concentration 
of IgG, IgM and IL-8 in experimental UC. The work was performed on 70 white rats of the Wistar line, 
UC was modeled by two-stage administration of 3% oxazolone, vitamin D3 in the rectal suppositories 
of the original polyethylene glycol composition was used every 12 hours, in the comparison group rectal 
suppositories with 5-ASC were used. Serum concentrations of IL-8, IgG and IgM were determined us-
ing specifi c test systems for rats on an immunoassay analyzer on days 2, 4 and 6 of the experiment. It was 
established that in experimental oxazolone-induced ulcerative colitis in the serum of rats, the concentra-
tion of IL-8, IgG and IgM increases on days 2, 4 and 6 of the experiment. The use of vitamin D3 in the 
composition of rectal suppositories of the original composition daily with an interval of 12 hours with 
experimental UC leads to a decrease in the concentration of IL-8 for 6 days, and the concentration of IgG 
and IgM –  on 4 and 6 days of observation.
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Известно, что женщины чаще, чем мужчи-
ны, страдают от тиреоидных нарушений. В по-
следние годы распространенность этих заболе-
ваний у женщин увеличивается. Щитовидная 
железа (ЩЖ) играет важную роль в регуляции 
процессов жизнедеятельности организма. Она 
контролируется двумя тесно взаимосвязанны-
ми системами: трансгипофизарной и нервно-
проводниковой. Наряду с этим в поддержании 
внутриорганного гомеостаза щитовидной же-
лезы принимают участие тучные клетки (ткане-
вые базофилы), которые накапливают и выде-
ляют широкий спектр биологически активных 
веществ (гистамин, гепарин, серотонин, ка-
техоламины, цитокины, липидные медиаторы 

и др.) [1]. Тем самым, регулируя пролиферацию 
клеток, их дифференцировку, функциональную 
активность, межклеточные взаимодействия, как 
в норме, так и в условиях воспаления, регенера-
ции, аутоиммунных реакций [2, 3].

Цель исследований – оценка динамики плот-
ности пространственного распределения туч-
ных клеток (ТК) щитовидной железы в услови-
ях прерывания лактации у крыс.

Работа выполнена на 40 здоровых беспород-
ных крысах-самках зрелого репродуктивного 
возраста. После 5 дней вскармливания потом-
ства лактацию прерывали путем отсаживания 
крысят от матери. Сроки эксперимента соста-
вили 2, 3, 7, 14, 21 сутки. Исследования с живот-
ными проводили в соответствии с «Правилами 
проведения работ с использованием экспери-
ментальных животных» (Приказ № 724 Мин-
вуза от 13.11.1984 г.). После забоя у крыс отде-
ляли обе доли щитовидной железы. Одна доля 
сразу же подвергалась криостатному микрото-
мированию, а другая –  парафиновой проводке. 
Для оценки плотности пространственного рас-
пределения тканевых базофилов криостатные 
срезы толщиной 20 мкм окрашивали альциа-
новым си ним-саф ра ни ном в прописи J. Desaga 
и изучали с помощью микроскопа БИМАМ Р13 
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Установлено, что в условиях прерывания лактации у крыс на 2 сутки исследований общее 
количество тучных клеток (ТК) максимально. Далее (3‒7 сутки) плотность пространственного 
распределения ТК снижается с минимумом на 7 день наблюдений. Через 14 суток число ТК уве-
личивается, с последующим уменьшением на 21 сутки испытаний. Эти изменения происходят 
синхронно с динамикой параметров морфофункциональной активности железы.
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(об. 90, ок. 10). Подсчитывали общее количество 
тканевых базофилов в поле зрения (10 полей 
зрения –  1 варианта статистического массива) 
отдельно в центральных и периферических зо-
нах железы [3]. При анализе результатов тучные 
клетки были разделены на основе сродства гра-
нул к тому или иному красителю на 3 группы: 
1 ‒ альцианофильные, окрашивающиеся только 
альциановым синим; 2 ‒ миксные, содержащие 
альцианофильные и сафранинофильные грану-
лы; 3 ‒ сафранинофильные, окрашивающиеся 
сафранином. Морфометрические исследования 
препаратов ЩЖ, окрашенных гематоксилин-
эозином, проводили с помощью анализатора 
изображений, используя программу ВИДЕО 
ТЕСТ МАСТЕР. Содержание тироксина в сы-
воротке крови животных определяли методом 
твердофазного ИФА. Статистическая обработ-
ка материала проводилась с использованием 
интерпрограмм «Microsoft Excel 2010», «Стати-
стика 6,0». Для выявления и анализа внутри- 
и межрегиональных сопряжений изменения 
оценочных параметров применялся непараме-
трический метод рангового корреляционного 
анализа Спирмена.

Выявлено, что тканевые базофилы чаще всего 
располагаются около кровеносных сосудов, не-
редко тесно примыкают к базальной мембране 
фолликулов и перифолликулярных капилляров. 
Плотность пространственного распределения 
волнообразно изменяется на протяжении всего 
эксперимента. На 2 сутки исследований общее 
количество ТК максимально. Далее (3‒7 сутки) 
плотность пространственного распределения ТК 
снижается с минимумом на 7 день наблюдений. 
Через 14 суток число ТК увеличивается, с по-
следующим уменьшением на 21 сутки испыта-
ний. При анализе дифференциальной окраски 
было установлено, что на 2 день эксперимента 
преобладают сафранинофильные и миксные 
ТК, а позднее (3‒21 сутки) сафранинофильные. 
Плотность альцианофильных ТК минимальна, за 
исключением 2‒3 суток после прерывания лак-
тации. Динамика межрегиональных (центр-пе-
ри фе рия) изменений общего количества ТК син-
хронизирована. Отмечается достоверно большее 

количество ТК в периферической зоне щитовид-
ной железы. Ранговый корреляционный анализ 
демонстрирует хроносопряженность изменений 
плотности пространственного распределения ТБ 
и морфофункциональных параметров щито-
видной железы.

При моделировании прерывания лактации, 
наблюдаемые изменения количественных по-
казателей цитоархитектоники тучных клеток 
носят адаптивный характер, т. к. тканевые базо-
филы создают оптимальное микроокружение, 
направленное на поддержание функциональной 
активности щитовидной железы в изменивших-
ся условиях существования.
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It was established that under conditions of interruption of lactation in rats on the 2nd day of research, 
the total number of fat cells is maximum. Then (3‒7 days) the density of spatial distribution of tissue 
basophils decreases with a minimum of 7 days of observation. After 14 days, the number of mast cells 
increases, followed by a decrease of test days 21. These changes occur synchronously with the dynamics 
of the parameters of the morphofunctional activity of the gland.
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При активации клеток иммунной системы 
происходит перестройка их метаболизма (ме-
таболическое репрограммирование), обеспечи-
вающая выполнение клетками их эффекторных 
функций [1, 2]. Однако данный процесс изучен, 
в основном, в условиях активации клеток ЛПС. 
Мурамилпептиды –  фрагменты пептидогликана 
бактерий –  активируют клетки врожденной им-
мунной системы через рецепторы NOD1 и/или 
NOD2. В работе впервые охарактеризована пере-
стройка углеводного и энергетического метабо-
лизма макрофагов человека, активированных 
агонистом NOD1 (М-триДАП) в сопоставлении 
с эффектами ЛПС, а также взаимосвязь метабо-
лической перестройки и продукции провоспали-
тельных цитокинов.

Анализ метаболизма в реальном времени (тех-
нология Seahorse) показал, что и М-триДАП, 

МЕТАБОЛИЧЕСКОЕ РЕПРОГРАММИРОВАНИЕ МАКРОФАГОВ, 
АКТИВИРОВАННЫХ АГОНИСТОМ РЕЦЕПТОРА NOD1

© 2019 г.      М. В. Пащенков1*,  Н. Е. Муругина1,  Л. С. Балясова1, 
 А. С. Будихина1,  П. В. Максимчик2,  Ю. А. Дагиль1,  В. В. Муругин1, 

 Г. З. Чкадуа3,  Б. В. Пинегин1

*E-mail: mvpashenkov@yandex.ru
1ФГБУ «ГНЦ Институт иммунологии» ФМБА России, Москва, Россия;

2Московский Государственный Университет им. М. В. Ломоносова, Москва, Россия;
3ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России, Москва, Россия

Поступила: 28.02.2019. Принята: 14.03.2019

Впервые охарактеризована перестройка углеводного и энергетического метаболизма макро-
фагов человека, активированных агонистом рецептора NOD1 ‒ N-ацетил-D-мурамил-L-аланил-
D-изоглутамил-мезо-диаминопимелиновой кислотой (М-триДАП) в сопоставлении с эффекта-
ми агониста TLR4 ‒ липополисахарида (ЛПС). Показаны возможности модуляции выработки 
цитокинов макрофагами с помощью ингибиторов гликолиза.
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и ЛПС в течение 1 ч после добавления к культу-
рам макрофагов вызывали усиление гликолиза, 
выражающееся в повышении скорости закис-
ления внеклеточной среды, потребления глю-
козы и высвобождения лактата. Одновременно 
происходило незначительное снижение потре-
бления кислорода. Схожая активация гликоли-
за наблюдалась в перитонеальных макрофагах 
мышей, получивших агонист рецептора NOD2 
(ГМДП) в дозе 100 мкг подкожно. Влияние 
М-триДАП и ЛПС на гликолиз блокировалось 
2-де зо к си-D-глю ко зой (2-ДГ, конкурентный ин-
гибитор гликолиза) и ингибитором киназы Akt 
(Akt-I-1/2), но не зависело от активности киназ-
ного комплекса mTORC1, от активности поло-
жительного регулятора гликолиза PFKFB3 и от 
повышения экспрессии ферментов гликолиза.

Влияние 2-ДГ и ингибитора Akt на экспрес-
сию цитокинов, индуцированную М-триДАП 
и ЛПС, было неоднозначным. Ингибитор Akt 
снижал экспрессию мРНК TNF, IL-6 и IL-1β, 
а также продукцию TNF на ранних этапах акти-
вации М-триДАП (1 ч), но не влиял на экспрес-
сию тех же цитокинов, индуцированную ЛПС. 

2-ДГ подавляла экспрессию TNF и IL-6 через на 
ранней стадии (1 ч), но усиливала ее на поздней 
стадии (4‒9 ч) после добавления М-триДАП 
и ЛПС. Позднее усиливающее влияние 2-ДГ на 
экспрессию цитокинов опосредовалось через 
индукцию стресса эндоплазматического рети-
кулума, поскольку устранялось добавлением 
маннозы. Особенности влияния модуляторов 
гликолиза на продукцию цитокинов необходи-
мо учитывать при возможном применении этих 
препаратов как средств лечения воспалитель-
ных заболеваний человека.
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Макрофаги – это разнородная группа кле-
ток врожденного иммунитета, отличающихся 
между собой по морфологическими и функци-
ональным признакам, участвующая напрямую 
или опосредованно в широком спектре как за-
щитных реакций организма (реакции адаптив-
ного иммунитета), так и регуляторных (участие 
в регенерации тканей и в регулировании обмена 
жиров и углеводов). Благодаря высокой гетеро-
генности, данный тип клеток играет важную 

роль в патогенезе различных заболеваний [1]. 
В частности, в поджелудочной железе макро-
фаги работают в двух направлениях: они могут 
инициировать иммунные реакции и реакции 
регенерации, стимулируя иммунные клетки, 
а могут оказывать разрушительное действие на 
клетки, продуцирующие инсулин [2]. При поис-
ке методов лечения сахарного диабета I-го типа 
интерес представляет возможность воздействия 
на макрофаги, как на звено местной регулятор-
ной цепи. В связи с этим была поставлена за-
дача, подробно изучить особенности функцио-
нирования различных популяций макрофагов 
в норме и в условиях сахарного диабета I-го типа 
(СД I-го типа), для того чтобы в дальнейшем ис-
следовать реакции этих клеток на различные 
стимулы, в том числе и на иммуномодулирую-
щие препараты.

В работе использовались популяции макро-
фагов различной тканевой принадлежности 
(альвеолярные, перитонеальные, печеночные 
и селезеночные макрофаги), полученные из 
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В работе были исследованы морфологические и функциональные характеристики макрофагов 
различной локализации, выделенных из интактных животных и животных с моделью сахарного 
диабета I-го типа. Исследование проводилось на культурах макрофагов крысы, выделенных из 
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интактных и «сахарно-диабетных» (срок моде-
лирования сахарного диабета 30 суток) самцов 
крыс 3-месячного возраста породы Wistar. Ма-
крофаги различной органной принадлежности 
культивировали в течение 24 часов.

В качестве морфометрических показателей 
определялись площадь клетки, цитоплазмы 
и ядер, а также ядерно-цитоплазматическое от-
ношение (ЯЦО) [3]. С помощью иммуноцитохи-
мического метода оценивалась функциональная 
фенотипическая активность макрофагов по уров-
ню их экспрессии рецепторов CD163 и CD80. 
Цитокиновая активность макрофагов оценива-
лась с помощью иммуноферментного анализа по 
уровню IL-1α, IL-10 и TNFα в среде, в которой 
культивировались выделенные клетки [4].

Измерения морфофункциональных по-
казателей производилось с помощью камеры 
Axiocam 512, подключенной к микроскопу Carl 
ZeissAxioObserverD1 (УНИИФ), и програм-
мы ZEN. Статистический анализ полученных 
данных проводился с помощью программы 
STATISTICA.10. Различия считались достовер-
ными при р<0,05.

Морфометрический анализ в интактных жи-
вотных показал значимое различие между по-
пуляциями перитонеальных макрофагов и ма-
крофагов печени с популяциями альвеолярных 
макрофагов и макрофагов селезенки. У первых 
двух групп S цитоплазмы и клеток значимо 
больше, чем у альвеолярных и селезеночных 
макрофагов. Визуально популяции хорошо раз-
личимы: среди перитонеальных макрофагов 
встречается большое количество характерных 
почти идеально круглых клеток с одним неболь-
шим круглым ядром; остальные клетки в боль-
шинстве своем округлые и меньшей величины. 
Среди селезеночных же подавляющее большин-
ство клеток небольшие, неправильной формы, 
и большую часть клетки у них так же занимает 
ядро. По количеству ядер клетки всех популяций 
достаточно близки: большинство клеток имеет 
одно ядро, меньшее количество – два ядра.

В группе животных с СД I-го типа морфоме-
трические параметры менее различимы между 
представленными популяциями клеток. Клетки 
более однородны по размерам. Среди всех групп 
макрофагов чаще встречаются клетки с ядрами 
неправильной формы, в которых деление прои-
зошло, но ядра не до конца разделились.

Сравнительный анализ между интактными 
животными и животными с СД I-го типа пока-
зывает, что морфометрические параметры пе-

ритонеальных макрофагов и макрофагов печени 
из этих двух групп имеют значимые различия. 
У клеток с СД I-го типа наблюдается тенденция 
к уменьшению размеров клеток за счет умень-
шения S цитоплазмы. Предположительно, это 
связано с тем, что макрофагальные клетки при 
сахарном диабете активно участвуют в регуля-
торных процессах.

Анализ ЯЦО показывает, что у интактных жи-
вотных наибольшим значением ЯЦО обладают 
макрофаги селезенки, наименьшим –  макрофа-
ги печени. У животных с СД I-го типа макрофа-
ги печени, наоборот, имеют наибольший ЯЦО. 
Сравнительный анализ между интактными жи-
вотными и животными с диабетом показыва-
ет, что значимые отличия в ЯЦО наблюдаются 
у перитонеальных макрофагов и макрофагов 
печени. Это может быть связано с тем, что пе-
ритонеальные макрофаги и макрофаги печени 
наиболее активно участвуют в местных регуля-
торных реакциях в условиях СД I-го типа.

В рамках фенотипического анализа была из-
мерена S окрашенного экспрессируемого (Sэксп) 
участка клетки. Sэксп CD80 в макрофагах, выде-
ленных из интактных животных практически не 
отличаются между собой. Sэксп CD163 в популя-
циях макрофагов интактных животных больше, 
чем Sэксп CD80, однако эти различия не досто-
верны. Sэксп CD80 клеток, выделенных из жи-
вотных с СД I-го типа значимо увеличен в срав-
нении с клетками, выделенными из интактных 
животных, в особенности у перитонеальных ма-
крофагов и макрофагов селезенки. SэкспCD163 
значимо меньше у макрофагов печени.

В сравнении с макрофагами, выделенными 
из интактных животных у макрофагов, выделен-
ных из животных с СД I-го типа, значительно 
выше уровни TNFα, в особенности у органных 
макрофагов (селезенка, печень). Уровень IL-1α 
в целом незначительно выше у группы клеток, 
выделенных из животных с СД1, в особенности 
у макрофагов печени. Уровень IL-10 значимо 
отличается у макрофагов печени «сахарно-диа-
бетных» животных от макрофагов печени, вы-
деленных из интактных животных.

Все перечисленные данные показывают, что 
макрофаги в условиях сахарного диабета I ти-
па, находятся преимущественно в состоянии 
классической воспалительной активации, что 
может также указывать на их непосредствен-
ную активную деятельность в области ор га на-
ми ше ни сахарного диабета –  поджелудочной 
железе.
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The study investigated the morphological and functional characteristics of macrophages of diff er-
ent localization, isolated from intact animals and animals with a model of diabetes mellitus type I. The 
study was performed on rat macrophage cultures isolated from the following areas: lungs, spleen, liver, 
and peritoneal cavity. The following morphometric parameters were determined: S cells, cytoplasm and 
nuclei, nuclear-cytoplasmic ratio (NCO). The phenotype was determined by the expression of CD163 
and CD80. The macrophage cytokine activity was assessed by the level of IL-1α, IL-10 and TNFα. The 
morphological characteristics of macrophages from various organs were demonstrated and their func-
tional diff erences were revealed.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

В структуре акушерской патологии ведущее 
место занимает преэклампсия (ПЭ) матери, кото-
рая является основной причиной перинатальной 
заболеваемости и смертности. Эндотелиальная 
дисфункция является важным патогенетическим 
механизмом преэклампсии и способствует нару-
шению роста и развития плода, рождению недо-
ношенных детей, формированию перинатальных 
поражений гипоксического характера централь-
ной нервной, сер деч но-со су дис той, эндокрин-
ной, иммунной, дыхательной и других систем, 
геморрагическим нарушениям. Это негативно 
влияет на состояние здоровья детей в последую-
щие годы жизни. [1]. В последние годы большое 
внимание уделяется изучению циркулирующих 

СОДЕРЖАНИЕ ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК-
ПРЕДШЕСТВЕННИКОВ В ПУПОВИННОЙ КРОВИ 
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© 2019 г.      И. Г. Попова*,  С. Б. Назаров,  Г. Н. Кузьменко,  Н. В. Крошкина, 

 О. Г. Ситникова,  М. М. Клычева
*E-mail: i_g_popova@mail.ru

ФГБУ «Ивановский научно-исследовательский институт материнства и детства 
им. В. Н. Городкова» Минздрава России, Иваново, Россия

Поступила: 13.03.2019. Принята: 25.03.2019

Проводилось определение содержания эндотелиальных клеток-предшественников в пупо-
винной крови у новорожденных, родившихся у матерей с преэклампсией и без преэклампсии. 
Фенотипирование эндотелиальных клеток пуповинной крови осуществлялось методом проточ-
ной цитофлуориметрии, циркулирующие эндотелиальные клетки (ЦЭК) определяли как: CD45–, 
CD133+, VEGFR2+, CD34–, эндотелиальные клетки-предшественники (ЭПК) определялись как: 
CD45–, CD133+, VEGFR2+, CD34+. Выявлено снижение как общего количество циркулирующих 
эндотелиальных клеток, так и эндотелиальных клеток-предшественников у недоношенных но-
ворожденных по сравнению с доношенными детьми. В группах недоношенных и доношенных 
новорожденных, родившихся от матерей с преэклампсией, было достоверно выше только коли-
чество ЭКП, по сравнению с новорожденными от матерей без преэклампсии.
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эндотелиальных клеток (ЦЭК) и эндотелиаль-
ных кле ток-пред шест вен ни ков (ЭКП) [2]. Счи-
тают, что эти клетки отражают состояние эндо-
телия и его регенеративные возможности. 

Количество ЭКП в пуповинной крови за-
висит от особенностей течения беременности 
и родов, наличия острой или хронической ги-
поксии плода, срока гестации, пола и веса но-
ворожденного [3, 4].

Цель исследований. Определение содержания 
циркулирующих эндотелиальных клеток в пу-
повинной крови для оценки регенераторного 
потенциала эндотелия пуповины у новорожден-
ных, родившихся у матерей с преэклампсией.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе была использована плазма пупо-
винной крови 60 новорожденных младенцев, из 
них 30 недоношенных новорожденных, среди 
которых 15 новорожденных от матерей с преэ-
клампсией и 30 доношенных новорожденных, 
из которых 15 детей родились от матерей с преэ-
клампсией. Фенотипирование эндотелиальных 
клеток пуповинной крови осуществлялось ме-
тодом многоцветной проточной цитофлуори-
метрии с помощью моноклональных антител, 
на приборе FACSCantoII. Циркулирующие эн-
дотелиальные клетки определялись как CD45–

CD133+VEGFR2+CD34–, эндотелиальные клет-
ки-пред шест венники (ЭПК) определялись 
как: CD45–CD133+VEGFR2+CD34+. Статисти-
ческий анализ результатов исследования вы-
полнен с помощью компьютерной программы 
статистической обработки данных Statistica 6.0 
(«StatSoft») for Windows.

РЕЗУЛЬТАТЫ

При сравнении полученных результатов сре-
ди доношенных и недоношенных новорожден-
ных от матерей без преэклампсии выявлено, что 
у недоношенных новорожденных общее коли-
чество циркулирующих эндотелиальных клеток 
меньше, чем у доношенных новорожденных 
(р=0,009). Отмечается снижение как количества 
зрелых эндотелиоцитов с фенотипом CD45–

CD133+VEGFR2+CD34–, так и эндотелиальных 
кле ток-пред шественников с фенотипом CD45–

CD133+VEGFR2+CD34+, р=0,009; р=0,013, со-
ответственно. При сопоставлении данных соот-
ношения этих клеток внутри групп, отмечено, 
что у недоношенных новорожденных процент 
эндотелиальных кле ток-пред шест вен ни ков 

с фе нотипом CD45–CD133+VEGFR2+CD34+ 
выше в 1,9 раза, чем эндотелиоцитов с фено-
типом CD45–CD133+VEGFR2+CD34– (р<0,013 
и p<0,014). У доношенных новорожденных со-
держание зрелых эндотелиоцитов с фенотипом 
CD45–CD133+VEGFR2+CD34– в крови выше 
в 1,2 раза по сравнению с клетками предше-
ственниками. При сравнении полученных ре-
зультатов среди доношенных и недоношенных 
новорожденных от матерей с преэклампсией от-
мечается снижение только количества эндотели-
альных кле ток-пред шест вен ни ков с фенотипом 
CD45–CD133+VEGFR2+CD34+, р=0,008. При 
сравнении полученных результатов в группах но-
ворожденных в зависимости от наличия или от-
сутствия преэклампсии у матери выявлено, что 
у новорожденных, родившихся от матерей с пре-
эклампсией, количество клеток предшественни-
ков с фенотипом CD45–CD133+VEGFR2+CD34+ 
достоверно выше, чем у новорожденных от мате-
рей без преэклампсии, и в группе недоношенных 
и доношенных новорожденных, р<0,02 и р<0,03, 
соответственно.

ОБСУЖДЕНИЕ

Таким образом, снижение количества эндо-
телиальных клеток-предшественников у недо-
ношенных новорожденных по сравнению с до-
ношенными новорожденными ассоциировано 
с нарушением эндотелиальной функции и сни-
жением регенераторного потенциала эндотелия. 
Повышение количества эндотелиальных кле ток-
пред шественников у новорожденных от матерей 
с преэклампсией, вероятно, свидетельствует 
о компенсаторных возможностях организма.

Исследование поддержано грантом РФФИ 
№ 18-415-370002/18.
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The content of endothelial progenitor cells in umbilical cord blood was determined in newborns born 
to mothers with preeclampsia and without preeclampsia. Phenotyping of umbilical cord blood endothe-
lial cells was performed by fl ow cytometry, circulating endothelial cells (CES) were defi ned as: CD45–, 
CD133+, VEGFR2+, CD34–, endothelial progenitor cells (EPCS) were defi ned as: CD45–, CD133+, 
VEGFR2+, CD34+. There was a decrease in both the total number of circulating endothelial cells and 
endothelial progenitor cells in premature infants compared to full-term ones. In newborns born to moth-
ers with preeclampsia, only the number of ECP was signifi cantly higher, compared with newborns from 
mothers without preeclampsia, and in the group of premature and full-term newborns.
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Анализ уровня общемировой смертности ассо-
циированной с компонентами метаболического 
синдрома (абдоминальное ожирение, гиперин-
сулинемия, нарушение толерантности к глю-
козе, гипертриглицеридемия, низкий уровень 
липопротеидов высокой плотности (ЛПВП), вы-
сокий уровень липопротеидов низкой плотности 

(ЛПНП) и артериальная гипертензия) зареги-
стрировал удвоение в период с 1980 по 2010 г. [1]. 
По данным литературы, наиболее значимым для 
диагностики МС маркерами служат провоспа-
лительные цитокины IL-6 и TNF-α, лептин, ме-
диаторы прооксидантного статуса, уровни IL-10, 
адипонектина и антиоксидантных факторов [2]. 
Особый интерес представляет ци то кин-опо сре-
до ван ные звенья, определяющие вторичное фор-
мирование МС на фоне первичного повышения 
артериального давления.

Цель исследования – изучить содержание 
IL-1β, IL-1α, IL-1ra, IL-18, IL-18BP, IL-37, IL-6, 
sIL-6r, LIF, sLIFr, IGF-1, IGFBP-1, TNF-α, 
sTNF-RI, sVCAM-1, IL-17, IL-2, IL-4, IL-10, 
TGF-β1, IL-8, CX3CL1, CXCL10, INFγ, M-CSF, 
IL-34, VEGF-A, ЕРО в сыворотке перифериче-
ской крови у больных ЭАГ II стадии без призна-
ков МС и сопоставить с частотой формирования 
МС в последующие 5 лет наблюдения.

УРОВНИ ЦИТОКИНОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ У БОЛЬНЫХ 
ЭССЕНЦИАЛЬНОЙ АРТЕРИАЛЬНОЙ ГИПЕРТЕНЗИЕЙ (ЭАГ) 
II СТАДИИ И РИСК ФОРМИРОВАНИЯ МЕТАБОЛИЧЕСКОГО 

СИНДРОМА (МС)
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Цель –  изучить содержание IL-1β, IL-1α, IL-1ra, IL-18, IL-18BP, IL-37, IL-6, sIL-6r, LIF, sLIFr, 
IGF-1, IGFBP-1, TNF-α, sTNF-RI, sVCAM-1, IL-17, IL-2, IL-4, IL-10, TGF-β1, IL-8, CX3CL1, 
CXCL10, INFγ, M-CSF, IL-34, VEGF-A, ЕРО в сыворотке крови у больных ЭАГ II стадии без 
признаков метаболического синдрома (МС) и сопоставить с частотой формирования МС в по-
следующие 5 лет наблюдения. У 200 пациентов с ЭАГ II стадии с помощью ИФА в сыворотке 
крови определяли содержание 28 цитокинов. В течение последующих 5 лет фиксировались случаи 
развития МС. По результатам многофакторного анализа с включением в регрессионную модель 
Кокса показателей: IL-1β>20,3 пг/мл, LIF>9,13 пг/мл, M-CSF>453 пг/мл, IGF-1<116000 пг/мл, 
независимый характер «влияния» на повышение частоты формирования МС при ЭАГ II стадии 
в последующий пятилетний период оказывают: содержание M-CSF более 453 пг/мл (р<0,001) 
и IGF-1<116000 пг/мл (р<0,01).

Ключевые слова: эссенциальная гипертензия, метаболический синдром, цитокины
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

У 200 пациентов с ЭАГ II стадии в сыворотке 
крови на момент начала исследования имму-
ноферментным методом определяли содержа-
ние цитокинов, а также уровни глюкозы, ТГ, 
ЛПНП, ЛПВП. Критерии включения пациента 
в исследование: ЭАГ II стадии, длительность 
заболевания 10–14 лет, сопоставимая гипотен-
зивная терапия, уровень общего холестерина 
< 5,0 ммоль/л, ЛПНП < 3,0 ммоль/л, ЛПВП > 
1,0 ммоль/л, ТГ < 1,7 ммоль/л, ТИМ < 0,9 мм, 
глюкоза < 5,5 мг/дл, ИМТ < 30 кг/м2. Крите-
рии исключения: ассоциированные клиниче-
ские состояния, сахарный диабет 1/2 типов, 
МС, симптоматическая гипертензия. В течение 
последующих 5 лет ежегодно регистрировали 
развитие МС на основе данных о ИМТ, ТИМ, 
уровнях глюкозы, ТГ, ЛПНП, ЛПВП.

Для статистической обработки данных ис-
пользовали пакет прикладных программ Statis-
ticа 8.0. Рассчитывали абсолютный и относи-
тельный риски развития МС. Проводили по-
строение регрессионной модели Кокса с одно-
факторным и многофакторным анализом.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Ретроспективный анализ особенностей «ма-
лой группы» больных ЭАГ II стадии (19 человек) 
с развитием за 5 лет наблюдения метаболиче-
ских изменений в виде увеличения содержанием 
глюкозы, ЛПНП, ТГ крови выше референсных 
значений, а также ростом ИМТ более 30 (I сте-
пень ожирения) зарегистрировал предикторное 
повышение в сыворотке периферической крови 
содержания IL-1β (р<0,05), IL-1α (р<0,05), LIF 
(р<0,001), IGF-1 (р<0,001), M-CSF (р<0,001) при 
сравнении с группой без осложнений (181 чело-
век) за анализируемый период. Данные за по-
тенциально предикторную 5-лет нюю инфор-
мативность средних уровней IL-18, IL-18BP, 
sIL-6r, sTNF-RI, sVCAM, IL-2, IL-8, IL-4, 
IFNγ, IL-37, IL-17А, sLIFr, TNF-α, IGFBP-1, 
IL-34, VEGF-A, CX3CL1, CXCL10, TGFβ1, 
ЕРО) не выявлено (р>0,05). Дальнейший ин-
терквартильный анализ распределения числа 
больных с ЭАГ и МС на 6‒10 годах наблюде-
ния с учетом уровней в сыворотке крови IL-1β, 
LIF, IGF-1, M-CSF выявил, что при содержа-
нии: IL-1β более 20,3 пг/мл ‒ риск увеличился 
в 1,69 раза (р<0,05) и был равен 16%, критерий 
χ2=2,41 (р<0,05), С=0,18 (связь слабая), LIF бо-
лее 9,13 пг/мл рост риска в 2,91 раза (р<0,001), 

31%, критерий χ2=5,12 (р<0,001), С=0,17 (связь 
относительно сильная), M-CSF более 453 пг/ мл 
повышение в 3,25 раза (р<0,001), что соста-
вило 62%, критерий χ2=32,5 (р<0,001), С=0,6 
(связь относительно сильная). Проведенный 
однофакторный анализ (регрессионная модели 
Кокса) значимости зарегистрированных уров-
ней изменений содержания цитокинов в сы-
воротке крови больных ЭАГ II стадии: IL-1β > 
20,3 пг/мл, LIF>9,13 пг/мл, M-CSF>453 пг/ мл, 
IGF-1<116000 пг/мл в отношении развития 
МС в последующие 5 лет подтвердил достовер-
ность определенных факторов. По результатам 
многофакторного анализа независимый харак-
тер «влияния» на повышение частоты развития 
МС при ЭАГ II стадии в последующий 5-лет ний 
период (предикторный характер) оказывают: 
содержание M-CSF более 453 пг/мл (р<0,001) 
и IGF-1<116000 пг/мл (р<0,01).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Зарегистрированный дисбаланс в системе ци-
токинов, сохраняющиеся как у лиц на фоне гипо-
тензивной терапии, так без приема препаратов, 
является потенциальным компонентом систем-
ного прогрессирования заболевания с развитием 
не только классических клинически ассоцииро-
ванных состояний (инфаркта миокарда, инсуль-
та) [3], но и формированием МС. Повышение 
содержания M-CSF ассоциировано с ростом ко-
личества моноцитов, что на фоне комплексного 
увеличения IL-1β, IL-1α способствует диффе-
ренцировке макрофагов в сторону М1 фенотипа 
с последующим накоплением в жировой ткани, 
поддержанием воспалительного процесса [4], 
дисбалансом синтеза адипокинов [5]. Получен-
ные в исследовании данные обосновывают зна-
чимость длительных проспективных исследова-
ний, направленных на изучение предикторной 
роли цитокинов при развитии МС.
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The aim of this study was to investigate a correlation between the levels of IL-1β, IL-1α, IL-1ra, 
IL-18, IL-18BP, IL-37, IL-6, sIL-6r, LIF, sLIFr, IGF-1, IGFBP-1, TNF-α/sTNF-RI, sVCAM-1, 
IL-17, IL-2, IL-4, IL-10, TGF-β1, IL-8, CX3CL1, CXCL10, INFγ, M-CSF, IL-34, VEGF-A, ЕРО in 
the peripheral blood of patients with stage II EH and the rate of metabolic syndrome (MS) occurring in 
a 5-year follow-up period. Twenty-eight cytokines were measured using ELISA in the peripheral blood 
samples of 200 patients with stage II EH. The patients were followed up for 5 years to keep track of MS. 
The multivariate Cox regression analysis was applied to the following parameters: IL-1β>20,3 pg/ ml; 
LIF > 9,13 пг/мл; M-CSF>4538 pg/ml; IGF-1<116000 pg/ml. The analysis revealed that M-CSF> 
453 pg/ml (р < 0.001) and IGF-1<116000 pg/ml (р < 0.001) correlated with an increase in the risk for 
MS in stage II EH.
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ВВЕДЕНИЕ

Клетки микроглии и макрофаги (Мφ) игра-
ют важную роль в регуляции нейрорегенера-
тивных процессов, при этом регенеративным 
потенциалом обладают Мφ 2 типа (М2), харак-
теризующиеся противовоспалительными ней-
ропротективным эффектами, в то время как М1 
макрофаги могут проявлять нейродеструктив-
ные свойства [1]. В качестве одного из ведущих 
механизмов регенеративной активности макро-
фагов рассматривается их способность проду-
цировать широкий спектр цитокинов и росто-
вых / трофических факторов.

Целью данной работы явилась оценка влия-
ния кондиционных сред М1 и М2 макрофагов на 
фенотип и пролиферативную активность клеток 
линии нейробластомы человека SH-SY5Y.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клетки линии SH-SY5Y культивировали 
в среде DMEM/F12 с 15% FCS, обновляя сре-

ВЛИЯНИЕ КОНДИЦИОННЫХ СРЕД МАКРОФАГОВ 
НА ФЕНОТИП И ПРОЛИФЕРАЦИЮ КЛЕТОК ЛИНИИ 

НЕЙРОБЛАСТОМЫ ЧЕЛОВЕКА SH-SY5Y
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В работе исследовано влияние кондиционных сред М1 и М2 макрофагов на фенотип и проли-
ферацию клеток линии нейробластомы человека SH-SY5Y. Установлено, что кондиционные сре-
ды М2-макрофагов, генерируемых в присутствии ГМ-КСФ в условиях дефицита ростовых факто-
ров, оказывают выраженный стимулирующий эффект на пролиферацию клеток линии SH-SY5Y. 
Уровень экспрессии CD271, низкоаффинного рецептора к фактору роста нервов (NGF), корре-
лирует с морфологией клеток: в культурах с преобладанием нейроноподобных клеток («N-type») 
количество CD271+ клеток значительно больше по сравнению с культурами, где преобладают 
клетки с морфологией мезенхимальных/стромальных клеток («S-type»). Получены предваритель-
ные данные, свидетельствующие о выраженных гуморальных нейропротективных эффектах М2 
макрофагов.
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ду каждые 3‒4 дня. Для оценки пролифератив-
ной активности клетки линии культивировали 
в плоскодонных 96-луночных планшетах в кон-
центрации 104/лунку в течение 24, 48 и 72 ч 
в условиях, модулирующих in vitro ишемию (2% 
FCS). Кондиционную среду (КС) М1 и М2 ма-
крофагов добавляли в лунки в количестве 50% 
(v/v). В качестве М1 использовали ГМ-КСФ-
диф фе рен ци рованные Мφ, генерированные 
из моноцитов крови здоровых доноров в тече-
ние 7 сут; М2 получали при культивировании 
моноцитов в течение 7 сут в условиях дефицита 
ростовых факторов [2]. Пролиферативную ак-
тивность клеток SH-SY5Y оценивалипо вклю-
чению 3Н-ти ми ди на. Относительное содержа-
ние CD271+ клеток определяли при помощи 
проточной цитометрии.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Через 72 ч культивирования в условиях, моду-
лирующих ишемию, т. е., с 2% FCS, уровень про-
лиферативного ответа клеток линии SH-SY5Y 
снижался на 44% по сравнению с нормальным 
содержанием сыворотки (15% FCS) –  в среднем 
с 4460 до 3080 имп/мин. Культивирование кле-
ток SH-SY5Y в присутствии КС М1 и М2 макро-
фагов в течение 72 ч приводило к увеличению 
пролиферативного ответа, уровень которого 
в результате превышал уровень пролиферации 
в культурах с 15% FCS. При этом стимулирую-
щий эффект КС М2 макрофагов превышал та-
ковой у КС М1 – индекс стимуляции 4,6 vs 2,3. 
Исследование временной динамики стимули-
рующего эффекта КС М2 макрофагов показало, 
что увеличение уровня пролиферации клеток 
SH-SY5Y наблюдалось уже через 24 ч культи-

вирования (11360 vs 8120 имп/мин в контро-
ле), с последующим нарастанием эффекта че-
рез 48 ч (19650 vs 8200 имп/мин) и 72 ч (38580 vs 
14480 имп/ мин). Анализ экспрессии CD271, низ-
коаффинного рецептора к фактору роста нервов 
(NGF) [3], выявил низкий уровень экспрессии 
(4%) в культурах SH-SY5Y, большая часть кото-
рых имела морфологию «S-типа» (мезенхималь-
ные/стромальные клетки). В культурах с преоб-
ладанием клеток «N-типа» (нейроноподобные) 
количество CD271+ клеток значительно возрас-
тало (до 33%). Полученные данные позволяют 
заключить, что 1) КСМ2 и М1 макрофагов ока-
зывают стимулирующий эффект на пролифе-
рацию клеток линии SH-SY5Y; 2) способность 
КС-М2 усиливать пролиферацию клеток линии 
SH-SY5Y превышает аналогичную активность 
М1 макрофагов; 3) стимулирующий эффект 
КС-М2 проявляется уже через 24 ч, достигая 
максимума через 72 ч культивирования; 4) экс-
прессия CD271 возрастает при увеличении доли 
нейроноподобных клеток, т. е. ассоциирована 
с морфологией клеток.
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The study investigated the eff ect of conditioned media of M1 and M2 macrophages on the phenotype 
and proliferation of the human neuroblastoma cell line SH-SY5Y. It has been established that condi-
tioned media of M2 macrophages, generated in the presence of GM-CSF under defi ciency of growth 
factors, have a pronounced stimulating eff ect on the SH-SY5Y cell proliferation. The expression of the 
low-affi  nity nerve growth factor receptor, CD271, correlates with cell morphology: in cultures with a 
predominance of N-type cells, the number of CD271+ cells is signifi cantly higher compared to cultures 
dominated by S-type cells.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Развитие послеоперационного гипотиреоза 
является одним из наиболее частых негатив-
ных последствий оперативного лечения узло-
вой патологии щитовидной железы. Дефицит 
тиреоидных гормонов отрицательно сказыва-
ется на сердечно-сосудистой системе и часто 
является причиной нарушения ритма сердца 

и проводимости, развития диастолической дис-
функции сердца и сердечной недостаточности, 
а также образования выпота в перикардиальной 
полости. Недостаточность гормонов в сово-
купности с иммунологическими нарушениями 
могут способствовать ухудшению структурно-
функциональных изменений сердца после опе-
рации, приводя к появлению и увеличению 
жидкости в полости перикарда.

Цель исследования. Изучить динамику уров-
ня цитокинов при послеоперационном гипоти-
реозе и выявить их связь с увеличением жидко-
сти в полости перикарда.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Проведено динамическое наблюдение 136 жен-
щин, подвергшихся оперативному лечению 
узлового зоба на базе хирургического отделения 
НУЗ «ОКБ на ст. Оренбург ОАО «РЖД». Воз-
раст пациентов составил от 25 до 65 лет (средний 
возраст 48,0±2,3 лет). Критериями исключения 
у больных являлись ИБС, нарушения сердечного 
ритма (фибрилляция предсердий), пороки серд-
ца, диффузные заболевания соединительной 
ткани, сахарный диабет, почечная и печёночная 
недостаточность. В 33% случаев (46 человек) до 
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У ПАЦИЕНТОВ С ПОСЛЕОПЕРАЦИОННЫМ ГИПОТИРЕОЗОМ, 

ОСЛОЖНЕННЫМ ГИДРОПЕРИКАРДОМ
© 2019 г.      И. И. Рыбчинская1,  К. М. Иванов2,  Е. В. Ермолина2, 

 Н. Г. Шкатова2*
*E-mail: natasha_shkatova@mail.ru

1НУЗ «Отделенческая клиническая больница на ст. Оренбург ОАО «РЖД», Оренбург, Россия;
2ФГБОУ ВО «Оренбургский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 

Оренбург, Россия

Поступила: 18.02.2019.  Принята: 01.03.2019

У 46 женщин из 136 (средний возраст 48,0±2,3 лет), прооперированных по поводу узлового 
зоба, до операции был выявлен перикардиальный выпот и повышенный уровень содержания 
ИЛ-6 и ФНО-α в сыворотке крови. После операции по мере нарастания объёма гидроперикарда 
наблюдалось увеличение содержания цитокинов в сыворотке крови с прямой корреляционной 
связью (r=0,39; р<0,05) между ФНО-α и объёмом выпота в перикардиальной полости.

Ключевые слова: послеоперационный гипотиреоз, гидроперикард, цитокины, ИЛ-6, ФНО-α

DOI: 10.31857/S102872210006548-7



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

Уровень провоспалительных цитокинов с осложненным гидроперикардом 907

операции наблюдался перикардиальный выпот. 
Эти пациенты были разделены на две группы, 
сопоставимые по возрасту, клинической карти-
не и иммунному статусу. Первую группу соста-
вили больные с эутиреозом и гидроперикардом. 
Вторую –  больные, имеющие сочетание гипоти-
реоза и перикардиального выпота. Динамиче-
ское наблюдение проводилось в дооперацион-
ном периоде и через 6 месяцев после операции. 
Объём жидкости в перикардиальной полости до 
и после оперативного лечения подтверждалось 
данными трансторакальной эхокардиографии 
(ЭхоКГ) на аппарате «PhillipsEnVisor» (США). 
Для оценки иммунного статуса определялся 
уровень цитокинов (ИЛ-6, ФНО-α) с помощью 
наборов «Цитокин» (Санкт-Петербург). Им-
мунологические показатели определялись до 
и через 6 месяцев после операции. Для стати-
стической обработки материала использовался 
пакет прикладных статистических программ 
EXCEL 7.0. Для выявления связей между пока-
зателями проведен ранговый корреляционный 
анализ с расчетом коэффициента Ch. Spearman. 
Различия считались статистические значимыми 
при p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В дооперационном периоде толщина эхо-
негативного пространства полости перикарда 
была выше у больных гипотиреозом и составила 
4,5±0,7 мм в сравнении с 4,01±0,49 мм у паци-
ентов с эутиреозом. Наличие тиреоидного дефи-
цита способствовало усугублению негативных 
изменений клинико-гемодинамических пара-
метров, увеличению перикардиального выпота.

Через 6 месяцев после операции у данной 
группы женщин наблюдалась структурная пере-
стройка сердца, продолжали ухудшаться времен-
ные параметры диастолической функции сердца. 
На фоне дефицита тиреоидных гормонов увели-
чилась ширина эхонегативного пространства пе-
рикардиального выпота до 5,2±0,5 мм.

В группе больных эутиреозом через 6 меся-
цев после оперативного вмешательства наблю-
дались начальные признаки ремоделирования 
сердца, нарастает объём выпота в полость пери-
карда до 4,5±0,92 мм.

Анализ уровня цитокинов до оперативного 
вмешательства у всех пациентов с гидропери-

кардом показал повышенный уровень ИЛ-6 
и ФНО-α по сравнению с больными без пери-
кардиального выпота. В группе женщин с эути-
реозом содержание ФНО-α составило 0,15(0,11; 
0,86) пкг/мл, а ИЛ-6 ‒ 0,08 (0,04; 0,11) пкг/мл. 
В группе пациентов с гипотиреозом ‒ 3,47 (0,04; 
9,09) пкг/мл и 0,37 (0,04; 0,67) пкг/мл соответ-
ственно (p<0,05).

После оперативного лечения по мере нарас-
тания гидроперикарда у больных всех групп 
наблюдалось повышение содержания цитоки-
нов в крови. Уровень ФНО-α и ИЛ-6 возрос до 
0,18(0,05; 2,75) пкг/мл и 8,58 (0,11; 15,86) пкг/мл 
в 1 группе. Во 2 группе произошло повышение 
ФНО-α до 5,29 (0,3; 2,66) пкг/мл и ИЛ-6 до 3,11 
(0,08; 25,09) пкг/мл (p<0,05). В результате прове-
денного корреляционного анализа установлена 
прямая корреляционная связь между уровнем 
ФНО-α и выпотом в перикардиальную полость 
в послеоперационном периоде (rs=0,39; р<0,05).

Таким образом, оперативное лечение узло-
вой патологии щитовидной железы приводит 
к увеличению содержания провоспалительных 
цитокинов и объёма перикардиального выпота 
у больных, имевших гидроперикард до опера-
ции. Выявлена прямая корреляционная связь 
между нарастанием уровня содержания ФНО-α 
и объёмом выпота в перикардиальной полости 
в послеоперационном периоде.
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In 46 women out of 136 (mean age 48.0 ± 2.3 years) who were operated on for a nodular goiter, a peri-
cardial eff usion and elevated serum levels of IL-6 and TNF-α were detected before the operation. After 
the operation, as the volume of hydropericardium increased, an increase in the serum cytokine content 
was observed with a direct correlation (r = 0.39; р<0.05) between TNF-α and the volume of eff usion in 
the pericardial cavity.
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В настоящее время продукты из бобовых 
культур широко используются в пищевой про-
мышленности, среди которых соя и арахиспред-
ставляют наибольший интерес из-за высокого 
содержания белков, жиров и микроэлементов. 
В то же время эти бобы содержат большое ко-
личество аллергенов, которые помимо прямой 
реакции гиперчувствительности, могут всту-
пать в перекрестные взаимодействия с аллер-
генами других растений за счет структурной 
гомологии. Аллергены сои и арахиса по своей 
структуре и аминокислотному составу могут 
быть сгруппированы в несколько семейств и су-

персемейств белков, внутри которых возможны 
IgE-пе ре крест ные реакции: купины, пролами-
ны, профилины и betv 1 подобные белки [1].

В связи с этим соя и арахис относятся к наи-
более активным пищевым аллергенам среди всех 
бобовых растений и были включены в состав 
продуктов питания, вызывающих самую высо-
кую частоту пищевой аллергии в Европе [2]. Кро-
ме того, аллергены сои и арахиса относительно 
устойчивы к термальной обработке и для сниже-
ния их аллергенных свойств требуется длитель-
ное кипячение [3]. При этом было показано, что 
обжарка арахиса (основной вид его термической 
обработки) напротив увеличивает способность 
аллергенов связывать sIgE [4].

На сегодняшний день нет отечественных ал-
лергенных экстрактов из сои и арахиса для кож-
ного тестирования. В связи с этим целью рабо-
ты было получение белковых экстрактов из сои 
и арахиса и оценка их биохимическихи аллер-
генных свойств.

В работе использовали соевые бобы Glycine 
max и семена арахиса Arachis hypogaea. Получе-
ние белково-полисахаридных комплексов сои 

БЕЛКОВЫЕ ЭКСТРАКТЫ ИЗ БОБОВ СОИ И АРАХИСА: 
ФРАКЦИОННЫЙ СОСТАВ И АЛЛЕРГЕННЫЕ СВОЙСТВА
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Соя и арахис относятсяк наиболее сильным пищевым аллергенам среди всех бобовых расте-
ний. На сегодняшний день аллергены этих бобовых по ряду причин остаются недостаточно до-
ступными в клинической практике. В связи с этим целью работы было получение белковых экс-
трактов из сои и арахиса и оценка их биохимических и аллергенных свойств. Получение раствора 
белково-полисахаридных комплексов проводили методом водно-солевой экстракции, опреде-
ление содержания белка проводили методом Бредфорда, изучение белкового состава проводили 
методом вертикального электрофореза в полиакриламидном геле. Изучение аллергенных свойств 
проводили методом торможения связывания sIgE. В полученных белковых экстрактах были оха-
рактеризованы белки, которые по молекулярной массе относятся к аллергенам купиновой, прола-
миновой, профилиновой фракциям белков и betv 1 подобным белкам. Проведенное исследование 
отдельных белковых фракций и дальнейшее сопоставление их аллергенных свойств существенно 
дополнит компонентную диагностику, которая активно внедряется в клиническую практику.
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и арахиса проводили в несколько этапов. В на-
чале семена измельчали до получения соевой 
муки и гомогенной арахисовой массы. Далее мы 
проводили обезжиривание добавлением диэти-
лового эфира с последующим перемешиванием 
и инкубацией. Получение раствора белково-по-
ли сахаридных комплексов проводили методом 
Эванса-Кока. После этого аллергенный экс-
тракт центрифугировали с последующим отде-
лением супернатанта и проведением стерили-
зующей фильтрации.

Определение содержания белка проводили 
методом Бредфорда. Изучение белкового соста-
ва полученных экстрактов проводили методом 
вертикального электрофореза по Леммли [5].

Аллергенную активность экстрактов сои 
и арахиса оценивали в реакции ингибирования 
связывания sIgE с соответствующими аллерге-
нами системы ImmunoCAP (Phadia, Швеция), 
принятыми нами как стандарт. Использовали 
пуловую сыворотку от 4 больных с сенсибилиза-
цией к сое и арахису (2‒3класс). Для этого пу-
ловую сыворотку инкубировали в течение часа 
при комнатной температуре с различными кон-
центрациями сои и арахиса, а потом определяли 
содержание sIgEк этим аллергенам. Концентра-
ция белка в экстракте сои составила 1,332 мг/мл, 
в экстракте арахиса –  1,98 мг/мл.

При электрофоретическом разделении бо-
бовых экстрактов были выявлены несколько 
белковых фракций, которые по молекулярной 
массе (м. м.) согласно международной номен-
клатуре ВОЗWHO/IUIS можно отнести к аллер-
генам. Белки сои с м. м. 48 кДа и c м. м. 55 кДа 
могут представлять собой аллергены glym 5 
и glym 6, соответственно. Белки арахиса c м. м. 
64 кДа и 60,3 кДа могут быть отнесены к аллер-
генам arah 1 и arah 3, соответственно. Эти белки 
относятся к 7S и 11S глобулинам и принадлежат 
к одному суперсемейству белков купинов.

