




Том 18 № 1–4 Декабрь 2019

Санкт-Петербург • 2019

Ц
И

Т
О

К
И

Н
Ы

В
О

С
П

А
Л

ЕН
И

Е
и

ОБЗОРЫ • REVIEWS

Цитокины в патогенезе шизофрении ---------------------------------------------------------- 5
Ветлугина Т.П., Лобачева О.А.

Cytokines in pathogenesis of schizophrenia

Vetlugina T.P., Lobacheva O.A.

Роль воспаления в патогенезе угревой болезни --------------------------------------------- 10
Демина О.М., Гуревич К.Г.

The role of inflammation in the pathogenesis of acne

Demina O.M., Gurevich K.G.

Роль цитокинов в патогенезе атопического дерматита -------------------------------------- 16
Побежимова О.О., Жестков А.В., Козлова О.С., 
Лямин А.В., Протасов А.Д., Кулагина В.В.

Role of cytokines in the pathogenesis of atopic dermatitis

Pobezhimova O.O., Zhestkov A.V., Kozlova O.S., 
Lyamin A.V., Protasov A.D., Kulagina V.V.

Нарушения иммунного гомеостаза в возрастном аспекте ----------------------------------- 22
Голубкина Е.В., Тризно М.Н.

Disorders of immune homeostasis in the age aspect

Golubkina E.V., Trizno M.N.

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ • ORIGINAL ARTICLES

Проспективная оценка маркеров сосудистой воспалительной 
реакции и параметров липидного профиля у больных 
ишемической болезнью сердца при наличии и отсутствии 
сахарного диабета 2-го типа, перенесших ангиопластику 
со стентированием коронарных артерий ----------------------------------------------- 28
Петелина Т.И., Мусихина Н.А., Гапон Л.И., Горбатенко Е.А., 
Еменева И.В., Шароян Ю.А., Зуева Е.В.

Prospective assessment of vascular inflammatory reaction 
markers and parameters of lipid profile in patients with coronary 
heart disease in the presence and absence of type 2 diabetes mellitus 
who underwent angioplasty with coronary arteries stenting

Petelina T.I., Musikhina N.A., Gapon L.I., Gorbatenko E.A., 
Emenеva I.V., Sharoyan Y.A., Zueva E.V.

Морфологические изменения полипозной ткани больных 
с хроническим полипозным риносинуситом на фоне локального 
применения интерферона α2b и сочетания интерферона α2b 
с γ-D-глутамил-L-триптофаном -------------------------------------------------------- 37
Безрукова Е.В., Хмельницкая Н.М., Воробейчиков Е.В., Симбирцев А.С.

Morphologic changes of nasal polyps tissue in patients with 
chronic rhinosinusitis with nasal polyps after local application 
of recombinant interferon α2b and γ-D-glutamil-L-tryptophan

Bezrukova E.V., Khmelnitskaya N.M., Vorobeychikov E.V., Simbirtsev A.S.



Индукция синтеза интерлейкинов и активаторов хемотаксиса 
под действием OmpF порина из Yersinia pseudotuberculosis 
на модели in vivo ----------------------------------------------------------------------- 43
Портнягина O.Ю., Кузьмич А.С., Хоменко В.А., 
Исаева М.П., Соловьева Т.Ф., Новикова О.Д.

Induction of interleukin and hemotaxis activators synthesis under 
the action of OmpF porin from Yersinia pseudotuberculosis in vivo

Portnyagina O.Iu., Kuz'mich A.S., Khomenko V.A., 
Isaeva M.P., Solov'eva T.F., Novikova O.D.

Субпопуляционный состав цитотоксических Т-лимфоцитов 
периферической крови и спинномозговой жидкости 
при рассеянном склерозе ---------------------------------------------------------------- 50
Кудрявцев И.В., Ильвес А.Г., Новоселова О.М., 
Рубаник К.С., Серебрякова М.К., Прахова Л.Н.

Cytotoxic T cell subsets in peripheral blood and cerebrospinal 
fluid in patients with multiple sclerosis

Kudryavtsev I.V., Ilves A.G., Novoselova O.M., 
Rubanik K.S., Serebriakova M.K., Prakhova L.N.

Холинергическая регуляция активности тучных клеток 
перитонеального экссудата ------------------------------------------------------------- 58
Кутукова Н.А., Кудрявцев И.В., Серебрякова М.К., 
Гусельникова В.В., Шамова О.В., Назаров П.Г.

Cholinergic regulation of peritoneal exudate mast cells activity

Kutukova N.A., Kudryavtsev I.V., Serebryakova M.K., 
Guselnikova V.V., Shamova O.V., Nazarov P.G.

Лептин и индекс апноэ/гипопноэ у больных бронхиальной астмой 
(Предварительное исследование) ------------------------------------------------------- 66
Минеев В.Н., Лалаева Т.М., Скворцова Р.Д., Куликов А.Н.

Leptin and apnea/hypopnea index in patients with bronchial asthma 
(Preliminary study)

Mineev V.N., Lalaeva T.M., Skvortsova R.D., Kulikov A.N.

Влияние семафорина 3А на адгезию тимоцитов к клеткам 
эпителия тимуса при опухолевом росте ------------------------------------------------ 71
Рутто К.В., Кудрявцев И.В., Людыно В.И., Киселева Е.П.