Белки сои с м. м. 7 кДа и 12 кДа относятся 
к Glym 1 и Glym 8, соответственно. Белки арахи-
са с м. м. 17 кДа, 15 кДа, 10 кДа, 8,5 кДа и 11 кДа 
могут являться arah 2, arah 6 и 7, arah 9, arah 16 
и arah 17, соответственно. В связи с тем, что ал-
лергены arah 6 и arah 7 имеют примерно одина-
ковую м. м., на электрофореграмме они получи-
лись в виде одной широкой полосы. Похожая 
картина представлена для аллергенов arah 9, 
arah 16 и arah 17, они имеют незначительные от-
личия в м. м. и выглядят как широкая белковая 
полоса. Эти белки сои и арахиса относятся к су-
персемейству проламинов.

Среди профилиновых белков на электрофо-
резе видна фракция сои с м. м. 14 кДа и фракция 
арахиса с м. м. 15 кДа, которые могут быть ал-
лергенами glym 3 и arah 5, соответственно.

К betv 1 подобным белкам относятся glym 4 cои 
и arah 8 арахиса, которые можно идентифициро-
вать на нашей электрофореграмме как белковые 
полосы на дорожках разделения сои и арахиса 
с м. м. 17 кДа. В связи с тем, что arah 8 и arah 2 
имеют одинаковую м. м., на электрофореграмме 
они представлены в виде одной полосы.

Полученные экстракты из бобов сои и арахи-
са обладали высокой аллергенной активностью 
сравнимой с таковой с аллергенами в системе 
ImmunoCAP в 73,1% и 76%, соответственно.

Таким образом, были получены два белковых 
экстракта, в состав которых входят суперсемей-
ства белков, обладающие выраженными аллер-
генными свойствами.

Имеются данные, что аллергены, входящие 
в состав одного суперсемейства или семейства, 
обладают сходством в 2-мерной и 3-мерной 
структуре белков или в аминокислотной после-
довательности, в том числе и для IgE-эпитопов. 
Проведенное исследование отдельных белковых 
фракций сои и арахиса, и сопоставление их ал-
лергенных свойств существенно дополнит ком-
понентную диагностику, которая активно вне-
дряется в клиническую практику.
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Soybeans and peanuts are the strongest food allergens among all leguminous plants. Today, allergens 
of these legumes are not suffi  ciently accessible in clinical practice for a number of reasons. In this regard, 
the aim of the work was to obtain protein extracts from soybeans and peanuts and to evaluate their bio-
chemicaland allergenic properties. The preparation of a solution of protein-polysaccharide complexes 
was performed by the method of water-salt extraction, the determination of the protein content was car-
ried out by the method of Bradford, the study of the protein composition of the obtained extracts was car-
ried out by the polyacrylamide gel electrophoresis. Allergenic properties were investigated by the method 
of inhibition of sIgE binding. Proteins were described in the obtained protein extracts. They belong to 
cupin, prolamin, profi lin protein fractions and Bet v 1-like proteins. A study of individual protein frac-
tions and further comparison of their allergenic properties will signifi cantly complement the component 
diagnostics, which is actively being introduced into clinical practice.
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ВВЕДЕНИЕ

Нейтрофильные гранулоциты являются клю-
чевыми клетками врожденного иммунитета [1], 
их основной функцией является уничтожение 

патогенных микроорганизмов, таких как бак-
терии, грибы и паразиты, а также предотвраще-
ние их распространения в организме. Это самые 
многочисленные, но короткоживущие клетки 
белой крови. Они являются главными в разру-
шении микробицидных компонентов, а также 
вирусов [2]. Нейтрофилы оснащены богатым 
набором рецепторов, которые позволяют чутко 
и дифференцировано реагировать на малейшие 
изменения окружающей среды. Они первыми 
приходят в очаг воспаления, где проявляют раз-
нообразные виды активности [3]. Нейтрофилы 
могут находиться в двух функциональных состо-
яниях: в редокс-исходном и праймированном. 
Известно, что активация нейтрофилов перифе-
рической крови происходит на фоне праймиро-
ванного состояния [4]. Праймирующий стимул 
вызывает метаболическую перестройку, при-
водящую к активации клетки, следствием его 
влияния является усиление ответа на последую-
щую активацию. В активированном состоянии 
нейтрофил может оказывать свое действие на 
объект, вызвавший его активацию, различны-
ми способами: фагоцитировать и уничтожать 
его в фаголизосомах или выделять наружу бак-
терицидные продукты, которые представляют 
собой содержимое гранул [1, 3, 6]. Открытие 
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нейтрофильных внеклеточных ловушек (НВЛ) 
и установление их антимикробного эффекта 
как важнейшего звена врожденного иммуните-
та, безусловно, явилось началом нового этапа 
в исследовании функций нейтрофильных гра-
нулоцитов. Формирование внеклеточных лову-
шек может осуществляться только активирован-
ными нейтрофилами. Эффект антимикробных 
веществ во внеклеточном пространстве усили-
вается в структурах НВЛ [7]. Известно, что ней-
трофильные внеклеточные ловушки способны 
захватывать и уничтожать микроорганизмы. Это 
объясняется тем, что захваченные микробные 
агенты подвергаются высокой локальной кон-
центрации антимикробных белков, таких как 
нейтрофильная эластаза, бактерицидный/инду-
цированный протеин и гистоны. Большинство 
патогенов уничтожаются после того, как захва-
тываются внеклеточно расположенными сетями 
ДНК [7], однако есть ряд бактерий способных 
избегать захвата и киллинга.

Исходя из этого, целью данного исследования 
было разработать метод разрушения экстрацел-
люлярных сетей нейтрофилов, выделенных из 
периферической крови in vitro для дальнейшего 
изучения влияния различных факторов на про-
цессы деградации внеклеточных сетей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проводилось на базе НИИ 
иммунологии ФГБОУ ВО ЮУГМУ Минздра-
ва России (г. Челябинск). Были обследованы 
16 здоровых не беременных женщин. Средний 
возраст составил 26,5±3,3 года. У всех доноров 
была забрана периферическая венозная кровь 
в 1 фазу менструального цикла. Критериями 
включения являлись добровольное согласие 
на обследование, оформленное в письменном 
виде. Отсутствие отклонений в нормативных 
показателях общего гематологического анали-
за крови, выраженной эндокринной и сомати-
ческой патологии. Все женщины, принявшие 
участие в данном эксперименте подтверждали 
отсутствие приема гормональных препаратов, 
а также имели концентрации прогестерона, 
эстрадиола, лютеинизирующего гормона в сы-
воротке крови в пределах нормального репро-
дуктивного диапазона. У всех женщин прово-
дилось микробиологическое исследование для 
определения состава микрофлоры половых пу-
тей. Методом световой иммерсионной микро-
скопии подвергались мазки, окрашенные ме-
тиленовым синим и по Граму. Для получения 

чистой фракции нейтрофилов периферическую 
венозную кровь забирали у женщин из локте-
вой вены, добавляли гепарин из расчета 10 ЕД 
(«Гедеон-Рихтер», Hyngery) на 10 мл крови. За-
тем к 2 мл гепаринизированной венозной крови 
добавляли 3 мл стерильного физиологического 
раствора (0,9% раствор NaCl), полученную смесь 
наслаивали на градиент плотности стерильных 
растворов фиколла-верографина (Pharmacia, 
Sweden; Spofa, CSSR). Плотность верхнего слоя 
градиента составляет 1,075‒1,077, нижнего –  
1,093‒1,095. Каждый градиент использовали 
в объеме 2 мл. Через 40 минут центрифугиро-
вания при 1500 об/мин., температуре 4 °C, на 
границе между градиентами образуется кольцо 
гранулоцитов с чистотой 98‒100%, а на грани-
це между 1,077 градиентом и плазмой крови ‒ 
кольцо мононуклеаров. Кольцо нейтрофилов 
аккуратно собирали, переносили в стерильные 
пластиковые пробирки и отмывали от гради-
ента стерильным раствором Хенкса путём цен-
трифугирования при 1500 об/мин., 4 °C два раза 
по 7 минут. Клеточную взвесь стандартизовали 
до концентрации 5×106 клеток/мл. Далее по-
лученные аликвоты инкубировали с раствором 
Хенкса (контроль), клеточными активатора-
ми 4-форбол-12-миристат-13-ацетатом (ФМА) 
и ДНКазой I. Эндонуклеазу добавляли в разные 
временные промежутки инкубации при темпе-
ратуре 37 °C градусов. Оценивали процент вне-
клеточных сетей ДНК на 5, 10, 20, 30, 120 ми-
нутах инкубации. Статистическую обработку 
результатов проводили с использованием пакета 
прикладных компьютерных программ Statistica 
for Windows (v.10.0; Statsoft Inc.). При обработке 
полученных данных использовали методы опи-
сательной статистики и дисперсионный анализ 
(ANOVA). Попарные сравнения в рамках дис-
персионного комплекса проводили с использо-
ванием критерия достоверно значимой разно-
сти Тьюки. Эффекты и межгрупповые различия 
в дисперсионном анализе считали значимыми 
при p<0,05. Полученные данные представлены 
в виде средних значений и их 95%-ных довери-
тельных интервалов (95% ДИ).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

На первом этапе исследования было установ-
лено, что в отсутствие клеточных индукторов 
и фермента активного роста внеклеточных нитей 
ДНК не происходит, и не превышает 4%. Мини-
мальное необходимое время для образования 
внеклеточных сетей в присутствии клеточного 
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индуктора не микробной природы составляет 
15 минут, причем максимальное их значение 
приходиться на 30-минутный интервал и состав-
ляет 22%. Установлено, что ДНКаза I фрагмен-
тирует ДНК-остов экстрацеллюлярных сетей, 
что приводит к их разрушению. При инкубации 
с клеточным активатором и ферментом сниже-
ние количества внеклеточных нейтрофильных 
сетей зависит от продолжительности инкубации 
с последним, и имеют значимые различия.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Таким образом, данные настоящего иссле-
дования свидетельствуют и подтверждают спо-
собность ряда бактерий продуцирующих ДНК-
азы избегать внутри- и внеклеточного захвата 
и киллинга внеклеточными ловушками.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Туберкулез (ТБ) –  одно из самых распростра-
ненных инфекционных заболеваний в мире. 
Нейтрофилы – важные эффекторные клетки 
врожденного иммунитета, являющиеся одним 
из факторов защиты против ТБ. Данные о вкла-
де нейтрофилов в патогенез ТБ противоречивы, 
описан вклад нейтрофилов как в протекцию, 
так и в патогенез [1]. Долгое время нейтрофилы 

считались терминально дифференцированны-
ми клетками не способными синтезу цитокинов 
иформированию взаимодействия с компонен-
тами иммунной системы. В последние десяти-
летия, взгляд на биологию нейтрофилов значи-
тельно расширился. В настоящее время доказаны 
и установлены представления о том, что нейтро-
филы могут обладать комплексной активностью, 
способны участвовать в формировании иммун-
ного ответа, путем секреции про- и противовос-
палительных, иммунорегуляторных цитокинов 
и способны к созданию комплексных взаимо-
действий с компонентами врожденной и адап-
тивной иммунной системы. Еще одним аспек-
том «новой» биологии нейтрофилов, является 
описанная в литературных данных гетероген-
ность популяций нейтрофилов при различных 
патологических и физиологических состояниях. 
Физиологическая гетерогенность нейтрофилов 
обусловлена процессами старения циркулиру-
ющей популяции и изменением рецепторного 
профиля нейтрофилов, мигрировавших в ткани. 
При различных патологических состояниях опи-
саны «субпопуляции» нейтрофилов отличающи-
еся фенотипически и функционально: нейтро-
филы, ассоциированные с опухолью (TAN) [2]; 
миелоидные супрессорные клетки (MDSC) [3]; 
ТБ-ас со ци иро ван ные нейтрофилы (TBAN) [4], 

ПОПУЛЯЦИОННЫЙ СОСТАВ НЕЙТРОФИЛОВ 
В УСЛОВИЯХ ТУБЕРКУЛЕЗНОГО ПРОЦЕССА
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Нейтрофилы –  первая линия защиты при инфекционных заболеваниях. Вклад нейтрофилов 
в патогенез туберкулеза противоречив и не до конца изучен. В данном исследовании мы провели 
анализ гетерогенности популяций нейтрофилов у больных туберкулезоми здоровых доброволь-
цев. У больных туберкулезом отмечается увеличение количества нейтрофилов низкой плотности 
по сравнению со здоровыми добровольцами. Нами было выявлено, что популяция нейтрофилов 
низкой плотности гетерогенна и содержит субпопуляцию активированных клеток.
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нейтрофилы низкой плотности (LDN) [5]. По-
пуляцию LDN обнаруживают среди фракции 
мононуклеаров, после выделения последней на 
градиенте плотности, в крови пациентов с аутои-
мунными заболеваниями, раком, сепсисом, псо-
риазом, ВИЧ и др. LDN характеризуются экс-
прессией маркеров нейтрофилов CD66b, CD15, 
но отличаются от остальных популяций низкой 
плавучей плотностью. Сообщалось, что увеличе-
ние количества LDN коррелирует с активностью 
и тяжестью таких заболеваний как астма, ВИЧ-
ин фекция, аутоиммунные заболевания, сепсис, 
псориаз. Комплексные исследования популяции 
нейтрофилов при ТБ, ее гетерогенности, изме-
нения фенотипических и функциональных ха-
рактеристик в условиях туберкулезного процесса 
не проводились.

Целью данной работы явилось исследование 
популяционного состава нейтрофилов в усло-
виях активного туберкулеза.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследовано 15 больных туберкулезом лег-
ких, получающих лечение в ФГБНУ «ЦНИИТ», 
и 10 здоровых добровольцев. От всех участников 
исследования были получены образцы крови. 
Мононуклеары и гаранулоциты (далее «типич-
ные нейтрофилы») получали путем выделения 
на градиенте плотности фиколла. LDN иден-
тифицировали в осадке мононуклеаров по экс-
прессии маркера CD66b+. В каждой популяции 
с использованием проточной цитометрии ана-
лизировали экспрессию различных маркеров 
миелоидных клеток (CD66, CD14, CD15, HLA-
DR, CD11b и других). Помимо этого оценивали 
фагоцитарную активность популяций, с исполь-
зованием теста PHAGOTEST™ (BD Biosciences, 
USA). В работе использовали антитела произ-
водства BD Bioscience, eBioscience, BioLegend. 
Основными методами исследования являлись: 
проточная цитометрия (прибор FACSCANTOII 
(BD Biosciences, USA; программные обеспе-
чения BD FACSDIVA(BD Biosciences, USA) 
и FlowJo (TreeStar, Ashland, OR)); гемоцитоме-
трия (BeckmanCoulter, Brea, USA). Получен-
ные данные анализировали с использованием 
U-кри те рия Ман на-Уитни (GraphPadSoftware).

РЕЗУЛЬТАТЫ

У больных туберкулезом легких в сравнении 
со здоровыми добровольцами отмечалось досто-
верно большее количество LDN нейтрофилов 
низкой плотности, характеризующихся фено-

типом CD66b+CD14– (4.6 и 2.1, соответственно, 
р<0.01). Фенотипическая характеристика пока-
зала, что LDN и «типичные нейтрофилы» харак-
теризуются экспрессией маркеров CD15, СD11b, 
СD33, отсутствием экспрессии HLA-DR. По 
сравнению с «типичными нейтрофилами» по-
пуляция LDN характеризовалась более низкой 
экспрессией маркера CD62L и достоверно боль-
шим количеством клеток MPOlow (p<0.01). Среди 
популяции LDN обнаружено достоверно боль-
ше клеток с фенотипом CD16lowCD10– (p<0.01). 
Анализ фагоцитарной активности показал, что 
популяция типичных нейтрофилов и популяция 
LDN обладают высокой фагоцитарной активно-
стью, более 75% клеток фагоцитировали E.coli.

ОБСУЖДЕНИЕ И ВЫВОДЫ

Полученные данные свидетельствуют об из-
менении популяционного состава нейтрофи-
лов в условиях активного ТБ. Популяции LDN 
и «типичных нейтрофилов» гетерогенны и со-
стоят из двух субпопуляций: зрелой с фенотипом 
CD16+CD10+, незрелой CD16lowCD10–, описы-
ваемой в литературе как популяция клеток, не-
давно вышедших из костного мозга. Проведен-
ный анализ поднимает вопрос о происхождении 
и возможной роли различных субпопуляций 
нейтрофильных клеток при туберкулезном про-
цессе, для ответа на этот вопрос проводятся 
дальнейшие исследования.

Работа поддержана НИР УИН 0515–2019–
0018.
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Neutrophils are the fi rst line of defense against infectious diseases. The contribution of neutrophils 
to the pathogenesis of tuberculosis is controversial and not fully understood. In this study, we analyzed 
the heterogeneity of neutrophil populations in patients with tuberculosis and control subjects. In patients 
with tuberculosis, there is an increase in the number of low-density neutrophils compared with control 
subjects. We have found that the low-density neutrophil population is heterogeneous and contains a 
subpopulation of activated cells.
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Ревматоидный артрит (РА) –  тяжелое инвали-
дизирующее заболевание аутоиммунной приро-
ды. Поиск ключевых аспектов дисрегуляции им-
мунной системы, определяющих формирование 
аутоиммунной агрессии является актуальным 
для создания биомаркеров, контролирующих 
течение заболевания, определяющих прогноз, 
выбор тактики лечения и контроль ее эффек-
тивности. Достаточно дискутабельные успехи 
таргетной терапии, избирательно блокирующей 
ключевые цитокины либо иммунокомпетентные 
клетки, заставляют продолжать дальнейший по-
иск для разработки новых лекарственных пре-
паратов [1, 2]. В частности, учитывая, что попу-
ляция В-лим фо ци тов, продуцентов аутоантител, 

представлена двумя субпопуляциями, представ-
ляло интерес изучить иммунофенотип В-лимфо-
цитов при формировании различных вариантов 
течения РА [3]. 

Цель настоящего исследования ‒ выявление 
особенностей иммунофенотипов В-лим фо ци тов 
у пациентов с серопозитивным и серонегатив-
ным вариантами РА суставной формы.

Критериями включения явилось наличие 
у пациента установленного диагноза серопози-
тивного или серонегативного варианта сустав-
ной формы РА на основании критериев ACR 
и Rheumatism –  EULAR, II и III стадии актив-
ности, отсутствие острых инфекций, возраст 
старше 18 лет. Критериями исключения были 
наличие хронических инфекций, злокачествен-
ных новообразований и других сопутствующих 
заболеваний, в том числе аутоиммунных. Па-
циенты были разделены на 2 группы: серопози-
тивный вариант суставной формы РА (мужчин ‒ 
10, женщин ‒ 41, средний возраст 48±18,0 лет) 
и серонегативный вариант суставной формы 
РА (мужчин ‒ 5, женщин ‒ 36, средний возраст 
50±20 лет). Внутри групп проведено деление на 
подгруппы в зависимости от давности заболева-
ния (до 5 лет и более) и степени активности (II ст. 
и III ст.). Изучение субпопуляционного состава 
В-лимфоцитов периферической крови прово-

РОЛЬ В1 И В2 ЛИМФОЦИТОВ В ФОРМИРОВАНИИ 
РАЗЛИЧНЫХ ВАРИАНТОВ РЕВМАТОИДНОГО АРТРИТА
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Представлены результаты фенотипической характеристики В1 и В2 лимфоцитов пациентов 
с серопозитивным и серонегативным вариантами течения суставной формы ревматоидного ар-
трита. Показано увеличение содержания В1 лимфоцитов как при серонегативном, так и при се-
ропозитивном вариантах. Отличительной особенностью В2 лимфоцитов при серопозитивном-
варианте по сравнению с серонегативным является усиление процессов активации и снижение 
интенсивности апоптоза по мере увеличения активности аутоиммунного процесса.
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ставная форма
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дили с помощью проточной цитофлюориметрии 
по экспрессии мембранных и внутриклеточных 
антигенов, с учетом результатов на цитофлюо-
риметре «FC500» (Beckman Coulter). Выделяли 
фенотипы В1 (CD19+CD5+), В2 (CD19+CD5–), 
наивные В2 (CD19+CD45RA+CD27-), В2-памя-
ти (CD19+CD45RА–CD27+), оценивали маркеры 
презентации (CD19+HLADR+), ранней актива-
ции (CD19+CD23+, CD19+CD25), костимуляции 
(CD19+CD40+, CD19+CD86+), готовности к апоп-
тозу (CD19+CD95+), экспрессии лиганда межкле-
точного взаимодействия (CD3+CD4+CD40L+). 
В качестве контрольной группы обследовано 
20 доноров крови. Статистическая обработка про-
водилась с использованием пакета STATISTICA 
6.2 и электронных таблиц Excel 2007.

При изучении В-лимфоцитов в активную 
фазу серопозитивного варианта РА было вы-
явлено увеличение общего количества В-лим-
фоцитов (10,8±0,66%, в контроле 7,93±0,45%), 
а соотношение В1 и В2 субпопуляций в общем 
пуле В-клеток составило 7,3%:92,7% (в контро-
ле 2,4:97,6). При манифестации заболевания 
до 5 лет соотношение В1: В2 составляет 4,4% 
и 95,6%, а при длительности более 5 лет –  9% 
и 91%, соответственно. Анализ субпопуляцион-
ного состава В-клеток в зависимости от активно-
сти серопозитивного РА показал, что при II ст. 
доля В1-клеток составила 4,8%, а В2 – 95,2%, при 
III ст. – 9,14% и 90,86%, соответственно. При 
серонегативном варианте суставной формы РА 
в период активации заболевания также увеличено 
общее количество В-лимфоцитов (11,8±0,71%) 
при соотношении 7,6% (В1) и 92,3% (В2). При 
стаже заболевания до 5 лет соотношение В1 В2 
характеризовалось как 10,8%:89,2%, более 5 лет –  
5,4%:94,6%; при II ст. активности –  10,4%:89,6%, 
при III ст. – 3,5%:96,4%, соответственно. Сопо-
ставление данных о соотношении В1 и В2 между 
группами больных с серопозитивным и сероне-
гативным вариантами существенных отличий 
не показало. В то же время, при длительности 
заболевания до 5 лет при серонегативном РА по 
сравнению с серопозитивным выявлено увели-
чение популяции В1-лимфоцитов, а при более 
высокой степени активности при серонегатив-
ном РА по сравнению с серопозитивным РА ре-
гистрируется снижение доли В1- и увеличение 
В2-лимфоцитов. Тем не менее, несмотря на из-
менения количества В1-клеток в сторону увели-
чения либо снижения, преобладающая субпо-
пуляция при серопозитивном и серонегативном 
вариантах РА представлена В2-лимфоцитами. 

Анализ свойств В2-лимфоцитов выявил, что 
при серопозитивном варианте увеличено коли-
чество CD27-наивных В2-клеток (8,34±0,57%, 
в контроле 5,65±0,46%) и экспрессия HLA-DR 
(9,52±0,62%, в контроле 7,39±0,41). Увеличе-
ние наивных В2-лимфоцитов определяется вне 
зависимости от длительности течения заболе-
вания, но напрямую связана с выраженностью 
клинической манифестации. Так, при III ст. 
активности CD27– В2-клеток статистически 
значимо больше (11,3±0,97%), чем при II сте-
пени (8,13±0,85%). При серонегативном РА ко-
личество циркулирующих наивных В2-клеток 
достоверно выше, чем в контрольной группе 
(8,90±0,74% и 5,65±0,46%), степень повышения 
не зависит ни от длительности, ни от активности 
процесса. В группе больных серонегативным РА 
отмечается усиление антигенпрезентирующей 
функции В-клеток, выражающееся усилени-
ем экспрессии HLADR по отношению к кон-
трольным значениям (10,1±0,75% и 7,4±0,4%, 
соответственно), а также при длительности ста-
жа заболевания до 5 лет (12,0±1,01%) и более 
(9,30±1,0%), при средней (9,11±1,45%) и вы-
сокой (11,4±1,49%) степенях активности. Со-
поставительный анализ количества CD27 нега-
тивных и HLADR позитивных В-клеток между 
двумя формами РА в зависимости от длительно-
сти заболевания и степени активности процесса 
значимых различий не выявил.

Таким образом, увеличение общего коли-
чества циркулирующих В-лимфоцитов у па-
циентов с серопозитивным и серонегативным 
вариантами РА суставной формы определяется 
как за счет В1-, так и В2-лимфоцитов, с преоб-
ладанием доли В2-субпопуляции. При серопо-
зитивном варианте количество В1-лимфоцитов 
увеличивается при более значительной дли-
тельности и степени активности заболевания, 
тогда как при серонегативном варианте РА эта 
тенденция имеет противоположную направлен-
ность. Выявленные изменения фенотипических 
свойств В2-клеток, связанные с усилением спо-
собности к распознаванию и презентации анти-
гена в зависимости от длительности и степени 
тяжести могут быть использованы при монито-
ринге больных РА.
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Несмотря на успехи хирургии в онкологии, 
средняя выживаемость больных низкодиффе-
ренцированными глиомами за последние де-
сятилетия увеличилась лишь на 2‒3 месяца [1]. 
В виду этого возникает необходимость поиска 
системных методов лечения онкологических за-
болеваний, одним из которых является иммуно-
терапия [2]. Особое место занимает адоптивная 

иммунотерапия, предусматривающая введение 
больному стимулированных цитокинами ex vivo 
аутологичных или аллогенных иммунокомпе-
тентных клеток (Т-, В-, NK-клетки) [3].

Целью исследования являлось определить 
возможность активации лимфоцитов (Лф) и на-
туральных киллеров (НК) при добавлении раз-
личных концентраций интерферона-гамма in 
vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В нашей работе в качестве ИНФ-γ исполь-
зовался препарат Ингарон® (100000 МЕ). Для 
получения исследуемого материала проводился 
забор периферической крови из локтевой вены 
у здоровых доноров в объеме 16 мл в пробирки 
(BD) с последующим выделением мононукле-
арных клеток периферической крови (МНК) по 
стандартной методике. После выделения МНК 
проводили осаждение и адгезию полученной 
клеточной суспензии в течение 2 часов в пита-
тельной среде RPMI 1640 (Биолот) в услови-
ях 5% СО2 при t=37 °C. Далее не прикрепив-
шиеся к культуральному пластику клетки (Лф, 
НК) подсчитывали и пассировали в 6-луноч-
ные планшеты по 5×105 клеток в каждой лунке 
с разной концентрацией ИНФ-γ (5МЕ, 50МЕ, 
500МЕ, 5000МЕ, 50000МЕ) в среде RPMI 1640 

ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ КОНЦЕНТРАЦИЙ 
ИНТЕРФЕРОНА-ΓАММА (ИФН-γ) НА КЛЕТКИ 

ИММУННОЙ СИСТЕМЫ IN VITRO
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(Биолот) с добавлением 10% телячьей эмбрио-
нальной сыворотки. Ежедневно проводился 
подсчет клеток в каждой лунке. На 1, 3, 4 и 8 дни 
определяли фенотип клеточный на проточном 
цитофлюориметре FACSCanto II с использова-
нием панели маркёров CD3/CD19/CD16+56/
CD4/CD8 /HLADR/CD38/CD45 (BD).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Наибольшая пролиферативная активность 
клеток во время культурального этапа иссле-
дования наблюдалась при минимальной дозе 
ИНФ-γ (5МЕ). Время экспозиции начала и за-
вершения пролиферации соответствовало по-
казателям контрольной лунки (0МЕ). Однако 
на 3 сутки в опытном образце (5МЕ ИФН-γ) су-
щественно увеличилось количество клеточного 
материала и превысило значения контрольного 
образца в 1,4 раза. В опытных образцах с дозами 
ИНФ-γ 50МЕ, 5000МЕ и 50000МЕ наблюдалась 
схожая «скачкообразная» пролиферация кле-
ток: на 2 и 4 дни экспозиции количество клеток 
увеличивалось, при том, что на 3 день во всех 
случаях данный показатель снижался, что мо-
жет быть связанно с паракринным эффектом 
клеток, так как известно, что лимфоидные клет-
ки являются продуцентами ИФН-γ. При воз-
действии на исследуемые клетки дозой ИНФ-γ 
500МЕ значимых изменений не наблюдалось. 
Результаты проведенного иммунофенотипи-
рования контрольных и опытных образцов по-
казали увеличение экспрессии маркеров глав-
ного комплекса гистосовместимости 2 класса 
(MHC II класса) –  HLA-DR на Т-лимфоцитах. 
Так, практически при всех используемых дозах 
ИНФ-γ наблюдалось постепенное возрастание 
значений данного маркера на клетках CD3+, 
наибольшая экспрессия определялась при воз-
действии на исследуемую суспензию клеток 
дозой ИНФ-γ 5МЕ. В то же время динамика 
изменения MHC II класса CD4/HLA-DR не 
повторяла общей картины. Показатели варьи-
ровали, имелась тенденция к снижению коэк-
спрессии CD4/HLA-DR, однако в последний 
день они принимали исходные значения, а при 
концентрации ИНФ-γ 50000МЕ увеличивались 
в 2,5 раза по сравнению с исходными. В кон-
трольном образце количество CD8/HLA-DR 
практически не менялось и возрастало на 8 день 
в 1,8 раз. При этом во всех опытных образцах 
наблюдалось увеличение данного показателя, 
ярко выраженное при концентрации ИНФ-γ 
5МЕ и незначительно при 50000МЕ.

ОБСУЖДЕНИЕ

Известна способность ИНФ-γ повышать 
экспрессию антигенов главного комплекса ги-
стосовместимости (ГКГС) как 1-го, так и 2-го 
классов на разных клетках, причем индуциру-
ет экспрессию этих молекул даже на тех клет-
ках, которые не экспрессируют их конститу-
тивно. Тем самым повышается эффективность 
презентации антигенов и способность их рас-
познавания Т-лимфоцитами, что способствует 
активации клеточных реакций адаптивного 
иммунитета. В проведенной работе нами от-
мечена наибольшая эффективность продук-
тивность концентрации ИНФ-γ 5МЕ, так как 
в этом случае наблюдалась наибольшая про-
лиферативная активность клеток, что отмеча-
ется на кривой роста. Кроме того, при внесе-
нии ИНФ-γ данной концентрации выявлены 
самые высокие значения экспрессии HLA-
DR на Т-лимфоцитах. Мы предполагаем, что 
функция Ингарона в условиях нашего экспе-
римента состояла в запуске физиологического 
созревания эффекторных Т-клеток иммунной 
системы, что является основой для эффектив-
ной работы системы адаптивного иммуните-
та. Вероятно, в этих условиях следует ожидать 
и изменение активности клеток врожденного 
иммунитета, но это требует проведения даль-
нейших исследований.
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Key words: IFN-γ, lymphocytes, natural killer cells, activation of immune system cells
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Вопрос об активации иммунной системы 
больных раком с помощью биотерапии являет-
ся актуальным. Один из таких подходов –  введе-
ние пациентам дендритно-клеточной вакцины 

(ДКВ), которая, к сожалению, не всегда пока-
зывает эффективные результаты. Перспектив-
ным методом индукции противоопухолевого 
действия является использование онколити-
ческих вирусов (ОВ), целенаправленно за счет 
ряда механизмов воздействующих на опухоле-
вые клетки [1], что приводит к высвобождению 
из них различных антигенов. Вместе с тем, ОВ 
сами являются экзогенными антигенами. Мы 
придерживались гипотезы, что стимуляция ден-
дритных клеток (ДК) под влиянием подобных 
антигенов может способствовать усилению ге-
нерации антиген-специфических лимфоцитов 
против опухолевых клеток [2].

Целью нашей работы являлось изучение воз-
можности повышения эффективности созрева-
ния дендритных клеток, в т. ч., при их нагрузке 
опухолевым антигеном in vitro с помощью до-
бавления реовируса штамма Р-92.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве вирусного агента использовался 
реовирус штамм Р-92 (3 серотипа), охарактери-
зованный ранее [3]. Генерацию ДК проводили 
из моноцитов, полученных из периферической 

ОНКОЛИТИЧЕСКИЙ РЕОВИРУС Р-92: ЭФФЕКТ 
ПРИ ГЕНЕРАЦИИ ЗРЕЛЫХ ДЕНДРИТНЫХ КЛЕТОК 
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крови здоровых доноров с использованием IL-4 
(20 нг/мл), GM-CSF (72 нг/мг). На 7-й день ин-
кубации проводили фенотипирование на про-
точном цитофлуориметре (FACSCantoII, BD). 
Для определения незрелых ДК оценивали экс-
прессию маркера CD1a. Далее клетки в равной 
пропорции пересаживали на 3 культуральных 
флакона в кондиционированной среде, добав-
ляли также IL-4, GM-CSF и TNF-α (20 нг/мл) 
вместе с индивидуальной антигенной нагрузкой 
для каждого флакона: А) лизат культуры клеток 
HeLa; Б) реовирус + лизат культуры клеток HeLa, 
полученный, как описано ранее [4]; В) реовирус, 
культивируемый в стандартной культуре клеток 
СПЭВ. Через 48 часов образцы фенотипирова-
ли с целью определения экспрессии антигенов 
CD80/CD83/CD86/HLA-DR/CD1a/CD45 (BD), 
позволяющих охарактеризовать созревание ДК.

РЕЗУЛЬТАТЫ

При достижении 25% экспрессии CD1a на 
культивируемых ДК их нагружали антигена-
ми. Результаты фенотипирования ДК после 
антигенной нагрузки показали, что экспрессия 
CD80 при добавлении реовируса в образцах Б 
и В была выше в 1,3 и 1,2 раза соответственно, 
чем в пробе А. Наибольшее количество CD86 
наблюдалось в образце Б (95,3%), а CD83 ‒ 
при нагрузке незрелых ДК только реовирусом 
(72,9%). Маркер HLA-DR экспрессировался на 
72,1% клеток в образце А, 90,4% ‒ в образце Б 
и 92,3% в образце В. Максимальная коэкспрес-
сия CD80/CD86 наблюдалась при нагрузке ДК 
антигенами HeLa и реовирусом Р-92.

ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные результаты показали, что добав-
ление реовируса Р-92 способствует усилению 
созревания ДК, о чем свидетельствует повыше-
ние экспрессии ключевого маркера зрелых ДК 
(CD83), маркеров (CD80/CD86), обеспечиваю-
щих костимулирующие сигналы, необходимые 
для активации и выживания Т-клеток, а также 
рецептора клеточной поверхности MHC клас-
са II (HLA-DR), ответственного за презента-
цию чужеродных антигенов Т-клеткам. Таким 
образом, реовирус Р-92 можно рассматривать 

как адъювант при генерации ДК, нагруженных 
опухолевым антигеном, из моноцитов перифе-
рической крови здоровых доноров.
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Study was conducted of the eff ect of reovirus strain R-92 on the maturation of dendritic cells (DC). 
Work was carried out on PBMCs from the peripheral blood of healthy donors. The results showed that the 
presence of reovirus strain P-92 at the stage of diff erentiation of immature DC into a mature state leads to 
increased expression of key markers of mature DC.
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Гнойно-воспалительные заболевания мягких 
тканей до настоящего времени остаются одной 
из актуальных проблем современной медици-
ны, что обусловлено их распространённостью, 
тенденцией к хроническому течению, недоста-
точной эффективностью традиционных методов 
лечения. Изучению роли нарушений иммунного 
ответа при гнойных ранах посвящены многочис-

ленные исследования, однако многие особен-
ности дисрегуляции компонентов врождённого 
и адаптивного иммунитета при раневой инфек-
ции остаются дискутабельными и нуждаются 
в уточнении. В последние годы показано, что ин-
фек ци он но-вос па ли тель ные процессы зачастую 
связаны с патологией рецепторных мембранных 
и/или ферментных внутриклеточных систем 
передачи цито кин-опо сре до ван но го сигнала. 
Взаимодействие цитокинов с рецепторами на 
поверхности клеток приводит к запуску сигналь-
ного JAK-STAT-пути, основными компонента-
ми которого являются тирозиновые янус-кина зы 
JAK, TYK и транскрипционные факторы STAT. 
При этом набор янус-ки наз и STAT-бел ков для 
каждого цитокина достаточно специфичен, а су-
прессоры цитокинового сигнала (SOCS) пода-
вляют процесс его передачи, как нарушая акти-
вацию янус-киназ, так и разрушая образованные 
в процессе каскада ци то кин-опо сре до ван ных 
реакций белки [1]. Тем не менее, механизмы вну-
триклеточной передачи сигнала ци то кин-за ви-
си мой активации клеток посредством факторов 
JAK-STAT-сиг на лин га и особенности их супрес-
сии при ранах и раневой инфекции не исследо-
ваны. В связи с этим изучение молекулярных 
механизмов нарушений иммунного ответа при 
гной но-вос па ли тель ных заболеваниях, является 
перспективными не только для понимания пато-
генеза заболеваний, но и поиска новых подходов 
к диагностике и терапии.

СОСТОЯНИЕ JAK-STAT СИСТЕМЫ 
ПРИ ГНОЙНО-ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ 
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В последние годы появились новые данные 
о том, что супрессор семейства белков цитоки-
нов (SOCS) является одним из центральных ре-
гуляторов микробной патоген-индуци ро ван ной 
сигнализации цитокинов, главным образом за 
счет ингибирования активации сигнальных ка-
скадов JAK/STAT [2]. Кроме того, обсуждаются 
последствия участия белков SOCS в различных 
бактериальных процессах, а также возможности, 
обусловленные этими белками для их будущего 
целевого использования в антимикробной тера-
пии. Вместе с тем роль этих белков в регуляции 
уровня индуцированной микробным патогеном 
сигнальной активации цитокинов с использо-
ванием каскадов JAK/STAT и опосредованные 
этим исходы различных бактериальных инфек-
ций мягких тканей не исследованы [3].

Целью работы явилось изучение роли на-
рушений JAK-STAT-сигнальной трансдукции 
и SOCS-регуляции в цитокин-зависимой акти-
вации при гнойно-воспалительных заболевани-
ях мягких тканей.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Нами были обследованы пациенты с гной-
ными ранами и раневой инфекцией. В иссле-
дование вошли 145 больных (средний возраст 
42,7±3,5 лет): 85 – с ранами после вскрытия аб-
сцессов и флегмон мягких тканей; 30 –  с пост-
травматическими ранами; 30 –  с флегмонозно-
не кро ти чес кой формой рожи. Для получения 
раневого экссудата (РЭ) использовали сте-
рильные марлевые тампоны, которые помеща-
ли в рану с экспозицией на 20‒30 секунд. По-
сле аппликации пропитанный тампон вносили 
в пробирку с 0,2 мл 0,9% раствора натрия хло-
рида на 30 минут с последующим его удалени-
ем после центрифугирования в течение 5 минут 
при 1500 об/мин.

С учетом современных данных о важной 
роли дефектов сигнальных путей в патогене-
зе иммуноопосредованной патологии методом 
ИФА были исследованы уровни в перифери-
ческой крови и раневом экссудате SOCS1,3,6 
и STAT1, STAT3, STAT6, а также цитокины 
ИЛ-10, ИЛ-1Ra, ТФР-β1, ИЛ-1β, ИЛ-8, ИЛ-6, 
ФНО-α.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенные нами исследования показали, 
что у 75% больных с типичным течением ране-
вого процесса наблюдается увеличение синтеза 

воспалительных цитокинов, коррелирующее 
с благоприятным течением раневого процес-
са. Хроническая форма раневой инфекции, 
как правило, сопровождалась гиперпродукци-
ей воспалительных и противовоспалительных 
(ИЛ-10, ИЛ-1Ra, ТФР-β1) цитокинов, а сниже-
ние продукции ИЛ-1β, ИЛ-8, ИЛ-6, ФНО-α на 
фоне затяжного течения патологического про-
цесса в мягких тканях регистрировалось у 12% 
больных. Исследования концентраций воспа-
лительных цитокинов в РЭ в острую фазу ране-
вого процесса выявили повышение их уровня 
по сравнению со стандартными значениями 
для биологических жидкостей в 87% случаев. 
При этом более высокие концентрации в ра-
невой жидкости отмечены для ИЛ-1β и ИЛ-8 
при хроническом течении раневой инфекции, 
что у 66% данных пациентов сочеталось с по-
вышенным уровнем в сыворотке крови ИЛ-1β, 
ИЛ-6 и ФНО-α, а у 15% ‒ ИЛ-1β. Концентра-
ции ИЛ-10 и ТФР-β1 в раневой жидкости, по-
лученной из длительно незаживающих ран, 
значительно превышали (на 20‒45%) уровни 
данных противовоспалительных цитокинов 
в заживающих ранах.

Большой интерес представляют полученные 
нами данные о дисбалансе продукции факто-
ров транскрипции STAT1, 3, 6 и супрессоров 
цитокинового сигнала SOCS1, 3, 6 при гной-
ных ранах, определяющих цитокин-зависимую 
регуляцию клеток. Так, у всех пациентов было 
выявлено повышение уровня экспрессии транс-
крипционного фактора STAT1 и 6. При этом 
у 28% обследованных лиц данные показатели 
имели диапазон значений от 1500 до 2500 пкг/мл 
и выше. Кроме того, важное значение, на наш 
взгляд, в оценке тяжести иммунной дисфункции 
у больных с гнойными ранами имел разработан-
ный нами интегральный коэффициент STAT6/
STAT1, повышенные значения которого корре-
лировали с тяжестью патологического процесса 
в мягких тканях. Для STAT3 были установлены 
разнонаправленные изменения уровней в сыво-
ротке крови. При этом у 76% больных его значе-
ния составили 237,4±0,03 пкг/мл.

Учитывая, что специфичность различных 
SOCS определяется цитокинами, а не конкрет-
ными STAT, что позволяет SOCS регулировать 
антагонистические взаимоотношения между 
цитокинами, заслуживают внимание данные 
о дисбалансе продукции SOCS1 и повышенной 
продукции SOCS3 у исследуемой группы паци-
ентов, что может иметь решающее значение не 
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только в иммунной поляризации Тх2, характери-
зующихся повышенной экспрессией SOCS3, но 
и в развитии локальной и системной ци то кин-за-
ви си мой иммуносупрессии [1]. Это подтвержда-
ется выше приведенными данными о значитель-
ном повышении концентрации ИЛ-10 в раневой 
жидкости, полученной из длительно незажи-
вающих ран [4]. Следует отметить, что у данной 
группы пациентов регистрировались низкие по-
казатели ИФНγ, что согласуется с данными ли-
тературы о возможности ИЛ-10 подавлять ИФН 
сигнал, инициируя синтез SOCS3.

Полученные данные, характеризующие STAT-
сигнализацию при гнойных ранах, свидетель-
ствуют о множественности и гетерогенности 
регуляторных нарушений как на рецепторном 
уровне, так и на уровне транскрипционных фак-
торов и их регуляторов.

Результаты проведенных исследований пер-
спективны и важны с практической точки зре-
ния, так как лучшее понимание молекулярных 
механизмов контроля иммунной реакции и вос-
паления является ключом к разработке эффек-
тивных целевых терапевтических препаратов 
и вакцин.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Распространённость сахарного диабета (СД), 
особенно диабета 2 типа, растёт по всему миру. 
При СД страдают β-клетки, производящие ин-
сулин, что приводит к гипергликемии и раз-
витию осложнений, поэтому механизмы воз-
можного образования β-клеток как in vitro, так 
и in vivo, представляют существенный интерес. 
Механизм регенерации островков изучен недо-
статочно. Сообщается о неогенезе островков, 
т. е. образовании их из стволовых клеток, рас-
положенных в протоках [1]. Ещё одним спосо-
бом восстановления функции повреждённой 
ткани поджелудочной железы является ацино-
инсулярная трансформация: введение глюкозы 
приводит к появлению агломератов и одиночно 
расположенных в составе экзокринной парен-
химы инсулин-продуцирующих клеток [2]. Было 
показано [3], что скорость трансдифференци-
ровки ацинарных клеток в β-клетки зависит как 
от степени экспрессии факторов транскрипции, 
так и от наличия воспаления в поджелудочной 
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железе. Образование новых β-подобных клеток 
происходит при ограничении воспаления.

Цель работы – оценить количество и разме-
ры инсулин-продуцирующих клеток, локализо-
ванных в поджелудочной железе вне островков, 
а также оптическую плотность инсулина в них 
и в β-клетках островков, в условиях экспери-
ментального диабета 2 типа и при модуляции 
активности макрофагов.

МЕТОДЫ

Эксперименты проводилось на 20 поло-
возрелых крысах-самцах линии Wistar массой 
300–350 г в соответствии с рекомендациями 
международных этических комитетов и Дирек-
тивой Совета EC2010/63/EU. Животные содер-
жались в условиях вивария с 12-часовым свето-
вым днём с неограниченным доступом к воде 
и пище. С целью моделирования диабета 2 типа 
животным трёх экспериментальных групп были 
сделаны интраперитонеально инъекции стреп-
тозотоцина (“Sigma”, US) в дозе 65 мг/кг, с вве-
дением за 15 минут до этого никотинамида в дозе 
110 мг/ кг [4]. Первая группа была выведена из 
эксперимента через 30 суток, вторая –  через 60. 
Четвёртой группе через 30 суток после введения 
стрептозотоцина была начата серия внутримы-
шечных инъекций деривата аминофталгидрази-
на в дозе 2 мг/кг (20 доз по схеме) [5]. Группа из 
5 крыс была взята в качестве интактной. Живот-
ным из интактной группы вводился физиологи-
ческий раствор по такой же схеме.

Ткань поджелудочной железы эксперимен-
тальных животных исследовалась иммуноги-
стохимически с использованием антител к ин-
сулину (ThermoFisher, США). Подсчитывалось 
количество инсулин + клеток в островках, в аци-
нарной части железы и в протоках. Оптическую 
плотность инсулина измеряли с использовани-
ем ПО Видео Тест Морфология 5.0. Статисти-
ческий анализ материала проводили с помощью 
ПО Origin.Pro 9.0. При проверке статистических 
гипотез использовался уровень значимости 5% 
(р<0,05). Данные представлены в виде среднее ± 
ошибка среднего.

ОСНОВНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ

При развитии экспериментального диа-
бета количество β-клеток резко снижается 
(со 166,32±42,76 клеток на мм2 площади железы 
до 63,3±15,88 и 32,19±16,24 на 30-е и 60-е сутки 
развития диабета соответственно). Количество 
внеостровковых инсулин-синтезирующих кле-

ток (ВИСК) достоверно не меняется, причём 
средняя площадь одиночных ацинарных ВИСК 
возрастает (с 93,4±7,42 мкм2 у интактных живот-
ных до 123,59±7,3 на 30-е сутки диабета). Вве-
дение АФГ приводит к увеличению количества 
β-клеток (до 103,11 ± 32,75) и протоковых ВИСК 
(0,71±0,24 у интактных животных, 0,5±0,25 на 
60-е сутки развития диабета и 0,8±0,37 при вве-
дении АФГ) на квадратный миллиметр площа-
ди железы. Средняя площадь одиночных про-
токовых ВИСК возрастает (50,44±9,98 мкм2 
у интактных, 37,2±7,45 и 47,8±4,62 мкм2 на 30-е 
и 60-е сутки диабета и 68,7±9,7 мкм2 при введе-
нии АФГ). Оптическая плотность инсулина уве-
личивается в β-клетках островков и ВИСК как 
протоковой, так и ацинарной локализации.

КРАТКОЕ ОБСУЖДЕНИЕ

При экспериментальном диабете из-за разви-
вающейся гипергликемии происходит компен-
саторное увеличение площади ИСК, возникших 
в ацинарной части поджелудочной железы в ходе 
ацино-инсулярной трансформации. Модуляция 
активности макрофагов АФГ приводит к сни-
жению уровня воспаления в поджелудочной же-
лезе, вследствие чего усиливается образование 
ИСК в протоках железы, увеличиваются их раз-
меры и функциональная активность.

Работа выполнена в рамках бюджетной темы 
ИИФ УрО РАН № АААА-А18-118020590107-0.
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Restoration of quantity, size of cells and their functional activity refl ect the possibility of tissue to 
regenerate. 3-aminophtalhydrazide (APH), which eff ects to the macrophage activation: classic vs. alter-
native, (М1→М2), increases quantity and sizes of insulin-producing cells, localized in pancreatic ducts. 
Besides, APH leads to increase of optical density of insulin both in beta-cells and insulin-producing cells, 
located in acinar part of the pancreas and in ducts.

Key words: extra-islet insulin-producing cells, macrophages, aminophtalhydrazide, diabetes type 2



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

ОРИГИНАЛЬНАЯ СТАТЬЯ

933

Адрес: 630099 Новосибирск, ул. Ядринцевская, д. 14, ФГБНУ 
«НИИ фундаментальной и клинической иммунологии».
Тыринова Тамара Викторовна, Тел./факс: +7(383)2282101
E-mail: ct_lab@mail.ru
Авторы:
Соловьева Е.Д, студентка 6-го курса Института медицины 
и психологии В. Зельмана, Новосибирский государствен-
ный университет, Новосибирск, Россия;
Тыринова Т. В., к. б. н., научный сотрудник лаборатории 
клеточной иммунотерапии ФГБНУ «НИИ фундаменталь-
ной и клинической иммунологии», Новосибирск, Россия;
Калиновский А. В., к. м. н., зав. операционным блоком ФГБУ 
«Федеральный центр нейрохирургии» МЗ РФ, Новосибирск, 
Россия;
Мишинов С. В., к. м. н., врач-нейрохирург отделения нейрохи-
рургии, ФГБУ «Новосибирский НИИ травматологии и орто-
педии им. Я. Л. Цивьяна» МЗ РФ, Новосибирск, Россия;
Чернов С. В., к. м. н., зав. отделением нейроонкологии ФГБУ 
«Федеральный центр нейрохирургии» МЗ РФ, Новосибирск, 
Россия;
Ступак В. В., д. м. н., профессор, зав. отделением нейрохи-
рургии ФГБУ «Новосибирского НИИ травматологии и орто-
педии им. Я. Л. Цивьяна» МЗ РФ Новосибирск, Россия.

АКТУАЛЬНОСТЬ

ДК являются главными «профессиональ-
ными» антиген-презентирующими клетками, 
способными индуцировать генерацию Th1/
провоспалительных и цитотоксических CD8+  
Т-лим фо ци тов, что успешно используется для 
создания вакцин на основе ДК в иммунотера-
пии злокачественных опухолей [1]. При этом 
важным аспектом является выбор опухолевого 
антигена для нагрузки незрелых ДК ex vivo, что 
позволило бы индуцировать эффективный АГ-
спе ци фи чес кий иммунный ответ.

Целью настоящей работы явилось изучение 
in vitro способности IFNα-индуцированных ДК 
(ИФН-ДК), нагруженных лизатом злокаче-
ственных глиом головного мозга, активировать 
специфический Т-кле точ ный ответ против опу-
холевых антигенов.

ИССЛЕДОВАНИЕ ВЛИЯНИЯ ДЕНДРИТНЫХ КЛЕТОК, 
НАГРУЖЕННЫХ АУТОЛОГИЧНЫМ ЛИЗАТОМ ОПУХОЛИ 

БОЛЬНЫХ ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫМИ ГЛИОМАМИ, 
НА АКТИВАЦИЮ АНТИГЕН-СПЕЦИФИЧЕСКОГО 
Т-КЛЕТОЧНОГО ИММУННОГО ОТВЕТА IN VITRO
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В настоящей работе было показано, что IFNα-индуцированные ДК (ИФН-ДК), нагруженные 
лизатом аутологичных опухолевых клеток пациентов с злокачественными глиомами головного 
мозга (ДКЛИЗ) более эффективно стимулируют пролиферативный ответ аутологичных Т-клеток 
по сравнению с ненагруженными ИФН-ДК (ДКЛПС), не вызывая при этом значимую индукцию 
апоптоза CD4+ и CD8+ Т-клеток. Установлено, что ДКЛИЗ индуцируют активацию цитотоксиче-
ских CD8+ Т-клеток (в тесте дегрануляции) в культурах аутологичных мононуклеарных клеток 
анализируемых больных.

Ключевые слова: дендритные клетки, интерферон альфа, глиобластома

DOI: 10.31857/S102872210006537-5



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

934 Е. Д. Соловьева и др.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование были включены 5 пациентов 
с глиомами головного мозга высокой степени 
злокачественности (Grade IV) в возрасте от 48 
до 67 лет. ДК получали путем культивирования 
прилипающей фракции мононуклеарных клеток 
(МНК) в присутствии GM-CSF и IFNα в тече-
ние 3‒4 сут, последующей нагрузкой аутологич-
ным лизатом опухоли (0,1 мг/мл по белку) в те-
чение 1 часа в качестве антигенного материала 
и добавлением ЛПС на 24 ч для индукции созре-
вания ДК (ДКЛИЗ). Контрольными культурами 
служили ненагруженные лизатом ЛПС-сти му-
ли ро ван ные ИФН-ДК (ДКЛПС). Пролифератив-
ный ответ Т-кле ток оценивали радиометрически 
по включению 3Н-ти ми ди на в смешанной куль-
туре лимфоцитов (СКЛ) при культивировании 
аутологичных МНК больных с ИФН-ДК в со-
отношении 10:1. Апоптоз Т-кле ток оценивали 
в 72-ча со вой ауто-СКЛ методом проточной ци-
тометрии по экспрессии Annexin V и Propidium 
Iodide (PI) в гейте CD3+CD4+ и CD3+CD8+ кле-
ток. Генерацию АГ-спе ци фи чес ких цитотокси-
ческих клеток оценивали с помощью метода де-
грануляции проточной цитометрией по уровню 
экспрессии CD107а в гейте CD3+CD8+ клеток.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Пролиферативный ответ аутологичных МНК, 
стимулированных ДКЛИЗ, почти в два раза пре-
вышал аналогичный показатель в культурах 
МНК, стимулированных контрольными ДКЛПС 
(Me 705,9 имп/мин vs 375,3 имп/мин; р<0,05). 
Исследование апотоз-индуцирующей актив-
ности ДК показало, что со-культивирование 
аутологичных МНК с ДКЛИЗ больных злокаче-

ственными глиомами не сопровождалось зна-
чимыми изменениями относительного коли-
чества Аnnexin V+PI– (ранний апоптоз) среди 
CD4+ и CD8+ Т-клеток в сравнении с контроль-
ными нестимулированными МНК больных 
(p=0,34 и p=0,89, соответственно). В случае 
активации МНК интактными ДКЛПС отмечался 
тренд к увеличению количества CD4+ Т-клеток 
в стадии раннего апоптоза (p=0,08). Относитель-
ное количество Annexin V+PI+(поздний апоптоз) 
и Аnnexin V–PI+ (некроз) клеток было сопоста-
вимо в нестимулированных МНК и МНК, акти-
вированных ДКЛИЗ, и не превышало 1–2%. Наи-
большее количество CD3+CD8+CD107a+ клеток 
в ответ на 5-часовое представление ауто-АГ на-
блюдался в культурах МНК предварительно ин-
кубированных с аутологичными ДКЛИЗ больных 
глиомами. Индекс стимуляции дегрануляции 
CD8+ Т-клеток, праймированных ДКЛПС, со-
ставлял (1,0±0,06) расч. ед, тогда как для ДКЛИЗ 
аналогичный показатель был в среднем (3,5±1,3) 
расч. ед (р<0,05).

Таким образом, ДК больных глиобластомами, 
нагруженные лизатом аутологичных опухолевых 
клеток, способны индуцировать ан ти ген-спе-
ци фи чес кий Т-клеточный ответ in vitro, прояв-
ляющийся усилением пролиферации Т-кле ток, 
активацией цитотоксических Т-кле ток, не сти-
мулируя при этом процесс апоптоза Т-кле ток.
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In the present work we demonstrated that IFNα-induced dendritic cells (IFN-DCs) loaded with a 
lysate of autologous tumor cells of high-grade glioma patients (DCLYS) more eff ectively stimulated the 
proliferative response of autologous T-cells compared with unloaded IFN-DCs (DCLPS) and did not 
induce apoptosis of CD4+ and CD8+ T cells. Moreover, DCLYS activated cytotoxic CD8+ T cells (in the 
degranulation test) in cultures of autologous mononuclear cells of studied patients.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Нарушения иммунного статуса при метабо-
лическом синдроме (МС) связаны с особен-
ностями физиологии жировой ткани, синтези-
рующей и секретирующей адипокины, многие 

из которых являются медиаторами воспаления 
(лептин, ИЛ-1β, ИЛ-6, ФНО-α, МСР-1 и дру-
гие). Важная роль в регуляции иммунных вза-
имодействий при МС принадлежит лептину 
и адипонектину, их уровень в периферической 
крови хорошо известен, в то время как особен-
ности влияния данных медиаторов на лимфо-
циты человека изучены недостаточно.

Цель работы. Оценить субпопуляционный 
состав лимфоцитов у пациентов с метаболиче-
ским синдромом in vivo, а также определить осо-
бенности влияния лептина и адипонектина на 
активацию лимфоцитов периферической крови 
пациентов с МС в экспериментальных условиях 
in vitro.

МЕТОДЫ

Исследование выполнено на 70 пациентах 
обоего пола в возрасте от 18 до 44 лет с МС (груп-
па 1). Группу сравнения (группа 2 ‒ 71 человек) 
составили пациенты без абдоминального ожи-
рения, избытка массы тела и дополнительных 
критериев МС. Методом проточной цитометрии 

СУБПОПУЛЯЦИОННЫЙ СОСТАВ ЛИМФОЦИТОВ 
У ПАЦИЕНТОВ С МЕТАБОЛИЧЕСКИМ СИНДРОМОМ 
И ЕГО ИЗМЕНЕНИЕ ПОД ВЛИЯНИЕМ АДИПОКИНОВ 

В ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ УСЛОВИЯХ
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Важная роль в регуляции иммунных взаимодействий при метаболическом синдроме (МС) 
принадлежит лептину и адипонектину, их уровень в периферической крови хорошо известен, 
в то время как особенности влияния данных медиаторов на лимфоциты человека изучены не-
достаточно. В работе проведена оценка субпопуляционного состава лимфоцитов у пациентов 
с метаболическим синдромом in vivo, а также изучена экспрессия маркеров активации лимфоци-
тов периферической крови в эксперименте in vitro при инкубации с лептином и адипонектином 
в концентрациях, приближенных к таковым при метаболическом синдроме.

Ключевые слова: метаболический синдром, лептин, адипонектин, субпопуляционный состав 
лимфоцитов
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были выделены и проанализированы субпопу-
ляции лимфоцитов: CD3+CD45+, CD3+CD4+, 
CD3+CD8+, CD3+CD56+, CD3–CD56+, CD3–

CD19+. Анализировали активированный пул 
клеток с фенотипами CD3+CD25+ и СD3+HLA-
DR+. В эксперименте in vitro оценивали профиль 
активации лимфоцитов периферической крови 
пациентов 1группы (n=10) и 2 группы (n=10) 
после культивирования в питательной среде 
в присутствии высокой концентрации лептина 
и низкой концентрации адипонектина (леп-
тин 50 нг/мл; адипонектин 5 мкг/мл). Методом 
проточной цитофлуориметрии оценивали ак-
тивированный пул клеток с фенотипами CD3+, 
CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD4+CD8+, CD3+CD25+, 
CD3+CD4+CD25+, CD3+CD8+CD25+, СD3+HLA-
DR+, СD3+CD4+HLA-DR+, СD3+CD8+HLA-DR+. 
Проводили сравнение показателей, полученных 
после культивирования, с базовыми параметра-
ми интактных лимфоцитов. Статистическую 
обработку результатов выполняли с помощью 
пакета прикладных программ STATISTIСA 7,0 
(StatSoftInc., 2006, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

У пациентов группы 1 в условиях in vivo уста-
новлено изменение содержания адипокинов –  по-
вышение уровня лептина (33,8 (11,9‒62,5) нг/ мл; 
группа сравнения 9,0 (4,5‒15,1) нг/мл) и сниже-
ние адипонектина (7,0 (5,3‒9,1) мкг/мл; группа 
сравнения 8,6 (7,1‒12,6) мкг/мл), а также рост со-
отношения лептин/адипонектин (4,2 (1,7‒ 9,3); 
группа сравнения 1,0 (0,5‒1,8)). Так же у паци-
ентов с МС установлены изменения клеточного 
звена иммунитета –  повышение абсолютного со-
держания В-лимфоцитов (245 (198‒340) кл/мкл; 
группа сравнения 204 (152‒278) кл/мкл), СD3+ 

HLA-DR+-лимфоцитов (43 (20‒76) кл/мкл; груп-
па сравнения 20 (9‒33) кл/мкл) и CD3+CD25+-
лим фо цитов (71 (55‒126) кл/мкл; группа сравне-
ния 49 (34‒88) кл/мкл).

В экспериментальных условиях in vitro среди 
лимфоцитов периферической крови пациентов 
с МС после инкубации с лептином в концентра-
ции 50 нг/мл обнаружено снижение числа клеток 
с фенотипом CD4+CD8+ (1,1 (0,8‒1,4)%, контроль 
1,2 (0,9‒1,4)%), CD4+CD25+ (17 (6‒39) кл/ мкл, 
контроль 35 (12‒45) кл/мкл), CD3+HLA-DR+ 
(12 (9‒19) кл/мкл, контроль 28 (14‒53) кл/мкл), 
CD4+HLA-DR+ (5 (3‒12) кл/ мкл, контроль 18 
(13‒39) кл/мкл). В группе сравнения высокие 
концентрации лептина в среде вызывали увели-
чение количества лимфоцитов CD3+CD25+(17 

(7‒31) кл/мкл, контроль 8 (5‒10) кл/мкл) и CD8+ 

CD25+ (7 (2‒15) кл/мкл, контроль 1 (0‒2) кл/ мкл). 
Известно, что Т-лимфоциты несут на своей по-
верхности рецептор к лептину Ob-R [1, 2], а взаи-
модействие лептина с рецептором вызывает 
активацию CD25+ (рецептор к ИЛ-2) на СD4+ 
и CD8+ лимфоцитах [3]. Наши результаты, полу-
ченные у пациентов группы сравнения, согласу-
ются с литературными данными, в то время как 
у пациентов с МС высокая концентрация лепти-
на в инкубационной среде, напротив, вызывала 
угнетение активации лимфоцитов.

Инкубация лимфоцитов пациентов с МС 
в присутствии низкой концентрации адипонекти-
на (5 мкг/мл) индуцировала повышение числа кле-
ток с фенотипом CD3+CD25+ (14 (5‒35) кл/ мкл, 
контроль 14 (8‒35) кл/мкл) и CD8+ CD25+ (4 
(1‒10) кл/мкл, контроль 2 (1‒8)  кл/мкл).

Сочетанное добавление лептина (50 нг/мл) 
и адипонектина (5 мкг/мл) в среду инкубации 
лимфоцитов периферической крови пациентов 
с метаболическим синдромом приводило к ро-
сту количества CD8+HLA-DR+-лимфоцитов (1,0 
(0,8‒1,8)%, контроль 0,7 (0,3‒1,1)%). В группе 
сравнения в указанных условиях in vitro установ-
лено увеличение клеток с фенотипом CD3+ CD25+ 
(18 (6‒28) кл/мкл, контроль 8 (5–10) кл/ мкл) 
и CD8+CD25+ (8 (1‒24) кл/ мкл, контроль 
1 (0‒2) кл/мкл). Таким образом, культивирова-
ние лимфоцитов пациентов с МС в присутствии 
низкой концентрации адипонектина (как изоли-
рованно, так и в сочетании с высокой концентра-
цией лептина) вызывает индукцию экспрессии 
маркеров активации.
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An important role in the regulation of immune interactions in metabolic syndrome (MS) belongs to 
leptin and adiponectin, their levels in peripheral blood are well known, while the specifi c eff ects of these 
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ВВЕДЕНИЕ

Влияние гипоксии на клетки широко изуча-
ется [1]. Но важно не только состояние клеточ-
ных элементов, но и внеклеточного матрикса 
(содержание коллагена, эластина и гиалуроно-
вой кислоты).

Цель исследования: изучить изменения мор-
фофункциональной активности фибробластов 
и продукцию ими компонентов внеклеточного 

матрикса при моделировании различных режи-
мов гипоксии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Первичную культуру дермальных фибробла-
стов получали из биоптатов кожи путем механи-
ческой дезагрегации и последующей фермента-
тивной обработки. Стандартное культивирование 
проводили при 37 °C в атмосфере 5% СО2 с ис-
пользованием СО2-ин ку ба то ра (Sanyo, Япония). 
Для создания пониженного содержания кис-
лорода в среде использовали СО2-ин ку ба тор 
и герметичную камеру (StemCell Technologies, 
США), модифицированную датчиками давле-
ния и концентрации О2, которую продували га-
зовой смесью (95% N2, 5% СО2) до установления 
0% концентрации кислорода. В работе исполь-
зовали клетки 4–6 пассажа. Каждый экспери-
мент воспроизводился 15 раз с дублированием 
аналитических измерений. Прижизненную ви-
зуализацию фибробластов, жизнеспособность 
клеток, окрашенных трипановым синим про-
водили с помощью микроскопа CKX-41 (Olym-
pus, Япония). Контроль за процессами апопто-
за и некроза проводили, оценивая количество 

МОДЕЛЬ ВЛИЯНИЯ ГИПОКСИИ НА КЛЕТОЧНУЮ 
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апоптотических и некротических клеток и фазы 
клеточного цикла определяли методом проточ-
ной цитофлуориметрии на проточном цитоф-
луориметре CytoFLEX (Beckman Coulter, США). 
Иммунофенотипирование культивируемых фи-
бробластов проводили на проточном цитофлу-
ориметре CytoFLEX (Beckman Coulter, США) 
с помощью моноклональных антител CD29, 
CD44, CD90, CD105, CD34, CD45, CD31, HLA-
DR [2]. Пролиферативную активность изучали 
по времени удвоения популяции клеток и со-
стоянию их клеточного цикла [3]. Способность 
фибробластов к продукции коллагена первого 
типа (COL1) и эластина определяли в суперна-
танте после каждого пассажа методом иммуно-
ферментного анализа (ИФА) с использованием 
тест-сис тем (Cloud-Clone Corp., USA) по мето-
дике производителя.

Моделирование гипоксии

Экспозицию фибробластов в среде с изме-
ненным газовым составом осуществляли одно-
кратно в течение: 1 часа, 12 часов и 24 часов. 
Затем клетки культивировали в стандартных 
условиях при 37 °C в атмосфере 5% СО2 с ис-
пользованием СО2-ин ку ба то ра в течение 1, 12, 
24, 48, и 72 часов.

Статистическую обработку результатов про-
водили с использованием программ «Excel» 
и «Statistica 7.0» для WinXP. Статистическую 
достоверность различий между двумя группами 
данных оценивали с помощью непараметриче-
ского критерия Манна-Уитни при выбранном 
уровне значимости p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для проведения эксперимента в работу были 
взяты клетки 6 пассажа с высокой функциональ-
ной активностью (максимальный из 18 пасса-
жей уровень выработки коллагена и эластина). 
Полученная клеточная популяция гетерогенна, 
так как выделенные фибробласты находятся на 
разных стадиях развития (небольшие веретено-
видные активно делящиеся клет ки-пред шест-
вен ники более крупные веретеновидные созре-
вающие клетки; крупные плащевидные зрелые 
фиброциты). По результатам анализа выявлено, 
что основной пул клеток в культуре находится 
в G0-фазе, что соответствует характеристике 
дифференцированных фибробластов. Индекс 
ДНК в среднем составил 1,96, что характери-
зует нормально развивающуюся культуру. Суб-
популяционный состав культуры фибробластов 

характеризовался экспрессией мезенхимных 
(CD44, СD29, СD90, СD105) и отсутствием эпи-
телиальных, гемопоэтических и лейкоцитарных 
маркеров (CD31, CD34, CD45, HLA-DR).

Результаты исследования показали, что наи-
менее повреждающее действие на клетки оказы-
вает гипоксия в течение 1 часа. Пониженное со-
держание кислорода вызывает в клетках слабый 
окислительный стресс, адаптация к которому, 
вероятно, приводит к повышению устойчиво-
сти клеток к моделируемому окислительному 
стрессу. Установлено, что при культивировании 
фибробластов в условиях гипоксии в течение 
1 часа по сравнению с нормоксией наблюдается 
значительный прирост клеток: 91±5% и 77±4% 
в контроле соответственно. Кроме того, в усло-
виях гипоксии наблюдаются антиапоптотиче-
ский (% AnnV+ клеток: контроль 9,7±1,2%; ги-
поксия 4,5±1,3%) и антинекротический (% PI+ 
клеток: 3,6±1,2% и 1,3±0,3%, соответственно) 
эффекты, что проявляется в повышении количе-
ства жизнеспособных фибробластов (AnnV–PI–: 
91±2,39% и 95,5±0,95%, соответственно). 

При культивировании фибробластов в усло-
виях гипоксии фенотипические особенности 
клеток сохраняются после часовой экспозиции 
культуры в условиях гипоксии, последующие 
12- и 24-часовая экспозиции сопровождают-
ся снижением доли клеток, экспрессирующих 
CD44 (41±13%; 20±11% и 90±7% в контроле), не 
вызывая изменения количества клеток, экспрес-
сирующих CD105, CD29 и CD90. Дальнейшее 
культивирование в условиях нормоксии не ока-
зывает влияния на долю CD29+, CD105+ и CD90+ 
клеток и способствует восстановлению количе-
ства CD44+ до исходного уровня через 48 часов 
(12-часовая гипоксия) и через 72 часа (24-ча со-
вая гипоксия). Важным свойством, характери-
зующим функциональное состояние клеточной 
популяции, является синтез коллагена и эласти-
на фибробластами. В контрольной группе со-
держание коллагена и эластина в супернатанте 
составило 364±25 пг/мл и 270±19 нг/мл соот-
ветственно. Кратковременная (1 час) гипоксия 
не оказывает значимого влияния на продукцию 
фибробластами коллагена и эластина в срав-
нении с контрольной группой (200±16 пг/ мл 
и 262±25 нг/мл). Однако после помещения 
культуры в условия нормоксии (t 37 °C в атмос-
фере 5% СО2) наблюдается резкое угнетение 
синтеза данных веществ с постепенным восста-
новлением их продукции до нормальных еди-
ниц после 48 часов культивирования. При более 
длительной гипоксии (12 часов) наблюдалось 
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значительное угнетение синтеза как коллаге-
на (19±1,5 пг/ мл), так и эластина (8±0,4 нг/мл) 
фибробластами. Последующее культивирование 
в нормальных условиях (95% воздуха + 5% СО2) 
приводит лишь к умеренному восстановлению 
продукции фибробластами данных веществ.

После нахождения культуры фибробластов 
в условиях полной гипоксии в течение 24 ча-
сов происходит практически полное угнетение 
синтеза коллагена (0,7±0,3 пг/мл) и эластина 
(1±0,2 нг/мл) с последующим незначительным 
восстановлением продукции эластина и пол-
ным угнетением синтеза коллагена при культи-
вировании в условиях нормоксии.

ВЫВОДЫ

Гипоксия вызывает изменение фенотипа кле-
ток в культуре, а именно: снижение экспрессии 
рецептора гиалуроновой кислоты (CD44).

Длительность гипоксии влияет на степень 
угнетения экспрессии маркера CD44 (чем дли-
тельнее гипоксия, тем значительнее угнетение 
и длительнее восстановление).

Гипоксия оказывает влияние на продукцию 
фибробластами компонентов внеклеточного 

матрикса ‒ коллагена и эластина, обусловливая 
снижение выработки этих факторов тем силь-
нее, чем длительнее гипоксия.
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It is established, that cultivation fi broblasts in conditions hypoxia leads to decrease in their mor-
phological heterogeneity, increase proliferative to activity and viability of cells. Causes oppression of 
synthesis of components extracellular matrix (collagen and elastin) and decrease expression a receptor 
hyaluronic acids (CD44). Duration hypoxia causes a degree of decrease.
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ВВЕДЕНИЕ

Иммуномодулирующий эффект анти-ан ги о-
ген ной терапии выявил важную роль факторов 
роста эндотелия сосудов (VEGF) в регуляции 
иммунной системы [1]. Большинство эффектов 
VEGF на функции Т-клеток опосредуются через 
связывание с рецепторами 2 типа (VEGFR-2) [2], 
тогда как участие VEGF рецептора 1 типа 
(VEGFR-1) в модуляции функций Т-кле ток 
остается неясным. 

Целью работы явилось изучение экспрессии 
VEGFR-1 на Т-клетках и оценка влияния пла-
центарного фактора роста (PlGF), являющегося 
селективным лигандом для VEGFR-1, на про-
лиферацию Т-лимфоцитов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование были включены 42 здоровых 
донора крови. Мононуклеарные клетки (МНК) 
периферической крови выделяли стандартно 

ЭКСПРЕССИЯ РЕЦЕПТОРОВ К СОСУДИСТО-
ЭНДОТЕЛИАЛЬНОМУ ФАКТОРУ РОСТА-1 (VEGFR-1) 

И ИХ РОЛЬ В РЕГУЛЯЦИИ ПРОЛИФЕРАЦИИ 
Т-ЛИМФОЦИТОВ
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В работе исследована экспрессия рецепторов к сосудисто-эндотелиальному фактору роста-1 
(VEGFR-1) на CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов доноров в культурах мононуклеарных клеток, а также 
влияние фактора роста плаценты (PlGF) на пролиферацию Т-клеток. Установлено, что свеже-
выделенные Т-клетки характеризуются низкой экспрессией VEGFR-1, которая возрастает при 
спонтанном культивировании Т-клеток и, в наибольшей степени, при активации Т-лим фо ци тов 
аCD3 антителами. Максимальное возрастание VEGFR-1 –позитивных CD4+ и CD8+ Т-кле ток ре-
гистрируется через 48 час. PlGF в широком диапазоне доз ингибирует пролиферацию аCD3-сти-
му ли ро ванных Т-клеток, в одинаковой степени подавляя деление CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов.

Ключевые слова: рецепторы к сосудисто-эндотелиальному фактору роста-1(VEGFR-1), фак-
тор роста плаценты (PlGF), Т-лимфоциты
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методом градиентного центрифугирования. Для 
стимуляции клеток использовали растворимые 
моноклональные анти-CD3 антитела (aCD3, 
1 мкг/мл). Рекомбинантный PlGF добавляли 
в концентрации 0,1‒100,0 нг/мл. Интенсивность 
пролиферации МНК оценивали радиометриче-
ски по включению 3Н-тимидина. Пролифера-
цию CD4 и CD8 Т-клеток оценивали цитофлюо-
риметрически по разведению флюоресцентной 
метки CFSE. Экспрессию VEGFR-1 оценивали 
методом проточной цитофлуориметрии с ис-
пользованием FITС-(CD8), PE-(CD4) и АРС-
(VEGFR-1) меченных моноклональных антител 
(BD, США). Статистическую обработку данных 
проводили при помощи пакета прикладных 
программ Statistica 6.0. Данные представлены 
в виде медианы (Ме) и интерквартильного диа-
пазона (IQR).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Содержание CD4+ и CD8+ Т-клеток, несущих 
поверхностный VEGFR-1, в свежевыделенных 
МНК было низким и составляло соответственно 
1,29 (0,2‒4,4) и 0,51 (0,24‒2,17)%. При культиви-
ровании МНК в отсутствие каких-либо стимулов 
доля CD4+VEGFR-1+ и CD8+VEGFR-1+ клеток 
достоверно возрастала, достигая через 48 часов 
соответственно 6,15% (2,0‒11,0)%; pU=0,017 
и 7,8% (2,5‒11,5)%; pU=0,027), а к 72 часам 
снижалось. Стимуляция МНК аCD3 приводи-
ла к достоверно более выраженному усилению 
экспрессии VEGFR-1 на CD4 и CD8 Т-клет ках 
на всех исследуемых временных точках. Мак-
симальное возрастание VEGFR-1-по зи тив ных 
CD4 и CD8 Т-клеток регистрировалось че-
рез 48 часов и составляло соответственно 15,0 
(7,0‒21,5) и 14,0 (6,0‒21,0).

Добавление PlGF в культуры аCD3-сти му ли-
ро ванных МНК достоверно ингибировало про-
лиферацию Т-клеток. Ингибирующий эффект 
PlGF проявлялся в широком диапазоне доз 
(от 0,1 до 100 нг/мл) и в концентрации 5 нг/мл 
составлял 45%, варьируя от 25 до 76%. При этом 
супрессорная активность PlGF не исчезала по-
сле однократного истощения моноцитов. При 
анализе влияния на пролиферацию отдельных 
субпопуляций Т-клеток ингибирующий эф-
фект PlGF в отношении CD8+ Т-лимфоцитов 
составлял 28% (IQR 8‒39%) и не отличался зна-

чимо от выраженности супрессорного эффекта 
PlGF на пролиферацию CD4+ Т-клеток (30%; 
IQR 25‒40%; рU=0,3). Таким образом, обе суб-
популяции Т-лимфоцитов обладали чувстви-
тельностью к супрессорному действию PlGF.

Согласно данным литературы VEGF спосо-
бен оказывать прямой ингибирующий эффект 
на пролиферацию Т-клеток через связывание 
с VEGFR-2 [2]. В то же время супрессорный эф-
фект PlGF на функции Т-клеток опосредован 
связыванием фактора с VEGFR-1 на дендрит-
ных клетках и подавлением их созревания [3]. 
Полученные нами результаты впервые демон-
стрируют прямой ингибирующий эффект PlGF 
на пролиферацию Т-клеток, что подтверждает-
ся экспрессией VEGFR-1 Т-клетками и сохран-
ной супрессорной активностью VEGFR-1 по-
сле истощения моноцитов. При этом выявление 
сопряженности между экспрессией VEGFR-1 
и активацией Т-клеток отчасти объясняет про-
тиворечивые данные об экспрессии данного 
рецептора на Т-клетках в исследованиях других 
авторов [4, 5].
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The expression of vascular endothelial growth factor receptors-1 (VEGFR-1) on CD4+ and CD8+ 
donor T lymphocytes in mononuclear cell (MNC) cultures, as well as the eff ect of placental growth 
factor (PlGF) on T cell proliferation have been investigated. Freshly isolated T cells had low expression 
of VEGFR-1, which increased during spontaneous cultivation of T cells and most strongly upon activa-
tion of T lymphocytes with aCD3 antibodies. The maximum increase in VEGFR-1 –  positive CD4+ 
and CD8+ T cells is observed at 48 hours. PlGF in a wide dose range inhibits the proliferation of aCD3-
stimulated T cells, suppressing CD4+ and CD8+ T lymphocyte division to the same extent.

Key words: VEGFR-1, placental growth factor (PlGF), T-lymphocytes
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ВВЕДЕНИЕ

Дендритные клетки (ДК) обладают способ-
ностью к индукции толерантности и подавле-
нии иммунных реакций [1]. Одним из механиз-
мов, который используют ДК для поддержания 
толерогенного состояния, является продукция 
ИЛ-10 [2]. ДК, обработанные ИЛ-10, приобре-
тают толерогенный фенотип, индуцируют Трег 

и подавляют воспалительные реакции. Кроме 
того, ИЛ-10 снижает продукцию провоспали-
тельных цитокинов Т-клет ками, моноцитами 
и макрофагами [3] и способствует развитию 
анергии эффекторных Т-кле ток [4]. Таким об-
разом, активная секреция ИЛ-10 дендритными 
клетками способствует индукции толерантного 
состояния клеток иммунной системы на анти-
гены и может быть использована для получения 
денд рит но-кле точ ных вакцин, предназначен-
ных для подавления иммунного ответа, напри-
мер, при лечении аутоиммунных заболеваний, 
а также при коррекции реакции отторжения или 
реакции трансплантат против хозяина (РТПХ).

Для нагрузки ДК различными иммунорегу-
ляторными белками, в т. ч. ИЛ-10, использу-
ют методы вирусной, химической, магнитной 
и электрической трансфекции. Однако, ис-
пользование первых трех методов предполагает 
использование искусственных или вирусных 
частиц, которые требуют дополнительных ис-
следований их безопасности [5]. В связи с этим, 
использование электрической трансфекции 
(электропорации), основанной на подаче вы-

ЭЛЕКТРОПОРАЦИЯ ДЕНДРИТНЫХ КЛЕТОК 
ДНК-ПЛАЗМИДОЙ, КОДИРУЮЩЕЙ ИЛ-10
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На данный момент дендритные клетки (ДК) широко используют для получения вакцин для 
лечения различных видов заболеваний, таких как злокачественные новообразования, аутоиммун-
ные расстройства, реакция отторжения и РТПХ. Для управления функциональными свойствами 
ДК их трансфицируют различными иммунорегуляторными белками, в т. ч. ИЛ-10. В данной ра-
боте выполнена оптимизация метода электрической трансфекции (электропорации) ДК ДНК-
плазмидой, кодирующей ИЛ-10. Эффективность электропорации (ЭП) ДК достигает 45‒72% 
при клеточной смерти ниже 7%. Показана активная экспрессия ИЛ-10 трансфицированными ДК 
в течение 3 суток после ЭП. По результатам работы ЭП признана эффективным методом для по-
лучения трансфицированных ДК для производства клеточных вакцин.
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соковольтного разряда в суспензию клеток, 
представляется наиболее перспективным и без-
опасным подходом для трансфекции экспрес-
сирующихся векторов.

Целью данной работы была оптимизация 
протокола электропорации (ЭП) ДК ДНК-
плаз ми дой, кодирующей ИЛ-10, для их после-
дующего применения в качестве дендритно-
кле точ ных вакцин.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали самок мышей линии 
C57Bl/6, в возрасте от 2 до 6 месяцев. Дендрит-
ные клетки получали из клеток костного мозга 
мышей линии C57Bl/6 в присутствии 20 нг/мл 
GM-CSF и 20 нг/мл IL-4.

В работе использовались ДНК-плазмиды, ко-
дирующие белок GFP и мышиный ИЛ-10.

Для проведения ЭП к 100 мкл клеток, в кон-
центрации 10–20 млн/мл, добавляли ДНК-плаз-
ми ду, и помещали в кювету для ЭП. ЭП клеток 
осуществлялась на электропораторе BTX 830 
square-wave в 2 мм кюветах (BTX).

Оценка эффективности ЭП проводилась по 
определению GFP-позитивных клеток на про-
точном цитофлуориметре BDFacsVersa. Жизне-
способность культуры оценивалась по включе-
нию пропидия йодида (PI) в трансфицированные 
клетки. Для оценки фенотипических показателей 
культура ДК окрашивалась моноклональными 
антителами: CD11c-FITC, H2b-PE, CD86-APC-
Cy7, CD80-Brilliant Violet 421. Также производи-
ли внутриклеточное окрашивание ИЛ-10.

Оценку содержания ИЛ-10 в кондиционных 
средах культур проводили методом иммунофер-
ментного анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Оптимизация условий электропорации 
дендритных клеток

Была проведена оценка эффективности ЭП 
на разных сроках культивирования ДК (0, 3 и 6 
сутки). Иммунофенотипирование показало уве-
личение количества CD11c+H2b+ дендритных 
клеток с низким уровнем экспрессии костиму-
ляторных молекул (CD80, CD86) в течение 6 су-
ток. В день 0 клетки костного мозга, несмотря 
на самую низкую гибель после ЭП (3,29%), ме-
нее всего подвергаются процедуре трансфекции 
в сравнении с ДК на 3 и 6 день культивирования 
(клеток позитивных по GFP ‒ 12,99% против 
32,17% и 27,62%, соответственно). Кроме того, 

к 6 суткам достоверно увеличивается гибель 
клеток после проведенной ЭП (10,95%) в срав-
нении с ДК на 3 сутки (5,005%).

Для определения оптимальной концентра-
ции клеток для ЭП, было проведено сравнение 
эффективности трансфекции и жизнеспособ-
ности 6-су точ ных ДК. Результаты не выяви-
ли зависимости эффективности трансфекции 
и клеточной гибели от концентрации клеток.

Так же было протестировано несколько вари-
антов сред для использования после процедуры 
электропорации. Показано, что изолированное 
добавление цитокинов (ГМ-КСФ и ИЛ-4) или 
ЛПС к свежей среде для культивирования после 
электропорации не влияет на относительное ко-
личество клеток и эффективность электропора-
ции. При использовании кондиционной среды 
совместно с цитокинами наблюдается увеличе-
ние количества целевых клеток на 25% (с 35% 
до 44%), по сравнению с другими вариантами 
культивирования. При всех исследованных ва-
риантах культивирования, наблюдаемая гибель 
клеток после электропорации была в пределах 
7% и значимо не различалась между группами.

Экспрессия ИЛ-10 трансфицированными 
клетками

Анализ внутриклеточного содержания ИЛ-10 
показал, что спустя 3 часа после ЭП ДК ДНК-
плаз мидой, кодирующей ИЛ-10, наблюдается 
двукратное увеличение количества IL-10-про-
ду ци рующих CD11C+ ДК по сравнению с кон-
трольной группой (36,6% против 19,6%).Спустя 
24 часа после электропорации, сохраняется раз-
ница между трансфицированными и контроль-
ными группами по количеству ИЛ-10-про ду ци-
рую щих CD11c+ клеток (9,4% против 2,3%).

Методом ИФА показана дозозависимая про-
дукция ИЛ-10 в культуральную среду. Так, по 
сравнению с ДК без ЭП, которые продуцируют 
IL-10 в очень низких концентрациях (4 пг/ мл), 
даже минимальное количество плазмидной ДНК 
(1 мкг/мл) способствует увеличению продукции 
IL-10 в 220 раз (до 896 пг/мл), а использование 
больших концентраций плазмиды приводит 
к гиперпродукции ИЛ-10 до 45 нг/ мл. В течение 
3 дней после ЭП концентрация ИЛ-10 остава-
лась неизменной.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Данное исследование выполнялось с целью 
оптимизации условий трансфекции клеток 
моноцитарного происхождения плазмидными 
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конструкциями для модуляции собственной 
биологической активности. Установлено, что 
электропорация является эффективным спо-
собом трансфекции ИЛ-10 в ДК и может быть 
использована для дальнейшего получения ден-
дрит но-кле точ ных вакцин.

Работа выполнена в рамках проекта РНФ 16-
15-00086.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ / REFERENCES

1. Legge K. L., Gregg R. K., Maldonado-Lopez R., Li L., 
Caprio J. C., Moser M., Moser M., Zaghouani H. (2002) 
On the role of dendritic cells in peripheral T cell tol-

erance and modulation of autoimmunity. J Exp Med 
196: 217–227.

2. Akbari O., DeKruyff  R. H. &Umetsu D. T. Pulmonary 
dendritic cells producing IL-10 mediate tolerance in-
duced by respiratory exposure to antigen. (2001) Na-
ture Immunol 2: 725–731.

3. Fiorentino D. F., Zlotnik A., Mosmann T. R., Howard M. 
& O’Garra A. IL-10 inhibits cytokine production by acti-
vated macrophages. J. Immunol. 147, 3815–3822 (1991).

4. Roncarolo M G., and Battaglia, M. (2007). Regulatory 
T-cell immunotherapy for tolerance to self antigens and 
alloantigens in humans. Nat. Rev. Immunol. 7, 585–598.

5. Yin H., Kanasty R. L., Eltoukhy A. A., Vegas A. J., Dor-
kin J. R., Anderson D. G. Non-viral vectors for gene-
based therapy. Nat Rev Genet. 2014 Aug;15(8):541–55.

Authors:
Tereshchenko V. P., Ph.D studentin laboratory of molecular immunology RIFCI, Novosibirsk, Russia. E-mail: tervp@ngs.ru;
Khantakova J. N., Ph.D, researcherin laboratory of molecular immunology RIFCI, Novosibirsk, Russia;
Kurilin V. V., Ph.D, researcherin laboratory of molecular immunology RIFCI, Novosibirsk, Russia;
Silkov A. N., Ph.D, researcherin laboratory of molecular immunology, head of RIFCI, Novosibirsk, Russia;
Maksyutov R. A., Ph.D, researcher in State Research Center of Virology and Biotechnology, Koltsovo, Russia.

DENDRITIC CELLS ELECTROPORATION WITH DNA-PLASMID 
ENCODING IL-10

© 2019     V. P. Tereshchenko1*, J. N. Khantakova1,2, V. V. Kurilin1, 
A. N. Silkov1, R. A. Maksyutov3

*E-mail: tervp@ngs.ru
1FSBSI Research institute of fundamental and clinical immunology, Novosibirsk, Russia;

2SRC of Virology and Biotechnology “Vector”, Koltsovo, Russia

Received: 15.03.2019.  Accepted: 28.03.2019

Dendritic cells (DC) are widely used to produce vaccines for the treatment of various types of diseas-
es, such as malignant neoplasms, autoimmune disorders, rejection and GVHD. To control the functional 
properties of DCs, they are transfected with various immunoregulatory proteins, including IL-10. In this 
paper, the optimization of the method of electrical transfection (electroporation) of DCs with a DNA 
plasmid encoding IL-10 was performed. The effi  ciency of DC electroporation (EP) reaches 45‒72% 
with cell death below 7%. The active expression of IL-10 in transfected DC was shown within 3 days after 
EP. According to the results of the work, EP was recognized as an eff ective method for obtaining trans-
fected DCs for the production of cellular vaccines.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Анализ этногеографических различий ин-
тер нет-зависимости с одновременным учетом 
этнических различий в распространенности ге-
нотипических особенностей популяций пред-
ставляется актуальным и в достаточной мере 
не исследованным направлением современной 
нейрогенетики аддикций у подростков, особен-
но в такой многонациональной стране, как Рос-
сия. Целый ряд нейромедиаторов может быть 
вовлечен в нейробиологические механизмы фор-
мирования ин тер нет-за ви си мо сти (ИЗ) у под-
ростков, среди них: Окситоцин (принимает уча-
стие в патогенезе суицидального и агрессивного 
поведения), Меланокортин (играет роль в фор-

мировании патологических аддикций у под-
ростков), бе та-Эн дор фин (рассматривается как 
маркер адаптации к стрессорным воздействиям 
и эффективности терапии депрессии), Нейро-
тензин (вовлечен в модуляцию допаминового 
сигналлинга и формирование патологических 
аддикций), Орексин (вовлечен в формирование 
нарушений сна и формирование аддиктивного 
поведения), Субстанция P (продукция ассоции-
рована с формированием многих типов патоло-
гических аддикций).

Наличие генетического компонента форми-
рования ИЗ было показано близнецовыми ис-
следованиями на примере различных популя-
ций, однако к настоящему времени конкретные 
гены, вовлеченные в механизмы такой насле-
дуемости, точно не идентифицированы. Ранее 
были верифицированы полиморфные участки 
пяти кандидатных генов, среди них: rs1800497 
(dopamine D2 receptor (DRD2) gene) и rs4680 
(COMT) gene), их аллельные варианты ассоци-
ированы с предрасположенностью к алкоголиз-
му, азартным играм и синдрому дефицита вни-
мания с гиперактивностью; rs25531 (serotonin 
transporter (SS-5HTTLPR) gene), аллельные ва-
рианты этого гена ассоциированы с патологи-
ческой интернет-зависимостью и с предраспо-

ИНТЕРНЕТ-ЗАВИСИМОСТЬ У ПОДРОСТКОВ 
ЦЕНТРАЛЬНОЙ СИБИРИ
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Патологическая интернет-зависимость относится к группе мультифакториальных полигенных 
заболеваний, где в каждом конкретном случае имеет место уникальное сочетанное влияние врож-
денных особенностей функционирования высшей нервной деятельности, часть из которых гене-
тически детерминирована с влиянием множества внешнесредовых факторов. В этой связи, одной 
из важнейших фундаментальных задач является выявление конкретных генов и нейромедиатор-
ных ассоциаций, отвечающих за предрасположенность к формированию интернет-зависимости 
у подростков, что позволит выйти на поиск новых терапевтических мишеней и путей ранней про-
филактики с оценкой степени генетического риска.
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ложенностью к депрессии; rs1044396 (nicotinic 
acetylcholine receptor subunit alpha 4 (CHRNA4) 
gene), генотип *СС ассоциирован с никотино-
вой зависимостью и расстройствами внимания; 
rs2229910 (neurotrophic tyrosinekinase receptor 
type 3 (NTRK3) gene), ассоциирован с тревожно-
паническими, депрессивными расстройствами, 
психологически детерминированными расстрой-
ствами питания [1‒3]. В результате представлен-
ной работы ожидается подтверждение гипотезы 
о генетически детерминированном нарушении 
функции допамин- и серотонинергической ней-
ромедиаторных систем формирования интернет-
зависимости.

Цель работы – изучить распространенность 
различных по степени выраженности, паттер-
ну аддикции и контенту вариантов интернет-
за ви си мо сти у подростков крупных, этнически 
различающихся городов Центральной Сибири 
с целью дальнейшего исследования ассоциатив-
ной роли кандидатных нейромедиаторов в фор-
мировании ИЗ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Обследован 131 подросток европеоидного про-
исхождения в возрасте 13‒18 лет (средний воз-
раст 15,3±1,6). Среди них 66 девочек и 65 маль-
чиков. Все обследованные или их родители дали 
письменное информированное согласие на уча-
стие в исследовании. Первым этапом исследова-
ния была оценка общей частоты встречаемости 
ин тер нет-за ви си мо сти у подростков 13‒18 лет, 
проживающих в г. Красноярске, с помощью «Те-
ста Интернет-зависимости Чена (Chen Internet 
addiction Scale – CIAS, S.-H. Chen, 2003) в адап-
тации В. Л. Малыгина, К. А. Феклисова» [4, 5] 
в случайно отобранных общеобразовательных 
школах. Тест позволяет параллельно измерять 
специфические симптомы зависимости, среди 
которых: толерантность, симптом отмены, ком-
пульсивность и исключительно психологиче-
ские аспекты, такие как, способность управлять 
собственным временем и наличие внутрилич-
ностных проблем.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Результатом анализа контент-структуры ин-
тер нет-зависимости у подростков г. Краснояр-
ска стало выделение трех групп подростков: (1) 
подростки с отсутствием интернет-зависимого 
поведения, группа контроля (ожидаемая ча-
стота 60‒75%); выявленная частота –  61,8%; (2) 

подростки со склонностью к возникновению 
интернет-зависимого поведения/доаддиктив-
ный этап (ожидаемая частота 20‒30%); выяв-
ленная частота –  32,8%; (3) подростки с наличи-
ем интернет-зависимого поведения/поведения 
с компонентом злоупотребления интернетом 
(ожидаемая частота 5‒10%); выявленная часто-
та –  5,4%. Обращает на себя внимание, что ко-
личество девочек в группе 2 составило 37,9% по 
сравнению с 27,7% среди мальчиков.

В результате анализа были выделены 7 ин-
тер нет-за ви симых подростков, к которым подо-
браны пары (соответствующие по полу, возрасту 
и национальности) для забора биологического 
материала, дальнейшего выделения ДНК и про-
ведения генетического скрининга полиморфных 
генов подверженности к ИЗ.

По данным литературы, методологически вы-
веренное исследование учащихся 9‒11 классов 
г. Москвы с использованием валидизированно-
го авторами вопросника CIAS, показало, что «из 
всех обследованных подростков (n=190) 11.0% 
имеют признаки интернет-зависимости, 42.0% 
злоупотребляют Интернетом». Другое исследо-
вание этой же исследовательской группы показа-
ло, что «из 1084 подростков (средний возраст по 
выборке –  15.56) 4.25% были диагностированы 
как интернет-зависимые и 29.33% как злоупо-
требляющие Интернетом» [4]. Из 120 протести-
рованных студентов г. Санкт-Петербурга (шкала 
CIAS) у 50% человек были выявлены признаки 
компьютерной зависимости.

Нами проведено тестовое генотипирование 
выборки европеоидов г. Красноярска (n=302) 
полиморфного участка rs2229910 NTRK3 gene. 
Получены частоты распределения генотипов: 
*CC37,4%, *CG 46,0%, *GG 16,6%. В результате 
увеличения группы ИЗ подростков планируется 
провести сравнительный анализ распределения 
полиморфных участков rs2229910 и rs1800497, 
rs4680, rs25531, rs1044396 у подростков различ-
ных городов Центральной Сибири с целью вы-
явления генов-кандидатов формирования ин-
тер нет-зависимости.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в рамках научного проекта 
№ 18-29-22032\18.
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Pathological Internet addiction belongs to the group of multifactorial polygenic diseases, where in 
each case there is a unique combined eff ect of the innate features of the functioning of higher nervous 
activity, some of which are genetically determined with the infl uence of many environmental factors. In 
this regard, one of the most important fundamental tasks is the identifi cation of specifi c genes and neu-
rotransmitter associations responsible for the propensity to form Internet addiction in adolescents, which 
will lead to a search for new therapeutic targets and ways of early prevention with an assessment of the 
degree of genetic risk.

Key words: Internet addiction, adolescents, genetic determinism



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

ОРИГИНАЛЬНАЯ СТАТЬЯ

951

Адрес: г. Владивосток. 690002, проспект Острякова, д. 4. 
ФГБОУ ВО «Тихоокеанский государственный медицин-
ский университет» Минздрава РФ, Кафедра нормальной 
и патологической физиологии. Фисенко Василий Генна-
дьевич. Тел./факc: 8 914 790 19 85 (моб.).
E-mail: fi shmendoc@mail.ru
Авторы:
Фисенко В. Г., ассистент кафедры нормальной и патологи-
ческой физиологии, ФГБОУ ВО ТГМУ Минздрава России, 
Владивосток, Россия;
Фомина О. И., ассистент кафедры нормальной и патологи-
ческой физиологии, ФГБОУ ВО ТГМУ Минздрава России, 
Владивосток, Россия;
Боярская П. Н., студентка 3 курса лечебного факультета, 
ФГБОУ ВО ТГМУ Минздрава России, Владивосток, Россия;
Пащенко А. Л., студентка 3 курса лечебного факультета, 
ФГБОУ ВО ТГМУ Минздрава России, Владивосток, Россия;
Чагина Е. А., к. м. н., доцент кафедры нормальной и патоло-
гической физиологии, ФГБОУ ВО ТГМУ Минздрава Рос-
сии, Владивосток.

Острое почечное повреждение является са-
мым частым, после сепсиса, осложнением при 

проведении АКШ у кардиохирургических боль-
ных. Быстрое восстановление функции почек 
улучшает общее состояние больного и прогноз 
на дальнейшее полное выздоровление, умень-
шает риск летального исхода. Для ранней диа-
гностики ОПП внедряется большое количество 
биомаркеров, такие как цистатин С, липокалин 
(NGAL), интерлейкин-18, молекула-1 повреж-
дения почек (KIM 1), β2-микроглобулин, кла-
стерин, матриксные металлопротеиназы и их 
ингибиторы [1]. Но не все биомаркеры изучены 
полностью. Существует большое количество 
спорных вопросов. Одним из них является во-
прос об изменении уровня таких маркерах как 
ММР-2, TIMP-2 и их соотношения. ММР-2 
относится к семейству внеклеточных цинк-
зависимых эндопептидаз, способных разрушать 
все типы белков внеклеточного матрикса [2, 3]. 
Его роль велика как в физиологических, так 
и в патологических процессах. ТIMP-2 ингиби-

ОПРЕДЕЛЕНИЕ УРОВНЯ ММР 2, TIMP 2 И ИХ 
СООТНОШЕНИЯ У ПАЦИЕНТОВ С ОСТРЫМ 

ПОВРЕЖДЕНИЕМ ПОЧЕК (ОПП) ДО И ПОСЛЕ 
АОРТОКОРОНАРНОГО ШУНТИРОВАНИЯ (АКШ)
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Изучен уровень MMP-2, TIMP-2 и их соотношения в сыворотке крови с целью выявления 
предикторов тяжелого течения ОПП для начала проведения ранней заместительной почечной 
терапии после АКШ. В исследовании приняли участие 60 пациентов с ИБС обоего пола от 45 до 
74 лет до и после АКШ. Выявлены статистически значимые различия MMP-2, TIMP-2 и их соот-
ношения в сыворотке крови у пациентов с ОПП до и после АКШ разных групп. Динамика индекса 
соотношения MMP-2/TIMP-2 в двух сравниваемых группах больных с ОПП была разной. У па-
циентов I группы в первые сутки после АКШ показатель достоверно снижался, с последующим 
существенным нарастанием на 2-е и высокими значениями к 7-м суткам после АКШ. У пациен-
тов II группы определена волнообразная динамика MMP-2/TIMP-2: повышение в первые сутки, 
значимое снижение на 2-е и двукратное увеличение на 7-е сутки. У пациентов с ХБП установлена 
диагностическая и прогностическая значимость уровня MMP-2 на всех этапах мониторинга.
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рует все типы ММР, но особенно специфичен 
в отношении ММР-2. Однако, данные измене-
ний уровней MMP-2, TIMP-2 и их соотноше-
ния у пациентов с нарушением функции почек 
после АКШ, а также их диагностический харак-
тер при ОПП расходятся.

Цель исследования. Выявить роль нарушений 
ММР-2 и TIMP-2 и их соотношения в развитии 
и неблагоприятном прогнозе ОПП у пациентов 
с ишемической болезнью, перенесших опера-
цию АКШ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Определение уровня ММР-2, TIMP-2 в сыво-
ротке крови проведено методом ИФА у 60 паци-
ентов с ИБС, обоего пола от 45 до 74 лет до и по-
сле АКШ. Рассчитано соотношение ММР-2 /
TIMP-2. Пациенты были разделены на 3 груп-
пы по 20 человек: без ОПП и без ХБП (группа 
контроля), с ОПП без ХБП (I группа), с ОПП 
с ХБП (II группа). Биологический материал за-
бирался на 1-е сутки до и после операции, на 
2-е и 7-е сутки после операции. Статистический 
анализ проводился непараметрическими мето-
дами. Результаты выражены в нг/мл.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Уровень креатинина сыворотки в I и осо-
бенно во II группе до операции существенно 
(в 1,5‒2,5 раза) превышал показатели кон-
трольной группы. На 2-е, 7-е сутки после опера-
тивного вмешательства показатель статистиче-
ски значимо увеличивался. Отмечены высокие 
значения MMP-2 в сыворотке крови у паци-
ентов II группы с ХБП и с ОПП как до опера-
ции, так и в первые сутки после оперативного 
вмешательства с существенным нарастанием на 
7 день (р<0,001). В I группе пациентов с ОПП 
без ХБП наблюдалось увеличение MMP-2 на 
вторые сутки после АКШ. Выявлены различия 
в динамике концентрации ММР 2 у пациентов 
I и II группы в первые и на 2 и 7 сутки после 
оперативного вмешательства. В I группе паци-
ентов с ОПП без ХБП выявлено достоверное 
(р<0,05) увеличение показателя TIMP 2 на 25% 
в первые сутки, после операции с последую-
щим снижением его содержания, особенно на 

7 сутки 81,02 (56,78; 120,31) нг/мл против 122,89 
(104,48; 142,47) нг/ мл в контроле (р<0,01). У па-
циентов II группы TIMP 2 в основные сроки 
мониторирования мало отличался от контроля 
(р >0,05), снижаясь на 7 сутки. При расчете со-
отношения MMP-2/TIMP-2 в трех группах до 
операции существенных различий не выявлено. 
В контрольной группе наблюдалось снижение 
показателя в 1-е и на 2-е и 7-е сутки после опе-
ративного вмешательства (р<0,05).

ВЫВОДЫ

Выявлены статистически значимые разли-
чия MMP-2, TIMP-2 и их соотношения в сы-
воротке крови у пациентов с ОПП до и после 
АКШ разных групп. Определение соотношения 
двух маркеров структурного повреждения почек 
(MMP-2, TIMP-2) у пациентов на 2-е сутки по-
сле АКШ позволяет диагностировать ОПП. Ди-
намика индекса соотношения MMP-2/TIMP-2 
в двух сравниваемых группах больных с ОПП 
была разной. У пациентов I группы в первые сут-
ки после АКШ показатель достоверно снижался, 
с последующим существенным нарастанием на 
2-е и высокими значениями к 7-м суткам после 
АКШ. У пациентов II группы определена вол-
нообразная динамика MMP-2/TIMP-2 с повы-
шением в первые сутки, значимым снижением 
на 2-е и двукратным увеличением на 7-е сутки. 
У пациентов с ХБП зафиксирована диагности-
ческая и прогностическая значимость уровня 
MMP-2 на всех этапах мониторинга.
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The levels of MMP-2, TIMP-2 and its ratio in blood serum were studied in order to identify predic-
tors of severe AKI for initiating early renal replacement therapy after CABG. The study engaged 60 pa-
tients, from 45 to 74 years old, with CHD before and after CABG without diabetes mellitus. Statistically 
signifi cant diff erences of MMP-2, TIMP-2 and its ratio in the blood serum were revealed. Determining 
the ratio of two structural kidney damage markers (MMP-2, TIMP-2) in patients on the 2nd day after 
CABG allows to detect  AKI. The dynamics of the MMP-2 / TIMP-2 ratio in the two compared groups 
with AKI was diff erent. In the 1st group, the value of ratio signifi cantly decreased on the fi rst day after 
CABG, signifi cantly increased on the 2nd and reached high rates on the 7th day. In the 2nd group, there 
was a wave dynamics of MMP-2 / TIMP-2 ratio: increase on the fi rst day, a signifi cant decrease on the 
2nd and a twofold increase on the 7th day. Diagnostic and prognostic signifi cance of the MMP-2 level 
was found in patients with CKD at all steps of monitoring.

Key words: CABG, AKI, biomarkers, MMP-2, TIMP-2
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Все чаще рассматривается соотношение им-
мунного и психологического на разных уровнях 
биологической организации в онтогенезе чело-
века. Для запуска защитных реакций на антиген 
описаны фазы иммунного ответа [1]. Для запуска 
защитных реакций со стороны психики –  ста-
дии стресса [2]. Если следовать одной установке 
в течение 21 дня, то вырабатывается привычка, 
которая со временем формируется в потреб-
ность [3]. Теория о 21-м дне достаточно спор-
ная, и многие её подвергают сомнению, но если 
эту теорию рассматривать в призме психоим-
мунологической взаимосвязи, то у этой теории 
появляется физиологическая основа. Особенно 
это актуально при прохождении профессиональ-

ного обучения у сотрудников силовых структур. 
В связи с этим целью явилось –  показать со-
пряженность функционирования иммуноэндо-
кринных и психологических взаимодействий 
при формировании временного коллектива со-
трудников ОВД.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Обследованы 59 сотрудников патрульно-пос-
товой службы, которые прибыли на новое место 
службы с целью профессионального обучения. 
За основу исследования взяты фазы иммунно-
го ответа. 1-я фаза выработки антител длится 
от нескольких минут и часов и характеризуется 
началом экспоненциального прироста антител, 
быстрым ответом врожденного неспецифиче-
ского иммунитета на антиген с активацией фак-
торов естественной резистентности; 2-я фаза 
выработки антител длится от 2 до 4 дней, ха-
рактеризуется экспоненциальным приростом 
антител и индукцией специфического иммуни-
тета с включением клеточных факторов ранне-
го индуцибельного ответа; 3-я фаза выработки 
антител продолжается в течение нескольких 
дней, недель. Определяется как фаза стабили-
зации, в течение которой титр антител остается 
стабильно высоким и переключением синтеза 
антител с одного изотипа (IgM) на другой (IgG); 
4-я фаза снижения продукции антител возрас-

ИММУНОЭНДОКРИННЫЕ И ПСИХОЛОГИЧЕСКИЕ 
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тает уровень клеток иммунологической памяти 
к данному антигену. В соответствии с фазами 
иммунного ответа проведены четыре забора 
крови на 1, 4, 14 и 21 сутки после пребывания на 
новое место службы (учебы) и определены пси-
хосоциальные характеристики, приближенные 
к теории стресса по Г. Селье. Стадия тревоги 
(1 сутки) – ориентировочная основа действия, 
что связано с началом поисковой активности; 
стадия резистентности (4 сутки) –  совладание 
со стрессами – включение копинговых страте-
гий; стадия эустреса или дистресса (14 сутки) – 
в данном случае стабилизация энергетических 
ресурсов или возвращение к фоновому состоя-
нию (гомеостатическое равновесие); 21 сутки, 
характеризуется формированием нового опыта 
(привычек, установок), что эквивалентно «за-
вершенной адаптации». Методом ИФА оцени-
вались ИЛ-4, ИНФ-γ, серотонин и кортизол. 
Тестами: Люшера, САН и «Социально-пси хо-
ло гический климат» оценивалось психосоци-
альное состояние. Статистическая обработка: 
программа: SPSS11,5 (t-критерий Стьюдента, 
корреляция Пирсона).

ОСНОВНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ

По тесту Люшера, установлено, что в течение 
21 суток у сотрудников ОВД наблюдалась опти-
мальная мобилизация физических и психиче-
ских ресурсов с установкой на продуктивную 
деятельность («вегетативный коэффициент») 
и улучшалось непродуктивное нерв но-пси хи-
чес кое напряжение («суммарное отклонение» 
р<0,05). По тесту САН за весь период наблюдения 
показатели «самочувствие», «активность» и «на-
строение» остаются стабильно высокими. Со ци-
аль но-пси хо ло ги чес кий климат в коллективе на 
21 сутки значительно улучшился (р<0,05). Рас-
сматривая иммуноэндокринные характеристи-
ки, установлено, превышение содержания кор-
тизола в сравнении с референтными значениями 
за все время наблюдения (р<0,001). Отмечены 
корреляционные связи уровня кортизола: на 4-е 
сутки с показателями «настроение» (r=0,327 при 
р<0,05); на 21-е сутки с показателями «актив-
ность» (r= –0,673 при р<0,05) и «самочувствие» 
(r= –0,469 при р<0,05). Уровень серотонина не 
выходил за пределы физиологической нормы, 
но отмечены следующие корреляции: «актив-
ность» (в 1-е сутки r=0,405 при р<0,05, 4-е сут-
ки r=0,519 при р<0,05 и 21-е сутки r=0,446 при 
р<0,05), «самочувствие» (r=0,375 при р<0,05), 
«вегетативный коэффициент» (r= –0,313 при 

р<0,05) и «суммарное отклонение» (r=0,440 при 
р<0,05). ИЛ-4 восстанавливается к 21-м сут-
кам до уровня контроля (р<0,001). Корреляции 
ИЛ-4: с показателями «суммарное отклонение» 
(1-е сутки r= –0,338 при р<0,05 и 21-е сутки 
r=0,507 при р<0,05) и «активность» (r=0,744, 
при р<0,001). Отмечено волнообразное течение 
уровня ИНФ-γ: к 4-м суткам происходит резкое 
снижение (р<0,001), после этого к 14 суткам на-
блюдается увеличение (р<0,05) и к 21-м суткам 
восстановление до исходного уровня.

КРАТКОЕ ОБСУЖДЕНИЕ

Прослежена динамика функционирования 
иммунной системы в рамках общепринятой 
этапности специфического иммунного ответа. 
Установлено, что иммунная система «отклика-
ется» на измененные условия существования 
в рамках формирования нового коллектива как 
на инфекционный антиген, запуская Т-кле точ-
ную реакцию иммунного ответа, которая осу-
ществляется при участии Тh1 и Тh2 лимфоци-
тов. Это ещё раз подтверждает существование 
единого механизма реакций на неблагоприятное 
воздействие, в котором заложен глубокий био-
логический смысл. Поскольку угрожающие воз-
действия настолько разнообразны, что не может 
быть готовых программ для выживания и при-
способления к любым условиям, поэтому в про-
цессе эволюции выработался единый механизм, 
который не адаптируется сам, но создаёт основу 
(метаболическую, функциональную, струк-
турную) для самых разнообразных адаптаций. 
В этом заключается сопряженность функцио-
нирования психики, иммунной и эндокринной 
систем. И даже несмотря на то, что эти систе-
мы изолированы (автономны) по отношению 
друг к другу, они все же работают синхронно 
и влияют друг на друга. Очевидно, что эти си-
стемы не является суммой отдельных составных 
частей, а составляют единый «струк тур но-ин-
формационный образ», как единое целое [4].

Работа выполнена по гос.заданию. Програм-
ма IX.133.1. Проект: IX.133.1.4.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

За последние несколько лет было показано, 
что мезенхимальные стволовые клетки (МСК) 
осуществляют цитопротективное действие сти-
муляцией эндогенной регенерацией резидентных 
клеток, а не процессами хоминга и дифференци-
ровки [1]. Одним из механизмов подобного дей-
ствия могут быть внеклеточные везикулы (эк-

ИММУНОРЕГУЛЯТОРНЫЕ СВОЙСТВА 
И ПРОРЕГЕНЕРАТИВНОЕ ДЕЙСТВИЕ МИКРОВЕЗИКУЛ (МВ), 
ПРОДУЦИРУЕМЫХ МЕЗЕНХИМАЛЬНЫМИ СТВОЛОВЫМИ 

КЛЕТКАМИ (МСК) В МОДЕЛИ ОСТРОЙ ПОЧЕЧНОЙ 
НЕДОСТАТОЧНОСТИ (ОПН) МЫШЕЙ
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Целью работы стало изучить иммунорегуляторные свойства МВ, продуцируемых МСК и их 
вклад в прорегенераторное действие МВ на почечную ткань. Эксперименты проведены на ли-
нейных мышах C57Bl6 возрастом 3‒4 месяца. Острую почечную недостаточность (ОПН) инду-
цировали однократным введением 50% глицерола. Мезенхимальные стволовые клетки получали 
из костного мозга здоровых животных, культивировали в стандартных условиях. Микровезикулы 
(МВ) получали путем центрифугирования при 10000 g супернатанта МСК после индукции апопто-
за путем культивирования в условиях депривации кислорода и в бессывороточной среде в течение 
суток. Показано, что МВ оказывают положительный эффект на восстановление выделительной 
функции почек на уровне, сопоставимом с эффектом, оказываемым МСК. Использование МСК 
и МВ в лечении ОПН приводило практически к одинаковому результату: на 4-е сутки уровень 
мочевины составил 9,3 мкг/мл и 9,37 мкг/мл соответственно, что на 25% ниже, чем в глицерол-
контроле. К 8-м суткам уровень мочевины составил 7,9 мкг/мл после введения МСК и 7,6 мкг/мл 
после введения МВ, что на 21% ниже, чем в глицерол-контроле. Показано, МВ, продуцируемые 
МСК, дозозависимо стимулируют пролиферацию как спленоцитов, так и клеток почечной ткани. 
Для исследования устойчивости к апоптозу, использовали спленоциты как от интактных мышей, 
так и от мышей с глицерол-индуцированной ОПН. Добавление МВ вызывает снижение уровня 
апоптоза как у интактных мышей (21,73%) так и мышей с ОПН (13,28%). Соответственно, обратно-
пропорционально, увеличивался процент клеток, находящихся в S/M фазе клеточного цикла.

Ключевые слова: мезенхимальные стволовые клетки (МСК), микровезикулы (МВ), острая 
почечная недостаточность (ОПН)
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зосомы и микровезикулы), которые сохраняют 
свойства клеток, из которых были получены [2]. 
Кроме того, МСК обладают иммунорегулятор-
ными свойствами [3], которыми могут обладать 
и продуцируемые МСК МВ, но данный вопрос 
остается неизученным.

Целью работы было исследование иммуноре-
гуляторных свойств МВ, продуцируемых МСК 
и их вклад в прорегенераторное действие МВ на 
почечную ткань.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Эксперимент проведен на линейных мышах 
линии C57Bl6 возрастом 3‒4 месяца. Острую 
почечную недостаточность индуцировали одно-
кратным внутримышечным введением 50% гли-
церола в дозе 8.6 мг/кг.

Мезенхимальные стволовые клетки были 
получены из костного мозга сингенных мышей 
C57BL6 методом адгезии к культуральному пла-
стику. Клетки культивировали в стандартных 
условиях.

После достижения монослоя, часть МСК под-
вергали апоптозу путем культивирования в усло-
виях депривации кислорода и в бессывороточной 
среде в течение 1 суток. Через 24 часа суперна-
тант центрифугировали при 2000 g в течение 
15 минут для удаления клеточного дебриса. На-
досадок дополнительно центрифугировали при 
10000 g в течение 60 минут при 4 °C. Полученный 
в итоге осадок ресуспендировали в 100 мкл фи-
зиологического раствора. Для стандартизации 
суспензии МВ, определяли содержание белка по 
методу Брэдфорда.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Использование МСК и МВ приводило прак-
тически к одинаковому результату: на 4-е сут-
ки уровень мочевины составил 9,3 мкг/мл 
и 9,37 мкг/ мл соответственно, что на 25% ниже, 
чем в гли це рол-конт ро ле 12,43 мкг/мл (у интакт-
ных мышей –  6,59 мкг/мл). К 8-м суткам уровень 
мочевины составил 7,9 мкг/мл после введения 
МСК и 7,6 мкг/мл после введения МВ, что на 
21% ниже, чем в гли це рол-конт ро ле 9,64 мкг/ мл. 
Уровень пролиферации спленоцитов в тесте 
с 3Н-тимидином составил 118 имп/мин, КонА-
сти му ли ро ван ная пролиферация составила 
1208 им/мин. В присутствии МВ в дозе 10 мкг/мл 
пролиферативная способность спленоцитов уве-
личилась почти в 3 раза (342 имп/мин –  спонтан-
ная, 3889 имп/мин – КонА-сти му ли ро ван ная). 
МВ в дозе 30 мкг/мл: 475 имп/мин –  спонтан-

ная и 4667 имп/мин –  КонА-сти му ли ро ван ная; 
492 имп/мин –  спонтанная и 5012 имп/мин –  
КонА-сти му ли ро ван ная при добавлении МВ 
в дозе 90 мкг/мл. Добавление МВ в культураль-
ную среду на 3 суток в дозе 10 мкг/мл повышало 
пролиферацию почечных эпителиоцитов (ПЭ) 
в 4 раза (254 имп/ мин против 65 имп/мин в кон-
троле). Увеличение дозы МВ также повышало 
пролиферацию ПЭ: 337 имп/мин при дозе МВ 
30 мкг/мл и 392 имп/мин при дозе МВ 90 мкг/ мл. 
Влияние МВ на апоптогенное действие доксо-
рубицина на спленоциты определяли в тесте 
с окраской пропидиум иодидом. Интересно, что 
сама по себе индукция ОПН вызывает умень-
шение апоптозных спленоцитов почти в 2 раза 
(16,3% против 29,17% у интактных мышей). До-
бавление МВ вызывает снижение уровня апоп-
тоза как у интактных мышей (21,73%) так и мы-
шей с ОПН (13,28%).

ОБСУЖДЕНИЕ

Таким образом, полученные в результате 
эксперимента in vivo результаты показали, что 
внутривенное введение как МСК, так и МВ, 
продуцируемых МСК, в одинаковой степени 
приводит к более раннему восстановлению вы-
делительной функции почек после глицерол-
ин ду ци ро ван ной ОПН. Это говорит о том, что 
про-ре ге не ра тор ное действие МСК в значитель-
ной степени, если не полностью, обусловлено 
продуцируемыми ими микровезикулярными ча-
стицами. Указанное действие МВ подтвержда-
ется результатами in vitro –  продуцируемые МСК 
микровезикулярные частицы усиливали проли-
ферацию ПЭ, причем при увеличении дозы МВ 
это влияние усиливалось. Аналогичное действие 
МВ оказывают на клетки иммунной системы: in 
vitro отмечается дозозависимое усиление про-
лиферации спленоцитов и увеличение их устой-
чивости к влиянию апоптогенных факторов. То 
есть продуцируемые МСК микровезикулярные 
частицы оказывают иммуностимулирующее 
действие. Этот результат противоречит литера-
турным данным, что при ОПН, независимо от 
генеза, наблюдается активация иммунной си-
стемы, приводящая к усилению повреждения 
и про-ре ге не ра тор ное действие МСК обуслов-
лено их иммуносупрессорным действием.
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MV has been shown to have a positive eff ect on the restoration of renal excretory function at a level 
comparable to the eff ect of MSCs. The use of MSC and MB in the treatment of acute renal failure re-
sulted in almost the same result: on the 4th day the level of urea was 9.3 μg/ml and 9.37 μg/ml, respec-
tively, which is 25% lower than in the glycerol control. By the 8th day, the level of urea was 7.9 μg/ ml 
after the introduction of MSC and 7.6 μg/ml after the introduction of MB, which is 21% lower than in 
the glycerol control. It has been shown that the MW produced by MSCs stimulate the proliferation of 
both splenocytes and cells of the kidney tissue in a dose-dependent manner. To study the resistance to 
apoptosis, splenocytes were used both from intact mice and from glycerol-induced ARF. The addition of 
MB causes a decrease in the level of apoptosis in both intact mice (21.73%) and mice with ARF (13.28%). 
Accordingly, inversely, the percentage of cells in the S / M phase of the cell cycle increased.

Key words: mesenchymal stem cells (MSC), microvesicles (MV), acute renal failure (ARF)
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Микровезикулы представляют собой новую 
перспективу для бесклеточной терапии острой 
почечной недостаточности. В ряде эксперимен-
тальных исследований было показано, что МВ 
сохраняют характеристики клеток, из которых 
были получены. Так, например, микровезикулы, 
полученные из стволовых клеток, могут оказы-
вать регенеративное действие, в том числе при 
остром повреждении тубулярного эпителия по-
чечных канальцев индуцированном внутримы-
шечным введением глицерола [1]. При остром 
повреждении почки, независимо от генеза, на-
блюдается локальная повышенная активность 
многих компонентов иммунной системы [2]. 

ВЛИЯНИЕ ТРАНСПЛАНТАЦИИ МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ 
СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК (МСК) И ИМИ ПРОДУЦИРУЕМЫХ 

МИКРОВЕЗИКУЛ (МВ) НА СОДЕРЖАНИЕ Т-КЛЕТОК 
ПАМЯТИ И Т-РЕГУЛЯТОРНЫХ КЛЕТОК В МОДЕЛИ ОСТРОЙ 

ПОЧЕЧНОЙ НЕДОСТАТОЧНОСТИ (ОПН) МЫШЕЙ
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Целью работы стало исследование воздействия мезенхимальных стволовых клеток (МСК) 
и продуцируемыми ими микровезикулами (МВ) на параметры клеточного иммунитета у мышей 
с индуцированной ОПН. Эксперименты проведены на линейных мышах C57BL6 возрастом 3‒4 
месяца. Острую почечную недостаточность (ОПН) индуцировали однократным введением 50% 
глицерола. Мезенхимальные стволовые клетки получали из костного мозга здоровых животных, 
культивировали в стандартных условиях. В исследование вошли такие параметры клеточного им-
мунитета, как Т-клетки памяти и Т-регуляторные клетки. В качестве контроля были использованы 
клетки линии L929 и полученные из них микровезикулы (L929-МV).Зарегистрирована тенденция 
к спонтанному снижению содержания CD4+CD44+CD62L+, CD8+CD44+CD62L+- Т-кле ток памя-
ти и регуляторных CD4+CD25+FoxP3+ клеток к 11 суткам постановки эксперимента. Эффекты 
применения клеток и микровезикул из них отличались по степени выраженности воздействия 
на клетки иммунной системы. Более выраженным действием обладали L929-MV на 11 сутки экс-
перимента. В процессе постановки эксперимента обнаружена тенденция прироста регулятор-
ных CD4+CD25+FoxP3+ Т-клеток при использовании как МСК и L929, так и полученных из них 
микровезикул. Природа используемых клеток и полученных из них микровезикул не оказывала 
существенного значения на конечный результат экспериментов.

Ключевые слова: мезенхимальные стволовые клетки (МСК), микровезикулы (МВ), острая 
почечная недостаточность (ХПН)
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Эксперименты с адаптивным переносом акти-
вированных макрофагов, Т и В-лимфоцитов [3] 
показали их отрицательную роль в патогенезе 
ОПН. В то же время, МСК обладают иммуноре-
гуляторными свойствами [4], которыми могут 
обладать и МВ, полученные из МСК, но дан-
ный вопрос остается неизученным.

Таким образом, целью нашей работы было ис-
следование воздействия МСК и MV, ими проду-
цируемыми на параметры клеточного иммуни-
тета у мышей с индуцированной ОПН.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Модель острой почечной недостаточности. 
Эксперимент проведен на линейных мышах 
линии C57BL6 возрастом 3‒4 месяца. Острую 
почечную недостаточность индуцировали одно-
кратным внутримышечным введением 50% гли-
церола в дозе 8.6 мг/кг.

Получение мезенхимальных стволовых кле-
ток костного мозга. Мезенхимальные стволовые 
клетки были получены из костного мозга син-
генных мышей C57BL6 методом адгезии к куль-
туральному пластику. Клетки культивировали 
в стандартных условиях, в исследовании исполь-
зовался 2 пассаж.

Получение микровезикулярных частиц. По-
сле достижения монослоя, часть МСК подвер-
гали апоптозу путем культивирования в услови-
ях депривации кислорода и в бессывороточной 
среде в течение 1 суток. Через 24 часа суперна-
тант центрифугировали при 2000 g в течение 
15 минут для удаления клеточного дебриса. На-
досадок дополнительно центрифугировали при 
10000 g в течение 60 минут при 4 °C. Получен-
ный в итоге осадок ресуспендировали в 100 мкл 
физиологического раствора.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Было проведено исследование содержания 
Т-клеток памяти, регуляторных клеток в плаз-
ме крови мышей с ОПН на 4 и 11 сутки экс-
перимента, после трансплантации МСК и ими 
продуцируемыми MВ. В качестве контроля 
были использованы клетки фибробластной ли-
нии L929 и полученные из них микровезикулы 
(L929-МV). Клеток линии L929 являются фи-
бробластоподобной прилипающей к пластику 
культурой, а также имеют тот же генотип, что 
и МСК, полученные от мышей C57BL6 (H-2b). 
Зарегистрирована тенденция к спонтанному 
снижению содержания CD4+CD44+CD62L+, 

CD8+CD44+CD62L+ Т-клеток памяти и регуля-
торных CD4+CD25+FoxP3+ клеток. Эффекты 
применения клеток и микровезикул не суще-
ственно отличались по воздействию на клетки 
иммунной системы. Более выраженным дей-
ствием обладали микровезикулы, причем МВ 
из L929 снижали содержание клеток памяти бо-
лее выражено на 11 сутки эксперимента.

В процессе постановки эксперимента обна-
ружена тенденция прироста регуляторных CD4+ 

CD25+FoxP3+ Т-клеток как при использовании 
МСК и L929, так и полученных из них микро-
везикул. Природа используемых клеток и полу-
ченных из них микровезикул не оказывала су-
щественного значения на конечный результат 
экспериментов.

ОБСУЖДЕНИЕ

Про-регенераторное действие МСК в значи-
тельной степени, если не полностью, обуслов-
лено продуцируемыми ими микровезикуляр-
ными частицами. Указанное действие клеток 
и продуцируемых ими МV не является специ-
фичным. Клетки фибробластной линии L929 
и продуцируемые ими MV обладали такими же 
воздействиями, как и МСК. MV из L929 были 
также более активны в рамках воздействия на 
Т-клет ки памяти и регуляторные клетки. Пока-
зана тенденция прироста Т-рег клеток к 11 сут-
кам эксперимента. Таким образом, в процесс 
уменьшения воспаления после развития ОПН 
активно вовлечены регуляторные клетки. Эф-
фекты применения мезенхимальных стволовых 
клеток и микровезикул не существенно отлича-
лись по воздействию на клетки иммунной си-
стемы. Более выраженным действием обладали 
микровезикулы, причем MV из L929 снижали 
содержание клеток памяти более выраженно на 
11 сутки эксперимента.
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The aim of the work was to study the eff ect of mesenchymal stem cells (MSCs) and microvesicles (MV) 
produced by them on the parameters of cellular immunity in mice with induced ARF. The experiments 
were carried out on C57Bl6 linear mice aged 3‒4 months. Acute renal failure (ARF) was induced by a 
single injection of 50% glycerol. Mesenchymal stem cells were obtained from the bone marrow of healthy 
animals, cultured under standard conditions. The study included such parameters of cellular immunity as 
memory T-cells and T-regulatory cells. L929 cells and microvesicles derived from them (L929-МV) were 
used as controls. A tendency towards a spontaneous decrease in the content of CD4+CD44+CD62L+, 
CD8+CD44+CD62L+ T-cells of memory and regulatory CD4+CD25+FoxP3+ cells was recorded. 11 days 
of the experiment. The eff ects of the application of cells and microvesicles of them diff ered in the severity 
of the impact on the cells of the immune system. L929-MV had a more pronounced eff ect on the 11th 
day of the experiment. In the course of the experiment, a tendency was observed for the growth of regula-
tory CD4+CD25+FoxP3+ T cells using both MSC and L929, and microvesicles derived from them. The 
nature of the cells used and the microvesicles obtained from them did not have a signifi cant eff ect on the 
fi nal result of the experiments.

Key words: mesenchymal stem cells (MSC), microvesicles (MV), chronic renal failure (CRF)
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Последнее время отмечается рост заболевае-
мости хроническим тонзиллитом (ХТ) на фоне 
герпесвирусных инфекций [1]. Известно, что ви-
русные белки непосредственно оказывают им-
мунодепрессивное действие на организм, кроме 

того герпес вирусы 4 и 5 типов (вирус Эп штей-
на-Барр, цитомегаловирус) изменяют реактив-
ность организма, в том числе подавляя противо-
микробный иммунитет [2, 3]. Баланс цитокинов 
провоспалительной и противовоспалительной 
групп является основой для адекватного иммун-
ного ответа на микробный антиген.

Цель исследования: оценка провоспалительных 
иммуноцитокинов – интерлейкина-1β (ИЛ-1β), 
интерлейкина-6 (ИЛ-6), фактора некроза опухо-
ли α (ФНОα), противовоспалительного иммуно-
цитокина интерлейкина-10 (ИЛ-10) в сыворотке 
крови детей с хроническим тонзиллитом на фоне 
цитомегаловирусной инфекции (ЦМВИ) или на 
фоне инфекции, вызванной вирусом Эпштейна-
Барр (ВЭБ).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В момент рецидива ХТ обследовано 104 ре-
бенка в возрасте 8‒12 лет, среди них 50 девочек 
и 64 мальчика. Критериями включения в груп-
пу исследования являлось наличие ХТ деком-
пенсированной формы (по классификации 

ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ СЫВОРОТКИ КРОВИ 
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Обследованы дети с хроническим тонзиллитом на фоне цитомегаловирусной или вирус Эп-
штейна-Барр инфекции. В качестве лабораторных показателей локального и общего цитокиново-
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И. Б. Солдатова), декомпенсация проявлялась 
частыми рецидивами ангин (3‒5 рецидивов 
в год). В исследование были включены дети 
с приобретенной латентной формой после пе-
ренесенной острой ЦМВИ или ВЭБ инфекции 
(по классификации А. П. Казанцева и Н. И. По-
повой). ЦМВИ и ВЭБ инфекция подтвержда-
лись данными ПЦР или ИФА (ЦМВИ ‒ 65 де-
тей: 30 девочек, 35 мальчиков; ВЭБ инфекция 
у 39 детей: 21 девочка, 18 мальчиков). Группой 
сравнения служили дети с ХТ без сопутствую-
щей вирусной инфекции (отсутствие АТ к ЦМВ 
и ВЭБ) 32 человека, а также дети с первичным 
тонзиллитом в период обострения (29 человек) 
и здоровые дети (20 человек) в возрасте от 9 до 
11 лет. В качестве лабораторных показателей 
локального и общего цитокинового статуса ис-
следовали содержание группы провоспалитель-
ных иммуноцитокинов ‒ ИЛ-1β, ИЛ-6, ФНОα, 
ИЛ-10 в сыворотке крови и смывах с миндалин. 
Все показатели изучались с помощью имму-
ноферментного метода с применением тест-
систем «Протеиновый контур» (СПб, Россия). 
Полученные результаты обрабатывали с ис-
пользованием общепринятых статистических 
методов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для выяснения доли ХТ в структуре всей 
ЛОР-патологии были проанализированы отчет-
ные данные двух детских поликлиник г. Наль-
чика. Оказалось, что количество пациентов, 
состоящих на диспансерном учете с диагнозом 
ХТ, составило в период с 2010 по 2018 гг. в сред-
нем 49,3% (45,2‒55,5%) от общей заболеваемо-
сти ЛОР органов. То есть ХТ превалирует среди 
остальной патологии ЛОР-органов. ЦМВИ была 
выявлена у 34% больных детей с ХТ (по дан-
ным ПЦР и ИФА), ВЭБ инфекция у 16% детей 
с ХТ. В ответ на микробную агрессию в момент 
рецидива или в период первичного тонзиллита 
у детей с хроническими и острыми тонзилли-
тами уровень провоспалительных цитокинов 
в крови повышался (р<0,01). Однако, уровень 
каждого из исследуемых цитокинов (ИЛ-1β, 
ИЛ-6) у детей с хроническим тонзиллитом ниже 
соответствующей концентрации в крови детей 
с острыми тонзиллитами (р<0,01). В то же вре-
мя концентрации ИЛ-1β и ИЛ-6 в сыворотке 
крови детей с ХТ на фоне герпесвирусных ин-
фекций были достоверно ниже уровня у группе 
с ХТ без ЦМВИ и ВЭБ (р<0.01). Похожая за-
кономерность уровня ИЛ-1β и Ил-6 была вы-

явлена и в смывах с миндалин, что подтверж-
дает системный характер изменений. ФНОα 
в группах пациентов с хроническим тонзилли-
том (на фоне ЦМВ и ВЭБ) и у здоровых детей 
не определялся, в то время как у детей с пер-
вичным тонзиллитом и ХТ без сопутствующей 
вирусной инфекции был повышен. Отсутствие 
определяемых концентраций ФНОα на фоне 
достоверно сниженных показателей интерлей-
кинов приводят к заключению о существовании 
декомпенсации местного иммунитета, своео-
бразному локальному иммунодефициту, при-
водящему к функциональной недостаточности 
гуморального и клеточного иммунитета. ИЛ-10 
в группе детей с хроническим тонзиллитом без 
сопутствующей вирусной инфекции и на фоне 
ЦМВ и ВЭБ не отличался от здоровых доноров. 
У детей с первично возникшим острым тонзил-
литом концентрация ИЛ-10 была достоверно 
ниже нормальных значений (<0,01). Сопут-
ствующая герпесвирусная инфекция усугубляет 
выявленные тенденции, приводя к более значи-
мому локальному нарушению антимикробной 
защиты. Подобное соотношение медиаторов, 
регулирующих активность воспалительной ре-
акции, создает предпосылки, как к хронизации 
гнойного процесса, так и к нарушению репара-
ции ткани миндалин.
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The study included children with chronic tonsillitis in the background cytomegalovirus or virus 
Epshtein-Barr infection. IL-1β, IL-6, TNF, IL-10 in blood serum and washes from tonsils were studied 
as laboratory parameters of local and general cytokine status. Imbalance of pro-infl ammatory and anti-
infl ammatory cytokines in the group of patients with chronic tonsillitis was revealed. Concomitant herpes 
virus infection exacerbates tendencies, leading to more meaningful local violation of the anti-microbial 
protection.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Известно, что галектины влияют на созрева-
ние иммунокомпетентных клеток. Так, галек-
тин-2 способствует генерации М1-макрофагов, 
угнетает М2-клетки и модулирует ангиогенез [1], 
а галектин-9 индуцирует образование М2-мак-
ро фа гов и Th2-лим фо ци тов [2]. Возможно, диф-
ференцировка моноцитов крови на субтипы то 
же подвержена регуляции галектинами [3]. По-
скольку эти клетки принимают активное участие 
в защите организма от инфекционных (напри-
мер, при туберкулезе легких, ТЛ) и неинфек-
ционных агентов (например, при хронической 
обструктивной болезни легких, ХОБЛ), то галек-
тины могут определять характер их реагирования 
при действии стимулов различной природы.

Цель работы –  провести комплексную оцен-
ку изменений содержания галектинов-2 и -9 
и отдельных субпопуляций моноцитов в крови 

СОДЕРЖАНИЕ ГАЛЕКТИНОВ-2, -9 И СУБПОПУЛЯЦИЙ 
МОНОЦИТОВ КРОВИ ПРИ ПАТОЛОГИИ ЛЕГКИХ 

ИНФЕКЦИОННОГО И НЕИНФЕКЦИОННОГО ГЕНЕЗА
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Обследовано 15 больных инфильтративным туберкулезом легких (ТЛ), 16 больных хрониче-
ской обструктивной болезни легких (ХОБЛ) и 12 здоровых доноров, в крови которых оценивали 
относительное количество CD14hiCD16–, CD14hiCD16lo, CD14loCD16lo и CD14loCD16– моноцитов 
методом проточной цитофлуориметрии и концентрацию галектинов-2 и -9 методом иммунофер-
ментного анализа. Показано, что для ТЛ характерно увеличение числа CD14hiCD16lo моноцитов, 
дифференцирующихся из CD14hiCD16– клеток, при снижении концентрации галектина-2 и ко-
личества CD14loCD16– моноцитов в крови. При ХОБЛ отмечается увеличение концентрации га-
лектина-9 и доли CD14hiCD16– моноцитов на фоне дефицита остальных субпопуляций этих кле-
ток в крови.

Ключевые слова: галектины, субпопуляции моноцитов, хроническая обструктивная болезнь 
легких, туберкулез

DOI: 10.31857/S102872210006502-7



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

Содержание галектинов -2, -9 при патологии легких 967

при заболеваниях легких инфекционного и не-
инфекционного генеза, ассоциированных с ды-
хательной гипоксией.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ. 

Обследовано 15 больных (11 мужчин и 4 жен-
щины) в возрасте 47,81±3,12 лет с инфильтратив-
ным ТЛ до проведения противотуберкулезной 
терапии, 16 больных (10 мужчин и 6 женщин) 
в возрасте 52,16±4,37 лет с эмфизематозной фор-
мой ХОБЛ и 12 здоровых доноров, сопоставимых 
по полу и возрасту. Венозную кровь в объеме 
5 мл забирали утром натощак и стабилизиро-
вали гепарином (25 МЕ/мл). В крови опреде-
ляли относительное количество классических 
(CD14hiCD16–), промежуточных (CD14hiCD16lo), 
неклассических (CD14loCD16lo) и переходных 
(CD14loCD16–) моноцитов методом проточной 
цитометрии (цитофлуориметр «Accuri С6» «BD 
Biosciens», США), принимая за 100% все клетки, 
положительные по CD14. Использовали моно-
клональные антитела CD14-FITC и CD16-PE 
(«BD Biosciens», США) и лизирующий раствор 
(«BD Biosciens», США), согласно инструкциям 
производителя. Содержание галектинов-2 и -9 
в плазме крови определяли методом иммуно-
ферментного анализа с помощью наборов «Hu-
man Galectin-2 ELISAKit» и «Human Galectin-9 
ELISAKit» («Clou-Clone-Corp», США). Стати-
стический анализ проводили с помощью крите-
рия Ман на-Уит ни и коэффициента корреляции 
Спирмена. Результаты считали достоверными 
при уровне значимости р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Показано, что у больных ХОБЛ определяется 
увеличение численности классических (до 80,56 
(77,60; 83,55)%, р<0,05) и дефицит промежуточ-
ных (10,38 (9,36; 11,26)%, р<0,05), неклассиче-
ских (6,03 (5,24; 6,77)%, р<0,05) и переходных 
(2,14 (1,41; 3,92)%, р<0,05) моноцитов в крови 
по сравнению с нормой (соответственно 67,75 
(64,34; 70,65), 14,36 (12,06; 14,98), 10,07 (9,34; 
13,84) и 6,80 (5,03; 6,87)%). У больных ТЛ обна-
руживалось повышение числа промежуточных 
моноцитов (до 26,24 (22,38; 42,88)%, р<0,01) при 
недостаточности количества переходных клеток 
(1,77 (1,36; 3,74)%, р<0,01) и нормальном содер-
жании классических и неклассических моноци-
тов. Взаимосвязь между численностью класси-
ческих и промежуточных моноцитов у больных 
ХОБЛ (r= –0,63; p<0,05) и ТЛ (r= –0,72; p<0,01) 
отражает способность классических моноцитов 

к ускоренному созреванию в промежуточные 
клетки при патологии (у здоровых доноров по-
добная связь отсутствовала). Вероятно, антиген-
ная стимуляция мо но ци тар но-мак ро фа галь ной 
системы (при ТЛ) вызывает ускоренную диф-
ференцировку классических моноцитов в про-
межуточные клетки, способные к презентации 
антигена [4], а действие факторов неантигенной 
природы (при ХОБЛ) блокирует этот процесс, 
опосредуя накопление активно фагоцитирую-
щих моноцитов [4]. В крови больных ТЛ отмечал-
ся дефицит га лек тина-2 (3,85 (1,55; 10,88) пг/ мл, 
р<0,05 против 13,50 (11,50; 17,00) пг/мл в кон-
троле) и соответствующий норме (0,16 (0,00; 
1,50) пг/мл) уровень га лек ти на-9. У больных 
ХОБЛ, напротив, отмечался избыток га лек ти-
на-9 (8,50 (3,96; 15,00) пг/мл, р<0,001 по срав-
нению с контролем) в сочетании с нормальной 
концентрацией га лек ти на-2 в крови. Увеличе-
ние содержания галектина-9 в крови при ХОБЛ 
может быть обусловлено фиброзом в легких, по-
скольку данная молекула синтезируется фибро-
бластами [5]. Следовательно, профицит га лек-
ти на-9 ассоциирован с активацией созревания 
классических моноцитов, а недостаточность га-
лектина-2 –  со стимуляцией дифференцировки 
промежуточных моноцитов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Субпопуляционный состав моноцитов крови 
при ТЛ характеризуется увеличением числа про-
межуточных моноцитов, дифференцирующихся 
из классических клеток, при снижении концен-
трации галектина-2 и количества переходных 
моноцитов в крови. При неинфекционной па-
тологии легких (ХОБЛ), отмечается увеличение 
концентрации галектина-9 и численности клас-
сических моноцитов на фоне дефицита осталь-
ных субпопуляций этих клеток в крови.

Исследование поддержано грантами РФФИ 
(договор № 18-015-00160/18) и Совета по 
грантам Президента РФ (НШ-2690.2018.7 
и МД-2788.2019.7).
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15 patients with infi ltrative pulmonary tuberculosis (TB), 16 patients with chronic obstructive pulmo-
nary disease (COPD) and 12 healthy donors were examined. Amount of CD14hiCD16–, CD14hiCD16lo, 
CD14loCD16lo and CD14loCD16– monocytes in the blood was evaluated by fl ow-cytometry, and galec-
tin-2 and -9 concentration was measured by ELISA. Increase in the number of CD14hiCD16lo mono-
cytes, diff erentiated from the CD14hiCD16– cells, and decrease in the content of galectin-2 and CD14lo 

CD16– monocytes in the blood were characteristic of TB. In COPD, an increase in the concentration of 
galectin-9 and the proportion of CD14hiCD16– monocytes against the background of defi ciency of other 
their subpopulations in the blood was noted.

Key words: galectins, monocytes subpopulations, chronic obstructive pulmonary disease, tuberculosis



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

ОРИГИНАЛЬНАЯ СТАТЬЯ

969

Адрес: 614081 Пермь, «Институт экологии и генетики ми-
кроорганизмов УрО РАН» – филиал ФГБУН Пермского 
федерального исследовательского центра Уральского отде-
ления Российской академии наук (ПФИЦ УрО РАН), Ша-
равьева Ирина Леонидовна. 
Тел./факс: (8342) 2108759 (сл.), 8 912 781-81-25 (моб.).
E-mail: irin.sh@gmail.com 
Авторы:
Шаравьева И. Л., к. б. н., научный сотрудник ФГБУ «Ин-
ститут экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН», 
Пермь, Россия;
Гейн С. В., д. м. н., заместитель директора по научной работе 
«Института экологии и генетики микроорганизмов Ураль-
ского отделения Российской академии наук» ‒ филиала 
ПФИЦ УрО РАН, Пермь, Россия; профессор кафедры ми-
кробиологии и иммунологии Федерального государствен-
ного бюджетного образовательного учреждения высшего 
образования «Пермский государственный национальный 
исследовательский университет», Пермь, Россия;

Эндогенная опиоидная система считается 
важнейшей стресс-лимитирующей системой 
и активируется в процессе развития стресса [1]. 
Опиоидные пептиды присутствуют в различ-
ных органах и тканях организма: центральной 
и периферической нервной системе, желу доч-
но-ки шеч ном тракте и иммунной системе. Они 
принимают участие в регуляции ряда физиоло-
гических функций: анальгезия, эмоциональное 
состояние, иммунорегуляция [2]. Помимо это-
го, клетки иммунной системы в определенных 

условиях, например в процессе развития вос-
палительной реакции, способны секретировать 
опиоидные пептиды [3]. Влияние стресса на им-
мунную систему носит разнонаправленный ха-
рактер и зависит от различных причин: природа 
стрессорного агента, длительности воздействия, 
состояние организма в целом. Ранее нами было 
показано, что эндогенная опиоидная система 
принимает участие в регуляции функций им-
мунной системы при ротационном и иммобили-
зационном стрессах [4].

Цель работы –  оценить влияние хроническо-
го холодового стресса на антителогенез в се-
лезенке и регионарном лимфатическом узле 
в условиях блокады опиатных рецепторов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Эксперимент выполнен на белых мышах-
сам цах массой тела 20‒22 г. Животных содер-
жались в условиях лабораторного вивария, при 
естественном освещении, неограниченном до-
ступе к воде и кормам. Выведение из экспери-
мента мышей проводили путем декапитации под 
эфирным наркозом. Хронический холодовой 
стресс индуцировали охлаждением мышей при 
4 °C в течение 4 часов на протяжении 7 суток. 
Антагонист опиатных рецепторов налоксона 

РОЛЬ ЭНДОГЕННОЙ ОПИОИДНОЙ СИСТЕМЫ 
В РЕГУЛЯЦИИ АНТИТЕЛОГЕНЕЗА ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ 

ХОЛОДОВОМ СТРЕССЕ
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Установлено, что в условиях хронического холодового стресса у мышей снижалось абсолют-
ное и относительное количество антителообразующих клеток в селезенке. Блокада опиатных ре-
цепторов приводила к отмене угнетающего влияния стресса на антителогенез.
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гидрохлорид в дозе 0,2 мг/кг («Narcan», США) 
вводили подкожно за 20 мин до стресса, а так-
же повторно через 3 ч после начала стресса. Все 
животные были разбиты на следующие группы: 
1-я ‒ контрольная, 2-я – стресс (хронический 
ходовой), 3-я ‒ стресс на фоне налоксона, 4-я ‒ 
двукратное введение налоксона. Одну половину 
животных после окончания стрессорного воздей-
ствия (на 7 сутки эксперимента) одномоментно 
иммунизировали эритроцитами барана внутри-
брюшинно однократно (108 клеток в 0,2 мл 0,9% 
NaCl). Другую половину животных сразу после 
окончания стресса (на 7 сутки) иммунизировали 
эритроцитами барана в правую лапу однократ-
но (108 клеток в 0,02 мл 0,9% NaCl). На 5-е сут-
ки после иммунизации оценивали клеточность 
и количество антителообразующих клеток в се-
лезенке (АОК) или регионарном лимфатиче-
ском узле. Количество АОК оценивали методом 
локального гемолиза в геле агарозы [5]. Стати-
стический анализ результатов проводили с ис-
пользованием непарного t-критерия Стьюдента 
для межгруппового сравнения.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Установлено, что в условиях системной им-
мунизации у мышей, подвергнутых хрониче-
скому холодовому стрессу в период индукции 
иммунного ответа, наблюдалось значительное 
снижение интенсивности образования АОК 
в селезенке по абсолютным и относительным 
показателям. На фоне налоксона угнетающее 
действие стресса на абсолютное и относительное 
количество АОК отменялось. В условиях локаль-
ной иммунизации под действием хроническо-
го холодового стресса отмечалось достоверное 
снижение относительного, но не абсолютного 
количества АОК регионарного лимфатического 
узла, число АОК в третьей группе не отличалось 
от контрольных значений. При изолированном 

введении блокаторов опиатных рецепторов ко-
личество АОК не отличалось от показателей 
контрольной группы, как при системной, так 
и при локальной иммунизации. На клеточность 
селезенки и регионарных лимфоузлов мышей 
хронический холодовой стресс и антагонист 
опиатных рецепторов статистически значимого 
влияния не оказывали.

Таким образом, хронический холодовой стресс 
приводит к угнетению продукции АОК в селе-
зенке, которое нивелируется блокадой опиатных 
рецепторов, что в свою очередь свидетельствует 
о том, что эндогенная опиоидная система играет 
важную роль в регуляции иммунного ответа при 
хроническом холодовом стрессе.

Работа выполнена в рамках проекта № госре-
гистрации темы: AAAA-A18-118030790046-9, под-
держанного Комплексной программой Ураль-
ского отделения Российской академии наук.
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It was established that under conditions of chronic cold stress in mice, a decrease in the absolute and 
relative amount of antibody-forming cells in the spleen was observed. The blockade of opiate receptors 
led to the abolition of oppression.
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Острый холодовой стресс является одним из 
мощнейших факторов, влияющих на организм 
человека и животных. Он развивается в резуль-
тате действия низких температур и модулирует 
работу различных органов и систем –  нейрогу-
моральной, сердечно-сосудистой, иммунной [1]. 
В результате действия острого холодового стрес-
са может происходить как усиление, так и осла-
бление отдельных иммунных функций и пока-
зателей, а также состояния иммунного ответа 
в целом. Может изменяться интенсивность та-
ких процессов, как фагоцитоз, пролиферация, 
продукция Th1/Th2 (IL-2, IL-4, IFNγ), про- 
и противовоспалительных цитокинов (IL-1β, 

TNFα, IL-6, IL-10) [2, 3]. Изменения, происхо-
дящие при стрессе в иммунной системе, сохра-
няются определенное время после окончания 
стрессирующего воздействия. Ранее нами было 
показано, что острое переохлаждение (–20 °C 
в течение 60 мин) приводит к усилению реакции 
ЛЗХЛ и продукции цитокинов клетками пери-
тонеальной полости мышей [4].

Цель работы – оценить влияние острого хо-
лодового стресса на продукцию активных форм 
кислорода, IFNγ и IL-12 перитонеальными клет-
ками мыши через 6 ч после окончания стрессор-
ного воздействия in vivo.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Эксперимент выполнен на белых мышах сам-
цах массой тела 20‒22 г. Животных содержались 
в условиях лабораторного вивария, при есте-
ственном освещении, неограниченном доступе 
к воде и кормам. В работе использовали модель 
холодового стресса. Мышей охлаждали при 
–20 °C в течение 10 или 60 мин однократно. Все 
животные были разбиты на следующие группы: 
1-я ‒ контрольная, 2-я – охлаждение при –20 °C 
в течение 10 мин, 3-я ‒ охлаждение при –20 °C 
в течение 60 мин. Мышей выводили из экспери-
мента методом декапитации под эфирным нар-
козом спустя 6 ч после окончания переохлаж-

ЭФФЕКТЫ ОСТРОГО ХОЛОДОВОГО СТРЕССА 
НА ПРОДУКЦИЮ IFNγ И IL-12 СПЛЕНОЦИТАМИ МЫШИ
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Исследовано влияние холодового стресса на продукцию активных форм кислорода (АФК) 
и IFNγ и IL-12 спустя 6 часов после окончания стресса. Установлено, что острый холодовой стресс 
(–20 °C в течение 60 мин) приводил к усилению спонтанной и зимозан-стимулированной продук-
ции АФК клетками перитонеальной полости мыши через 6 часов после окончания стрессорного 
воздействия. В аналогичных экспериментальных условиях уровни IFNγ в спонтанных культурах 
спленоцитов мышей возрастали, тогда как в стимулированных снижались.
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дения. Перитонеальные лейкоциты выделяли 
по стандартной методике, селезенку выделяли 
и гомогенизировали для получения спленоци-
тов. Оценку продукции АФК перитонеальными 
клетками осуществляли с использованием реак-
ции лю ми нол-за ви си мой хемилюминесценции 
(ЛЗХЛ). Для определения продукции цитокинов 
спленоциты культивировали в среде RPMI 1640 
с добавлением 10 mM HEPES («Sigma»), 2 mM 
L-глутамина («Sigma»), 100 мкг/ мл пеницил-
лина, 100 мкг/ мл стрептомицина и 10% ЭТС 
(«Биолот», г. Санкт-Петербург) в 24-луночных 
планшетах содержащих 2,5×106 клеток на лун-
ку. Через 12 ч (для детекции IL-12) и 24 ч (для 
детекции IFNγ) супернатанты собирали в про-
бирки «Эппендорфф», замораживали и хранили 
при –20 °C. Определение концентрации цито-
кинов в супернатантах клеточных культур про-
водили с использованием иммуноферментных 
тест-систем «R&D» в соответствии с инструк-
цией производителя (США). Статистическая 
обработка результатов проведена с использо-
ванием непарного t-критерия Стьюдента для 
межгруппового сравнения.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Установлено, что в спонтанных культурах кле-
ток перитонеальной полости с 25 мин по 55 мин 
наблюдения отмечалось увеличение продукции 
АФК при проведении реакции ЛЗХЛ через 6 ч 
после окончания 60-минутного охлаждения. 
Под влиянием 10 мин охлаждения не отмеча-
лось изменения продукции АФК клетками пе-
ритонеальной полости в аналогичные сроки 
(в аналогичных условиях) исследования. В сти-
мулированных зимозаном культурах клеток пе-
ритонеальной полости спустя 6 ч после иссле-
дования отмечалось значительное увеличение 
продукции АФК на фоне 60-минутного охлаж-
дения. Тогда как на фоне 10 мин охлаждения 
не было зафиксировано изменения продукции 
АФК. При анализе продукции цитокинов были 
получены следующие результаты. Под действи-
ем острого 60-минутного переохлаждения через 
шесть часов после окончания холодового воз-
действия отмечается значимое увеличение про-
дукции INFγ в спонтанных культурах сплено-
цитов мышей, 10-минутное переохлаждение же 
не приводило к изменениям концентраций дан-
ного цитокина в спонтанных культурах. В сти-
мулированных культурах угнетение продукции 
INFγ наблюдалось после воздействия охлажде-

ния 60 мин, но не после 10-минутного варианта 
переохлаждения. На продукцию IL-12 значимо-
го влияния данные экспериментальные модели 
не оказывали.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, кратковременное 10-минут-
ное охлаждение не изменяло функциональную 
активность клеток перитонеальной полости 
и спленоцитов спустя 6 ч после окончания стрес-
сового воздействия, тогда как более продолжи-
тельное 60-минутное переохлаждение приводи-
ло к изменениям функциональной активности 
перитонеальных лейкоцитов и спленоцитов. Ра-
нее нами было показано, что у животных, выве-
денных из эксперимента сразу после окончания 
стрессорного воздействия, увеличивалась про-
дукция АФК при 60-минутном стрессе, и сни-
жалась при 10-минутном стрессе [4]. Можно 
сделать вывод, что постстрессорные измене-
ния фагоцитарной активности перитонеальных 
лимфоцитов и спленоцитов мыши сохраняют-
ся определенное время после исключения дей-
ствия низкотемпературного стресса и зависят от 
его длительности.

Работа выполнена в рамках проекта № гос-
регистрации темы: AAAA-A18–118030790046–9, 
поддержанного Комплексной программой Ураль-
ского отделения Российской академии наук.
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EFFECTS OF ACUTE COLD STESS ON IFNγ AND IL-12 
PRODUCTION BY MICE SPLENOCYTES
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The eff ect of cold stress on the production of reactive oxygen species (ROS) and IFN-γ and IL-12 
was studied 6 hours after the end of stress. It was established that acute cold stress (–20 °C for 60 min) led 
to increased spontaneous and zymosan-stimulated production of ROS by mouse peritoneal cavity cells 
6 hours after the end of stress exposure. In similar experimental conditions, the levels of interferon-γ in 
spontaneous splenocytes mice increased, while in stimulated mice decreased.
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При многих видах урологической патоло-
гии по мере прогрессирования бактериально-
воспалительного процесса развивается и усу-

губляется иммунологическая недостаточность, 
обусловленная, с одной стороны, с реинфици-
рованием очага, с другой стороны, истощени-
ем резервов иммунной системы и негативными 
эффектами на иммунитет антибиотикотера-
пии [1‒3]. В то же время большинство исследо-
ваний, посвященных изучению иммунных и ок-
сидантных нарушений, развитию дисфункции 
эндотелия, проведены на пациентах с острой 
формой или при обострении урологического 
заболевания, в том числе и хронического пие-
лонефрита, без учета первично или вторично 
возникшего заболевания, сопутствующей со-
матической патологии, локализации процесса, 
стадий и форм заболевания [3, 4].

В связи с этим, целью исследования стало 
установление характера и направленности им-
мунных изменений у больных острым обструк-
тивным и необструктивным пиелонефритом.

ИММУННЫЙ СТАТУС ПРИ ОСТРОМ ОБСТРУКТИВНОМ 
И НЕОБСТРУКТИВНОМ ПИЕЛОНЕФРИТЕ
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Под наблюдением находились пациенты с диагнозом острый необструктивный (ОНП) и об-
структивный пиелонефрит (ООП) (соответственно 31 и 30 пациентов), проходившие стационар-
ное лечение в урологическом центре НУЗ Научный клинический центр ОАО «РЖД». Опреде-
ляли уровень цитокинов, компонентов комплемента и их ингибиторов в плазме крови и первой 
порции утренней мочи, фагоцитарную и кислородзависимую активность нейтрофилов циркули-
рующей крови. На системном уровне у больных ОНП, в большей степени при ООП, до нача-
ла лечения установлено повышение концентрации провоспалительных цитокинов (TNFα, IL-6, 
IL-8 и IFNγ), IFNα, IL-4 и IL-10, компонентов комплимента С3 и С5а, снижение уровня IL-1RA 
и регулятора системы комплимента фактора Н, снижение активности и интенсивности фагоцито-
за нейтрофилов периферической крови при повышении активности кислородзависимых систем. 
До лечения на местном уровне (в моче) у больных с ОНП установлено повышение концентрация 
всех изученных цитокинов, кроме IL-4, компонентов С3 и С5 и снижение IL-1RA. При ООП из-
менения были более выраженными, за исключением сниженного уровня фактора Н и sIgA.

Ключевые слова: острый необструктивный и обструктивный пиелонефрит, иммунный статус
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ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ МЕТОДЫ

Под наблюдением находились пациенты с ди-
агнозом острый необструктивный и обструктив-
ный пиелонефрит (ОНП, ООП), проходившие 
стационарное лечение в урологическом центре 
НУЗ Научный клинический центр ОАО «РЖД». 
61 пациент (38 женщин и 23 мужчины) в воз-
расте 41,5±3,9 лет, в том числе 31 больной ОНП 
(1-я группа) и 30 человек с ООП (2-я группа), 
рандомизированных по полу, возрасту, мини-
мальным сопутствующим заболеваниям в ста-
дии ремиссии. Забор крови и мочи, к которой 
добавляли консервант «Proclin 300», произво-
дили до начала комплексного лечения. Кроме 
того, изучены иммунологические показатели 
в образцах крови и мочи 20 здоровых доноров, 
сформировавших контрольную группу. Уровень 
цитокинов, компонентов комплемента и их ин-
гибиторов определяли в плазме крови и первой 
порции утренней мочи. Цитокины и sIgA выяв-
ляли методом твердофазного иммунофермент-
ного анализа (ИФА) с использованием коммер-
ческих наборов ЗАО «Вектор-Бест». Компоненты 
системы комплемента и фактор Н определяли 
с помощью диагностических наборов ООО «Ци-
токин». Активность С1-ин ги би то ра определяли 
хромогенным методом по способности инги-
бировать С1-эс те ра зу. Фагоцитарную актив-
ность по ли мор ф но-ядер ных лейкоцитов крови 
оценивали, определяя фагоцитарный индекс, 
фагоцитарное число и индекс активности фаго-
цитоза. Активность кислородзависимых систем 
нейтрофилов оценивали спектрофотометриче-
ски по реакции восстановления нитросинего 
тетразолия, спонтанного и стимулированного 
зимозаном, индексу стимуляции и функцио-
нальному резерву нейтрофилов. Статистическую 
обработку результатов исследования проводи-
ли с вычислением средних величин и ошибки 
средней арифметической. Существенность раз-
личий оценивали по U-критерию. Статистиче-
ски значимыми считали различия с p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В плазме крови больных ОНП до начала ле-
чения установлено повышение концентрации 
провоспалительных цитокинов (TNFα, IL-6, 
IL-8 и IFNγ), IFNα, IL-4 и IL-10, компонентов 
комплимента С3 и С5а, снижение уровня IL-1RA 
и регулятора системы комплемента фактора Н, 
снижение активности и интенсивности фагоци-
тоза нейтрофилов периферической крови при 

повышении активности кислородзависимых 
систем. У пациентов с ООП выявлены в целом 
сходные по направленности, но значительно 
более выраженные изменения содержания ци-
токинов и компонентов комплемента в плазме 
крови. На местном уровне (в моче) у больных 
с ОНП установлено повышение концентрации 
всех изученных цитокинов, кроме IL-4, компо-
нентов С3 и С5 и снижение IL-1RA. При ООП 
изменения были более выраженными, за исклю-
чением сниженного уровня фактора Н и sIgA. 
Выявленные общие и специфические измене-
ния иммунологических показателей плазмы 
крови и мочи у больных ООП и ОНП не только 
дополняют текущие представления об имму-
нопатогенезе этих заболеваний, но и являются 
фундаментом для разработки методов ранней 
диагностики этих форм пиелонефрита. Кроме 
того, установленные дефекты фагоцитарной 
функции нейтрофилов в свете данных литера-
туры о подавлении активности этих клеток воз-
будителями пиелонефрита создают задел для 
направленного поиска эффективных средств 
иммунокоррекции среди препаратов, воздей-
ствующих на фагоцитарное звено иммунитета, 
как важного компонента комплексного лечения 
и реабилитации больных ООП и ОНП. Кроме 
того, в качестве объектов выбора в этом плане 
внимания заслуживают средства, способные 
регулировать продукцию провоспалительных 
цитокинов и успешно применяемые при другой 
урологической патологии [4, 5].
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The patients with a diagnosis of acute non-obstructive (ANOP) and obstructive pyelonephritis (AOP) 
(31 and 30 patients respectively) were under observation during treatment at the urological center of the 
National Healthcare Institution Scientifi c Clinical Center of Russian Railways. The levels of cytokines, 
complement components and their inhibitors in plasma and the fi rst portion of morning urine, phago-
cytic and oxygen-dependent activity of circulating blood neutrophils were determined. At the systemic 
level, in patients with ANOP, to a greater extent in AOP, an increase in the concentration of pro-infl am-
matory cytokines (TNFα, IL-6, IL-8 and IFNγ), IFNα, IL-4 and IL-10, components of the C3 and C5a 
compliment was established, a decrease in the level of IL-1RA and a regulator of the complement factor 
H system, a decrease in the activity and intensity of phagocytosis of peripheral blood neutrophils with 
an increase in the activity of oxygen-dependent systems were also revealed. Before treatment at the lo-
cal level (in the urine) in patients with ANOP, an increase in the concentration of all studied cytokines, 
except IL-4, components C3 and C5, and a decrease in IL-1RA was established. In AOP, changes were 
more pronounced, with the exception of a reduced level of factor H and sIgA.
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В настоящее время неоспоримым является 
тот факт, что характер течения хронической об-
структивной болезни легких (ХОБЛ) и степень 
выраженности иммунологических расстройств 
у жителей региона КМА может иметь отличия 
от других регионов [1‒3].

В этой связи целью исследования стало оце-
нить эффективность применения иммуномоду-

ляторов при лечении хронической обструктив-
ной болезни легких у больных, проживающих 
в экологически неблагоприятном регионе Кур-
ской магнитной аномалии.

ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ МЕТОДЫ

Под наблюдением находились 76 больных 
ХОБЛ в возрасте от 35 до 50 лет (средний воз-
раст –  42,5±2,7 лет), из них –  38 больных по-
стоянно проживали в г. Железногорск, а другие 
38 пациентов в г. Курск. Клинический диагноз 
устанавливали на основании жалоб, анамнеза 
заболевания, данных объективного и ла бо ра-
тор но-ин стру мен таль ного исследований. Груп-
па контроля состояла из 42 здоровых доброволь-
цев – однократных доноров того же возраста, 
проживающих так же на территории г. Курска 
(21 человек) и г. Железногорска (21 человек). 
Все больные были разделены на 2  группы, 
в зависимости от проводимого лечения: пер-
вая опытная группа включала 38 пациентов 
с ХОБЛ (18 больных проживали в г. Курск, 
а 20 ‒ в г. Железногорск), которым проводили 
стандартную консервативную терапию. Вторая 
группа включала 38 пациентов с ХОБЛ (20 боль-

ФАРМАКОЛОГИЧЕСКАЯ ИММУНОРЕАБИЛИТАЦИЯ 
У ПАЦИЕНТОВ С ОБСТРУКТИВНОЙ БОЛЕЗНЬЮ ЛЁГКИХ 

РЕГИОНА КУРСКОЙ МАГНИТНОЙ АНОМАЛИИ
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В исследование были включены 76 больных хронической обструктивной болезнью легких 
в возрасте от 35 до 50 лет (средний возраст –  42,5±2,7 лет), из них –  38 больных постоянно прожи-
вали в г. Железногорск, а другие 38 пациентов в г. Курск. Использование ликопида у пациентов 
с хронической обструктивной болезнью лёгких г. Курска позволило корригировать концентра-
цию ИЛ-10, ИНФγ, тогда как у жителей г. Железногорска нормализует уровень IgM и корригиру-
ет концентрацию ФНОα, ИЛ-8, ИЛ-10, но не до уровня нормы.
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ных в г. Курске и 18 в г. Железногорске), кото-
рым дополнительно назначался ликопид (1 мг 
1 раз в сутки 14 дней). Уровень ФНОα, ИЛ-8, 
ИЛ-4, ИЛ-10, иммуноглобулинов классов M, 
G, A, ин тер фе рона-гамма выявляли методом 
ИФА с использованием наборов ЗАО «Вектор-
Бест» (Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Первоначально нами произведена была оцен-
ка уровня цитокинов в плазме крови у здоровых 
доноров в зависимости от уровня напряжённости 
геомагнитного поля региона проживания, при 
этом достоверных различий уровней цитокинов 
и иммуноглобулинов в плазме крови клиниче-
ски здоровых людей, проживающих в регионах 
с фоновым (г. Курск) и повышенным (г. Желез-
ногорск) уровнями напряжённости геомагнит-
ного поля выявлено не было. У больных ХОБЛ, 
проживающих в г. Курске, установлено увели-
чение содержания в плазме крови практически 
всех исследованных иммунологических показа-
телей: ИЛ-4, ИЛ-10, ИНФγ и ИЛ-8. У пациен-
тов с ХОБЛ, поживающих на территории г. Же-
лезногорска, различия по сравнению с данными 
контроля установлены для тех же показателей, 
что и в группе курских больных. Однако степень 
их выраженности значительно различалась: уро-
вень ИЛ-4 превышал значение здоровых лиц в 21 
раз, ИНФγ –  в 8 раз, ИЛ-10 –  в 7,8 раза, ФНОα –  
в 6,9 раза, ИЛ-8 –  в 3 раза. У пациентов с ХОБЛ, 
проживающих на территории г. Курска, исполь-
зование стандартной фармакотерапии позво-
лило снизить, но не до уровня нормы, концен-
трацию в плазме крови ФНОα, ИЛ-4, ИНФγ, 
IgM, не влияя на уровень остальных изучаемых 
показателей, а у пациентов с ХОБЛ, проживаю-
щих в г. Железногорске, также снижается кон-
центрация ФНОα, ИЛ-4, ИНФ-γ, IgМ, но не до 
уровня здоровых доноров. При использовании 
у пациентов с ХОБЛ –  жителей г. Курска лико-
пида позволило дополнительно по сравнению со 
стандартной фармакотерапией нормализовать 
концентрацию IgG и уменьшить уровень в плаз-
ме крови ИЛ-10, ИНФγ, но не до уровня нор-

мы. Назначение пациентам с ХОБЛ, постоянно 
проживающих на территории г. Железногорска, 
дополнительно к стандартной фармакотерапии 
ликопида позволило снизить по сравнению со 
стандартной терапией, но не до уровня нормы, 
концентрацию ФНОα, ИЛ-8, ИЛ-10 и ИНФγ. 
Можно заключить, что использование ликопи-
да у пациентов с хронической обструктивной 
болезнью лёгких г. Курска позволило корриги-
ровать концентрацию ИЛ-10, ИНФγ, тогда как 
у жителей г. Железногорска нормализует уро-
вень IgM и корригирует концентрацию ФНОα, 
ИЛ-8, ИЛ-10, но не до уровня нормы.

Таким образом, назначение дополнитель-
но к стандартной фармакотерапии пациентам 
с ХОБЛ ликопида снижает количество иммуно-
лабораторных показателей, требующих допол-
нительной коррекции.
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WITH OBSTRUCTIVE LUNG DISEASE IN THE REGION 
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The study included 76 patients with chronic obstructive pulmonary disease aged 35 to 50 years (mean 
age 42,5±2,7 years), of which 38 patients resided permanently in Zheleznogorsk, and the other 38 pa-
tients in Kursk. The use of licopid in patients with chronic obstructive pulmonary disease in Kursk al-
lowed to correct the concentration of IL-10, INFγ, whereas in residents of Zheleznogorsk it normalizes 
the IgM level and corrects the concentration of TNFα, IL-8, IL-10, but not to the normal level.
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Одним из наиболее широко используемых 
методов оценки продукции активных форм 
кислорода фагоцитами (АФК), связанной с ак-

тивацией НАДФH-ок си да зы, является реак-
ция люминолзависимой хемилюминесценции 
(ЛЗХЛ) [1]. В качестве стимулятора фагоцитиру-
ющих клеток наиболее часто используют опсони-
зированный зимозан [2]. С учетом возможности 
прямого активирующего действия неопсони-
зированного зимозана через TLR2/TLR6, бе та-
глю ка но вые рецепторы (в частности, дек тин-1) 
на продукцию АФК [1], а также на фагоцитоз 
через рецепторы к Fc-фраг мен ту иммуноглобу-
линов и к другим опсонинам [2] представляется 
необходимым оценить их вклад в стимулирован-
ную реакцию ЛЗХЛ. Показано и дифференциро-
ванное влияние рецепторов к Fc-фраг мен ту IgG 
и к C3b-фраг мен ту комплемента на хемотаксис 
и поглотительную активность нейтрофилов 
при их активации зимозаном, опсонизирован-
ным свежей и прогретой при 56 °C сывороткой 
крови [3].

Цель работы – исследование влияния опсо-
нинов свежей и инактивированной при 56 °C 

ВЛИЯНИЕ ОПСОНИНОВ СВЕЖЕЙ И ИНАКТИВИРОВАННОЙ 
ПРИ 56 °C СЫВОРОТКИ КРОВИ НА ЗИМОЗАН-

ИНДУЦИРОВАННУЮ ПРОДУКЦИЮ АКТИВНЫХ ФОРМ 
КИСЛОРОДА ЛЕЙКОЦИТАМИ КРЫС
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Исследовали продукцию активных форм кислорода лейкоцитами крови и костного мозга в ре-
акции люминолзависимой хемилюминесценции под действием неопсонизированного зимозана 
и зимозана, опсонизированного свежей или инактивированной при 56 °C аутологичной сыво-
роткой. Установлено, что повышение показателей хемилюминесценции имеет место во всех трех 
вариантах активации фагоцитов, но в наибольшей степени оно выражено при использовании све-
жей сыворотки.
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в течение 30 мин сыворотки крови на зимозан-
индуцированную продукцию АФК лейкоцита-
ми крыс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проводили на интактных самцах 
нелинейных белых крыс в возрасте 4–6  месяцев. 
Лейкоциты крови выделяли методом седимен-
тации с 0,1% метилцеллюлозой (Sigma-Aldrich, 
США), а клетки костного мозга –  промыванием 
полости бедренной кости. При постановке ре-
акции ЛЗХЛ в стимулированном варианте в лун-
ках планшета (3915 Assay Plate 96 Well Flat botton 
Black Polysterene, Corning Inc. Costar) смешивали 
70 мкл раствора Хенкса без фенолового красно-
го, 10 мкл натриевой соли люминола (Luminol 
sodium salt, Sigma, США) на растворе Хенкса 
(конечная концентрация 2×10–4M), 10 мкл кле-
ток (25×106/мл) и 10 мкл неопсонизированного 
или опсонизированного аутологичной свежей 
или прогретой при 56 °C в течение 30 мин сыво-
роткой крови зимозана (конечные концентрации 
15, 150 и 1500 мкг/ мл). Для опсонизации зимо-
зана смесь равных объемов суспензии зимоза-
на (в концентрации 15000 мкг/мл) и сыворотки 
инкубировали при 37 °C в течение 30 мин. По-
сле трехкратного отмывания центрифугирова-
нием с избытком изотонического раствора NaCl, 
концентрацию зимозана доводили до исходной. 
В спонтанном варианте реакции ЛЗХЛ смешива-
ли те же компоненты, но вместо зимозана вноси-
ли 10 мкл раствора Хенкса. Измерение проводи-
ли на люминометре Luminoskan Ascent® Thermo 
Labsystems (тип измерения –  kinetic, integration 
time –  1000 ms, интервал –  3 мин, meas. count –  60) 
в течение 180 мин. Для статистического анализа 
использовали интегральный показатель хемилю-
минесценции за весь период измерения (integral, 
RLU). Статистический анализ проводили с ис-
пользованием методов описательной статистики 
и парного критерия Дункана.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Установлено, что внесение неопсонизиро-
ванного зимозана приводит к статистически 
значимой и дозозависимой активации продук-
ции АФК как лейкоцитами крови, так и клетка-
ми костного мозга в сравнении с показателями 
спонтанного варианта реакции ЛЗХЛ. Полу-
ченные данные подтверждают стимулирующее 
действие зимозана на продукцию АФК через 
паттернраспознающие рецепторы как клас-
сического PAMP, представляющего собой бе-

та-глю кан с бе та-1-3-гли ко зид ны ми связями. 
Установлено, что при внесении зимозана, оп-
сонизированного прогретой при 56 °C в течение 
30 мин сывороткой, продукция АФК клетками 
костного мозга дозозависимо повышается при-
мерно в два раза в сравнении с неопсонизиро-
ванным зимозаном в тех же концентрациях. Оп-
сонизирующее действие прогретой сыворотки 
на продукцию АФК лейкоцитами крови выраже-
но слабее и статистически значимо в сравнении 
с неопсонизированным зимозаном только при 
добавлении зимозана в самой высокой из иссле-
дованных концентраций (1500 мкг/ мл). Ранее 
было показано, что прогревание сыворотки кро-
ви полностью отменяет ее способность стимули-
ровать хемотаксис нейтрофилов, в то время как 
способность стимулировать адгезию и поглоще-
ние объектов фагоцитоза сохраняется [3]. В этой 
же работе методом проточной лазерной цитоме-
трии доказано отсутствие на поверхности таких 
частиц зимозана C3b-компонента комплемента 
и наличие антител класса Ig G. Установлено, 
что самая высокая активация продукции АФК 
выявляется при добавлении к клеткам костного 
мозга зимозана, опсонизированного непрогре-
той сывороткой. Интегральные показатели хе-
милюминесценции примерно в 10‒11 раз выше 
в сравнении с неопсонизированным зимозаном 
в тех же концентрациях (p<0,0001), и в 3‒6 раз 
выше в сравнении с теми же концентрациями 
зимозана, опсонизированного прогретой сыво-
роткой (p<0,002). Эта же закономерность выяв-
ляется и при исследовании продукции АФК лей-
коцитами крови, но выраженность активации 
в сравнении с миелоцитами значительно ниже.

Работа выполнена при поддержке грантов 
РФФИ № 17-44-590995, № 17-44-590404 и Ад-
министрации Пермского края, а также в рамках 
государственного задания «ИЭГМ УрО РАН», 
номер госрегистрации темы: 01201353248 и про-
граммы международных научных студенческих 
обменов International Federation of Medical Stu-
dents’ Associations (IFMSA) SCORE Research Ex-
change.
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The production of reactive oxygen species by blood leukocytes and bone marrow cells in the reaction 
of luminol-dependent chemiluminescence under the action of non-opsonized zymosan and zymosan 
opsonized with fresh or inactivated autologous serum at 56 °C was investigated. It was established that an 
increase in the chemiluminescence levels takes place in all three variants of phagocyte activation, but it is 
most pronounced when using fresh serum.
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Для инструментального исследования фаго-
цитоза и созревания фагосом, сопровождаю-
щегося их ацидификацией (снижением pH до 
4,0‒4,5), на современном этапе используются 
pH-сен си тив ные флуоресцентные красители, 
которые флуоресцируют только при низких 
значениях pH внутри фагосом, но не светят-
ся при физиологических уровнях pH вне кле-

ток [1, 2]. Наиболее часто используют грамне-
гативные и грампозитивные бактерии, частицы 
зимозана, меченые флуорохромами pHrodo™ 
green (Ex/Em 509/533 нм) и pHrodo™ red (Ex/
Em 560/585 нм) [1, 2]. Исследование фагоцито-
за с этими флуорохромами возможно методами 
конфокальной микроскопии, проточной лазер-
ной цитометрии, а при кинетической оценке 
в режиме реального времени –  с помощью со-
временных планшетных флуориметров и план-
шетных инвертированных микроскопов с се-
рийной съёмкой непосредственно в инкубаторе 
(Essen Biosciences IncuCyte FLR, IncuCyte Zoom, 
IncuCyte S3, NanoEnTek JuLI Stage) [2]. Ранее 
этот подход был адаптирован нами для проточ-
ного лазерного цитометра Guava EasyCyte (Mil-
lipore) [3].

Цель работы – исследование изменения по-
казателей фагоцитоза с маркером ацидифика-
ции фагосом pHrodo™ при зимозановом пери-
тоните у крыс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования выполнены на самцах белых 
неинбредных крыс в возрасте 3‒6 месяцев. 

ИЗМЕНЕНИЕ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ФАГОЦИТОЗА 
С МАРКЕРОМ АЦИДИФИКАЦИИ ФАГОСОМ pHrodo™ 
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Исследовали изменение показателей фагоцитоза при 12-часовом зимозановом перитоните 
у крыс методом проточной лазерной цитометрии с использованием зимозана, меченого pH-сен-
си тивным флурохромом green pHrodo™ (Thermo Fisher Scientifi c). Выявлено увеличение абсолют-
ных параметров фагоцитоза при исследовании клеток перитонеального экссудата, лейкоцитов 
крови и костного мозга у крыс с перитонитом в сравнении с интактными животными.
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Для индукции перитонита животным вводи-
ли стерильную суспензию зимозана А внутри-
брюшинно в дозе 50 мг/кг массы тела. Живот-
ных выводили из эксперимента под наркозом. 
Перитонеальные фагоциты выделяли методом 
промывания брюшной полости 20 мл среды 
199 с добавлением 20 ЕД/мл гепарина. Клетки 
костного мозга извлекали из бедренной кости 
методом промывания костномозговой полости 
2 мл среды 199. Лейкоциты крови выделяли ме-
тодом осаждения эритроцитов в 0,1% растворе 
метилцеллюлозы (Sigma-Aldrich, США). После 
двукратного отмывания центрифугированием 
и подсчёта абсолютного числа лейкоцитов в ка-
мере Нейбауэра (AC1000 Improved Neubauer, 
Hawksley, Великобритания) их концентрацию 
доводили до 25×106 клеток в 1 мл в полной пи-
тательной среды (ППС) следующего состава: 
среда RPMI-1640 без L-глу та ми на с добавлени-
ем 2 мМ GlutaMAX™, 1 мМ пирувата натрия, 1% 
заменимых аминокислот в MEM (все Gibсо®, 
Life technologies™), 10 мМ HEPES (Sigma-Al-
drich). В пробирках Эппендорф объёмом 0,2 мл 
смешивали 88 мкл ППС, 4 мкл суспензии лей-
коцитов (25×106 клеток/ мл) и 8 мкл преинкуби-
рованной для опсонизации при 37 °C в течение 
30 мин смеси равных объемов частиц зимоза-
на, меченого зеленым pHrodo™ (100×106 час-
тиц/ мл; pHrodo™ Green Zymosan Bioparticles™ 
Conjugate for Phagocytosis, Thermo Fisher Scien-
tifi c, P35365) и аутоплазмы. Параллельно стави-
ли пробы с неопсонизированными частицами 
(вместо аутоплазмы вносили ППС), а также не-
гативные контрольные пробы без объектов фа-
гоцитоза (аутофлуоресценция) и без лейкоци-
тов. Пробы инкубировали при 37 °C в течение 
120 мин, после чего пробирки помещали на лед 
и их содержимое количественно переносили 
в плоскодонные 96-лу ноч ные планшеты (Мед-
полимер, Россия), используя для отмывания 
и увеличения объема каждой пробы по 100 мкл 
охлажденного до 4˚C раствора Версена (Биолот, 
Россия) с pH, доведенной до 7,4. Анализ интен-
сивности флуоресценции проводили с помо-
щью планшетного проточного лазерного ци-
тометра Guava EasyCyte (Hayward, CA, США), 
который непосредственно позволяет оценить 
абсолютное количество клеток на микролитр 
без использования эталонных частиц благодаря 
использованию стандартизированного микро-
капилляра и высокоточного микронасоса (The 
Lee Company, США). Далее данные анализиро-
вали в программе Guava CytoSoft 5.3, где в мо-

дулях Guava Express Plus и Guava Express PRO 
проводили последовательное гейтирование 
гистограмм, полученных с датчика переднего 
светорассеяния (Forward Scatter) по количеству 
флуоресцентых событий по датчику Green Fluo-
rescence. При этом все отгейтированные клетки 
объективно отражают уровень ацидификации 
фагосом, так как при физиологических значе-
ниях pH вне клетки green pHrodo™ не флуорес-
цирует, и интенсивность флуоресценция прямо 
пропорциональна снижению pH до 4,0–4,5 при 
ацидификации фагосом. Результаты выражали 
в виде абсолютного числа флуоресцирующих 
событий на всю брюшную полость для пери-
тонеальных клеток, на костный мозг одной бе-
дренной кости для миелоцитов и на 1 мкл крови, 
которое отражает общее число клеток с ациди-
фицированными фагосомами. Статистический 
анализ проводили с помощью методов описа-
тельной статистики и t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Установлено, что у крыс с 12-часовым зи-
мозановым перитонитом фагоцитарная актив-
ность перитонеальных фагоцитов с опсонизи-
рованным и неопсонизрованным зимозаном 
статистически значимо выше, чем у интактных 
самцов крыс. Аналогичные изменения (стати-
стически значимая активация фагоцитоза) от-
мечаются и при исследовании фагоцитарной 
активности лейкоцитов крови и клеток костного 
мозга, что указывает на системный характер ак-
тивации фагоцитирующих клеток. В связи с тем, 
что длительность контакта фагоцитов с объек-
тами фагоцитоза in vitro в наших экспериментах 
составляет 120 мин (именно это время требуется 
для созревания и ацидификации фагосом), ста-
тистически значимые различия показателей аб-
солютного числа светящихся событий в пробах 
с опсонизированным зимозаном в сравнении 
с неопсонизированным отсутствуют. С учетом 
того, что по данным микроскопического анали-
за, максимальный уровень поглощения зимо-
зана (плато) достигается уже через 30 мин, при 
инкубации в течение 120 мин фактор влияния 
ли ганд-ре цеп тор ной адгезии объектов фагоци-
тоза к мембране фагоцита становится несуще-
ственным. Число светящихся событий в этих 
условиях отражает количество клеток с фагосо-
мами, подвергшимися ацидификации.

Работа выполнена при поддержке гран-
та РФФИ № 17-44-590995 и Администрации 
Пермского края, а также в рамках государствен-
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гистрации темы: 01201353248.
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Fisher Scientifi c). An increase in the absolute parameters of phagocytosis was found in the study of peri-
toneal exudate cells, blood leukocytes and bone marrow cells in rats with peritonitis in comparison with 
intact animals.

Key words: zymosan-induced peritonitis, pHrodo™, acydifi cation of phagosomes, pertoneal phago-
cytes, blood leukocytes, myelocytes



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

ОРИГИНАЛЬНАЯ СТАТЬЯ

987

Адрес: 117997, г. Москва, ул. Академика Опарина, д. 4, ФГБУ 
«Национального медицинского исследовательского центра 
акушерства, гинекологии и перинатологии имени академика 
В. И. Кулакова», Шилова Надежда Владимировна. 
Тел.: 8 916 925 78 95 (моб.).
E-mail: pumatnv@gmail.com
Авторы:
Шилова Н. В., к. х. н., с. н. с. отдела химической биологии 
гликанов и липидов ФГБУН «Института биоорганической 
химии. им. академиков М. М. Шемякина и Ю. А. Овчинни-
кова» РАН; с. н. с. лаборатории клинической иммунологии 
ФГБУ «Национального медицинского исследовательского 
центра акушерства, гинекологии и перинатологии имени 
академика В. И. Кулакова»; главный специалист по микро-
чипам ООО «Семиотик», Москва, Россия;
Хасбиуллина Н. Р., м. н. с. лаборатории химии углеводов 
ФГБУН «Института органической химии им. Н. Д. Зелин-
ского»; н. с. лаборатории клинической иммунологии ФГБУ 
«Национального медицинского исследовательского центра 
акушерства, гинекологии и перинатологии имени академи-
ка В. И. Кулакова»; специалист по микрочипам ООО «Се-
миотик», Москва, Россия;
Нокель А. Ю., к. х. н., с. н. с. лаборатории клинической им-
мунологии ФГБУ «Национального медицинского исследо-
вательского центра акушерства, гинекологии и перинато-
логии имени академика В. И. Кулакова»; главный инженер 
ООО «Семиотик», Москва, Россия;
Зиганшина М. М., к. б. н., с. н. с. лаборатории клинической 
иммунологии ФГБУ «Национального медицинского иссле-
довательского центра акушерства, гинекологии и перинато-
логии имени академика В. И. Кулакова», Москва, Россия;

Бовин Н. В., д. х. н., заведующий отделом химической биоло-
гии гликанов и липидов ФГБУН «Института биоорганиче-
ской химии. им. академиков М. М. Шемякина и Ю. А. Овчин-
никова» РАН, Москва, Россия.

Основными белками иммунной системы 
млекопитающих являются иммуноглобулины. 
Самыми малоизученными из них остаются есте-
ственные антитела (еАТ), т. е. антитела, появ-
ляющиеся без предварительной иммунизации, 
уровень которых практически не изменяется на 
протяжении жизни. Значительную часть пула 
еАТ составляют антитела к гликанам (АГАТ). Не 
менее важными для иммунной системы являют-
ся эндогенные лектины ‒ уг ле вод-свя зы ва ю щие 
белки не иммунной природы.

Исследование специфичности АГАТ и лек-
тинов было ограничено из-за недоступности 
необходимых библиотек углеводных лигандов. 
С появлением гликоэррея (PGA, printed glycan 
array) это стало возможным. Эррей наносится 
на слайд размером с предметное стекло, резуль-
тат читается с помощью флуоресцентного риде-
ра. Благодаря PGA было проведено системати-
ческое исследование репертуара АГАТ у более 
100 доноров [1]. Было установлено, что спектр 

ГЛИКОЭРРЕИ В ИЗУЧЕНИИ ГЛИКАН-БЕЛКОВОГО 
ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ

© 2019 г.      Н. В. Шилова1,2,3*,  Н. Р. Хасбиуллина1,3,4,  А. Ю. Нокель1,3, 
 М. М. Зиганшина1,  Н. В. Бовин2

*E-mail: pumatnv@gmail.com.
1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр акушерства, гинекологии 

и перинатологии имени академика В. И. Кулакова» Минздрава РФ, Москва, Россия;
2ФГБУН «Институт биоорганической химии. им. академиков М. М. Шемякина 

и Ю. А. Овчинникова» РАН, Москва, Россия;
3ООО «Семиотик», Москва, Россия;

4ФГБУН «Институт органической химии им. Н. Д. Зелинского» РАН, Москва, Россия

Поступила: 26.02.2019. Принята: 11.03.2019

Представлены возможности гликоэррея – уникального метода для изучения углевод-свя зы-
ва ю щих белков, к которым относятся основные компоненты иммунной системы млекопитаю-
щих – антитела и лектины. Показано, что эррей является гибким инструментом и может быть 
направленно изменен для решения широкого круга разнообразных задач как фундаментального, 
так и прикладного характера.

Ключевые слова: гликоэррей, гликаны, углевод-белковое взаимодействие, лектины, антитела

DOI: 10.31857/S102872210006496-0



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

988 Н. В. Шилова и др.

АГАТ человека очень широк и может быть раз-
делен на 3 основные группы: 1) консервативные 
АГАТ, присутствующие в крови практически 
всех людей и обладающие сходной специфич-
ностью и содержанием; 2) аллоантитела к груп-
поспецифическим антигенам крови и антитела 
к ксе но-ан ти ге нам; 3) пластичные антитела, уро-
вень которых может изменяться при различных 
состояниях организма (болезнь, беременность 
и т. д.). Происхождение и функции АГАТ остают-
ся пока малоизученными, однако, на основании 
полученных с помощью PGA данных в сочета-
нии с данными литературы, было сделано пред-
положение, что они могут выполнять надзорную 
функцию, элиминируя постоянно появляющие-
ся трансформированные клетки с аберрантным 
гликозилированием [1]. Было показано, что 
АГАТ, детектируемые с помощью представи-
тельного PGA, являются перспективными мар-
керами для диагностики сложных системных за-
болеваний, например, колоректального рака [2] 
и серьезной патологии беременности – преэ-
клампсии [3] с хорошими показателями чувстви-
тельности и специфичности. Так же, с помощью 
PGA мы показали, что только часть антител сы-
воротки крови человека способны взаимодей-
ствовать с белком системы комплемента, т. е. 
АГАТ, по-видимому, могут реализовывать над-
зорную функцию не только по классическим, но 
и по неканоническим механизмам. Сравнение 
специфичности АГАТ, выделенных с помощью 
аффинной хроматографии из сывороток крови 
человека, с моноклональными антиуглеводными 
антителами показало, что способность связывать 
полисахариды наряду с олигосахаридами являет-
ся, по-видимому, отличительной способностью 
еАТ. Данное наблюдение согласуется с выдвину-
той ранее гипотезой о происхождении еАТ как 
результата стимуляции их появления микробио-
той ЖКТ в первые годы жизни человека [1].

PGA позволяет проводить систематическое 
изучение специфичности лектинов ‒ весьма 
представленной в организмах млекопитающих 
группы белков, входящей в систему как врож-
денного, так и адаптивного иммунитета. С по-
мощью гликоэррея были исследованы паттерны 
специфичности галектина-8 – как дикого типа, 
так и его гомодимера, состоящего из одинаковых 
N-уг ле вод-свя зы ва ю щих доменов. Наблюдае-
мые изменения в полученных профилях позво-

лили понять, как можно влиять на функциони-
рование уг ле вод-свя зы ва ю щих доменов этого 
лектина [4]. Кроме того, мы показали, что с по-
мощью гликоэррея можно изучать специфич-
ность лектинов не только как индивидуальных 
белков, но и непосредственно на поверхности 
клетки, например, моноцитов крови человека, 
бактериальных клеток и клеток ряда клеточных 
линий, для чего были сконструированы эрреи 
с заданными свойствами, как, например, PGA 
с увеличенным размером спотов и более высо-
кой концентрацией лиганда.

Таким образом, гликоэррей является гибким 
инструментом и может быть использован для 
решения широкого круга разнообразных задач 
как фундаментального, так и прикладного ха-
рактера.

Работа поддержана грантом РФФИ № 18-04-
00749.
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Регуляторные T-лимфоциты (Tregs) играют 
важную роль в работе иммунной системы. Они 
контролируют активацию и пролиферацию им-
мунокомпетентных клеток, препятствуя, таким 
образом, развитию аутоиммунных и иммунопа-
тологических процессов. Изначально человече-
ские Tregs характеризовались как CD4+ T-клет-
ки с высоким уровнем экспрессии рецептора 
к IL-2 (CD25) и низким содержанием рецептора 
к IL-7 (CD127). Однако к настоящему времени 
стало ясно, что популяция регуляторных клеток 

высоко гетерогенна [1]. Элементы, способные 
подавлять активность других клеток присут-
ствуют не только среди CD4+ T-лимфоцитов, 
но и среди CD8+ T-клеток, γδT-клеток, B-лим-
фо ци тов. В то же время, CD4+ Tregs занимают 
лидирующее положение в подавлении ауто-
иммунных, аллергических и воспалительных 
реакций. Эксперименты с тимэктомией, про-
веденной в неонатальном периоде, показали, 
что тимус является важным источником CD4+ 
Tregs [2]. Кроме того, было установлено, что ре-
гуляторные T-лим фо ци ты могут генерироваться 
вне тимуса. В результате CD4+ Tregs были раз-
делены на тимические (tTregs) и перифериче-
ские (pTregs) [3]. Эти субпопуляции отличаются 
между собой по фенотипическим маркерам, ре-
гуляции и выполняемым функциям. Первые не-
сут маркер CD45RA, вторые –  CD45R0. Тими-
ческие Tregs направлены преимущественно на 
блокирование негативных аутоиммунных и вос-
палительных реакций. Они распознают аутоан-
тигены pTregs обеспечивают толерантность во 

РЕГУЛЯТОРНЫЕ CD4+ T-КЛЕТКИ, ВЫДЕЛЕННЫЕ 
ИЗ ПУЛОВ НАИВНЫХ КЛЕТОК, КЛЕТОК ПАМЯТИ 
И ЭФФЕКТОРНЫХ ЛИМФОЦИТОВ, СОХРАНЯЮТ 
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В группе здоровых добровольцев методом проточной цитометрии определяли субпопуляци-
онный состав CD4+ T-лимфоцитов: наивные клетки, клетки центральной и эффекторной памя-
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взаимоотношениях «мать-плод», контролируют 
реакции против вирусов, бактерий, паразитов 
и пересаженных чужеродных тканей. Их рецеп-
торы реагируют на чужеродные пептиды.

Вместе с тем, основная масса T-лимфоцитов 
после выхода из тимуса проходит несколько 
стадий развития: наивные клетки, клетки цен-
тральной и эффекторной памяти, терминально 
дифференцированный эффекторы. Все эти суб-
популяции содержат в своем составе Tregs. 

Целью настоящего исследования была оцен-
ка свойств CD4+ Tregs, выделенных из раз-
личных субпопуляций периферических CD4+ 
T-лим фоцитов человека.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Мононуклеарные клетки периферической 
крови были получены от 23 здоровых доброволь-
цев (15 женщин и 8 мужчин) в возрасте 32 лет 
(медиана; интерквартильный размах: 28‒39 лет). 
Жизнеспособные клетки делили пополам и окра-
шивали двумя наборами антител. В первом ва-
рианте использовали митохондриальные кра-
сители MitoTracker™ Green FM и MitoTracker™ 
Orange CM-H2TMRos (Invitrogen, США), и кок-
тейль антител для поверхностного окрашивания, 
содержащий анти-CD25-BUV395, анти-CD127-
BV786, анти-CD39-BV711, анти-CD71-BV421, 
анти-CD3-AF700, (Becton Dickinson, США), 
анти-CD45RA-BV650, анти-GARP-PE-Cy7, анти- 
LAP-APC (Biolegend, США), анти-CD4-Qdot605 
и LIVE/DEAD® Fixable Aqua Dead Cell Stain 
Kit (Invitrogen, США). Во втором варианте до-
бавляли коктейль антител, содержащий анти-
CD25-BUV395, анти-CD127-BV786, анти-CD39-
BV711, анти-CD71-BV421, анти-CCR7-PE-Cy7, 
анти-CD3-AF700 (Becton Dickinson, США), 
анти-CD45RA-BV650 (Biolegend, США), анти-
CD4-Qdot605 и LIVE/DEAD® Fixable Aqua Dead 
Cell Stain Kit (Invitrogen, США). После инкуба-
ции, отмывания и фиксации/пермеабилизации 
клетки окрашивали анти-PGC1α-FITC (Novus 
Biologicals, Великобритания) и анти-FoxP3-PE 
(eBioscience™, США) Измерение проводили на 
проточном цитофлюориметре Fortessa (Becton 
Dickinson, США).

В пуле мононуклеарных клеток перифериче-
ской крови определяли: наивные Т-лим фо ци ты 
(CD3+CD4+CD45RA+CCR7+), Т-клет ки цент-
ральной памяти (CD3+CD4+CD45RA–CCR7+) –  
CM, Т-клетки эффекторной памяти (CD3+ CD4+ 

CD45RA–CCR7–)  – EM и терминально диф фе рен-

ци рованные лимфоциты (CD3+CD4+CD45RA+ 

CCR7–) –  TD.

РЕЗУЛЬТАТЫ

У здоровых лиц абсолютное содержание CD4+ 
T-клеток крови распределилось следующим об-
разом: наивные – 429/мкл; CM –  304/ мкл; EM –  
190/мкл; TD –  14/мкл. Численность Tregs в тех 
же субпопуляциях: наивные – 18/мкл; CM –  
18/ мкл; EM – 16/мкл; TD – 1,4/мкл. Относи-
тельное содержание CD4+FoxP3+ Tregs в попу-
ляциях оказалось следующим: наивные –  4,2%; 
CM – 6,0%; EM –  8,6%; TD –  10,1%. Таким обра-
зом, абсолютная численность CD4+ Tregs в трех 
субпопуляциях CD4+ T-клеток (наивных, CM 
и EM) у взрослых здоровых людей находится 
приблизительно на одном уровне. В пуле эффек-
торных CD4+ T-лим фо цитов она снижена более, 
чем в 10 раз. При этом относительное содержа-
ние Tregs растет в процессе антиген-зависимой 
дифференцировки CD4+ T-клеток.

Известно, что активность Tregs зависит от 
экспрессии целого ряда поверхностных и вну-
тренних структур, определяющих супрессорный 
потенциал этих клеток. Среди них: трансфери-
новый рецептор CD71, отражающий вхождение 
в пролиферацию; GARP/LAP комплекс, инду-
цирующий секрецию TGF-β; CD39 и CD73, реду-
цирующие внеклеточные молекулы АТФ и АДФ 
до АМФ (CD39) и АМФ до аденозина (CD73). 
Последнее ведет к подавлению продукции про-
воспалительных цитокинов эффекторными клет-
ками и стабилизации функции самих Tregs.

Мы установили, что комплекс GARP/LAP 
экспрессируется как на CD4+ Tregs, так и на дру-
гих CD4+ T-лимфоцитах. Относительное содер-
жание GARP/LAP-позитивных элементов сре-
ди CD4+ Tregs составило 3,7%, среди всего пула 
CD4+ T-клеток –  2,3%. Меньше всего клеток, 
экспрессирующих GARP/LAP было среди наи-
вных лимфоцитов: 2,3% и 1,5% соответствен-
но. Из всех CD4+ T-клеток памяти GARP/LAP 
определялся у 3,7%, а из всех CD4+CD45RA– 
Tregs –  у 5,9%. Таким образом, у CD4+ Tregs экс-
прессия комплекса, индуцирующего секрецию 
TGF-β, соответствует уровню его экспрессии 
в той субпопуляции CD4+ T-клеток, из которой 
Tregs были выделены. Подтверждением этому 
стали результаты корреляционного анализа. 
Связь между уровнем GARP/LAP-позитивных 
CD4+ T-лимфоцитов и GARP/LAP-позитивных 
CD4+ Tregs была сильной и статистически вы-
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соко значимой. Эта зависимость была установ-
лена для общей популяции CD4+ T-клеток, для 
наивной субпопуляции и субпопуляции клеток 
памяти. Во всех случаях коэффициент корреля-
ции (R) был выше 0,850; р<0,001.

Аналогичные результаты были получены по 
экспрессии CD71. CD4+ T-клетки памяти со-
держали в своем составе больше лимфоцитов 
с маркером CD71, чем наивные CD4+ T-клет ки. 
При этом Tregs, выделенные из любой субпо-
пуляции (наивных, CM, EM и TD) содержали 
больше CD71-позитивных элементов, чем дру-
гие клетки. Для каждой из этих субпопуляций 
вновь были установлены статистически зна-
чимые позитивные связи между содержанием 
CD71-экс прес сирующих элементов среди всех 
CD4+ T-клеток и среди CD4+ Tregs. Во всех слу-
чаях R>0,699; P<0,001. При исследовании экс-
прессии CD39 обнаружилось, что этот маркер, 
в отличие от CD71, шире представлен на наи-
вных CD4+ T-клетках по сравнению с CD4+ 
T-клет ка ми памяти. Однако вновь самая боль-
шая доля CD39-позитивных лимфоцитов во всех 
субпопуляциях наблюдалась среди Tregs. При 
этом прямые зависимости между экспрессией 
CD39 в общем пуле клеток и в пуле Tregs были 
характерны для всех четырех субпопуляций 
(от R>0,629 (P<0,01) до R>0,860 (P<0,001)).

Концентрация PGC-1α была относительно 
низкой в наивных CD4+ T-клетках, а наиболее 
высокой в CD4+ T-клетках эффекторной памяти. 
Внутриклеточное содержание этого транскрип-
ционного коактиватора оказалось единствен-
ным параметром, уровень которого в общем 
пуле CD4+ T-лим фо ци тов был выше, чем пуле 
CD4+ Tregs. Это различие отмечено всех четырех 
субпопуляций. Вместе с тем, выраженность экс-
прессии PGC-1α в общем пуле CD4+ T-кле ток 

и в пуле CD4+ Tregs была сопряжена, а R в каж-
дой из субпопуляций превышал 0,730 (P<0,001). 
Известно, что PGC-1α активирует работу мито-
хондрий, а также запускает их регенерацию [4]. 
Исходя из этого, можно было бы ожидать мень-
шую активность этих органелл у Tregs в сравне-
нии с таковой в общем пуле CD4+ T-лим фо ци-
тов. Однако обнаружилось, что и масса, и заряд 
митохондрий у CD4+ Tregs были выше, чем 
у CD4+ T-кле ток общего пула. Это характерно 
и для наивных элементов, и для клеток памяти. 
Более того, мы установили, что параметры ми-
тохондрий Tregs жестко коррелировали с па-
раметрами митохондрий CD4+ T-лим фо ци тов 
общего пула.

Таким образом, нами впервые представлены 
данные о том, что у здоровых людей CD4+ Tregs, 
выделенные из разных субпопуляций CD4+ 
T-лимфоцитов не только функционально связа-
ны с состоянием этих субпопуляций, но и пре-
восходят CD4+ T-клетки «материнского» пула по 
активационным и энергетическим параметрам.

Работа выполнена в рамках государствен-
ного задания; номер госрегистрации темы: 
01201353249.
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In the blood of healthy volunteers, CD4+ T-lymphocyte subsets (naïve cells, central and eff ector 
memory cells, terminally diff erentiated eff ectors) were determined by fl ow cytometry. Using CD25, 
CD127, and FoxP3 molecules, regulatory T-lymphocytes (Tregs) were identifi ed within each subset. Mi-
tochondrial mass and charge, as well as the expression of CD71, CD39, GARP, LAP, and transcriptional 
co-activator PGC-1α regulating energy metabolism were assessed within each subset’s total cell pool and 
Tregs isolated from the appropriate subset. Correlation analysis showed that the Treg activation pheno-
type refl ects the one of the parent subset. Furthermore, strong links between the energy indices of Tregs 
and the appropriate T-cell subset were established.
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Особо актуальным является поиск взаи-
мосвязей между лабораторными показателями 
и выраженностью клинических проявлений 
при хронической ишемии головного мозга с по-
следующим поиском наиболее информативных 

показателей для своевременной оценки тяжести 
заболевания и прогнозировании исхода [1‒4].

В этой связи целью исследования стало опре-
деление взаимосвязей между параметрами им-
мунного и метаболического статуса у пациентов 
с хронической ишемией головного мозга I‒II 
стадии до лечения.

ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ МЕТОДЫ

В исследование были включены 104 пациен-
та, госпитализированных в неврологическое от-
деление БМУ «Курская областная клиническая 
больница» с хронической ишемией мозга (ХИМ) 
на фоне гипертонической болезни II стадии, 
разделенных поровну по I и II стадии заболе-
вания. Оценку лабораторных данных осущест-
вляли до начала лечения. Получали плазму пе-
риферической крови и эритроцитарную массу, 
где определяли сорбционную способность эри-
троцитов (ССЭ) и сорбционную емкость гли-
кокаликса (СЕГ). В плазме крови и эритроци-
тах выявляли содержание ацилгидроперекисей 

ВЗАИМОСВЯЗЬ ИММУННЫХ И МЕТАБОЛИЧЕСКИХ 
НАРУШЕНИЙ ПРИ ХРОНИЧЕСКОЙ ИШЕМИИ 
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В исследование было включено 104 пациента, госпитализированных в неврологическое от-
деление БМУ «Курская областная клиническая больница» с хронической ишемией мозга (ХИМ) 
на фоне гипертонической болезни II стадии, разделенных поровну по I и II стадии заболевания. 
В крови (плазма, нейтрофилы и эритроциты) определяли параметры иммунного и метаболиче-
ского статуса с оценкой взаимосвязей между изученными показателями. У пациентов с ХИМ 
I и II стадии установлено, что достоверных взаимосвязей больше у пациентов с ранней стадией 
заболевания (30) по сравнению с таковыми у пациентов с ХИМ II стадии, что, вероятно, свиде-
тельствует о большей дезадаптации механизмов поддержания иммунного и метаболического го-
меостаза у пациентов с ХИМ II стадии, по сравнению с больными I стадией болезни.

Ключевые слова: хроническая ишемия мозга, взаимосвязь иммунных и матаболиче6ских па-
раметров
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и малонового диальдегида (АГП, МДА), общую 
антиокислительную активность (ОАА), актив-
ность супероксиддисмутазы (СОД), и каталазы. 
В плазме определяли уровень стабильных мета-
болитов оксида азота (СМON), неоптерина, эн-
дотелина-1 (ЭДТ-1), эритропоэтина (ЭП), церу-
лоплазмина (ЦП) и С-реактивного белка (СРБ). 
Цитокины (TNFα, IL-1β, IL-6, IL-8, IFNγ, IL-2, 
IL-17, IL-18, G-CSF, IL-4, IL-10, IL-1RA) выяв-
ляли методом ИФА с использованием наборов 
ЗАО «Вектор-Бест» (Россия), компоненты си-
стемы комплемента (С3, С3а, С4, С5, С5а) и фактор 
Н –  диагностическим набором ООО «Цитокин» 
(Россия). Активность С1-ин ги би то ра опреде-
ляли хромогенным методом. Фагоцитарную 
активность нейтрофилов оценивали, опреде-
ляя фагоцитарный индекс (ФИ), фагоцитарное 
число (ФЧ) и индекс активности фагоцитоза 
(ИАФ), активность кис ло род-за ви си мых систем 
фотометрически по реакции восстановления 
нитросинего тетразолия (НСТ-тест), спонтан-
ного и стимулированного зимозаном (НСТ-сп., 
НСТ-ст.), индексу стимуляции и функциональ-
ному резерву нейтрофилов (ИСН, ФРН). Взаи-
мосвязи между исследованными лабораторны-
ми параметрами устанавливали на основании 
факторного анализа, кластерного анализа и ко-
эффициента ранговой корреляции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

У пациентов с ХИМ I стадии установлены 
следующие достоверные взаимосвязи между 
изученными показателями иммунного и ме-
таболического статусов на системном уровне 
между: МДА и IL-10 (r=0,60); МДА и фактор 
Н (r= –0,60); ОАА и IL-1RA (r= –0,64); СОД 
и IL-6 (r=0,71); СОД и IL-8 (r= –0,74); СОД 
и С1-инг. (r= –0,62); каталаза и IL-1RA (r=0,64); 
каталаза и С5 (r= –0,65); каталаза и фактор Н 
(r= –0,62); каталаза и НСТ-сп. (r= –0,70); ката-
лаза и НСТ-ст. (r= –0,66); ЦП и IL-2 (r=0,64); 
ЦП и НСТ-сп. (r=0,65); неоптерин и фактор Н 
(r= –0,62); ЭНД-1 и IL-10 (r=0,82); СРБ и фак-
тор Н (r= –0,74); СРБ и НСТ-сп. (r= –0,67).У 
больных с I стадией ХИМ определены досто-
верные взаимосвязи между показателями им-
мунного статуса и метаболического статуса эри-
троцитов между: МДА и IL-10 (r= –0,64); АГП 
и IL-2 (r=0,69); АГП и С3 (r= –0,65); каталаза 
и С3 (r=0,72); СМON иС5 (r=0,63); СЕГ и TNFα 
(r=0,64); ССЭ и С5 (r= –0,70). У пациентов со 

II стадией заболевания установлены следующие 
достоверные взаимосвязи между изученными 
показателями иммунного и метаболического 
статусов на системном уровне между АГП и IFNγ 
(r= –0,72); АГП и НСТ-сп. (r= –0,69); СОД 
и IL-10 (r= –0,60); каталаза и IL-17 (r=0,60); ЦП 
и С3 (r=0,65); неоптерин и ФЧ (r= –0,74); ЭДТ-1 
и фактор Н (r=0,60); СРБ и IL-2 (r=0,68); СМON 
и IL-10 (r= –0,61); СМON и С5а (r= –0,72). У боль-
ных ХИМ II стадии определены достоверные 
взаимосвязи между показателями иммунного 
статуса и метаболического статуса эритроци-
тов: между АГП и IFNγ (r= –0,72); АГП и НСТ-
сп. (r=0,69); СОД и IL-10 (r= –0,60); каталаза 
и IL-17 (r=0,60); СМON иС3 (r=0,65); СЕГ и ФЧ 
(r= –0,74); ССЭ и фактором Н (r=0,60). Оце-
нивая сумму взаимосвязей между изученными 
показателями иммунного и метаболического 
статусов у пациентов с ХИМ I и II стадии нами 
установлено, что достоверных взаимосвязей 
больше у пациентов с ранней стадией заболева-
ния (30) по сравнению с таковыми у пациентов 
с ХИМ II стадии, что, вероятно, свидетельству-
ет о большей дезадаптации механизмов поддер-
жания иммунного и метаболического гомеоста-
за у пациентов с ХИМ II стадии, по сравнению 
с больными I стадией болезни.
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The study included 104 patients hospitalized in the neurological department of the Kursk Regional 
Clinical Hospital with chronic cerebral ischemia (CCI) against the background of hypertension of the II 
stage, equally divided by the I and II stages of the disease. In the blood (plasma, neutrophils and eryth-
rocytes), the parameters of the immune and metabolic status were determined with an assessment of the 
relationship between the studied parameters. In patients with CCI stage I and stage II it is established 
that there are more reliable interrelations in patients with early stage of the disease compared with those 
in patients with stage II, and this probably indicates a greater disadaptation of the mechanisms for main-
taining immune and metabolic homeostasis in patients with CCI stage II, compared with patients with 
stage I disease.
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ВВЕДЕНИЕ

Макрофаги (Мф) играют важную роль в фи-
брогенезе. Одним из механизмов, которыми 
они опосредуют свои анти- и профибротиче-
ские свойства, является продукция металло-
протеиназ (ММРs) и их тканевых ингибиторов 
(TIMPs) [1]. Однако данные о продукции MMPs 
и TIMPs различными подтипами Мφ немного-
численны и противоречивы.

Целью данной работы явилась сравнитель-
ная характеристика М1, М2а и М2с Мф по про-
дукции ММР-9 и TIMP-1.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

 В исследование были включены 9 здоровых 
доноров в возрасте 22‒49 лет. Макрофаги полу-
чали из адгезивной фракции мононуклеарных 
клеток (МНК) периферической крови доноров 
путем культивирования в обогащенной среде 
RPMI-1640 в присутствии 50 нг/ мл ГМ-КСФ 
с добавлением 10% сыворотки плодов коро-
вы в течение 7 дней. Поляризующие стимулы 
(10 мкг/мл LPS для М1, 20 нг/ мл IL-4 для М2а, 
50 нг/ мл дексаметазона (Dex) для М2с) добав-
ляли на 5-й день. Уровень продукции MMP-9 
и TIMP-1 определялся в 7-суточных суперана-
тантах Мф с использованием соответствующих 
ELISA kit (R&D Systems Inc., USA) в соответ-
ствии с инструкцией производителя. Статисти-
ческую обработку данных проводили при помо-
щи программного обеспечения STATISTICA 6.0. 
Полученные результаты представлены в виде 
медианных значений (Ме) с указанием интерк-
вартильных диапазонов (IQR); различия счита-
лись значимыми при p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ содержания ММР-9 в супернатантах, 
полученных от различных подтипов ГМ-КСФ-
дифференцированных Мφ, показал, что уровень 
ММР-9 в культурах М2а и М2с макрофагов пре-

СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПРОДУКЦИИ ММР-9 
и TIMP-1 РАЗЛИЧНЫМИ ПОДТИПАМИ МАКРОФАГОВ
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В работе приведена сравнительная характеристика продукции ММР-9 и TIMP-1 различными 
подтипами макрофагов (Мφ), дифференцированными в присутствии ГМ-КСФ и поляризован-
ными в М1, М2а и М2с клетки. Было показано, что все исследуемые подтипы Мφ продуцировали 
как ММР-9, так и TIMP-1. В то же время соотношение ММР-9/TIMP-1 было достоверно выше 
у М2с Мφ по сравнению с М1 и М2а, что может указывать на важную роль М2с макрофагов в про-
цессах ремоделирования и ограничения фиброза.
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вышал таковой в культурах М1 (4,3 нг/ мл, IQR 
3,5–6,1). При этом наибольшее содержание 
ММР-9 выявлялось в культурах М2а (5,5 нг/ мл, 
IQR 3,9–7,4), а М2с продуцировали сопостави-
мые количества ММР-9 (5,2 нг/мл, IQR 3,8–7,2) 
(p>0.05).

Уровень TIMP-1 был максимальным в куль-
турах М2а (0,67 нг/мл, IQR 0,28–0,68) и сопо-
ставимым – в культурах М1 Мф (0,62 нг/мл, 
IQR 0,47–1,05), в то время как М2с Мф отлича-
лись наименьшей продукцией (0,49 нг/мл, IQR 
0,09–0,74) (p>0.05).

Анализ соотношения MMP-9/TIMP-1 пока-
зал, что наибольшие значения MMP-9/TIMP-1 
были характерны для М2с Мф (9,7; IQR 4,7–
43,1), в то время как М1 и М2а Мф отличались 
достоверно наименьшими значениями: 7,42 
(IQR 3,6–7,2) для М1 (р=0,045) и 9,0 (IQR 4,2–
16,8) для М2а (р=0,045).

ММРs отвечают за разрезание компонентов 
внеклеточного матрикса, преимущественно, 
коллагена, а TIMPs, связываясь с активными 
сайтами ММРs, ингибируют их действие. Баланс 
этих молекул в организме регулирует процессы 
синтеза и деградации соединительной ткани, 
а его нарушение может приводить к развитию 
фиброза –  избыточной продукции и отложению 

внеклеточного матрикса [2]. В настоящем ис-
следовании показано, что все исследуемые под-
типы ГМ-КСФ-дифференцированных Мф (М1, 
М2а, М2с) способны к продукции как ММР-9, 
так и TIMP-1, то есть проявляют как про-, так 
и антифибротическую активность. В то же время 
М2с Мф отличались наименьшей продукцией 
TIMP-1 и, соответственно, наибольшим значе-
нием соотношения ММР-9/TIMP-1. Считается, 
что М2с Мф появляются преимущественно на 
последней стадии физиологической репарации 
тканей (фазе ремоделирования) [3], поэтому 
значительное преобладание ММР-9 над TIMP-1 
может говорить о способности этих клеток огра-
ничивать процесс фиброза, препятствуя тем са-
мым развитию патологической репарации.
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The paper presents a comparative characterization of the MMP-9 and TIMP-1 production by various 
subsets of macrophages (Mφ) diff erentiated in the presence of GM-CSF and polarized into M1, M2a 
and M2c cells. It was shown that all the studied Mφ subtypes produced both MMP-9 and TIMP-1. At 
the same time, the MMP-9 / TIMP-1 ratio was signifi cantly higher in M2c Mφ compared to M1 and 
M2a, which may indicate the important role of M2c macrophages during tissue remodeling and restric-
tion of fi brosis.
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АКТУАЛЬНОСТЬ И ЦЕЛЬ РАБОТЫ

Лихорадка Эбола или болезнь, вызванная ви-
русом Эбола (БВВЭ), ‒ это острое заболевание, 

сопровождающееся высоким уровнем летально-
сти. Возбудителем заболевания являются РНК-
содержащие вирусы, принадлежащие к семей-
ству Filoviridae, род Ebolavirus. Первые вспышки 
БВВЭ были зарегистрированы в 1976 г. сначала 
в Заире и почти одновременно в Судане, по-
сле чего в странах Центральной Африки про-
исходили спорадические вспышки, которые 
удавалось оперативно ликвидировать. Вспыш-
ка БВВЭ в западной Африке в 2014‒2015 гг. 
оказалась на порядок более масштабной, что 
способствовало принятию мер по противодей-
ствию этой инфекции, в том числе направлен-
ных на разработку профилактических вакцин. 
Существует множество подходов к созданию 
вакцин против вируса Эбола, включая ДНК-
вак ци ны, субъединичные вакцины, а также 
вакцины на основе реплицирующихся и нере-
плицирующихся вирусных векторов. Одним из 
перспективных направлений в разработке про-
тивовирусных вакцин является конструирова-
ние ДНК-вак цин, кодирующих искусственные 
полиэпитопные иммуногены. Такие вакцины 
представляют собой комбинацию эпитопов из 

ИССЛЕДОВАНИЕ ИММУНОГЕННОСТИ ДНК-ВАКЦИННЫХ 
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разных вирусных белков и объединенных в со-
ставе одной молекулы. Ранее с использовани-
ем оригинального программного обеспечения 
TEpredict/PolyCTLDesigner мы провели дизайн 
двух полиэпитопных Т-клеточных иммуноге-
нов EV.CTL и EV.Th, содержащих цитотоксиче-
ские (CTL) и Т-хелперные эпитопы (Th) белков 
вируса Эбола [1]. Гены, кодирующие спроекти-
рованные антигены, были клонированы в эука-
риотическом векторе pcDNA3.1. Мы показали, 
что полученные рекомбинантные плазмиды 
pEV.CTL и pEV.Th –  кандидаты ДНК-вакцины 
против вируса Эбола ‒ обеспечивают синтез 
целевых мРНК и белков в культуре эукариоти-
ческих клеток.

Целью настоящей работы явилось изучение 
способности полученных ДНК-вакцинных кон-
струкций индуцировать специфический иммун-
ный ответ на модели лабораторных животных.

ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ МЕТОДЫ

При иммунизации использовались 5–6-не-
дельные мыши BALB/c (самки) весом 16–18 г. 
Мышей иммунизировали внутримышечно трех-
кратно с интервалом две недели дозой 100 мкг 
ДНК-вак ци ны. Через две недели после послед-
ней иммунизации у животных удаляли селезен-
ки, из которых выделяли спленоциты для анализа 
иммунного ответа Т-кле ток. Для оценки иммун-
ного ответа мышей после иммунизации ДНК-
вак ци на ми использовали два метода: ELISpot 
и ICS. Стимуляцию спленоцитов осуществляли 
с использованием смеси синтетических пепти-
дов, входящих в состав сконструированных ан-
тигенов. Анализ IFNγ ELISpot проводили с ис-
пользованием набора Becton Dickinson (США) 
в соответствии с инструкцией производителя. 
ICS выполняли в соответствии со стандартным 
протоколом BD Biosciences.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты, полученные с помощью IFNγ 
ELISpot показали, что индукция специфиче-
ского Т-клеточного ответа происходит в груп-
пах мышей, иммунизированных как смесью 
ДНК-вак цин ных конструкций (pEV.CTL+pEV.
Th), так и конструкцией pEV.CTL, кодирую-
щей по ли-CTL-эпи топ ный антиген. Однако, 

статистически значимые отличия от обоих от-
рицательных контролей (неиммунизированные 
мыши и мыши, иммунизированные вектор-
ной плазмидой pcDNA3.1) наблюдались только 
в группе (pEV.CTL+pEV.Th). При этом резуль-
таты, полученные с помощью ICS показали, что 
в отношении индукции IFNγ-про ду ци рую щих 
CD8+ T-лимфоцитов статистически значимые 
отличия от контроля были обнаружены в груп-
пах животных, иммунизированных как pEV.
CTL, так и смесью (pEV.CTL+pEV.Th) вакцин-
ных конструкций, тогда как в отношении ин-
дукции IFNγ-продуцирующих CD4+ T-хел пе ров 
достоверный ответ наблюдался только в группе, 
иммунизированной смесью вакцинных кон-
струкций (pEV.CTL+pEV.Th). Тот факт, что 
максимальные ответы IFNγ-продуцирующих 
CD8+ T-лимфоцитов (p=0,024) и CD4+ T-клеток 
(p=0,012) были зарегистрированы в группе жи-
вотных, иммунизированных смесью вакцинных 
конструкций, возможно, обусловлен синергети-
ческим эффектом CD8+ и CD4+ Т-лим фо ци тов. 
Известно, что одним из недостатков ДНК-вак-
цин ных векторов является их не высокая им-
муногенность. Поэтому, для повышения эф-
фективности исследуемых вакцин следующим 
этапом нашей работы станет использование спе-
циальных средств доставки плазмид, в частности 
дендримеров, которые представляют собой ис-
кусственные полимеры, имеющие сферическую 
структуру, содержащие плотное ядро и различ-
ные функциональные группировки на поверхно-
сти. Основные преимущества дендримеров, как 
средства доставки –  их стабильность, высокий 
молекулярный вес, монодисперсность, низкая 
вязкость, наличие заряженных концевых групп.

Исследование проводилось в рамках выпол-
нения государственного задания ГЗ-25/16.
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The lack of eff ective vaccines against Ebola virus initiates a search for new approaches to solving 
this problem. One of the promising directions in development of antiviral vaccines based on designing 
DNA-vaccines encoding artifi cial polyepitope immunogens. Previously, using the original software, we 
designed two polyepitopic T-cell immunogens containing cytotoxic and T-helper epitopes of Ebola vi-
rus and showed that DNA vaccines based on them provide synthesis of target mRNA and proteins in a 
culture of eukaryotic cells. As part of this work, we have shown that engineered DNA vaccine constructs 
induce virus-specifi c responses of CD4+ and CD8+ T-lymphocytes in immunized mice.
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Меланома является наиболее опасным злока-
чественным новообразованием кожи. На долю 
меланомы приходится всего 1% от всех злокаче-
ственных новообразований, но до 80% леталь-
ных исходов [1]. Низкая эффективность лечения 
связана с ранним метастазированием и фор-
мированием резистентности к классическим 
методам терапии. Высокая иммуногенность 
меланомных опухолей, обусловленная спец-
ифическими антигенами (Melan-A/MART-1, 
gp100, тирозиназа, MAGE-3 и NY-ESO-1 и др.), 
дает надежду на создание эффективной тера-
певтической вакцины [2]. Многообещающим 

подходом к лечению больных с онкологически-
ми заболеваниями является ДНК-вак ци на ция, 
направленная на активацию цитотоксических 
CD8+ Т-лим фо ци тов, главных эффекторных 
клеток противоопухолевого иммунитета [3]. Ра-
нее нами был проведен теоретический дизайн 
последовательностей двух искусственных имму-
ногенов, содержащих цитотоксические (CD8+ 
CTL) и хелперные (CD4+ Th) Т-кле точ ные эпи-
топы шести меланомных антигенов (NY-ESO-1, 
MART-1, MAGE-A1, MAGE-A11, MAGE-A3 
и MAGE-C1). Иммуноген MEL-TCI содержит 
эпитопы, рестриктированные наиболее распро-
страненными аллельными вариантами молекул 
HLA I класса. MEL-A0201 содержит эпитопы, 
рестриктированнные молекулами HLA-A*02:01. 
Спроектированные гены были синтезированы 
и клонированы в составе плазмиды pcDNA3.1. 
В качестве положительного контроля использо-
валась плазмида, кодирующая полноразмерный 
антиген клеток меланомы MART-1. Экспрессия 
целевых генов в составе плазмидных ДНК была 
подтверждена с помощью ОТ-ПЦР, иммуно-
блоттинга и внутриклеточного окрашивания 
продукта экспрессии специфическими МКА 
29F2 к бел ку-мар керу p24 [4].

РАЗРАБОТКА КАНДИДАТНОЙ СИНТЕТИЧЕСКОЙ ВАКЦИНЫ 
ДЛЯ ИММУНОТЕРАПИИ МЕЛАНОМЫ
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Меланома является наиболее опасным злокачественным новообразованием кожи, отличается 
быстрыми темпами роста и высокой частотой формирования метастазов. Для клеток меланомы ха-
рактерно присутствие раковых антигенов на поверхности. В связи с этим существует возможность 
разработки вакцины против меланомы. Ранее в ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» были созданы ДНК-
конструкции, кодирующие искусственные полиэпитопные иммуногены MEL-A0201 и MEL-TCI, 
содержащие Т-клеточные эпитопы из шести антигенов меланом. В данной статье представлены 
результаты исследования способности созданных ДНК-конструкций индуцировать противоопу-
холевый иммунный ответ.
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Цель исследования: оценить способность 
ДНК-конструкций pMEL-TCI и pMEL-A0201, 
кодирующих искусственные полиэпитопные 
антигены меланомы, индуцировать противоо-
пухолевый ответ в системе индукции Т-кле точ-
но го ответа ex vivo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Способность полученных плазмидных ДНК 
индуцировать противоопухолевый иммунный 
ответ изучалась ex vivo с использованием моно-
нуклеарных клеток (МНК) периферической 
крови человека. МНК HLA-A*02:01+ доноров 
выделяли из лейкомассы на градиенте плот-
ности фиколла. Прилипшую фракцию клеток 
культивировали в присутствии коктейля ци-
токинов до стадии зрелых дендритных клеток 
(ДК) [5]. На стадии незрелых ДК проводилась 
процедура магнитной трансфекции. Зрелые ДК, 
трансфицированные плазмидами pMEL-TCI, 
pMEL-A0201, pcDNA-MART1, pcDNA3.1, под-
вергались совместному культивированию с не-
прилипшей фракцией МНК (в соотношении 
ДК: МНК = 1:10). Уровень продукции гранзима 
В аутологичными CD8+ Т-лимфоцитами в со-
вместной культуре МНК+ДК изучался с по-
мощью метода проточной цитофлюориметрии. 
Анализ цитотоксической активности эффектор-
ных клеток проводился с помощью измерения 
активности лактатдегидрогеназы (ЛДГ), высво-
бождаемой из поврежденных кле ток-ми ше ней, 
в качестве которых использовались клетки ме-
ланомы линии Mel Is.

РЕЗУЛЬТАТЫ

 Показано, что дендритные клетки HLA- 
A*02:01+ доноров, трансфицированные ДНК-
кон струк ци я ми pMel-A0201 и pMel-TCI, 
способны стимулировать цитотоксическую ак-
тивность аутологичных МНК по отношению 
к клеткам меланомы Mel Is. При этом, как по 
эффективности индукции цитотоксического 
ответа, так и по стимуляции продукции гранзи-

ма В, pMel-A0201 достоверно превзошла ДНК-
кон струк цию, кодирующую белок MART-1.

ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные результаты свидетельствуют 
о том, что искусственные полиэпитопные анти-
гены способны индуцировать иммунный ответ 
в отношении клеток меланомы человека. Обна-
ружение в совместных культурах МНК и транс-
фицированных ДК популяции CD8+ Т-лим-
фо ци тов, продуцирующих гранзим, позволяет 
предположить, что цитотоксическая активность 
эффекторных лимфоцитов, опосредована ак-
тивностью гранзима B. Данный подход может 
использоваться не только для разработки им-
мунотерапевтических вакцин от меланомы, но 
и от других онкологических заболеваний.
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Грипп остается одной из наиболее актуаль-
ных проблем современного здравоохранения. 
По данным экспертов Всемирной организации 
здравоохранения (ВОЗ) ежегодно гриппом пере-
болевают до 10% взрослого населения и до 30% 
детей, до миллиона человека погибают от ин-
фекции или ее осложнений [1]. Кроме того, эпи-
демии наносят значительный экономический 
ущерб, а новые вирусы с пандемическим или 
эпизоотическим потенциалом могут появиться 
в любом месте в любое время.

Для специфической иммунопрофилакти-
ки ежегодных эпидемий используют сезонные 
гриппозные вакцины. В связи с высокой измен-
чивостью вируса регулярно, практически каждый 
эпидемический сезон, появляются новые вари-
анты гриппа, и, как следствие, для обеспечения 
эффективности вакцин необходимо обновлять 

штаммовый состав. В итоге, своевременная про-
филактика с использованием вакцин –  основной 
способ борьбы с гриппом, а также подготовки 
к возможной пандемии.

Под эгидой ВОЗ выстроена система, консоли-
дирующая эпидемиологические и вирусологиче-
ские данные по гриппу по всему миру, а также 
по эффективности вакцин в течение текущего 
эпидемического сезона. На основе этих данных 
эксперты ВОЗ принимают решение по рекомен-
дации определенных штаммов для включения 
в состав сезонных вакцин [2]. Фактически реко-
мендации издаются 2 раза в год –  в феврале для 
следующего эпидемического сезона Северного 
полушария (СП) и в сентябре – для сезона Юж-
ного Полушария (ЮП). Следует, однако, отме-
тить, что позиция ВОЗ носит рекомендательный 
характер – национальные органы здравоохра-
нения вправе корректировать уже непосред-
ственно требования к сезонным гриппозным 
вакцинам.

После объявления штаммового состава работа 
не останавливается, а, наоборот, только расши-
ряется: разрабатываются высокопродуктивные 
штам мы-ре ас сор тан ты, готовятся стандартные 
реактивы (антигены, сыворотки), а производи-
тели вакцин занимаются прикладными иссле-
дованиями и разработками в части оптимизации 

ОБНОВЛЕНИЕ ШТАММОВОГО СОСТАВА 
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технологии под новые штаммы и повышения 
урожайности.

Анализ рекомендаций ВОЗ за время суще-
ствования системы рекомендаций показал, что, 
в целом, штамм меняется 1 раз в год для эпиде-
мического сезона СП и ЮП. Следует отметить, 
однако, что в последние годы произошел целый 
ряд кардинальных изменений в рекомендации.

Во-первых, с сезона 2013 г. (ЮП) и 2013–
2014 гг. (СП) в рекомендации дополнительно 
введен штамм вируса гриппа типа В другой ли-
нии (для 4-валентных вакцин). Как следствие, 
сезонные вакцины для ежегодной профилакти-
ки гриппа содержат 2 вируса гриппа типа А (се-
ротипы H1N1 и H3N2) и 2 вируса гриппа типа 
В (линий Виктория и Ямагата). Более того, с се-
зона 2018–2019 гг. (СП) и 2019 г. (ЮП) реко-
мендации для 4-валентных вакцин –  основные. 
С прикладной точки зрения организации произ-
водства и лицензирования вакцин – необходимо 
иметь 2 самостоятельных иммунобиопрепарата. 
Более того, при тех же мощностях производства 
можно изготовить на 25‒33% меньше доз 4-ва-
лентной в сравнении с 3-валентной вакциной.

Во-вторых, с сезона 2019 г. (ЮП) впервые 
введена рекомендация для неэмбриональных 
(например, культуральных) вакцин в отношении 
штамма вируса гриппа серотипа H3N2: штамм A/
Singapore/INFIMH-16-0019/2016 (H3N2). С уче-
том перспектив масштабирования и стандарти-
зации новых неэмбриональных вакцин против 
гриппа рекомендация целесообразна, однако 
в предшествующем сезоне этот же штамм реко-
мендовался ВОЗ для всех вакцин, в том числе 
классических эмбриональных.

В-третьих, на сезон 2019 г. (ЮП) Австра-
лия откорректировала рекомендации ВОЗ: для 
3-ва лент ных вакцин был рекомендован штамм 
B/Phuket/3073/2013 (линия Ямагата), в отличие 
от позиции ВОЗ (штамм B/Colorado/06/2017, 
линия Виктория). Для 4-валентных изменений 
не было.

Необходимо отметить, что в ходе подготов-
ки к сезону 2019 г. (ЮП) впервые рекомендо-
ванный ВОЗ штамм (A/Switzerland/8060/2017 
(H3N2)) подпадал под протокол Нагоя. Этот 
протокол (ратифицированный рядом стран по 
всему миру) требует конкретных договоренно-
стей при использовании биообъектов, выделен-
ных на территории данной страны. Несмотря на 

предложенную Швейцарией упрощенную схему 
(регистрация штамма), большинство произво-
дителей стали использовать появившийся через 
1 месяц «подобный» штамм (A/Brisbane/1/2018 
(H3N2)). Одним из отрицательных последствий 
введения данного документа, с позиции обще-
ственного здравоохранения, является то, что 
выбор может делаться не на основе актуальной 
антигенности, а на основе каких-то иных мо-
тивов.

В завершении следует отметить беспреце-
дентную ситуацию, когда в отношении сезона 
2019‒2020 гг. (СП) впервые за много лет как 
минимум на 1 месяц (до 21 марта 2019 г.) была 
отсрочена рекомендация по штаммам серотипа 
H3N2, при этом рекомендация по штамму серо-
типа H1N1 была также изменена. Как следствие, 
отгрузка первых доз для начала вакцинальной 
кампании также задержится как минимум на 
1 месяц. С учетом технологических проблем ре-
комендованных штаммов H3N2 последних лет 
(низкая гемагглютинирующая активность, низ-
кая урожайность на куриных эмбрионах) –  не 
исключается и более длительная задержка. Кро-
ме того, неожиданной оказалась и смена штам-
ма серотипа H1N1, поскольку в материалах ВОЗ 
отмечалась антигенная идентичность циркули-
рующих и вакцинных штаммов текущего сезона. 
В качестве обоснования смены эксперты назы-
вали данные по иммуногенности с сыворотка-
ми вакцинированных взрослых добровольцев, 
в особенности детей.

Таким образом, обновление штаммового со-
става является одним из ключевых, но не един-
ственным этапом работы всемирной системы 
своевременного обеспечения населения актуаль-
ными вакцинами против гриппа. Только объеди-
ненными усилиями всех участников процесса –  
национальных органов здравоохранения, ВОЗ, 
лабораторий, а также, что особенно важно, про-
изводителей вакцин, можно добиться качествен-
ной реализации вакцинопрофилактики гриппа 
в полном объеме.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ / REFERENCES

1. WHO. Vaccines against infl uenza. WER. 2012, 47, 
461–476.

2. WHO. Recommended composition of infl uenza virus 
vaccines for use in the 2019 southern hemisphere infl u-
enza season. WER. 2018, 42, 553–562.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

1008 Ю. М. Васильев

Author:
Vasiliev Y. M., PhD, Acting Director, Research Institute of Ultrapure Biologicals of the Federal Medical-Biological Agency, 
St. Petersburg, Russia.

SEASONAL INFLUENZA VACCINE STRAIN RECOMMENDATIONS 
IN RECENT YEARS

© 2019     Y. M. Vasiliev
E-mail: y. m.vasiliev@hpb.spb.ru

Research Institute of Ultrapure Biologicals of the Federal Medical-Biological Agency, 
St. Petersburg, Russia

Received: 15.03.2019.  Accepted: 28.03.2019

World Health Organization (WHO) experts issue strain recommendations to ensure eff ective yearly 
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Актуальность создания новых вакцин против 
актуальных инфекционных заболеваний челове-
ка не вызывает сомнения. Необходимы иммуно-
биопрепараты, оптимально сочетающие эффек-
тивность, безопасность, а также экономическую 
целесообразность при массовом применении.

Одно из наиболее перспективных направле-
ний –  включение в состав вакцин иммуноадъю-
вантов, что позволяет, с одной стороны, разра-
батывать новые вакцины (в качестве компонента 
вакцин следующего поколения), а также давать 
«вторую жизнь» классическим вакцинам.

Весьма интересной в качестве модели для ис-
следования и разработки адъювантов являются 
вакцины против гриппа. Во-первых, это актуаль-
ность инфекционного агента с эпидемической, 
пандемической и эпизоотической позиции [1]. 
Во-вторых, это наличие целого ряда принципи-

ально различных типов вакцин, например инак-
тивированные цельновирионные, расщепленные 
и субъединичные, вводимые внутримышечно 
(подкожно); живые аттенуированные (в первую 
очередь холодоадаптированные), вводимые ин-
траназально; а также сезонные 3- и 4-ва лент ные, 
препандемические, пандемические и ветеринар-
ные вакцины. Как следствие, предоставляется 
уникальная возможность подтвердить адъювант-
ную активность препарата на принципиально 
разных типах и вариантах вакцины.

Необходимо отметить, что до сих пор наибо-
лее широко применяемая группа адъювантов –  
препараты на основе алюминия, куда можно 
отнести, по крайней мере, минеральные соли, 
основания или их смеси, в первую очередь –  ги-
дроксид алюминия. В то же время за годы приме-
нения накопился ряд проблем: вопросы безопас-
ности (нейро- и нефротоксичность, особенно 
с учетом насыщенности современных календа-
рей прививок), номенклатуры и классификации, 
а также стандартизации (разные серии того же 
препарата могут обладать значительно отличаю-
щейся активностью).

В последние годы темпы исследований и раз-
работки адъювантов для вакцин только наращи-
вались, имеется ряд интересных направлений как 
монопрепаратов, так и сложных композиций. 

ПЕРСПЕКТИВЫ ПЛАТФОРМ ИММУНОАДЪЮВАНТОВ 
С УПРАВЛЯЕМЫМИ СВОЙСТВАМИ НА МОДЕЛИ ВАКЦИН 
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Как правило, публикуются данные успешных 
доклинических исследований вакцины с добав-
лением адъюванта и без него, однако очень редко 
работы доходят до клинических исследований. 
Даже имеющиеся данные ограничены в части 
прямого сравнения различных адъювантов, осо-
бенно между основными группами (минераль-
ные соли и основания, водомасляные эмульсии 
и иммуномодуляторы), обоснования каждого из 
компонентов комплексного препарата, а также 
на моделях различных типов вакцин и способа 
введения. Другими словами, один и тот же адъю-
вант вряд ли будет работать с любой вакциной.

Помимо гидроксида алюминия следует отме-
тить адъюванты Фрейнда – как одни из наибо-
лее мощных, не только известных, но и приме-
няемых в практике, в частности для получения 
кроличьей гипериммунной сыворотки. Харак-
терной чертой является то, что имеется пол-
ный и неполный адъюванты Фрейнда, причем 
отличие заключается в иммуномодулирующем 
компоненте бактериальной природы, действие 
которого потенцируется.

С учетом сказанного выше нами были прове-
дены масштабные исследования иммуногенно-
сти по сравнению адъювантов внутри основных 
групп по природе и механизму действия на мо-
дели вакцин против гриппа при иммунизации 
мышей. Затем перспективные кандидаты срав-
нивали между собой на модели различных по 
типу и способу введения вакцин против гриппа, 
причем оценивали не только иммуногенность, 
но и защитный эффект.

Совокупность полученных данных позволила 
выделить 3 основных направления. Во-первых, 
это комплексные адъюванты на основе суспен-
зий и эмульсий типа «масло в воде». За счет воз-
можности менять состав (базовые компонен-
ты + дополнения) препарат получает свойства 
платформы с управляемыми свойствами для 
конкретной вакцины. Например, для эмульсий 
могут добавляться детергенты, при этом за счет 

потенциирующего действия общая концентра-
ция детергентов при использовании большего 
количества компонентов снижается, что обе-
спечивает снижение реактогенности и, как след-
ствие, повышение безопасности, а также, в силу 
оптимального распределения антигена в гетеро-
генной системе, и иммуногенности.

В целом, более иммуногенные вакцины как 
инактивированные цельновирионные требуют 
более простых адъювантов; субъединичные, 
наоборот, –  более сложных.

Отдельное внимание заслуживают адъюван-
ты на основе биополимера хитозана. Поскольку 
под термином хитозан понимается широчайшая 
совокупность молекул с различными фи зи ко-
хи ми чес кими характеристиками (молекулярная 
масса, степень деацетилирования), модифи-
кациями (производные), а также в различных 
формах (растворы, гели, микрочастицы), свой-
ства адъю ван та-плат фор мы появляются за счет 
управления этими показателями. В целом, для 
менее иммуногенных вакцин, а также для интра-
назального введения оптимальными оказались 
адъюванты на основе хитозана с высокой моле-
кулярной массой и степенью деацетилирования.

Следует подчеркнуть, что был разработан 
«универсальный» адъювант на основе хитоза-
на, который был весьма иммуногенным прак-
тически со всеми изученными вакцинами, хотя 
и уступал в абсолютных значениях оптимизи-
рованным адъювантам из разных платформ под 
конкретные вакцины.

Таким образом, создание платформ имму-
ноадъювантов с управляемыми свойствами на 
основе суспензий, эмульсий «масло в воде», 
а также хитозана –  перспективное направле-
ние совершенствования профилактики гриппа 
с помощью вакцин.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Streptococcus pneumoniae вызывает инвазив-
ные и неинвазивные заболевания наиболее ча-
сто у детей младшего возраста и пожилых лю-
дей. С одной стороны, заболевания, вызванные 
S. pneumoniae, можно контролировать с помощью 
вакцинации, с другой – применение профилак-
тических препаратов привело к значительному 
повышению нозологических форм, вызванных 
невакцинными серотипами пневмококка. В на-
стоящее время активно разрабатываются вак-
цины на основе белков пневмококка. Одним из 
главных факторов вирулентности S. pneumoniae 
белковой природы является пороформирующий 
токсин пневмолизин [1], ответственный за рас-
пространение патогена и разрушение кле ток-
ми ше ней. Пневмолизин рассматривается как 
наиболее консервативный белок, несмотря на 
большое количество серотипов пневмококка.

Целью работы явилось исследование имму-
ногенной и протективной активности рекомби-
нантного пневмолизина.

РЕКОМБИНАНТНЫЙ ПНЕВМОЛИЗИН ВЫЗЫВАЕТ 
ОБРАЗОВАНИЕ АНТИТЕЛ И ЗАЩИЩАЕТ МЫШЕЙ 

ОТ ПНЕВМОКОККОВОЙ ИНФЕКЦИИ
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Получен атоксичный рекомбинантный пневмолизин (rPLY) Streptococcus pneumoniae. Изучена 
иммуногенная и протективная активность rPLY. Показано, что в сыворотках мышей после дву-
кратного введения rPLY увеличивается титр IgG до 32 раз по сравнению с сыворотками интакт-
ных мышей. После третьего введения rPLY происходит увеличение титра сывороточных IgG до 
15 раз по сравнению с исходным уровнем антител после второй иммунизации. Выявлена про-
тективная активность rPLY в опыте активной защиты при внутрибрюшинном заражении мышей 
S. pneumoniae.
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ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ МЕТОДЫ

Микроорганизмы. В работе использова-
ли штамм S. pneumoniae серотипа 3, получен-
ный из ЦКП Коллекция ФГБНУ НИИВС им. 
И. И. Мечникова. Культуру возбудителя выра-
щивали на кровяном агаре в течение 16‒18 ч. 
в СО2-инкубаторе при температуре 37 °C и 5% 
содержании углекислого газа.

Животные. Опыты проводили на мышах ли-
нии BALB/c массой 16‒18 г.

Пневмококковый атоксичный рекомбинант-
ный пневмолизин (rPLY) получали в клетках 
Escherichia coli и хроматографически очищали 
с помощью Ni-сефарозы.

Для определения иммуногенности rPLY вво-
дили двукратно и трехкратно в дозе 25 мкг/мышь 
с интервалом две недели внутрибрюшинно. Че-
рез 14 дней после второй и третьей иммунизаций 
у 10 мышей из каждой группы брали сыворотку 
крови из хвостовой вены и определяли титр IgG 
c помощью твердофазного иммуноферментного 
анализа (ИФА).

Протективная активность. Рекомбинантный 
пневмолизин вводили мышам двукратно и трех-
кратно в дозе 25 мкг/мышь. Белок растворяли 
в фосфатно-солевом буфере (ФСБ) с добавле-
нием гидроксида алюминия (Sigma, США, из 
расчета 3 мкг Al(OH)3 на 1 мкг белка). Сорбцию 
проводили в течение 12 ч. при температуре 4 °C. 
Через 3 недели после второй и третьей имму-
низаций животных заражали внутрибрюшин-
но живой вирулентной культурой S. pneumoniae 
серотипа 3. Контрольную группу мышей так же 
заражали живой вирулентной культурой S. pneu-
moniae серотипа 3, и определяли величину LD50 
по формуле Кербера в модификации Ашмари-
на [2]. Наблюдение за животными проводили 
в течение 21 дня.

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили методом Манна-Уитни 
для независимых выборок с помощью програм-
мы «Statistica 10.0». Выживаемость мышей в те-
чение заданного срока также рассчитывали по 
методу Гланца [3]. Статистически достоверным 
считали различия при p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При изучении титров IgG к rPLY в сыворот-
ках мышей было выявлено следующее. В группе 
животных, иммунизированных белком в дозе 

25 мкг/мышь, через 2 недели после второй им-
мунизации обнаружили увеличение титра анти-
тел по сравнению с контрольными мышами, 
получавших ФСБ, от 4 до 32 раз (p<0,01). Че-
рез 2 недели после третьей иммунизации анализ 
мышиных сывороточных титров IgG к rPLY по-
казал увеличение титра антител от 7,5 до 15 раз 
по сравнению с предыдущим уровнем IgG 
в опыте (p<0,01).

При трехкратном введении rPLY наблюдали 
защиту животных в опыте по сравнению с кон-
тролем. Через 72 часа после заражения S. pneu-
moniae серотипа 3 отмечалось 80% выживших 
мышей против 20% (p<0,01) при заражающей 
дозе 2,5 LD50 и 60% выживших мышей против 
10% (p<0,05) при заражающей дозе 25 LD50. Од-
нако через 96 часов после заражения опытные 
животные погибали и разницы с контролем не 
выявлялось.

При двукратном введении rPLY наблюдали 
защиту животных по сравнению с контролем при 
заражающей дозе 250 LD50. В опыте выжило 50% 
мышей против 10% в контроле (p<0,05) через 120 
часов после заражения. Защита сохранялась в те-
чение всего времени наблюдения (21 день).

Интересно, что при сравнении результатов 
активной защиты и задержки гибели животных 
в опыте с титрами сывороточных антител прямой 
корреляции не выявлено. Защита была обнару-
жена только при двукратной иммунизации rPLY 
от заражения 250 LD50 S. pneumoniae серотипа 3, 
в то время, как наибольший титр антител на-
блюдали после третьего введения препарата. По-
лученные результаты in vitro и in vivo позволяют 
сделать предварительный вывод о перспектив-
ности применения rPLY в качестве вакцинного 
препарата.
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The obtained recombinant pneumolysin (rPLY) Streptococcus pneumoniae in atoxic form. The im-
munogenic and protective activity of rPLY was studied. It was shown that in the sera of mice after double 
injection of rPLY, the IgG titer increased by up to 32 times as compared with the sera of intact mice. After 
the third administration of rPLY, the IgG titer increased by up to 15 times compared with the initial IgG 
level after the second immunization. The protective activity of rPLY revealed in the experience of active 
protection in intraperitoneal infection of S. pneumoniae mice.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Распространение синегнойной инфекции 
в медицинских стационарах наносит значимый 
со ци аль но-эко но ми чес кий ущерб. Это связано 
с наличием у возбудителя (Pseudomonas aeruginosa) 
множества факторов патогенности и механиз-
мов выработки полирезистентности к антибио-
тикам [1]. Поэтому актуальным направлением 
по разработке методов борьбы с синегнойной 
инфекцией является создание вакцины [2]. 
В НИИВС им. Мечникова проводятся исследо-
вания по разработке антисинегнойных вакцин на 
основе комплексов рекомбинантных белков и их 
гибридных вариантов. Установлено, что канди-
датные антигены стимулировали протективый 
эффект в экспериментах на животных [3].

Целью работы явилось получение и докли-
ническое исследование вакцины, представляю-
щей собой комплекс рекомбинантного белка F 
наружной мембраны (OprF) и рекомбинантно-
го анатоксина (нетоксического делеционного 
варианта экзотоксина А), предназначенной для 
профилактики синегнойной инфекции.

РАЗРАБОТКА И ДОКЛИНИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 
РЕКОМБИНАНТНОЙ ВАКЦИНЫ СИНЕГНОЙНОЙ
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Получены три экспериментальные серии рекомбинантной вакцины синегнойной (РВС), со-
стоящей из комплекса рекомбинантного белка F наружной мембраны (OprF) и рекомбинантного 
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ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ МЕТОДЫ

Рекомбинантные белки синтезировали в клет-
ках Е. coli и очищали в колонках с никель-
сефарозой. В качестве адъюванта использовали 
гель гидроокиси алюминия. Защитные свойства 
исследовали на мышах, которых иммунизиро-
вали внутрибрюшинно двукратно с двухнедель-
ным интервалом. Через две недели после второй 
иммунизации животных заражали культурой 
P. aeruginosa штамма РА103.

Исследование пирогенности РВС проводили 
на кроликах. При изучении острой токсичности 
препараты вводили мышам и морским свинкам, 
осуществляя контроль веса, гематологических 
показателей, патоморфологические и гистоло-
гические исследования на 7-е и 15-е сутки. При 
оценке хронической токсичности вакцину вво-
дили ежедневно в течение 10 суток крысам и мор-
ским свинкам, исследуя вышеперечисленные 
показатели на 11-е сутки. Местное и мест но-раз-
дра  жа ю щее действие РВС оценивали на морских 
свинках (внутрикожное введение) и кроликах 
(инстилляция глаз). При изучении аллергенных 
свойств проводили трехдневное введение пре-
паратов: подкожно для морских свинок и вну-
трибрюшинно для мышей. Морским свинкам 
через 21 день вводили внутривенно несорбиро-
ванные препараты, а мышам через 7 дней вводи-
ли РВС в подушечки одной из лап, стимулируя 
реакцию гиперчувствительности замедленного 
типа  (ГЗТ).

При исследовании влияния на гуморальный 
иммунитет РВС инъецировали внутрибрюшин-
но мышам, а через час вводили эритроциты ба-
рана (ЭБ). Через 5 дней определяли число ан-
тителобразующих клеток в селезенках. Оценку 
влияния вакцины на клеточный иммунитет осу-
ществляли путём стимуляции ГЗТ к ЭБ и пол-
ному адъюванту Фрейнда (ПАФ) на мышах 
и морских свинках, соответственно. Мышам ЭБ 
вводили подкожно одновременно с внутрибрю-
шинным введением вакцины, затем на 5 сутки 
в одну из лап инъецировали ЭБ. Морским свин-
кам вводили РВС и ПАФ. На 21 сутки животные 
подкожно получали РВС и физиологический 
раствор (контроль).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

РВС в одной предполагаемой человеческой 
дозе содержала 25 мкг рекомбинантного бел-
ка OprF, 50 мкг рекомбинантного анатоксина 
и 225 мкг гидроокиси алюминия. Для трех экс-
периментальных серии РВС подтверждены сте-

рильность, подлинность и апирогенность. Пе-
ред смешиванием отдельные рекомбинантные 
антигены были охарактеризованы на чистоту, 
подлинность, стерильность и иммуногенность. 
Индексы эффективности защитных свойств 
для исходных рекомбинантных белков соответ-
ствовали 2,0; 2,1 и 2,0 в случае рекомбинантно-
го OprF и 2,0; 2,3; 2,1 в случае рекомбинантного 
анатоксина. Индексы эффективности защит-
ных свойств трех экспериментальных серий 
РВС составили: 3,3; 3,0 и 3,3. Эти результаты 
подтвердили аддитивный эффект, получаемый 
в результате смешивания двух компонентов.

На двух видах животных установлено отсут-
ствие острой и хронической токсичности экс-
периментальных серий РВС, а также местное 
действие на коже морских свинок и местно-
раздражающего эффекта слизистых глаз кроли-
ков. При исследовании РВС выявлены незна-
чительные симптомы аллергической реакции 
при введении морским свинкам препаратов, 
в дозе, десятикратно превышающей предпо-
лагаемую дозу для человека, которые исчезали 
в течение часа. В опытах на мышах не выявлено 
аллергических реакций ГЗТ. РВС не оказывала 
существенного иммунотоксического действия.

Таким образом, в результате проведенных ис-
следований получены три серии рекомбинант-
ной вакцины синегнойной, обладающие имму-
ногенностью и безопасностью.

Работа выполнена в соответствии с Государ-
ственным Контрактом от 28 апреля 2017 г. № 14.
N08.11.0135 в рамках ФЦП «Развитие фарма-
цевтической и медицинской промышленности 
Российской Федерации на период до 2020 года 
и дальнейшую перспективу».
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Заболеваемость населения инфекциями, пе-
редаваемыми половым путем, является важной 
медико-социальной проблемой в большинстве 
стран мира, в том числе и в России. Из всех ви-
русных инфекций, поражающих урогениталь-
ный тракт, наибольшую значимость представ-
ляет вирус папилломы человека (ВПЧ), который 

приводит к развитию ВПЧ-ассоциированных за-
болеваний (орофарингиальный рак, анальный 
рак, рак вульвы, влагалища, шейки матки и др.) 
и которым инфицированы около 291 миллиона 
женщин во всем мире [1].

Цель исследований состояла в анализе ВПЧ-
ассоциированной заболеваемости населения, 
в том числе с учетом применения вакцин против 
ВПЧ. Для решения поставленных задач были 
использованы информационно-аналитические 
методы анализа и обобщены данные ведущих 
зарубежных и отечественных на уч но-ме то ди-
чес ких документов.

По распространенности ВПЧ занимает пер-
вое место среди всех инфекций вирусной этио-
логии, передаваемых половым путем. Данные 
по инфицированию населения ВПЧ показыва-
ют, что количество носителей папилломавируса 
в России составляет 15,9 человек, в европейских 
странах ‒ 9,6 человек, в США ‒ 6,6 человек на 
100 000 женского населения. Около 9,4% жен-
ского населения Российской Федерации инфи-
цированы ВПЧ 16‒18 типов, из которых 73,8% 
случаев приходится на инвазивный рак шейки 
матки (РШМ). Персистенция ВПЧ высокого 
онкогенного риска на протяжении длительно-

АКТУАЛЬНЫЕ ПРОБЛЕМЫ ВАКЦИНОПРОФИЛАКТИКИ 
ВПЧ-АССОЦИИРОВАННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ
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Вирус папилломы человека является самым распространенным среди всех инфекций вирус-
ной этиологии, передаваемых половым путем. Вызывает ВПЧ-ассоциированные заболевания, 
которые приводят к серьезным последствиям для здоровья человека. Персистенция ВПЧ высоко-
го онкогенного риска на протяжении длительного времени может вызывать развитие рака шейки 
матки. Эффективным методом профилактики ВПЧ-ассоциированных заболеваний является вак-
цинация, показавшая безопасность и высокую эффективность.
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го времени в эпидермальном слое генитального 
тракта (от 6 месяцев до 5 лет) может привести 
к развитию РШМ. В 2018 году в развивающихся 
странах было выявлено 570 000 новых случаев 
заболеваний РШМ, что составило 84% от всех 
новых случаев в мире. Каждый год в мире около 
311 000 женщин умирает от РШМ [2]. В России 
за последние 10 лет заболеваемость РШМ вы-
росла в несколько раз: с 7,35 (2006 г.) человек 
до 25,1 (2016 г.) человек на 100 000 женского 
населения, ежегодно регистрируется порядка 
15‒16 тысяч новых случаев РШМ и более 7 000 
случаев летальных исходов [3].

Актуальное значение имеют различные мето-
ды профилактики ВПЧ-ассоциированных забо-
леваний, среди которых эффективным является 
вакцинация. Эффективность вакцинопрофилак-
тики заключается в формировании защитного 
иммунитета с развитием гуморального и клеточ-
ного иммунных ответов против ВПЧ. В настоя-
щее время в мире зарегистрированы 3 вакцины 
для первичной специфической профилактики 
заболеваний, связанных с папилломавирусной 
инфекцией: двухвалентная Церварикс (Бельгия); 
четырехвалентная Гардасил (Нидерланды); де-
вятивалентная Гардасил 9 (Нидерланды). В Рос-
сийской Федерации имеют государственную ре-
гистрацию только две вакцины ‒ двухвалентная 
Церварикс (содержащая белок L1 типов ВПЧ 16 
и 18) и четырехвалентная Гардасил (содержащая 
белок L1 типов ВПЧ 6, 11, 16 и 18). Вакцины 
не являются терапевтическими, но дают пере-
крестную защиту от других типов ВПЧ, которые 
в них не включены. Опыт применения вакцин 
против ВПЧ во всем мире показал их безопас-
ность и высокую профилактическую эффек-
тивность. Важные данные по снижению доли 
интраэпителиальных поражений шейки матки 
в результате вакцинации среди женщин разного 
возраста были получены в Австралии. Так, эф-
фективность после применения трех доз вакцин 
от ВПЧ составила в популяции 15‒18-летних ‒ 
57%, 19‒22-летних ‒ 53%. Уменьшение риска 
развития ВПЧ-ассоциированного рака в резуль-
тате вакцинации было отмечено в Дании и Фин-
ляндии: развитие интраэпителиальных пораже-
ний и рака было сокращено после вакцинации 
до 60% и 80% (Дания) и отсутствовало в группе 

женщин после вакцинации от ВПЧ (Финлян-
дия) по сравнению с группами невакцинирован-
ных от ВПЧ женщин, в которых были выявле-
ны случаи ВПЧ-ас со ци и ро ван ных заболеваний 
(РШМ, орофарингеальный рак, рак вульвы) [4]. 
В России иммунизация девочек 12‒13 лет про-
тив РШМ в Московской области (2007‒2010 гг., 
2011‒2016 гг.) показала достоверное снижение 
частоты заболеваемости аногенитальными кон-
диломами с 14,2 случаев в 2009 г. до 5,9 случаев 
в 2016 г. на 100 000 девочек [5].

Проведенные теоретические исследования 
подтверждают высокую распространенность 
ВПЧ-ас со ци и ро ван ных заболеваний, как во 
всем мире, так и в России. Доказанная эффек-
тивность вакцинопрофилактики против ВПЧ 
обуславливает необходимость разработки более 
четкой стратегии внедрения профилактических 
мер для снижения частоты ВПЧ-ас со ци и ро ван-
ных заболеваний разных возрастных групп насе-
ления во всех регионах Российской Федерации.
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Human papillomavirus (HPV) is the most common viral infection of the reproductive tract. It can 
cause HPV-related diseases that lead to serious health problems. Persistent high-risk (HR) human papil-
lomavirus infection is necessary for development of cervical cancer. Vaccination is an eff ective method 
to prevent HPV-related diseases. The world experience in using of HPV vaccines has shown their safety 
and high eff ectiveness.
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На фоне проводимой в рамках программы 
ВОЗ по элиминации кори массовой вакцинации 
от этой инфекции, на первый план стали высту-
пать такие проблемы, как заболеваемость среди 
взрослых, и даже привитых в детстве. Так в Ита-
лии в 2017 г. вспышка кори охватила 4500 чело-
век и 70% заболевших составили люди в возрасте 
15‒30 лет [1]. Проведенное нами ранее исследо-
вание выявило значимое снижение до 45% лиц, 
имеющих защитные уровни противокоревых 

антител в возрастной группе 18‒30 лет [2]. Ис-
ходя из вышесказанного, целью настоящего ис-
следования было проанализировать формирова-
ние специфического гуморального и клеточного 
иммунного ответа на вакцинацию против виру-
сов кори у изначально серонегативных взрослых 
в возрасте 18‒30 лет.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследовании принимали участие 100 здо-
ровых взрослых в возрасте от 18 до 30 лет. Работа 
была одобрена локальным этическим комитетом 
ФБУН МНИИЭМ им. Г. Н. Габричевского, об-
следованные подписывали информированное 
согласие на участие в исследованиях. Взятие 
биологического материала проводили из локте-
вой вены в количестве 4 мл в пробирки с гелем 
и с гепарином натрия. Полученную центрифу-
гированием сыворотку разливали в пробирки 
Эппендорф, и хранили при –70 °C до использо-
вания. Специфические противокоревые IgG-ан-
ти те ла определяли методом ИФА (тест-си сте ма 
«ВектоКорь IgG» фирмы Вектор-Бест (Россия). 
Защитным уровнем IgG для кори считали пока-
затель 0,2 МЕ/мл. Для оценки специфического 
клеточного иммунитета к антигенам вируса кори 

ОСОБЕННОСТИ ИММУННОГО ОТВЕТА НА ВАКЦИНАЦИЮ 
ПРОТИВ КОРИ У СЕРОНЕГАТИВНЫХ ВЗРОСЛЫХ
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Обследованы 100 здоровых взрослых в возрасте 18‒30 лет на наличие противокоревого имму-
нитета. У 32% обнаружен защитный уровень противокоревых антител, у 68% таковых антител не 
выявлено. Специфический клеточный иммунитет к антигенам вирусов кори выявлен у 57,37% 
обследованных лиц, у 26,07% ‒ специфического клеточного иммунитета к вирусам кори обнару-
жено не было, а у 6,56% ‒ ответ был расценен как сомнительный. Серонегативные были привиты 
вакциной коревой культуральной живой («Вектор», Россия). Через 6 недель у всех привитых были 
выявлены противокоревые антитела защитного уровня, средний уровень 2,18 (1,40‒3,68) МЕ/мл. 
Специфический клеточный иммунитет к антигенам вирусов кори у 3 человек был расценен как 
сомнительный, у остальных привитых как положительный.
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фракцию мононуклеаров выделяли центрифуги-
рованием на градиенте плотности. Лимфоциты 
культивировали в полной сывороточной среде 
RPMI-1640 с добавлением, или без (контроль) 
антигенов вирусов кори при 37 °C в атмосфере 
5% CO2 и 100% влажности. Клетки окрашивали 
FITC-меченными антителами к CD8 и CD107a-
РЕ-Су5, анализировали на проточном цитоме-
тре FACSCantoII (технологии и программное 
обеспечение Becton Dickinson, США) и подсчи-
тывали процент дважды положительных клеток, 
которые соответствовали дегранулировавшим 
цитотоксическим Т-лим фо ци там, распознавшим 
коревой антиген. Уровень спонтанной деграну-
ляции не превышал 1% [3]. Все обследованные 
лица, не имевшие защитных уровней противоко-
ревых антител были привиты вакциной коревой 
культуральной живой («Вектор», Россия, серия 
М231, годность 11.2019), согласно инструкции 
0,5 мл подкожно однократно. Через 6 недель по-
сле вакцинации, у этих людей было проведено 
повторное исследование уровня специфических 
антител и специфического клеточного иммуни-
тета против вирусов кори. Полученные результа-
ты были подвергнуты статистической обработке 
с вычислением медианы, первой и третей квар-
тили для анализа уровня антител и средней и ее 
ошибки для анализа клеточного иммунитета. 
Уровень p<0,05 считали значимым.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Среди обследованных лиц 32% имели защит-
ные уровни противокоревых антител, а 68% либо 
не имели противокоревых антител (55 человек), 
либо имели следы антител ниже защитного уров-
ня (13 человек). При этом 28 человек не имели 
сведений о прививках, а 40 человек были при-
виты в детстве от кори. Специфический кле-
точный иммунитет к антигенам вирусов кори 
был выявлен у 57,37% обследованных лиц, тогда 
как у 26,07% специфического клеточного им-
мунитета к вирусам кори обнаружено не было, 
а у 6,56% ответ был расценен как сомнительный. 
Все 68 человек, не имевших защитных антител 
против кори подлежали вакцинации, однако 
7 человек по разным причинам на прививку 
не пришли и выбыли из исследования на этом 
этапе. Провакцинированы от кори были 61 че-
ловек. Через 6 недель после прививки повторно 
был исследован специфический гуморальный 
и клеточный иммунитет к вирусу кори у приви-
тых. К сожалению, на этом этапе не явились на 
обследование 14 человек. В связи с этим эффек-

тивность вакцинации оценивали по результатам 
анализа 47 человек. В результате исследования 
выявлено, что средний уровень антител против 
вируса кори выше защитного уровня и состав-
ляет 2,18 (1,40‒3,68) МЕ/мл (Me (LQ-UQ)). Все 
привитые выработали защитные уровни специ-
фических противокоревых антител. Специфи-
ческий клеточный иммунный ответ на антигены 
вируса кори был обнаружен у 44 из 47 обследо-
ванных людей. У 3 человек специфический кле-
точный иммунный ответ был расценен как со-
мнительный (до вакцинации эти люди не имели 
специфического клеточного иммунного ответа 
на антигены кори). Интересно, что люди, не 
имевшие до вакцинации специфического кле-
точного иммунного ответа на антигены виру-
са кори и те, чей ответ был исходно расценен 
как сомнительный, после вакцинации проде-
монстрировали хороший уровень специфиче-
ского клеточного иммунного ответа (2,3%), по 
уровню равный тому, который был у тех лиц, 
которые исходно имели клеточный иммунный 
ответ к вирусам кори. Группа обследованных, 
имевших специфический клеточный иммунный 
ответ к антигенам вируса кори еще до вакцина-
ции, продемонстрировала значимое повыше-
ние (3,25%) этого показателя после вакцина-
ции (p<0,05). Важно отметить, что из 3 человек, 
продемонстрировавших сомнительный уровень 
специфического клеточного иммунного отве-
та после вакцинации, один имел также невы-
сокий, но вполне защитный уровень антител, 
тогда как два других продемонстрировали, на-
против высокий уровень противокоревых анти-
тел. Полученные результаты позволяют думать, 
что клеточный и гуморальный иммунный ответ 
против вирусов кори формируются независимо 
друг от друга и сохраняются многие годы также 
независимо, внося каждый свой вклад в защиту 
организма от инфекции.
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100 healthy adults aged 18–30 years were examined for the presence of measles immunity. A protec-
tive level of measles antibodies was found in 32%, and in 68% of adults such antibodies were not detected. 
Specifi c cellular immunity to measles virus antigens was detected in 57.37% of the examined individuals, 
in 26.07% of them specifi c cellular immunity to measles viruses was not detected, and in 6.56% the re-
sponse was regarded as equivocal. Seronegative adults were vaccinated with measles cultural live vaccine 
(“Vector”, Russia). After 6 weeks, protective levels of anti-measles antibodies were detected in all vac-
cinated patients, the average level was 2.18 (1.40‒3.68) IU/ml. Specifi c cellular immunity to antigens of 
measles viruses in 3 people was regarded as equivocal, in the rest of the vaccinated as positive.
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АКТУАЛЬНОСТЬ И ЦЕЛЬ РАБОТЫ

Грипп является сезонным инфекционным за-
болеванием, широко распространенным по все-
му земному шару. Вакцинация считается одним 

из самых эффективных средств профилактики 
гриппа. Однако постоянная изменчивость виру-
са гриппа позволяет ему уходить от специфиче-
ского иммунитета, сформировавшегося у чело-
века в результате ранее перенесенной инфекции 
или предшествующей вакцинации предыдущи-
ми вариантами вируса. Это приводит к тому, что 
состав гриппозной вакцины необходимо менять 
каждые 2–3 года. Поэтому актуальной задачей 
является создание вакцин, способных индуци-
ровать иммунный ответ против широкого спек-
тра различных штаммов вируса гриппа человека 
и штаммов вируса гриппа птиц, также способ-
ных вызывать заболевания у людей.

Работы по созданию универсальной гриппоз-
ной вакцины ведутся по нескольким основным 
направлениям, в том числе на основе консер-
вативных белков или консервативных участков 
вариабельных поверхностных гликопротеинов 
методами обратной генетики [1], а также на 
основе вирусоподобных частиц [2] и рекомби-
нантных вирусных векторов [3, 4]. Многие из 
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экспериментальных вакцин показали положи-
тельные результаты на животных, некоторые из 
них проходят доклинические или клинические 
испытания. Однако остается много нерешенных 
проблем, связанных с иммуногенностью вак-
цины и её способностью обеспечивать защиту 
от широкого спектра субтипов вируса гриппа. 
Один из перспективных подходов к созданию 
универсальных вакцин против инфекционных 
заболеваний, таких как грипп, основан на кон-
струировании искусственных полиэпитопных 
иммуногенов, спроектированных с использова-
нием консервативных Т- и В-клеточных эпито-
пов различных вирусных белков.

Во ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» в рамках проекта 
РНФ № 15-15-00047 проведен дизайн и констру-
ирование трех вариантов ДНК-вакцинных кон-
струкций –  кандидатов универсальной вакцины 
против вируса гриппа А, кодирующих один на-
тивный и два искусственных белка-им му но ге на. 
Искусственные иммуногены AgH1 и AgH3 спро-
ектированы на основе консервативных фрагмен-
тов стебля гемагглютинина двух разных субтипов 
вируса гриппа (H1N1 и H3N2, соответственно), 
тогда как нативный иммуноген AgM2 –  на осно-
ве консервативного вирусного белка М2.

Целью данной работы явилась оценка Т-кле-
точ ного иммунного ответа у животных, иммуни-
зированных ДНК-вакцинными конструкциями, 
кодирующими спроектированные антигены ви-
руса гриппа.

ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ МЕТОДЫ

Для иммунизации использовались мыши 
BALB/c, самки весом 16–18 г. Иммуниза-
ция проводилась внутримышечно трёхкратно 
с интервалом две недели (доза 100 мкг ДНК на 
мышь). Через две недели после третьей имму-
низации у иммунизированных мышей забирали 
селезёнки, из которых выделяли спленоциты 
и стимулировали их синтетическими пептида-
ми, соответствующими эпитопам, входящих 
в состав спроектированных иммуногенов. Для 
оценки Т-кле точ но го иммунного ответа ис-
пользовали два метода: метод внутриклеточно-
го окрашивания цитокинов (ICS) с использо-

ванием цитофлуориметра FACSCalibur и метод 
IFN-γ ELISpot с использованием набора Becton 
Dickinson (США).

ОСНОВНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ

Данные полученные с помощью метода IFN-γ 
ELISpot показали, что в группе животных, им-
мунизированных комбинацией ДНК-вак цин-
ных конструкций наблюдался статистически 
значимый ответ CD8+ Т-лимфоцитов. При этом 
данные, полученные с помощью метода ICS, 
показали, что спроектированные вакцинные 
конструкции индуцируют статистически значи-
мые ответы CD8+ Т-лимфоцитов, продуцирую-
щих как IFN-γ, так и IL-2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, полученные результаты пока-
зали, что ДНК-вакцинные конструкции, коди-
рующие искусственные антигены вируса гриппа, 
обладают способностью индуцировать Т-кле точ-
ный иммунный ответ, специфичный в отноше-
нии вируса гриппа.

Работа выполнена при поддержке Россий-
ского научного фонда, грант 15-15-00047.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ / REFERENCES

1. Wacheck V., Egorov A., Groiss F., Pfeiff er A., Fuered-
er T., Hoefl mayer D., Kundi M., Popow-Kraupp T., 
Redlberger-Fritz M., Mueller C.A., Cinatl J., Michae-
lis M., Geiler J., Bergmann M., Romanova J., Roethl E., 
Morokutti A., Wolschek M., Ferko B., Seipelt J., Dick-
Gudenus R., Muster T. A novel type of infl uenza vaccine: 
safety and immunogenicity of replication-defi cient in-
fl uenza virus created by deletion of the interferon an-
tagonist NS1. J Infect Dis. 2010, 1; 201(3), 354–62.

2. López-Macías C. Virus-like particle (VLP)-based vac-
cines for pandemic infl uenza: performance of a VLP 
vaccine during the 2009 infl uenza pandemic. Hum 
Vaccin Immunother. 2012, 8(3), 411–4.

3. Draper S. J., Cottingham M. G., Gilbert S. C. Utilizing 
poxviral vectored vaccines for antibody induction-
progress and prospects. Vaccine 2013, 31, 4223–30.

4. Vemula S. V., Ahi Y. S., Swaim A. M., Katz J. M., Do-
nis R., Sambhara S., Mittal S. K. Broadly protective 
adenovirus-based multivalent vaccines against highly 
pathogenic avian infl uenza viruses for pandemic pre-
paredness. PLoS One 2013, 8, 624–96.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

1026 Е. В. Старостина и др.

Authors:
Starostina E. V., researcher of Bioengineering Department, State Research Center of Virology and Biotechnology «Vector» 
Rospotrebnadzor, Koltsovo, Russia. E-mail: starostina_ev@vector.nsc.ru;
Kaplina O. N., researcher of Bioengineering Department, State Research Center of Virology and Biotechnology «Vector» 
Rospotrebnadzor, Koltsovo, Russia;
Karpenko L. I., PhD, Dr. Sci., head of Recombinant vaccines Laboratory of Bioengineering Department, State Research Center of 
Virology and Biotechnology «Vector» Rospotrebnadzor, Koltsovo, Russia;
Dudko S. G., researcher of Bioengineering Department, State Research Center of Virology and Biotechnology «Vector» 
Rospotrebnadzor, Koltsovo, Russia;
Bazhan S. I., PhD, Dr. Sci., head of Theoretical Department, State Research Center of Virology and Biotechnology «Vector» 
Rospotrebnadzor, Koltsovo, Russia.

IMMUNOGENICITY OF DNA VACCINE CONSTRUCTS ENCODING 
INFLUENZA VIRUS ARTIFICIAL ANTIGENS

© 2019     E. V. Starostina*, O. N. Kaplina, L. I. Karpenko, 
S. G. Dudko, S. I. Bazhan

*E-mail: starostina_ev@vector.nsc.ru
State Research Center of Virology and Biotechnology «Vector» Rospotrebnadzor, 

Koltsovo, Novosibirsk region, Russia

Received: 15.03.2019.  Accepted: 28.03.2019

Development of a universal infl uenza vaccine is an important task. One of approaches for develop a 
universal infl uenza vaccine is design of artifi cial immunogens, which consist of fragments from proteins 
of diff erent subtypes of infl uenza virus. Candidate universal DNA-vaccine were design in the FBSI SRC 
VB «Vector» earlier. The vaccine encode artifi cial antigens designed on the basis of conservative fragments 
of the hemagglutinin stem from infl uenza A virus of two subtypes H1N1 and H3N2, and on the basis of 
conservative protein M2. The article presents results of a study of the T-cell immune response in mice 
that were immunized with DNA-vaccine constructs encoding the designed infl uenza virus antigens.
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Сегодня в обществе и научной среде прояв-
ляется интерес к социальным аспектам медици-
ны. Однако в настоящее время недостаточно ра-
бот российских и зарубежных авторов, которые 
анализируют проблемы социализации пациен-
тов с врожденными заболеваниями, в том чис-
ле с первичными иммунодефицитами (ПИД). 
Именно это обстоятельство определяет акту-
альность данного исследования. Стоит отме-
тить, что локус научного внимания все больше 
смещается на изучение проблем социализации 
пациентов младшей возрастной группы.

Целью настоящего исследования, результаты 
которого отражены в статье, является изучение 

специфики социализации пациентов с первич-
ными иммунодефицитами, а также разработки 
рекомендаций. Для реализации исследователь-
ских задач авторами статьи использованы мето-
ды анализа теоретической литературы, а также 
15 глубинных интервью, проведенных с члена-
ми пациентских организаций (родителями боль-
ных детей с первичным иммунодефицитом).

По данным Национальной ассоциации экс-
пертов в области первичных иммунодефицитов 
в Российской Федерации ежегодно рождается 
250 детей с ПИД. Часто при диагностике, ле-
чении и реабилитации этой группы пациентов 
возникают различные проблемы, во многом обу-
словленные широким спектром клинических 
симптомов, характерных для этого сложного 
заболевания. Прежде всего, это проблемы в по-
становке диагноза, на что часто уходит драго-
ценное время для принятия решения по выбору 
вариантов лечения: иногда месяцы или годы от 
первых признаков заболевания до подтвержде-
ния диагноза, а во многих случаях –  до назначе-
ния инвалидности. С этого момента для больно-
го и членов семьи наступает сложное время для 
осознания, принятия заболевания и научения 
жить по новым правилам. И по мере взросления 
у пациентов появляются многочисленные про-
блемы, связанные с социализацией.

ВОПРОСЫ СОЦИАЛИЗАЦИИ ПАЦИЕНТОВ С ПИД
© 2019 г.      Е. В. Зайцева1*,  М. А. Болков1,2,  Л. И. Воронина1

*E-mail: katia_zai@mail.ru
1Уральский федеральный университет им. первого Президента России 

Б. Н. Ельцина, Екатеринбург, Россия;
2Институт иммунологии и физиологии УрО РАН, Екатеринбург, Россия

Поступила: 15.03.2019. Принята: 27.03.2019

Расширение научных и клинических знаний о первичных иммунодефицитах позволяет диа-
гностировать пациентов с ПИД в более ранних возрастах. Благодаря этому пациенты получают 
возможность прожить полноценную и долгую жизнь. Это обстоятельство актуализирует необ-
ходимость решения проблем, возникающих в социализации детей и подростков с ПИД. Перед 
обществом стоит задача: создать для таких детей условия для получения образования, освоения 
навыков социальных коммуникаций, при этом минимизировать риски психологических травм, 
связанных с побочными эффектами заболевания.
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Социализация представляет собой процесс 
взаимодействия, в результате которого происхо-
дит освоение индивидом социальных норм пове-
дения и социокультурных ценностей, принятие 
которых позволяет ему успешно функциониро-
вать в обществе. Как правило, процесс социа-
лизации принято делить на два этапа –  периоды 
первичной и вторичной социализации [1]. Пер-
вичная социализация начинается с рождения 
индивида и протекает первую треть его жизни 
до формирования «зрелой личности». Вторичная 
социализация происходит во взрослой жизни.

Первичная социализация происходит непо-
средственно в семье. Кажется, что первичную 
социализацию проходят и здоровый, и ребенок 
с диагнозом ПИД одинаково. Однако уже на 
первоначальном этапе процессы социализации 
у них идут по-разному. Родители, имеющие 
ребенка с ПИД, понимая серьезность проблем 
в воспитании такого ребенка, осознано или под-
сознательно ограждают его не только от нежела-
тельных контактов, подчас опасных для жизни, 
но и от познавательной деятельности. В то же 
время родители, имеющие ребенка с диагнозом 
ПИД, часто не имеют возможности полноцен-
но заниматься социализацией ребенка, так как 
в основном вынуждены заниматься лечением, 
решать первоочередные задачи, необходимые 
для его выживания, а также созданием безопас-
ных условий для жизнедеятельности. Например, 
многие родители вынуждены решать такие зада-
чи, как получение диагноза или инвалидности, 
что позволит им впоследствии получать адекват-
ное лечение, «выбивать» необходимые лекарства, 
сопровождать ребенка в больнице, в отделении 
иммунологии и реабилитационном центре.

По мере взросления такая группа детей ощу-
щает влияние социальной изоляции. Соответ-
ственно у них не усваиваются социальные роли 
и не формируются навыки общения во всем 
многообразии социального мира, или этот про-
цесс происходит частично и с опозданием. Вме-
сто позитивного опыта детства формируется бо-
гатый, но печальный опыт, детерминированный 
течением болезни и борьбы с ней. Таким обра-
зом, не происходит всестороннее социальное 
развитие личности, так как именно социальная 
среда является детерминирующим фактором. 
На процессы социализации ребенка воздейству-
ют факторы –  носители той или иной культуры 
и общности, а также факторы мега-, мезо- и ми-
кроуровней. В настоящем исследовании особо 
значим анализ факторов микроуровня: этот уро-
вень представлен такими факторами как члены 

семьи, родственники, сверстники, учителя, дет-
ский сад, школа, различные государственные 
и общественные организации.

Зная специфику заболеваний пациентов 
с ПИД, ясно, что их взаимодействие с указанны-
ми факторами, за исключением с членами семьи, 
имеет лишь эпизодический характер. Например, 
у детей с ПИД могут быть только эпизодические 
контакты с представителями образовательных 
организаций, вследствие домашнего воспитания 
и образования, в процессе которого контакты па-
циентов с внешним миром сведены до миниму-
ма. Несмотря на вос пи та тель но-об ра зо ва тель ную 
систему РФ, где предлагаются различные формы 
воспитания, образования и социализации детей 
с ограниченными возможностями здоровья, ни 
коррекционные детские сады, ни школы реаль-
но не обеспечивают работу с па ци ен та ми-деть ми 
с ПИД. Данная группа пациентов оказывается 
вне социальных условий воспитания и обуче-
ния. Для детей с первичными иммунодефицита-
ми предусматривается и такая форма обучения, 
как надомная. Однако именно в такой ситуации 
наиболее остро проявляется проблема в разрыве 
взаимоотношений детей с обществом, изоляции 
от друзей, одноклассников и учителей [2]. Эти 
обстоятельства делают невозможной полноцен-
ную социализацию детей с диагнозом ПИД.

Таким образом, группа пациентов с ПИД яв-
ляется сложной в сравнении с группами других 
детей, также имеющих ограниченные возмож-
ности здоровья. Социализация таких пациен-
тов представляет собой сложный процесс в силу 
специфики заболевания, так как профилактика 
рецидивов заболевания предполагает, как пра-
вило, их изоляцию от внешнего мира. С первых 
лет жизни, особенно с 6‒7-летнего возраста, 
эти пациенты испытывают потребность во вза-
имодействии с различными агентами социали-
зации, которая чаще всего не удовлетворяется. 
Для этой группы пациентов сложно реализовы-
вать элементы инклюзивного образования (со-
вместного обучения с обычными детьми и до-
су го во-раз вле ка тель ной деятельности) в силу 
рисков, возникающих для их здоровья. Однако, 
решение этого вопроса возможно посредством 
внедрения новых форм социальной работы: 
например, дистанционные формы обучения, 
создание муниципальных специализирован-
ных детских садов или групп и образовательных 
учреждений закрытого вида.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в рамках научного проекта 
№ 18-29-14059
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На сегодняшний день медицине уже стали 
доступны эффективные способы лечения неко-
торых видов наследственных заболеваний, по-
зволяющие избежать летального исхода с одно-
временным предотвращением развития тяжелой 
инвалидности, при условии, что заболевание вы-
явлено до начала его клинических проявлений. 
Самый простой и перспективный метод для ран-
него обнаружения таких болезней, по мнению, 
специалистов медиков – массовое обследование 
беременных женщин – пренатальный скрининг 
и новорожденных или неонатальный скри-
нинг [1, 2]. Легальное определение скрининга 
на наследственные заболевания в его различных 
разновидностях, как в отечественном, так и в за-
рубежном законодательстве, как правило, отсут-
ствует. Чего нельзя сказать о более общем по от-
ношению к нему понятии – генодиагностика.

В России понятие генодиагностика закре-
пляется в федеральном законе от 5 июля 1996 г. 
№ 86-ФЗ «О государственном регулировании 
в области генно-инженерной деятельности», ко-
торый в первоочередной редакции содержал ка-
тегорическую оговорку о том, что его положения 
не применяются к человеку, которая, впрочем, 
с течением времени была смягчена оговоркой 
касательно, интересующей нас, генодиагности-
ки (совокупности методов по выявлению из-
менений в структуре генома), но без внедрения 
даже минимально необходимого объема право-
вого регулирования. Действующий федераль-
ный закон от 3 декабря 2008 г. № 242-ФЗ «О го-
сударственной геномной регистрации в РФ» 
жестко ограничивает сферу своего действия 
сугубо криминологической целью – идентифи-
кацией личности человека, для которой необ-
ходим минимальный объем получаемой и хра-
нимой генетической (геномной) информации, 
а также крайне специфический круг субъектов, 
имеющих право на ее легальное использование. 
Тем самым данный закон на данный момент не 
закрывает пробел в действующем правовом ре-
гулировании генодиагностики.

На момент написания данной статьи на обще-
ственное обсуждение был вынесен проект феде-
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рального закона «О внесении изменений в ст. 11 
федерального закона «О персональных данных» 
и ст. 39.1 закона Российской Федерации «О за-
щите прав потребителей», предусматривающий 
расширение понятия биометрические персо-
нальные данные, за счет отнесения к ним еще 
и сведений, характеризующих генетические осо-
бенности человека, а также предполагающий 
расширение сферы действия упомянутого нами 
выше федерального закона «О государственной 
геномной регистрации в РФ» на обработку тако-
го рода персональных данных. По нашему мне-
нию, такого рода уточнение понятия персональ-
ных данных назрело уже довольно давно, однако 
предложенные изменения не ликвидируют про-
бел в правовом регулировании генодиагностики 
в России. Так, в частности, открытым останется 
вопрос о разрешенных и запрещенных к прове-
дению на территории России разновидностях ге-
нодиагностики, о гарантиях не дискриминации 
и конфиденциальности по итогам таковой про-
цедуры, а также о судьбе генетических образцов 
остающихся после нее.

В зарубежных государствах ситуация об-
стоит несколько иначе и существуют примеры 
довольно подробного регулирования порядка 
проведения генодиагностики, которые вполне 
могут стать ориентиром для совершенствова-
ния отечественного законодательства по данно-
му вопросу.

Касательно разрешенных и запрещенных 
к проведению разновидностях генодиагностики 
законодательство зарубежных государств демон-
стрирует разнообразие подходов. Так, например, 
в ФРГ генетический тест может проводиться 
только с целью выявления заболеваний, которые 
можно предотвратить или вылечить, под запре-
том находятся тайные тесты по определению от-
цовства, тесты на раннее определение пола ре-
бенка, а также тесты на выявление заболеваний, 
которые могут появиться у еще не рождённого 
ребенка в зрелом возрасте. В Латвии запреща-
ется проводить исследование генома умершего 
человека. В США в некоторых штатах тайные 
генетические тесты на установление отцовства 
прямо разрешены (Невада), однако есть и шта-
ты, где таковые тесты запрещены (Нью-Джерси). 
Кроме того, в США есть примеры штатов, где 
под запретом находится проведение скрининга 
новорожденных на наследственные заболева-
ния (неонатальный скрининг) с применением 
технологии секвенирования ДНК целого генома 
(Нью-Гэмпшир).

Обсуждая гарантии не дискриминации по 
итогам генодиагностики, необходимо сразу от-
метить, что в зарубежных государствах, данный 
институт является достаточно нормативно раз-
витым, особенно в части трудовых отношений 
и отношений по страхованию жизни и здоровья. 
В ФРГ работодатель не должен проводить дис-
криминацию в отношении работников по при-
чине их генетических характеристик и не впра-
ве требовать результата такого теста при найме 
на работу. Однако, генетические тесты могут 
включаться в периодические медосмотры у ра-
ботников с вредными условиями труда, для пре-
дотвращения тяжелых заболеваний. Страховые 
компании не имеют права требовать результа-
тов генетических тестов от клиентов, если сумма 
выплаты не превышает 300 000 евро единовре-
менно или 30 000 евро в виде ежегодной пенсии. 
В США по части гарантий не дискриминации 
по итогам генодиагностики опять наблюдается 
разнообразие подходов. В большинстве случаев 
законодатель стоит на стороне интересов чело-
века. Так, например, работодатели, агентства по 
трудоустройству или профсоюзные организации 
не могут использовать информацию о генетиче-
ском тестировании, генетическом консультиро-
вании или генетическом заболевании для каких 
либо целей (Вермонт, Айова). Запрещается дис-
криминация со стороны страховщика в отноше-
нии лица на основании генетического анализа 
или генетической склонности (Нью-Мек си ко, 
Айдахо, Оклахома). Однако, в отдельных штатах 
делается исключение из общего правила. Так, на-
пример, страховщик не может получать резуль-
таты генетического тестирования без отдельного 
письменного согласия физического лица, но он 
не несет ответственности за непреднамеренное 
получение результатов (Индиана).

Несколько слов также следует сказать о га-
рантиях конфиденциальности по итогам геноди-
агностики, а также о судьбе генетических образ-
цов остающихся после ее проведения. В Латвии 
установлено обязательное кодирование любой 
генетической информации, которая хранится 
исключительно в единой общегосударственной 
базе данных. Аналогичные нормы касательно 
обязательного кодирования генетической ин-
формации существуют и в ряде штатов США 
(Мэн, Миссури, Индиана, Миннесота, Мичи-
ган). В ФРГ, при отсутствии согласия лица на 
иное, такого рода информация хранится 10 лет 
и уничтожается. По требованию лица результа-
ты могут уничтожаться немедленно. Генетиче-
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ский образец может использоваться только для 
целей, для которых он был получен и должен 
быть уничтожен немедленно, как цель была до-
стигнута. В США в большинстве штатов по дан-
ному вопросу наблюдается практически полное 
совпадение подходов, исключение составляет 
лишь вопрос возможного анонимного исполь-
зования образцов в научных целях, которое пря-
мо разрешено в отдельных штатах, например, 
в Делавэре.

Резюмируя все вышесказанное необходимо 
отметить, что в Российской Федерации неурегу-
лированными остаются вопросы о разрешенных 
и запрещенных к проведению разновидностях 
генодиагностики, о гарантиях не дискримина-
ции и конфиденциальности по итогам таковой 
процедуры, а также о судьбе генетических образ-
цов остающихся после нее. Подобная ситуация 
негативно сказывается на реализации консти-
туционных прав и свобод человека и гражда-
нина и требует скорейшего нормативного ре-
шения путем принятия единого комплексного 
федерального закона о геноме человека, разра-

ботанного, в том числе, с учетом имеющегося 
позитивного зарубежного опыта правового ре-
гулирования.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в рамках научного проекта 
№ 18-29-14059.
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samples remaining after it) remain unresolved. Within the framework of this article, the author examines 
examples of the normative regulation of the issues mentioned in foreign countries, suggesting that foreign 
experience should be used wisely.

Key words: screening, neonatal screening, genetics, genetics diagnostics, human genome, hereditary 
diseases, Constitution of the Russian Federation, the right to health care and medical care

Author:
Nechkin A. V., PhD, senior lecturer, Department of Constitutional Law, Ural State Law University, Ekaterinburg, Russia.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

ОРИГИНАЛЬНАЯ СТАТЬЯ

1034

Адрес: 620049, Екатеринбург, ул. Первомайская, 106, Ин-
ститут иммунологии и физиологии УрО РАН, Тузанкина 
Ирина Александровна. Тел.: 8 912 261 67 17 (моб.).
E-mail: ituzan@yandex.ru
Авторы:
Тузанкина И. А., д. м. н., профессор, Заслуженный деятель 
здравоохранения РФ, главный научный сотрудник лабо-
ратории иммунопатофизиологии Института иммунологии 
и физиологии УрО РАН, Екатеринбург, Россия;
Воронина Л. И., кандидат социологических наук, доцент, 
Уральский федеральный университет им. первого Прези-
дента России Б. Н. Ельцина, Екатеринбург, Россия;
Зайцева Е. В., к.соц.н., доцент, Уральский федеральный 
университет им. первого Президента России Б. Н. Ельцина, 
Екатеринбург, Россия.

Актуальность темы исследования, результаты 
которого представлены в статье, обусловлена на-
личием следующих теоретических и практиче-
ских проблем. Это неразработанность в теории 
управления здравоохранением понятий «техно-
логия генетических исследований» и «техноло-
гия консультирования на основе диагностики 
тяжелого комбинированного иммунодефици-
та», технологий последующего терапевтиче-
ского лечения при его подтверждении. Также 
актуальность темы определяется отсутствием 
теоретического обоснования этого вида техно-
логий, как подсистемы управления здравоохра-
нением и совокупности элементов, входящих 

непосредственно в структуру технологии. Необ-
ходимость в разработке новых технологий и их 
последующего внедрения в практику здравоох-
ранения, несомненно, вызваны требованиями 
к повышению качества медицинской помощи 
на основе профессиональной компетентности 
врачей и развития специализаций, в том числе 
по иммунологии.

ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ МЕТОДЫ

В исследовании авторы используют такие ме-
тоды как изучение теоретической литературы, 
сравнительный анализ, применяют междисци-
плинарный подход, интегрирующий результаты 
изучения теорий публичного управления, управ-
ления здравоохранением, клинической имму-
нологии и аллергологии, а также результаты 
эмпирических исследований. Анализ научных 
исследований позволяет сделать вывод о том, 
что лишь немногие российские авторы изуча-
ют и представляют теоретическое обоснование 
технологий, необходимых для диагностики и ле-
чения пациентов. Практически отсутствуют ра-
боты, в которых таковые технологии рассматри-
ваются как совокупность элементов. В основном 
в научных трудах анализируются отдельные эле-
менты или факторы, влияющие на степень ре-
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зультатов лечения при оказании медицинской 
помощи. Чаще всего к понятиям, связанным 
с технологиями, обращаются авторы, изучаю-
щие конкретные вопросы управления системой 
здравоохранения. Например, М. В. Печерских 
исследует процесс оказания медицинской по-
мощи детям со злокачественными новообразо-
ваниями [1]. А. С. Позднякова рассматривает 
конкретные информативные диагностические 
методы, применяемые при лечении больных [2]. 
Анализируются способы и отдельные реанима-
ционные приемы, при этом рассматриваемые не 
как элементы системы, а в качестве частных фак-
торов, влияющих на результативность лечения 
пациента, например, В. А. Аксенова, Д. Т. Леви 
и Н. И. Клевно делают выводы о значимости 
конкретных алгоритмов, анализируемых как по-
следовательность действий в дифференциальной 
диагностике БЦЖ-ос лож не ний с включением 
современных информативных методов диагно-
стики in vivo и ex vivo [3]. Наиболее разработаны 
технологии мо ле ку ляр но-ге не ти чес ких иссле-
дований в теории и практике экс перт но-кри ми-
на ли сти чес кой деятельности. В методических 
указаниях по реализации приказа Министерства 
здравоохранения России от 19.01.1999 г. указа-
ны конкретные элементы, входящие в структуру 
технологии проведения су деб но-ме ди цин ской 
экспертизы идентификации личности и уста-
новления родства [4]. Авторы статьи предлага-
ют рассматривать технологию как подсистему 
управления здравоохранения и совокупность 
конкретных элементов: локальные акты; дей-
ствия медицинских работников –  участников 
диагностических исследований на основе норм 
(правовых и этических). Далее, это критерии для 
оценки полученных результатов и последующего 
принятия решений; способы, приемы и методы, 
применяемые при осуществлении конкретных 
технологий; это медицинское оборудование, 
тесты и лекарственные препараты. При этом, 
принятие решения о необходимости разработки 
и применения той или иной технологии, долж-
но сопровождаться сравнительной оценкой ри-
ска и пользы, которую могут получить прямые 
участники (научное сообщество, врачи, пациен-
ты, их близкие и семьи) и косвенные участники 
(общество и в целом государство).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исходя из предложенной методологии, в ка-
честве примера анализируется возможность 
проектирования такой технологии как консуль-

тирование пациентов, проводимое педиатрами 
общего профиля, с целью выявления или ис-
ключения тяжелого комбинированного имму-
нодефицита. При проведении консультации 
врачи обязаны оформлять направление на ге-
нетическое обследование новорожденного ре-
бенка, для того, чтобы выявить или исключить 
наследственные и врожденные заболевания. Но 
так как сегодня в РФ не установлен порядок про-
ведения генетического обследования, то мно-
гие врачи не видят необходимости в том, чтобы 
оформлять направление на такой вид обследо-
вания. Соответственно, при бездействии врачей 
систематически возникает риск по задержке во 
времени в постановке точного диагноза заболе-
ваний у пациентов, что приводит к неэффектив-
ному лечению. Изменить эту ситуацию частично 
можно следующим образом. Профессиональное 
сообщество должно постоянно формировать 
конкретные этические нормы для педиатров, не 
являющихся иммунологами. Это такая норма как 
признание необходимости по осуществлению 
усилий, направленных на подготовку специали-
стов в области генетического консультирования, 
а также на генетическое образование других спе-
циалистов в сфере здравоохранения [5]. Одним 
из результатов таковых усилий может быть при-
знание и применение на практике врачами –  не 
иммунологами многоступенчатого экспертного 
диагностического протокола скрининга паци-
ентов на наличие первичного иммунодефицита. 
В настоящее время благодаря усилиям междуна-
родного профессионального сообщества, пре-
жде всего, Комитета экспертов по первичным 
иммунодефицитам Международного союза им-
мунологических обществ, введено понятие «диа-
гностический протокол скрининга пациентов 
на наличие первичного иммунодефицита», ко-
торый систематически обновляется, внедряется 
в практическое здравоохранение, рекоменду-
ется профессиональным сообществом для вы-
явления доказанных и описанных первичных 
иммунодефицитов. Российские ученые также 
доказывают необходимость признания и при-
менения протокола, соответственно установле-
ния алгоритма диагностических мероприятий. 
Например, И. А. Тузанкина, основываясь на ре-
зультатах многолетних диагностических иссле-
дований, предлагает установить алгоритм кон-
кретных действий, направленных на уточнение 
дефектных механизмов, лежащих в основе им-
мунных реакций у новорожденных детей любого 
гестационного возраста [6]. Применение прото-
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кола скрининга и логистики сбора пятен крови, 
их транспортировки отработан специалистами 
екатеринбургского кли ни ко-ди аг но сти чес ко го 
центра «Охрана здоровья матери и ребенка» [7]. 
Таким образом, уточнение понятий «технология 
генетических исследований» и «технология кон-
сультирования на основе диагностики тяжелого 
комбинированного иммунодефицита» позволит 
в перспективе их проектировать, устанавливать 
нормативными актами, внедрять в практику 
здравоохранения, что повлечет изменение тре-
бований и к повышению качества конкретной 
медицинской услуги, и уровню профессиональ-
ной компетентности врачей-педиатров в сфере 
иммунологии.

Отчетное исследование финансировалось 
РФФИ в соответствии с исследовательским 
проектом № 18-29-14059.
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Первичные иммунодефициты (ПИД) –  разно-
родная группа генетически детерминированных 
заболеваний, включающая более 330 нозоло-
гий [1, 2]. Несмотря на прогресс высокотехно-
логичных лабораторных методик, клинические 
аспекты по-прежнему играют основную роль на 
раннем этапе диагностики ПИД [2]. Раннее вы-
явление ПИД и подбор адекватной терапии суще-
ственно улучшают прогноз, повышают качество 
и продолжительность жизни пациентов [1–3].

Основным инструментом для решения по-
ставленных задач является создание регистра 
ПИД [2]. Своевременное и систематическое по-
полнение базы данных ПИД в масштабах страны 
невозможно без создания и полноценной работы 
региональных регистров. Регистрация пациен-
тов является основанием для создания законо-
дательных документов, направленных на повы-
шение качества диагностики и лечения ПИД, 
оценки диагностического потенциала региона, 
планирования мероприятий по выявлению па-
тологии, в том числе повышения информиро-
ванности по вопросам ПИД узких специалистов 
и врачей первичного звена [3].

РЕГИОНАЛЬНЫЙ РЕГИСТР ПЕРВИЧНЫХ 
ИММУНОДЕФИЦИТОВ РЕСПУБЛИКИ БАШКОРТОСТАН
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спубликанской детской клинической больницы (РДКБ) г. Уфы и к марту 2019 года включал 223 
человека. В настоящее время в РДКБ г. Уфы наблюдаются 126 детей, 43 пациента переведены 
во взрослую сеть. Отличительными особенностями регионального регистра РБ является наличие 
пациентов, которым диагноз ПИД установлен на аутопсии, а также отсутствие больных с синдро-
мом Ниймиген. Решение вопросов, связанных с диагностикой и лечением ПИД, возможно лишь 
при государственной поддержке и совместной работе врачей различных специальностей.

Ключевые слова: регистр, первичный иммунодефицит, диагностика, лечение

DOI: 10.31857/S102872210006480-3



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

Региональный регистр первичных иммунодефицитов Республики Башкортостан 1039

Регистрация пациентов с ПИД в Республике 
Башкортостан (РБ) осуществляется с 1998 года 
на базе РДКБ г. Уфы. В 2005 году обобщены дан-
ные 72 пациентов, к марту 2019 года количество 
больных увеличилось до 223, данные184 боль-
ных внесены в Национальный российский ре-
гистр.

Нозологическая структура ПИД в регистре 
РБ представлена следующими группами заболе-
ваний: врожденные дефекты антителообразова-
ния – 63,6%; аутовоспалительные заболевания 
(АЗ) – 8,2%; комбинированные иммунодефици-
ты с синдромальной патологией (КИД с СП) –  
8,2%; нарушения клеточного и гуморального 
звена –  8,2%; дефекты комплемента –  4,9%; не-
уточненные ПИД –  4,4%; дефекты фагоцитоза –  
2,2%; ПИД с иммунной дисрегуляцией (ИД) –  
1,6%; ПИД уточненный –  1,1%. В настоящее 
время из 184 пациентов в РДКБ г. Уфы наблюда-
ются 126 детей, 43 переведены во взрослую сеть, 
умерли 15.

Гуморальные дефекты представлены селек-
тивным дефицитом иммуноглобулина A (98 чело-
век), общей вариабельной недостаточностью (10) 
и агаммаглобулинемией (9). Группа АЗ включает 
синдром Маршалла (9), PAMI (1), периодиче-
скую лихорадку (3), мультифокальный остео-
миелит (2). В группу КИД с СП входят синдром 
Ви скот та-Олд ри ча (4), синдром Ди Джорджи (3), 
гипериммуноглобулинемия Е (3), синдром Луи-
Бар (2), дефицит лигазы 4 (1). ТКИН установле-
на у 13 пациентов, врожденные дефекты систе-
мы комплемента –  у 9, из них наследственный 
ангионевротический отек (НАО) – 3. Среди 
дефектов, с проявлениями в виде ИД: дефицит 
CTLA –  4 (1), аутоиммунный (1) и ВЭБ-ас со ци-
и ро ван ный (1) лимфопролиферативные синдро-
мы. Дефекты системы фагоцитоза: циклическая 
нейтропения (1), хроническая гранулематозная 
болезнь (3). В группу с уточненным ПИД входит 
IgG4-связанное заболевание (2).

Отличительными особенностями региональ-
ного регистра РБ являются: включение 39 паци-
ентов (18%), которым диагноз ПИД установлен 
на аутопсии; отсутствие больных с синдромом 
Ниймиген, обусловленное национальным со-
ставом региона; семейные случаи ПИД среди 

пациентов с агаммаглобулинемией, синдромом 
Луи-Бар, ХГБ, НАО; случай агаммаглобулине-
мии, верифицированной у девочки.

В пожизненной заместительной терапии вы-
сокодозными внутривенными иммуноглобули-
нами (ВВИГ) нуждаются 25 детей и 12 взрослых. 
В рамках оказания высокотехнологичной ме-
дицинской помощи на базе РДКБ проводится 
терапия ВВИГ в «режиме насыщения», амбула-
торно –  антибактериальная, противогрибковая, 
противовирусная, а также таргетная терапия 
сиролимусом, руксолитинибом, ритуксимабом, 
абатоцептом. Пациенты с НАО получают Бери-
нерт. Трансплантация гемопоэтических стволо-
вых клеток проведена в условиях федеральных 
центров 10 пациентам с ТКИН, синдромом Ви-
скот та-Олдрича, ИД, АЗ.

Дальнейшее совершенствование иммуноло-
гической помощи детскому населению РБ не-
посредственно связано с открытием в 2021 году 
Регионального онкогематологического Центра 
на базе РДКБ г. Уфы.
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Primary immunodefi ciency (PID) is a diverse group of genetically determined diseases, including 
more than 330 diseases. Early detection of PID and selection of adequate therapy aff ects the prognosis 
of the disease, improves the quality of life and life expectancy of patients signifi cantly. PID register is the 
main tool for solving the tasks. Registration of patients with PID in the Republic of Bashkortostan (RB) 
is carried out on the basis of the Republican Children Clinical Hospital (RCCH) of Ufa and at March 
2019, the number of registered patients increased to 223 people. Currently, 126 children are observed 
in the RCCH of Ufa, 43 patients have been transferred to the adult network. Distinctive features of the 
regional register of the RB are the presence of patients for whom the diagnosis of PID was set at autopsy 
and the absence of patients with Nĳ megen syndrome. The solution of current problems related to the 
diagnosis and treatment of PID is possible only with state support and teamwork of doctors of various 
specialties.

Key words: registry, primary immunodefi ciency, diagnosis, treatment
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Многие клеточные процессы, задействован-
ные в поддержании генетического гомеостаза 
организма после облучения, включая иммунный 
ответ, генетически детерминированы. В ответ 
на малые дозы радиации и облучение с низкой 
мощностью дозы повышается экспрессия цело-
го ряда генов, в том числе генов, вовлечённых 
в сигнальные пути, регулирующие функции 
различных субпопуляций лимфоцитов, секре-
цию цитокинов, факторов роста и других, кото-
рые позволяют облучённым клеткам и тканям 
восстановить генетический гомеостаз. Однако 
в ряде случаев повышенная экспрессия генов 
вовлечена в патогенез отдалённых радиацион-
ных эффектов [1], в том числе таких, как злока-
чественные новообразования и болезни сер деч-
но-со судистой системы.

Вследствие этого целью настоящей работы 
была оценка экспрессии ряда генов, участвую-
щих в регуляции системного иммунитета, у об-
лучённых лиц в период реализации отдалённых 
последствий радиационного воздействия.

Основную группу составили 58 облучённых 
лиц –  жителей прибрежных сёл реки Течи, под-
вергшихся хроническому радиационному воз-

ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ ИММУННОГО ОТВЕТА У ЛИЦ, 
ПОДВЕРГШИХСЯ ХРОНИЧЕСКОМУ РАДИАЦИОННОМУ 
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В отдалённые сроки у облучённых людей регистрировалось снижение уровня транскрипцион-
ной активности гена NF-kB1 и повышение уровня экспрессии гена PAD4. Учитывая зависимость 
некоторых показателей иммунитета от уровней экспрессии генов NF-kB1 и PAD4 можно пола-
гать, что изменения иммунитета у облучённых людей в отдалённые сроки могут быть опосредова-
ны изменениями транскрипционной активности генов.
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действию, группу сравнения –  50 необлучённых 
человек, проживавших в тех же ад ми ни стра-
тив но-тер ри ториальных образованиях. Нако-
пленные дозы облучения красного костного 
мозга (ККМ) – центрального органа иммуно-
генеза, в основной группе варьировали от 0,08 
до 3,51 Гр (0,75±0,08 Гр). Обследованные лица 
обеих групп были представлены, главным обра-
зом, женщинами, преимущественно, пожилого 
возраста. Все люди, включённые в исследова-
ние, предварительно давали информированное 
согласие в письменном виде. Исследование 
проводили на базе ФГБУН «Уральский на уч но-
прак ти чес кий центр радиационной медицины» 
ФМБА России (г. Челябинск). Для определения 
транскрипционной активности генов STAT3, 
GATA3, MAPK8, NF-kB1 и PAD4 использова-
ли РНК, экстрагированную из мононуклеаров 
периферической крови колоночным методом, 
на основе которой в реакции обратной транс-
крипции получали комплементарную ДНК 
(кДНК). Анализ уровня экспрессии генов про-
водили методом полимеразной цепной реакции 
в реальном времени (ОТ-ПЦР). Для оценки 
иммунного статуса у обследованных лиц в кро-
ви определяли число нейтрофилов, моноцитов, 
CD19+, CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+ лимфоци-
тов, оценивали фагоцитарную, лизосомальную 
активность и интенсивность внутриклеточного 
кислородзависимого метаболизма нейтрофилов 
и моноцитов, а также содержание IgM, IgG, IgA 
в сыворотке крови и уровни сывороточных ци-
токинов (ИЛ-1α, ИЛ-1β, ИЛ-6, ИЛ-8, ИФНγ, 
ФНОα). Исследование регуляторной активно-
сти генов STAT3, GATA3 и MAPK8 у облучён-
ных лиц и в группе сравнения не выявило ста-
тистически значимых различий. Вместе с тем, 
уровни экспрессии гена NF-kB1 были суще-
ственно ниже (p=0,003) у облучённых людей от-
носительно группы сравнения, а гена PAD4, на-
против, существенно выше (p=0,05). По данным 
корреляционного анализа не было установлено 
статистически значимой зависимости транс-
крипционной активности генов NF-kB1 и PAD4 
от величины накопленной дозы облучения 
ККМ. Интерес также представляла оценка тех 
показателей системного иммунитета у облучён-
ных людей, которые определяются регуляторной 
активностью генов NF-κB1 и PAD4. Для этого 
в сравниваемых группах методами корреляци-
онного и регрессионного анализа оценивалась 
зависимость показателей системного иммуни-
тета, характеризующих состояние сигнальных 

путей, в которые вовлечены белковые продукты 
генов NF-κB1 и PAD4 [2], от уровня экспрессии 
этих генов. Корреляционный анализ в группе 
облучённых людей показал отсутствие стати-
стически значимых зависимостей количества 
CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD19+ лимфоци-
тов, уровней сывороточных IgM, IgG, IgA и со-
держания ИЛ-1α, ИЛ-1β, ИЛ-6, ИЛ-8, ФНОα 
и ИФНγ от транскрипционной активности гена 
NF-κB1. В группе сравнения регистрировалась 
умеренная положительная корреляционная за-
висимость абсолютного количества CD19+ лим-
фоцитов в крови (R=0,29; p=0,05) от уровня экс-
прессии гена NF-κB1. В то же время содержание 
сывороточных IgG и IgM умеренно отрицатель-
но коррелировало с транскрипционной актив-
ностью гена NF-κB1, коэффициенты корреля-
ции составили, соответственно, –0,41 (p=0,007) 
и –0,33 (p=0,04). Регрессионный анализ под-
твердил, что содержание IgG в сыворотке крови 
лиц группы сравнения находилось в умеренной 
обратной зависимости от уровня экспрессии 
гена NF-κB1. Однако не было установлено ста-
тистически значимых регрессионных зависи-
мостей между количеством CD19+ лимфоцитов 
в крови и содержанием сывороточного IgM от 
уровня экспрессии гена NF-κB1 у лиц группы 
сравнения. В группе облучённых лиц отмечена 
лишь умеренная положительная корреляция 
между интенсивностью внутриклеточного кис-
лородзависимого метаболизма нейтрофилов по 
данным индуцированного НСТ-теста (R=0,35; 
p=0,01) и уровнем экспрессии гена PAD4 (ре-
грессионный анализ не позволил выявить до-
стоверной зависимости). Для других иммуно-
логических показателей (абсолютное число 
нейтрофилов, моноцитов в крови, фагоцитар-
ная, лизосомальная активность, спонтанная ин-
тенсивность внутриклеточного кислородзави-
симого метаболизма нейтрофилов и моноцитов, 
уровни сывороточных ИЛ-1α, ИЛ-1β, ИЛ-6, 
ИЛ-8, ФНОα и ИФНγ) статистически значимых 
зависимостей от транскрипционной активности 
гена PAD4 в группе облучённых лиц установле-
но не было. Так же не было зарегистрировано 
взаимосвязей между вышеперечисленными им-
мунологическими показателями и уровнем экс-
прессии гена PAD4 у лиц группы сравнения.

Результаты настоящего исследования сви-
детельствовали о том, что хроническое радиа-
ционное воздействие с преимущественным 
облучением ККМ человека может длительно мо-
дифицировать транскрипционную активность 
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иммунорегуляторных генов, таких как NF-kB1 
и PAD4 и, как следствие, модулировать иммун-
ные ответы.
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At late period after exposure a decrease in the level of NF-kB1gene expression and an increase in the 
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Ответы иммунной системы на воздействие 
ионизирующей радиации обнаруживают инди-
видуальную вариабельность, что может быть об-
условлено вариабельностью в экспрессии генов 
иммунного ответа и определяться генетическим 
полиморфизмом. Крупномасштабные между-
народные исследования по полногеномному 
поиску ассоциаций (GWAS) между признаками 
и генетическими маркерами свидетельствуют 
об определённом вкладе однонуклеотидных по-
лиморфизмов (ОНП) в формирование того или 
иного признака, а также об их вкладе в повыше-
ние риска развития ряда заболеваний, в том чис-
ле онкологических [1]. Находясь в кодирующей 
части генома, ОНП могут приводить к измене-
ниям структурных и функциональных свойств 
кодируемого белка, а, располагаясь в некоди-
рующей области (энхансерах, донорах сплай-
синга и акцепторных сайтах интронов), приво-
дить к изменению уровня экспрессии генов [2]. 
Из этого следует, что определённые ОНП могут 
модифицировать иммунные ответы на радиа-
ционное воздействие и тем самым повышать 
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риск формирования отдалённых последствий 
облучения. Таким образом, определение роли 
генетической компоненты в модификации им-
мунных ответов на радиационное воздействие 
может способствовать пониманию механизмов 
формирования отдалённых медицинских эф-
фектов облучения и выявлению ключевых мар-
керов индивидуальной радиочувствительности 
человека.

В связи с этим, целью работы являлось уста-
новление связи носительства однонуклеотидных 
полиморфных участков генов MAPK8, STAT3, 
GATA3 и NF-kB1 с количественными показа-
телями адаптивного иммунитета в отдалённые 
сроки у лиц, подвергшихся хроническому ра-
диационному воздействию.

Работу проводили на базе ФГБУН «Ураль-
ский научно-практический центр радиационной 
медицины» ФМБА России (г. Челябинск). Ис-
следуемая группа включала 384 облучённых че-
ловека (124 мужчины и 260 женщин) –  жителей 
прибрежных сёл реки Течи. Выбор иммунологи-
ческих показателей, с которыми могут быть ассо-
циированы полиморфные участки кандидатных 
генов, проводили на основе анализа молекуляр-
ных путей, в которые вовлечены исследуемые 
гены [3]. Все пациенты, включённые в исследо-
вание, подписывали добровольное информиро-
ванное согласие.

В качестве показателей адаптивного имму-
нитета методом CD-типирования в крови оце-
нивали абсолютное и относительное количество 
лимфоцитов с фенотипами: СD3+, CD3+CD4+, 
CD3+CD8+, CD19+, рассчитывали иммунорегу-
ляторный индекс (CD4+/CD8+). Для этих целей 
использовали стандартную панель моноклональ-
ных антител (Beckman Coulter, США). Анализ 
численности субпопуляций лимфоцитов прово-
дили на проточном цитометре Navios (Beckman 
Coulter, США). Генотипирование образцов про-
водили по четырём полиморфным участкам ге-
нов: MAPK8 rs2239815, STAT3 rs1053023, GATA3 
rs4143094 и NF-kB1 rs28362491. Для генотипиро-
вания использовали ДНК, выделенную из замо-
роженных при –80 °C образцов крови. Детекцию 
результатов осуществляли методом полимераз-
ной цепной реакции в реальном времени на при-
боре «Applied Biosystems Step One Plus» (США) 
с использованием наборов реагентов «ФЛЭШ» 
(ТестГен, Россия).

Оценка связи полиморфного участка rs2239815 
гена MAPK8 с количеством иммунокомпетент-
ных клеток у лиц, подвергшихся хроническому 

радиационному воздействию, позволила вы-
явить более высокие показатели абсолютного 
(p=0,04) и относительного (p=0,02) количества 
CD19+ лимфоцитов у носителей минорного ал-
леля С. Согласно рецессивной модели у носите-
лей минорного гомозиготного генотипа С/С аб-
солютное количество CD19+ лимфоцитов было 
ниже по сравнению с носителями гомозигот-
ного генотипа Т/Т и гетерозиготного генотипа 
Т/С (p=0,04). В соответствии с доминантой мо-
делью, для носителей минорного аллеля С (ге-
нотипы Т/С и С/С) относительное количество 
CD19+ лимфоцитов также было ниже относи-
тельно носителей генотипа Т/Т (p=0,02). Иссле-
дование связи полиморфного участка rs1053023 
гена STAT3 с показателями адаптивного имму-
нитета позволило выявить статистически зна-
чимые связи с количеством CD3+ и CD3+CD4+ 
лимфоцитов. Согласно рецессивной модели 
у носителей минорного генотипа С/С наблюда-
лось более высокое содержание CD3+ (р=0,02) 
и CD3+CD4+ лимфоцитов в крови (р=0,04) по 
сравнению с носителями генотипов Т/Т и Т/С. 
Также регистрировалась связь носительства 
полиморфного участка rs4143094 гена GATA3 
с количеством CD3+ и CD3+CD8+ лимфоцитов 
в крови. У носителей гомозиготного геноти-
па С/С наблюдалось более высокое абсолют-
ное содержание CD3+ лимфоцитов (р=0,009) 
и CD3+CD8+ лимфоцитов (р=0,007) в крови по 
сравнению с носителями аллеля А (генотипы 
А/А и А/С). У лиц, не имеющих делеции в ре-
гуляторном участке rs28362491 гена NF-kB1, на-
блюдалось сниженное относительное количе-
ство CD3+CD4+ лимфоцитов (р=0,02) в крови 
по сравнению с лицами, имеющими делецию 
(генотипы Ins/Del и Del/Del).

Белковые продукты генов MAPK8, STAT3, 
GATA3 и NF-kB1 являются транскрипционны-
ми факторами и непосредственно регулируют 
процессы пролиферации, созревания и диф-
ференцировки CD3+ и CD19+ лимфоцитов. Та-
ким образом, можно сделать заключение, что 
исследуемые полиморфные участки rs2239815 
(MAPK8), rs28362491 (NF-kB1), rs1053023 (STAT3), 
rs4143094 (GATA3) влияют на количественные 
показатели CD3+, CD4+ и CD19+ лимфоцитов. 
Однако, чтобы сделать однозначный вывод 
о роли генетической компоненты в модифика-
ции иммунных ответов у облучённых лиц, необ-
ходимо минимизировать влияние фактора дозы 
облучения ККМ путём увеличения группы об-
следованных лиц.
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Гемопоэтические клетки отличаются боль-
шим разнообразием структуры и функции, обе-
спечивающим в процессе их созревания самые 
различные биологические процессы, такие, как: 
транспорт кислорода, гемостаз, фагоцитоз, им-
мунитет. Чрезвычайно важная роль в регуляции 
гомеостаза периферической крови отводится 
органам кроветворения, в частности, костному 
мозгу, где в условиях нормы имеют место сохра-
нение динамического равновесия между про-
цессами гемопоэза и распада клеток, а также 

определенная стадийность дифференцировки 
элементов миелоидного, лимфоидного, эритро-
цитарного и мегакариоцитарного рядов [1]. Ис-
следователи из группы Токушева А. Н. показали, 
что развитие асептического воспаления в крови 
у опытных крыс вызывает транзиторное умень-
шение лейкоцитарного пула и эритроцитов на 
1 сут после введения скипидара. На 7 сут иссле-
дования наблюдалось восстановление красной 
крови, повышение лейкоцитарного пула за счет 
лимфоцитов, моноцитов и нейтрофилов, что 
соответствовало разворачивающейся картине 
асептического воспаления [2]. Однако влияние 
острого асептического воспаления на измене-
ние параметров всей системы эритрона на дан-
ный момент остается мало изученным. 

Целью данной работы являлось изучение из-
менения гемоглобинового профиля костного 
мозга и периферической крови крыс в условиях 
острого асептического воспаления.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проводили на 30 крысах линии 
Wistar массой 250–300 г в соответствии с прин-
ципами Директивы 2010/63/EUEC. Острое ло-
кальное воспаление вызывали путем введения 
под кожу спины скипидара в количестве 0,5 мл 
под эфирным наркозом. Экспериментальных 
животных делили на 3 группы. Первая группа 
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служила контролем. Забор материала у крыс 2-й 
и 3-ей групп осуществляли спустя 6 ч и 2 сут по-
сле ведения скипидара. Животных выводили из 
эксперимента путем передозировки диэтило-
вого эфира. Проводили оценку следующих по-
казателей: миелограмма, общий анализ крови, 
содержание ретикулоцитов и содержание эри-
троцитов с фетальными формами гемоглобина, 
соотношения белковых фракций гемоглобина 
костного мозга и периферической крови. Ста-
тистическую обработку данных осуществляли 
с применением непараметрических методов 
статистики («Statistica 8.0»). Сравнение групп 
выполняли с использованием критерия Ман-
на-Уит ни. Различия считали достоверными при 
р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ миелограммы выявил, что через 6 ч по-
сле острого асептического воспаления отмечает-
ся увеличение общего числа эритробластов, ми-
елобластов, миелоцитов, ретикулярных клеток 
и мегакариоцитов. Возрастание числа эритро-
бластов с увеличением числа ретикулярных кле-
ток свидетельствует об активации эритропоэза. 
Однако, уже на 2 сут, число эритробластов и ми-
елоцитов значительно снижается по сравнению 
с контрольной группой. Как известно, миело-
бласты являются клетками-предшественницами 
гранулоцитов, которые в свою очередь являются 
неотъемлемыми участниками воспалительного 
процесса. Образуясь в костном мозге, эти белые 
клетки крови, мигрируют в очаг воспаления, 
и уже на 2 сут после экспериментального воз-
действия их число вновь приближается к значе-
ниюконтрольных животных.

Изменения, происходящие в кроветворной 
ткани и в системном кровотоке при остром 
асептическом воспалении, в большей степени 
связаны с клетками гранулоцитарного ростка 
гемопоэза. Со стороны белой крови отмечает-
ся типичная картина развития нейтрофильного 
лейкоцитоза. Со стороны красной крови впервые 
6 ч после введения скипидара существенных из-
менений не наблюдается. На 2 сут уменьшается 
общее содержание гемоглобина и число эритро-
цитов. Отмечается ретикулоцитоз, что указывает 
на усиление эритропоэза. Количество эритроци-
тов, несущих фетальные формы гемоглобина на 
протяжении всего эксперимента достоверно не 
изменяется.

В костном мозге на раннем сроке после вве-
дения скипидара наблюдается снижение доли 

гемоглобинов 1 и 2 белковых фракций, за счёт 
увеличения содержания гемоглобинов 3 и 6. На 
2 сут после проведения эксперимента уровень 
4, 5 и 6 белковых фракций гемоглобина воз-
растает за счет снижения гемоглобина 1, 2 и 3 
белковых фракций. Изменения гемоглобино-
вого профиля периферической крови обуслов-
лены снижением содержания 1, 2 и 3 изоформ 
за счет увеличения количества гемоглобина 5 
и 6 белковых фракций. По предположению, вы-
двинутому Стародубом Н. Ф. [3], фракции 5 и 6 
гемоглобина крыс являются физиологическим 
эквивалентом фетального гемоглобина чело-
века, тем самым благодаря данным фракциям 
обеспечивается перенос большего количества 
кислорода к месту воспаления. На 2 сут после 
введения скипидара у крыс повышается содер-
жаниегемоглобина 4 и 6 фракций за счёт умень-
шения содержания гемоглобина 1 и 2 изоформ.

ВЫВОДЫ

Таким образом, при остром асептическом 
воспалении наблюдаются изменения в системе 
эритрона. Со стороны клеток гранулоцитарного 
ростка выражающиеся в нейтрофильном лейко-
цитозе. Со стороны клеток эритроидного ряда 
отмечается увеличение количества ретикуло-
цитов и эритробластов, свидетельствующие об 
активации эритропоэза. При введении скипи-
дара на раннем сроке наблюдаются выраженные 
изменения гемоглобинового профиля костного 
мозга. На позднем сроке увеличение отдельных 
белковых фракций свидетельствует о наработке 
молодых клеток в костном мозге с последую-
щим их выходом в кровоток. В периферической 
крови отмечается изменение белковых фракций, 
что указывает на усиление компенсаторных ме-
ханизмов в ответ на развитие воспалительной 
реакции в организме.

Работа выполнена в рамках государственно-
го задания ИИФ УрО РАН (тема № АААА- А18-
118020590108-7).
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Хроническое злоупотребление алкоголем 
и связанная с этим патология является одной из 
важных медико-социальных проблем. Наибо-
лее чувствительны к действию алкоголя, кото-
рый является одним из ведущих в этиологиче-
ской структуре патологии панкреатобилиарной 
системы, печень и поджелудочная железа [1, 2]. 
В то же время малочисленны исследования, за-
частую и противоречивы, в том числе экспери-
ментальные, касающиеся иммунных на фоне 
кратковременной и длительной алкогольной 

интоксикации [3, 4]. В соответствие с этим, це-
лью исследований стала оценка изменений в пе-
чени, адаптивного иммунитета, функ ци о наль-
но-ме та бо ли чес кой активности нейтрофилов 
периферической на фоне экспериментальной 
хронической алкогольной интоксикации.

ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ МЕТОДЫ

Исследования проведены на 62 здоровых по-
ловозрелых крысах Вистар с соблюдением прин-
ципов, изложенных в Конвенции по защите по-
звоночных животных (г. Страсбург, Франция, 
1986). Токсической поражение печени (ТПП) 
моделировали 30- и 60-кратным, через 24 часа, 
внутрижелудочным введением 20% раствора эта-
нола (2 мл/кг). Экспериментальных животных 
делили на две части в зависимости от воздей-
ствия этанола: 30 или 60 дней. Соответственно 
на 25 или 55 день проводили иммунизацию или 
сенсибилизацию эритроцитами барана (ЭБ). За-
бой крыс осуществляли через 24 часа после по-
следнего введения этанола. Группа контроля 
состояли из 15 здоровых животных. Клеточную 
форму адаптивного иммунного ответа оценива-
ли по степени развития реакции гиперчувстви-
тельности замедленного типа (ГЗТ) к ЭБ. ГЗТ 
воспроизводили путем внутрибрюшинного вве-
дения ЭБ: сенсибилизирующей (108 клеток) и на 

ИММУНННАЯ РЕАКТИВНОСТЬ ПРИ ТОКСИЧЕСКОМ 
ПОРАЖЕНИИ ПЕЧЕНИ АЛКОГОЛЬНОЙ ЭТИОЛОГИИ
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четвертые сутки разрешающей дозы (106 клеток). 
О выраженности ГЗТ судили через сутки после 
введения разрешающей дозы ЭБ по разнице масс 
регионарного и контралатерального лимфатиче-
ских узлов (РМ) и по разнице количества в них 
кариоцитов (РК). Гуморальный иммунный от-
вет (ГИО) индуцировали однократным внутри-
брюшинным введением ЭБ в дозе 2×109 клеток 
на 1 кг массы тела. Степень развития ГИО на ЭБ 
оценивали на 5-е сутки после иммунизации по 
числу иммунных антителообразующих клеток 
(АОК) в селезенке. Фагоцитарная активность 
нейтрофилов периферической крови оценива-
лась по фагоцитарному показателю (ФП), фа-
гоцитарному числу (ФЧ) и индексу активности 
фагоцитоза (ИАФ), а кислород-зависимая ‒ по 
НСТ-тестам спонтанному (НСТ-сп.) и стиму-
лированному опсонизированным и неопсони-
зированным зимозаном (НСТ-ст. н/з, НСТ-ст. 
о/з), коэффициентам опсонизации, активации 
на опсонизированный и неопсонизированный 
зимозан (КО, КАн, КАо). Для оценки функ-
ционального состояния печени в плазме крови 
определяли активность аспартат- и аланинами-
нотрансфераз (АСТ, АЛТ), щелочной фосфата-
зы (ЩФ), гаммаглутаминтранспептидазы (ГГТ), 
содержание билирубина, фибриногена и про-
тромбиновый индекс (ПТИ). Величины всех 
перечисленных показателей определяли унифи-
цированными методами с использованием стан-
дартных наборов реактивов. После выведения 
животных из эксперимента морфологическому 
анализу подвергались биоптаты печени. Стати-
стическую обработку результатов исследования 
проводили путем вычисления медианы (Me) и 25 
и 75 процентилей с помощью пакета компьютер-
ной программы Statistica 8. Существенность раз-
личий оценивали по U-критерию Манна-Уитни. 
Статистически значимыми считали различия 
при p <0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

После введения этанола в течение 30 дней, 
в большей степени при 60-дневной интокси-
кации, у крыс наблюдалось повышение актив-
ности АЛТ и АСТ (развитие цитолитического 
синдрома), содержания билирубина, активно-
сти ГГТ (наличие внутриклеточного холеста-
за), снижение коэффициента де Ритиса ниже 
1 (токсическое поражение печени по воспали-
тельному типу), снижение уровня фибриногена 
(синдром недостаточности синтетических про-
цессов) и активации свертывающей системы 

крови (повышение ПТИ). Развитие ТПП под-
тверждено морфологически. ТПП, развивающе-
еся на фоне 30-дневной, в большей степени при 
более длительной интоксикации этанолом, при-
водило к супрессии формирования адоптивной 
клеточной и гуморальной форм иммунного от-
вета, о чем свидетельствовало снижение иммун-
ных АОК в селезенке и РМ и РК. Установлено 
также угнетение фагоцитарной (ФП, ФЧ, ИАФ) 
и стимуляция параметров кислородзависимой 
активности нейтрофилов периферической кро-
ви (НСТ-сп. иНСТ-ст. н/з). При этом уровень 
НСТ-ст. о/зи резервы кислородзависимой ак-
тивности фагоцитов (КАо, КАн и КО) в этих 
группах не отличался от показателей контроля.

Таким образом, можно утверждать, что при 
токсическом поражении печени алкогольной 
этиологии угнетается гуморальная и клеточная 
формы иммунного ответа и фагоцитарная ак-
тивность нейтрофилов циркулирующей кро-
ви с одновременной активацией их кислород-
зависимой активности, что требует применения 
при данной патологии методов коррекции им-
мунного статуса.
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On 62 Wistar rats with a 30-day-long, to a greater extent with a 60-day-long ethanol introduction, the 
development of toxic liver damage has been established by biochemical and morphological methods. In 
presence of a 60-day-long chronic alcohol intoxication, compared with a 30-day-long ethanol introduc-
tion, a more pronounced suppression of adaptive cellular and humoral forms formation of the immune 
response to sheep erythrocytes, a decrease in the phagocytic capabilities of neutrophils with an increase 
in their oxygen-dependent activity have been determined.
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ВВЕДЕНИЕ

Острая ишемия нижних конечностей (ОИНК) 
представляет собой одну из самых сложных про-

блем сосудистой хирургии, часто является про-
явлением более тяжелой патологии (острый 
инфаркт миокарда, онкологический процесс) 
и нередко причиной летального исхода. Острая 
ишемия – это резкое ухудшение или полное пре-
кращение всех трёх основных функций локаль-
ного кровообращения, а именно доставки в ткань 
кислорода, удаления из ткани продуктов ткане-
вого метаболизма и субстратов окисления [1].

•  В отличие от многих других сосудистых со-
стояний нет определенного лечения;

•  Частота летальных исходов при острой ише-
мии составляет 11‒39% [2], послеопераци-
онная летальность 15‒20% [3];

•  Частота встречаемости 140/миллион/год 
в России.

Причины развития острой ишемии конечно-
стей:

• Острые тромбозы (40%);
• Эмболии (37%);
•  Тромбозы протезов и зон эндоваскулярных 

вмешательств (до 15%);

МАРКЕРЫ ВОСПАЛЕНИЯ И ОКСИДАТИВНОГО СТРЕССА 
ПРИ ЛЕЧЕНИИ ОСТРОЙ ИШЕМИИ НИЖНИХ КОНЕЧНОСТЕЙ
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Острая ишемия возникает из-за препятствия кровообращения, вызывая оксидативный стресс 
и деструкцию ткани. Восстановление кровотока –  реперфузионный синдром –  тканевые антиге-
ны устремляются в кровоток, усиливая продукцию АФК и стимулируя воспаление. Цель рабо-
ты –  определение взаимосвязи окислительного стресса, воспаления с тяжестью и исходом забо-
левания. Наблюдали 44 больных с острой ишемией нижних конечностей и базисной терапией. 
Изучали изменение в процессе лечения оксидантной активности крови по уровню хемилюминес-
ценции, общей антиоксидантной активности плазмы, уровня С-реактивного белка как маркера 
воспаления и креатинкиназы, отражающей повреждение ткани, количества лейкоцитов в крови 
с подсчетом лейкограммы и нейтрофильно-лимфоцитарного и тромбоцито-лимфоцитарного ко-
эффициентов. Острая ишемия нижних конечностей сопровождается деструкцией тканей и по-
вышением продукции АФК, снижением общей антиоксидантной активности, усилением си-
стемного воспаления в период реперфузии. С ростом тяжести заболевания наблюдается усиление 
окислительного стресса, который усугубляет деструкцию тканей и провоцирует дальнейший рост 
системного воспалительного ответа.
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• Тромбозы аневризм периферических арте-
рий и травм артерий.

Цель исследования –  определить взаимосвязь 
тяжести острой ишемии конечностей и исхода 
заболевания с оксидантной и антиоксидантной 
активностью крови и активностью воспаления.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Обследовано 44 больных с ОИНК и базисной 
терапией, возраст 73 (61; 83) лет, из них 23 муж-
чины и 21 женщины. По данным историй болез-
ни пациенты имели следующие сопутствующие 
заболевания: хроническая анемия – 7%, сахар-
ный диабет ‒ 11%, нарушения мозгового крово-
обращения –  41%, в том числе ОНМК –  9%, па-
тология сер деч но-со су дис той системы –  100%, 
заболевания брон хо-лё гоч ной системы – 48%, 
в том числе ХОБЛ –  7%, ТЭЛА –  2%, застойные 
явления в малом круге кровообращения – 14%, 
гипертоническая болезнь 3 ст. – 34%, рецидивы 
ОИНК –  30%. Больные получали терапию в со-
ответствии с национальными рекомендациями 
по лечению ОИНК (2013 г.). При поступлении 
в отделение сосудистой хирургии (до операции), 
на 1, 3, 5, 7 и 10 сутки после операции исследо-
вали: оксидантную активность крови по уровню 
хемилюминесценции (ХЛ), общую антиокси-
дантную активность (ОАА) плазмы [4]. Тогда же 
определяли уровень С-реактивного белка (CPБ) 
и креатинкиназы (КК), количество лейкоци-
тов в крови с подсчетом лейкограммы и ней-
тро филь но-лим фо ци тар но го [5] коэффициента 
(НЛК) как маркера исхода заболевания. Боль-
ным присвоили индекс тяжести (ИТ) состояния, 
включающий характер поражений, объём необ-
ходимого вмешательства, развитие осложнений 
и исход заболевания. Согласно объёму необхо-
димого вмешательства, данных физикального 
и УЗИ исследований больных, по результатам 
контрастной ангиографии разделили на группы. 
Каждому больному присвоили базисный балл, 
соответствующий принадлежности к конкрет-
ной группе: компенсированная ишемия, восста-
новление кровотока (выписка – 1 балл, леталь-
ный исход – 10 баллов), некомпенсированная 
ишемия, восстановление кровотока (выписка –  
3 балла, летальный исход – 10 баллов), необра-
тимая ишемия, ампутация (выписка –  5 баллов, 
летальный исход – 10 баллов). К этому баллу 
при возникновении осложнений добавляли до-
полнительные баллы: инфекционные осложне-
ния –  1 балл, рецидивы тромбозов –  1 балл, ган-
грена ‒ 2 балла, сепсис –  3 балла.

РЕЗУЛЬТАТЫ

У всех пациентов наблюдали развитие си-
стемного воспаления. Лейкоцитоз, повышение 
КК и CPБ у выживших сохранялись до 3 суток, 
нейтрофилёз ‒ до 5 суток, лимфоцитопения пре-
одолевалась к этому сроку; у умерших эти нару-
шения не купировались до 10 суток, а CPБ к 3–5 
суткам возрастал, превышая норму в 50 и 60 раз 
соответственно. Выявлены корреляции между 
исходом и числом лейкоцитов (r= –0.48, p<0,01), 
и числом нейтрофилов (r= –0.53, p<0,01), исхо-
дом и НЛК (r=0,36, p<0,05); КК и числом лей-
коцитов (r=0,37, p<0,05), и нейтрофилов (r=0.38, 
p<0,05), КК и CPБ (r=0.39, p<0.05). ИТ корре-
лировал с уровнем CPБ (r=0,45, p<0,01), чис-
лом нейтрофилов (r=0.44, p<0.01) и лейкоцитов 
(r=0,37, p<0,05), НЛК (r=0,45, p<0,01). ХЛ крови 
у всех больных до операции превышала норму 
в 1,5 раза, возрастая до 5 суток. ОАА умерших при 
поступлении не отличалась от нормы, снижалась 
в 1,5‒2 раза в период реперфузии; у выживших 
этот показатель был компенсирован.

Развитие ОИНК сочетается с целым рядом 
сопутствующих заболеваний. У больных встре-
чались: хроническая анемия – 3%, сахарный 
диабет 2 типа – 11%, хронические заболевания 
ЦНС –  41%, ОНМК в анамнезе –  9%, патология 
ССС –  100%, заболевания бронхо-лёгочной си-
стемы –  48%, ХОБЛ –  7%, ТЭЛА –  2%, ГБ 3 ст. – 
34%. В процессе лечения у больных возникли 
осложнения: нагноение ран – 5%, острый пие-
лонефрит – 48%, инфаркт миокарда –  5%, ган-
грена – 16%, пневмония – 2%, сепсис – 14%.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

ОИНК сопровождается деструкцией тканей 
и повышением продукции АФК, снижением 
ОАА, усилением системного воспаления в пери-
од реперфузии. С ростом тяжести заболевания 
наблюдается усиление окислительного стресса, 
который усугубляет деструкцию тканей и про-
воцирует дальнейший рост системного воспа-
лительного ответа. Критериями выздоровления 
является нормализация ХЛ, ОАА, CPБ и КК.
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Acute ischemia occurs due to obstruction of blood circulation, causing oxidative stress and tissue de-
struction. Restoration of blood fl ow ‒ reperfusion syndrome ‒ tissue antigens rush into the bloodstream, 
increasing the production of ROS and stimulating infl ammation. The purpose of the work is to determine 
the relationship of oxidative stress, infl ammation with the severity and outcome of the disease. 44 patients 
with acute ischemia of the lower limbs and basic therapy were observed. Studied the change in the process 
of treating blood oxidative activity by the level of chemiluminescence, total antioxidant activity plasma, 
C-reactive protein level as a marker of infl ammation and creatine kinase, refl ecting tissue damage, white 
blood cell count with leukogram count and neutrophilic lymphocyte ratio. Acute ischemia of the lower 
limbs is accompanied by destruction of tissues and an increase in ROS production, a decrease in total 
antioxidant activity, and an increase in systemic infl ammation during the reperfusion period. With an 
increase in the severity of the disease, an increase in oxidative stress is observed, which exacerbates the 
destruction of tissues and provokes a further increase in the systemic infl ammatory response.

Key words: Acute limb ischemia, oxidant and antioxidant activity, markers of infl ammation
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Более половины населения Земли являет-
ся носителем грибов рода Candida. По данным 
ВОЗ, пятая часть населения Земли хоть раз 
перенесла клинические проявления различных 
локализаций и форм кандидоза. Фактически 
грибы Candida находятся на четвертом месте по 
частоте среди выделяемых из крови микроорга-

низмов и на первом по смертности от внутри-
больничных септических состояний в США [1].

Интенсивно потребляя сахар из крови, C. alb 
может вызвать симптомы гипогликемии и за-
медлять метаболический обмен, способствуя 
ожирению.

В настоящее время известно более 150 видов 
рода Candida, в 95% случаев заболевания вызы-
вает C. alb. Став патогенной, C. alb. повреждает 
стенку кишки, и в кровь начинают проникать не 
только токсические продукты жизнедеятельно-
сти грибка, но и отдельные компоненты пищи, 
что способствует попаданию пищевых антиге-
нов в кровь с последующим развитием реакций 
пищевой гиперчувствительности, запуску си-
стемных воспалительных реакций и метаболи-
ческих нарушений [1, 3].

Иммунологический надзор за жизнедеятель-
ностью С. alb. (Candida albicans) на слизистых 
осуществляется с участием врожденного имму-
нитета, связанного с TLR2 и TLR4 типов, лока-
лизованных на дендритных клетках, и микроби-
цидной активностью кле ток-фа го ци тов. Однако, 
особые антигенные свойства С. alb. позволяют 
ускользать от иммунологического контроля. 
В результате этого, С. alb. приобретает характе-
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В настоящее время грибы рода Candida претендуют на роль предикторов хронического воспа-
ления и процессов инсулинорезистентности. В работе исследован вклад грибковой сенсибилиза-
ции на примере Candida albicans в развитие гиперчувствительности к пищевым антигенам и в па-
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ристики суперантигена и способность изменять 
иммуногенные свойства экзо- и ауто-АГ, приво-
дя к нарушениям процессов апоптоза, формиро-
ванию реакций гиперчувствительности немед-
ленного и замедленного типов [3, 4].

Цель работы. Исследовать вклад грибов Can-
dida albicans в развитии пищевой гиперчувстви-
тельности и метаболических нарушений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клиническим материалом служила венозная 
кровь обследованных волонтеров с разным ин-
дексом массы тела. Волонтеры с повышенным 
ИМТ: женщины 20‒55 лет, ИМТ>27, n=35; 
мужчины 20‒60 лет, ИМТ>27, n=35. У волон-
теров с ИМТ>29,9 окружность талии составляла 
>94 см у мужчин, и >80 см у женщин. Волонте-
ры с нормальным ИМТ: женщины 20‒50 лет, 
18,5<ИМТ<25, n=15; мужчины 20‒50 лет, 
18,5<ИМТ<25, n=15. Расширенный анализ кро-
ви проводили с использованием гематологиче-
ского анализатора HEMOLUX. Определение 
холестерина, триглицеридов, ЛПВП, глюкозы, 
АлАТ, АсАТ осуществляли с помощью биохи-
мического анализатора Accеnt 200. Методом 
иммуноферментного анализа (ИФА) в сыворот-
ке крови определяли концентрации, ИЛ-6, ин-
сулин, IgG и IgA к С. Alb и IgG к 111 пищевым 
антигенам (пАГ). Рассчитывали индексы инсу-
линорезистентности и атерогенности. Оценка 
специфической IgG-за ви си мой гиперчувстви-
тельности к 111 пАГ, объединенных по род-
ственным антигенным, проводилась с использо-
ванием многокомпонентного ИФА по методике 
Immunohealth™ [2].

Статистическую обработку данных прово-
дили в программах Statistica v6.0, SPSS19.0 с ис-
пользованием U критерия Манна-Уитни, коэф-
фициента ранговой корреляции Спирмена.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При сравнении показателей волонтеров с раз-
ным индексом массы тела (ИМТ) было выявле-
но, что в группе обследованных с повышенным 
индексом массы тела (ИМТ>27) концентрация 
холестерина, триглицеридов, ЛПНП, интерлей-
кина-6 (ИЛ-6), глюкозы, АлАТ, инсулина, об-
щее количество лейкоцитов (ОКЛ), индексы 
инсулинорезистентности и атерогенности были 
статистически значимо повышены (p<0,05) по 
сравнению с таковыми у волонтеров с нормаль-
ным индексом массы тела (18<ИМТ<25). Так-

же у волонтеров с повышенным ИМТ наблюда-
лось статистически значимое повышение IgG 
и IgA к С. alb. (p<0,05) по сравнению с таковы-
ми у волонтеров с нормальным ИМТ. При этом 
повышение IgG к С. alb. в группе волонтеров 
с ИМТ>27 по сравнению с волонтерами нор-
мальным ИМТ (18<ИМТ<25) сочеталась с по-
вышенной частотой гиперчувствительности на 
кластер молочных продуктов 38% и 7% и анти-
гены продуктов семейства бобовых 37% и 16%, 
также повышением частоты гиперчувствитель-
ности на глютен 13% и 0% соответственно. 
В ходе исследования у волонтеров с ИМТ>27 
были выявлены статистически значимые связи 
между полученными значениями концентраций 
IgG к пекарским дрожжам (Rs=0,31, p<0,05), 
IgG к тростниковому сахару (Rs=0,52, p<0,05), 
повышением уровня глюкозы в сыворотке кро-
ви (Rs=0,30, p<0,05) и IgG к С. alb. Полученные 
нами данные показывают наличие связи между 
показателями пищевой гиперчувствительности 
к продуктам бродильного кластера (к тростни-
ковому сахару и пек. дрожжам) и С. alb., а так-
же связь между началом развития метаболиче-
ских нарушений (повышение глюкозы в крови) 
и увеличением концентрации С. alb. Получен-
ные нами данные о связи гиперчувствительно-
сти к антигенам бродильного кластера, повыше-
нием концентрации глюкозы в сыворотке крови 
согласуются с результатами исследований аме-
риканских коллег о роли процессов брожения 
в тонком кишечнике (гиперчувствительности 
к продуктам «бродильного» кластера) на фоне 
дрожжевой сенсибилизации в присутствия по-
вышенного количества дрожжевых грибов рода 
Candida albicans, которые совместно приводят 
к нарушению процессов метаболизма глюкозы, 
увеличении ее концентрации в крови, рисками 
развития сахарного диабета 2 типа и болезни 
Крона.

Таким образом, нами установлена возможная 
связь между грибковой сенсибилизацией, разви-
тиям реакций пищевой гиперчувствительности 
и началом развития метаболических нарушений 
(повышение глюкозы в сыворотке крови).

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ / REFERENCES

1. Колс Е. К. Кандида: грибок внутри нас [Электрон-
ный ресурс] –  Режим доступа: http://www.elina-
healthandbeauty.com / Articles of Doctor Elena Koles.
htm#doc5

2. Розенштейн А. З., Розенштейн М. Ю., Кондаков С. Э., 
Черевко Н. А. Современные лабораторные методы 
диагностики пищевой непереносимости. Бюлле-



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

Роль Candida albicans в развитии гиперчувствительности и МС 1059

тень сибирской медицины –2016. –  т. 15, № 1. –  
С. 69–79. [Rosenstein A. Z., Rosenstein M. Y., Konda-
kov S. E., Cherevko N. A. Modern laboratory methods 
for diagnosing of food intolerance. Bulletin of Siberian 
Medicine –2016. –  t.15, № 1. –  p. 69–79.]

3. Burks A. W., Laubach S., Jones S. M. Oral tolerance, 
food allergy, and immunotherapy: Implications for fu-

ture treatment Journal of Allergy and Clinical Immu-
nology. – 2008. –  Vol. 121, N6. –  P. 1344–1350.

4. Marion C. Humoral Immunity Links Candida albi-
cans Infection and Celiac Disease [Электронный 
ресурс] –  United Kingdom, 2015. –  Режим доступа: 
http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/
journal.pone.0121776

Authors:
Novikov P. S., Doctor of Clinical Laboratory Diagnostics, Family Medicine Center, applicant for the Department of Pathophysiology, 
SSMU, Resident, Department of Forensic Medical Examination, Siberian State Medical University, Tomsk, Russia;
Cherevko N. A., Doctor of Allergist-immunologist of the highest category, Director of the Center of Family Medicine, Professor of 
Siberian State Medical University, PhD, Tomsk, Russia;
Denisenko O. A., doctor of clinical laboratory diagnostics, head of KDL MO “Family Medicine Center”, Tomsk, Russia;
Kondakov S. E., Dr. Pharm.Science, Leading Researcher, Faculty of Chemistry, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 
Russia.

THE ROLE OF CANDIDA ALBICANS IN THE DEVELOPMENT 
OF FOOD HYPERSENSITIVITY AND METABOLIC DISORDERS

© 2019     P. S. Novikov1,2, N. A. Cherevko1,2, O. A. Denisenko2, 
S. E. Kondakov3

E-mail: Pavel.N1234@yandex.ru
1Siberian State Medical University, Tomsk, Russia;

2Medical Union “Family Medicine Center”, Tomsk, Russia;
3Moscow State University named after М. V. Lomonosov, Moscow, Russia

Received: 26.02.2019.  Accepted: 12.03.2019

Currently, Candida albicans is considered a predictor of chronic infl ammation and insulin resistance. 
The work investigated the contribution of fungal sensitization on the example of Candida albicans in the 
development of hypersensitivity to food antigens and manifestations of the metabolic syndrome.
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Иммунная система играет важную роль 
в адаптационных реакциях организма, в том 
числе и при физических нагрузках. В литера-
туре можно встретить противоречивые данные 
об изменениях, возникающих в иммунной си-
стеме, в частности, в центральных и перифе-
рических органах иммуногенеза, под влиянием 
физических тренировок разной интенсивности. 

Кроме того, в них не отражаются особенности 
половых различий в реакциях лимфоидных ор-
ганов на физические нагрузки.

Полагая, что от интенсивности и длитель-
ности физических тренировок зависят особен-
ности структурно-функциональных изменений 
в лимфоидных органах, целью работы послужи-
ло изучение влияния различных видов физиче-
ской нагрузки на центральные и перифериче-
ские органы иммуногенеза (тимуса и селезенки) 
у крыс разного пола.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проведено на 30 крысах (сам-
цах и самках) линии Вистар половозрелого воз-
раста. Общая и чрезмерная физические нагруз-
ки осуществлялись в виде плавания по методике 
Красновой А. Ф. Общая физическая нагрузка 
(ОФН) заключалась в непрерывном плавании 
в течение 2 часов без груза. Чрезмерная физи-
ческая нагрузка (ЧФН) ‒ в плавании в течение 
4 минут с грузом 20% от веса тела. Эксперимент 
проводился в течение 5 недель. В последующем 
животных выводили из эксперимента путем пе-
редозировки эфирного наркоза. Для гистологи-
ческих исследований проводили забор тимуса 

ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ ВИДОВ ФИЗИЧЕСКОЙ НАГРУЗКИ 
НА СТРУКТУРУ ЛИМФОИДНЫХ ОРГАНОВ 

У КРЫС РАЗНОГО ПОЛА
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Полагая, что от интенсивности и длительности физических тренировок зависят особенности 
структурно-функциональных изменений в лимфоидных органах, целью работы послужило изуче-
ние влияния различных видов физической нагрузки на центральные и периферические органы 
иммуногенеза (тимуса и селезенки) у крыс разного пола. Показано, что независимо от половых 
различий разные режимы физических тренировок вызывают однотипные структурные измене-
ния со стороны лимфоидных органов, которые приводят к компенсаторной перестройке иммун-
ной системы в ответ на стресс.
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и селезенки. Оценку морфометрических пока-
зателей проводили на препаратах, окрашенных 
гематоксилин-эозином. Также оценивали пока-
затели периферической крови и лейкограммы. 
Статистическую обработку данных проводили 
с использованием непараметрических методов 
статистики («Statistica 8.0»). Сравнение групп 
выполняли с помощью критерия Манна-Уитни. 
Различия считали достоверными при p<0,05.

ОСНОВНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ

Иммунная система включается в процесс 
приспособления организма к воздействию на 
него внешних факторов, в том числе и физи-
ческих нагрузок. Тимус является центральным 
органом иммуногенеза, поэтому его реакция на 
различные воздействия приводит к изменению 
работы всей иммунной системы. В ходе исследо-
вания было выявлено, что коэффициент массы 
тимуса как самок, так и самцов после влияния 
ОФН не имеет значимого отличия от показателя 
интактных животных, но при этом наблюдаются 
значительные изменения морфофункциональ-
ного состояния органа. У крыс-сам цов на 34%, 
у крыс-са мок на 36% снижена доля мозгового 
вещества за счет увеличения коркового. Толщи-
на капсулы тимуса также уменьшена по срав-
нению с интактными животными. Предполага-
ется, что увеличение доли коркового вещества 
тимуса носит ком пен са тор но-при спо со би тель-
ный характер и это связано с усилением про-
цессов пролиферации и дифференцировки им-
мунокомпетентных клеток, что подтверждается 
стабильным увеличением количества лимфоци-
тов в периферической крови крыс после ОФН.

Селезенка относится к периферическим ор-
ганам иммунной системы, который выполняет 
гематологические и иммунологические функ-
ции. В ходе исследования было установлено, 
что коэффициент массы селезенки у самцов 
после ОФН не имеет значимого отличия от по-
казателя интактных животных, в то время как 
у самок наблюдается достоверное увеличение 
этого показателя до 5,77±2,16 мг/г по сравне-
нию с интактной группой 2,08±0,3 мг/г. В обе-
их экспериментальных группах зафиксировано 
увеличение доли красной пульпы (у самцов на 
14%, у самок на 17%) за счет снижения площа-
ди белой пульпы и утолщение капсулы селе-
зенки. Возможно, сужение белой пульпы свя-
зано с выбросом иммунокомпетентных клеток 
в кровоток, что также подтверждается данными 
периферической крови, указывающими на уве-

личение количества лейкоцитов на всем протя-
жении эксперимента.

При действии ЧФН на организм животных 
установлены морфоструктурные изменения в ти-
мусе схожие с теми, что отмечаются в опытных 
группах после ОФН. Это подтверждается дан-
ными других исследований, в которых отмеча-
ется снижение содержания клеток лимфоидного 
ряда, увеличение количества эпителиоретикуло-
цитов и дегенерирующих клеток [1].

Морфометрические исследования селезенки 
также выявили однотипные изменения у самцов 
и самок при разных видах физической нагрузки, 
которые проявились в увеличении доли крас-
ной пульпы и утолщении капсулы в 2 раза по 
сравнению с интактной группой. В связи с тем, 
что красная пульпа представляет собой «депо» 
клеток крови, можно предположить, что ее рас-
ширение связано с увеличением объема цирку-
лирующей крови. Полученные данные о суже-
нии лимфатических фолликулов белой пульпы 
подтверждают и результаты других исследова-
ний, проведенных только при ЧФН, в которых 
показано уменьшение всех морфометрических 
показателей этой структуры в селезенке (про-
явление реакции «клеточного опустошения») 
и одновременное увеличение всех показателей 
маргинальных зон, усиление В-им му но ло ги чес-
кой реактивности в них [2].

Таким образом, независимо от половых раз-
личий разные режимы физических нагрузок вы-
зывают однотипные структурные изменения со 
стороны лимфоидных органов, которые приво-
дят к компенсаторной перестройке иммунной 
системы в ответ на стресс.

Работа выполнена в рамках государственно-
го задания ИИФ УрО РАН (тема № АААА-А18- 
118020590108-7).
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Assuming that the peculiarities of structural and functional changes in lymphoid organs depend on 
the intensity and duration of physical training, the aim of the work was to study the eff ect of diff erent 
types of physical activity on the central and peripheral organs of immunogenesis (thymus and spleen) in 
rats of diff erent sexes. It is shown that regardless of sexual diff erences diff erent modes of physical training 
cause the same type of structural changes in the lymphoid organs, which lead to a compensatory restruc-
turing of the immune system in response to stress.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Актуальной проблемой микробиологии явля-
ется резистентность микроорганизмов к анти-

биотикам, антисептикам и дезинфектантам [1]. 
Это определяет необходимость поиска новых 
химических соединений, обладающих антими-
кробным действием. Перспективны в этом от-
ношении соединения платины, ряд из которых 
может проявлять антимикробные свойства в от-
ношении грамположительных, грамотрицатель-
ных и спорообразующих бактерий [2]. Несмотря 
на высокую стоимость комплексов платины, 
они могут стать основой для разработки анти-
септиков резерва при выраженной устойчивости 
микроорганизмов к другим препаратам.

Цель работы. Определить наличие антими-
кробного действия гексахлороплатината триме-
тиламмония в отношении E. сoli.

МЕТОДЫ

В качестве тестируемого вещества с предпола-
гаемыми антимикробными свойствами исполь-
зовали гексахлороплатинат триметил ам мония, 
синтезированный на кафедре теоретической 
и прикладной химии ФГАОУ ВО «Юж но-Ураль-
ский государственный университет» (НИУ), в ка-
честве тест-куль ту ры –  эталонный штамм E. Coli 
АТСС 25922. Для определения антимикробной 
активности водного раствора гексахлоропла-
тината триметиламмония с исходной концен-
трацией 0,029 моль/ л готовили десятикратные 
разведения: 0,0029; 0,00029; 0,000029; 0,0000029; 

ИЗУЧЕНИЕ АНТИМИКРОБНОГО ДЕЙСТВИЯ 
ГЕКСАХЛОРОПЛАТИНАТА ТРИМЕТИЛАММОНИЯ НА E. COLI
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0,00000029 моль/ л в 0,9% растворе натрия хлори-
да. В качестве тестируемой культуры использова-
ли взвесь суточной культуры E. coli в концентра-
ции 108 КОЕ/ мл. В день исследования в каждую 
из пробирок с 0,9 мл раствора гексахлороплати-
ната триметиламмония вносили по 0,1 мл бакте-
риальной взвеси, инкубировали в течение 30 ми-
нут при 37 °C с последующим высевом 0,005 мл 
содержимого пробирок на пластинчатую среду 
Эндо. Чашки инкубировали при 37 °C в течение 
24 часов, а после определяли наличие роста бак-
терий на среде. В качестве контроля использо-
вали 0,1 мл взвеси E. coli в 0,9 мл 0,9% раствора 
натрия хлорида, также на среду Эндо высевался 
раствор гексахлороплатината триметиламмония 
в исходной концентрации.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В результате проведенных исследований 
определили, что тестируемая культура E. coli 
штамм АТСС 25922 была жизнеспособной и да-
вала рост на среде Эндо в контрольном иссле-
довании в виде лактозопозитивных колоний. 
В 0,029 моль/л водном растворе гексахлоропла-
тината триметиламмония без добавления штам-
ма АТСС 25922 E. coli культивируемых на среде 
Эндо микроорганизмов обнаружено не было. 
При регистрации антимикробного действия 
гексахлороплатината триметиламмония в кон-
центрациях 0,0029; 0,00029; 0,000029; 0,0000029; 

0,00000029 моль/л был обнаружен антиэшери-
хиозный эффект препарата в концентрациях 
0,0029, 0,00029 моль/л.

Таким образом, водный раствор гексахлоро-
платината триметиламмония в концентрациях 
0,0029, 0,00029 моль/л обладает антимикроб-
ной активностью по отношению к E. coli штамм 
АТСС 25922. Исследования продолжаются.
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