The influence of semaphorin 3A on thymocyte adhesion 
to thymic epithelial cells during tumor growth

Rutto K.V., Kudryavtsev I.V., Lioudyno V.I., Kisseleva E.P.

Бактериальная аргининдеиминаза нарушает структуру актинового 
цитоскелета эндотелиальных клеток --------------------------------------------------- 75
Маммедова Дж.Т., Старикова Э.А., Бурова Л.А., 
Малашичева А.Б., Семёнова Д.С., Фрейдлин И.С.

Bacterial arginine deiminase disrupts the endothelial cells 
actin cytoskeleton

Mammedova J.T., Starikova E.A., Burova L.A., 
Malashicheva А.B., Semenova D.S., Freidlin I.S.

Получение и исследование физико-химических и биологических свойств 
интраназальных форм аналога интерферона гамма человека -------------------------- 80
Иванова О.С., Левагина Г.М., Батенева А.В., 
Гамалей С.Г., Богрянцева М.П., Даниленко Е.Д.

Production and study on the physico-chemical and biological properties 
of human interferon gamma analogue intranasal forms

Ivanova O.S., Levagina G.M., Bateneva A.V., 
Gamaley S.G., Bogryantseva M.P., Danilenko E.D.



Цитокиновая сеть синовиальной жидкости и ее связь 
с активностью ревматоидного артрита ------------------------------------------------- 85
Мороз Л.А., Талако Т.М., Потапнев М.П., Сорока Н.Ф.

Cytokine network of synovial fluid and its relationship 
with rheumatoid arthritis activity

Moroz L.A., Talako Т.М., Potapnev M.P., Soroka N.F.

Двухфазный характер действия гистамина на проницаемость 
монослоя эндотелиальных клеток линии EA.hy926 
для белковых молекул in vitro --------------------------------------------------------- 91
Мальцева О.Н., Назаров П.Г., Танянский Д.А., Денисенко А.Д.

The biphasic nature of the histamine action on the permeability 
of EA.hy926 endothelial cell monolayer for protein molecules in vitro

Maltseva O.N., Nazarov P.G., Tanyansky D.A., Denisenko A.D.

Применение рекомбинантного интерферона α2b (Интерфераль) 
и γ-D-глутамил-L-триптофана (Бестим) для консервативного 
лечения хронического полипозного риносинусита  ------------------------------------ 97
Безрукова Е.В., Конусова В.Г., Воробейчиков Е.В., Симбирцев А.С.

Applying of recombinant interferon α2b (Interferal), and 
γ-D-glutamil-L-tryptophan in treatment of chronic rhinosinusitis 
with nasal polyps

Bezrukova E.V., Konusova V.G., Vorobeychikov E.V., Simbirtsev A.S.

Иммуноориентированная терапия в комплексном лечении 
острого панкреатита ------------------------------------------------------------------- 103
Абдурахманов М.М., Ураков Ш.Т., Сафаров С.С., Кулдашев Г.Н.

The use of immunocorrectors in complex therapy of acute pancreatitis

Abdurakhmanov M.M., Urakov Sh.T., Safarov S.S., Kuldashev G.N.

ЮБИЛЕЙ • JUBILEE

Академик Корнева Елена Андреевна (к 90-летию со дня рождения) ------------------------- 108
Academician Helen Korneva (to the 90th anniversary of her birth)

Александр Анатольевич Смородинцев (к 90-летию со дня рождения) ----------------------- 109
Smorodintsev Aleksander Anatolievich (to the 90th anniversary of his birth)

НЕКРОЛОГ • OBITUARY

Памяти Глеба Борисовича Федосеева (04.09.1930–11.05.2019) ------------------------------ 110
In memory of Gleb Borisovich Fedoseev (4.09.1930–11.05.2019)

Памяти Сергея Александровича Кетлинского (21.07.1940–12.06.2019) ---------------------- 111
In memory of Sergei Aleksandrovich Ketlinsky (21.07.1940–12.06.2019)

Памяти Николая Сергеевича Сапронова (11.09.1937–30.06.2019) --------------------------- 112
In memory of Nikolai Sergeevich Sapronov (11.09.1937–30.06.2019)

СОБЫТИЯ ГОДА • EVENTS OF THE YEAR

Нобелевская премия по физиологии или медицине 2019 г. --------------------------------- 113
2019 Nobel Prize in physiology or medicine



© «Цитокины и воспаление», 2019
© Варанкина И.А., оформление, 2019

© Назарова М.С., обложка, 2019

Ответственность за достоверность информации, содержащейся в рекламных материалах, несут рекламодатели.
Издание Российского цитокинового общества и Северо-Западного отделения РАМН. Журнал зарегистрирован в Министерстве Российской Федера - 

ции по делам печати, телерадиовещания и средств массовых коммуникаций. ПИ № 77–11439 от 21 декабря 2001 г. Рассылка целевая. 
Журнал «Цитокины и воспаление» включен в Перечень рецензируемых научных изданий, в которых должны быть опубликованы основные научные резуль- 

таты диссертаций на соискание ученой степени кандидата наук, на соискание ученой степени доктора наук (по состоянию на 26.07.2017) (http://vak.ed.gov.ru/).
Журнал включен в российский научный индекс цитирования на платформе Web of Science (RSCI on Web of Science) (http://wokinfo.com/products_tools/

multidisciplinary/rsci/).
Журнал включен в Реферативный журнал и Базы данных ВИНИТИ. Сведения о журнале ежегодно публикуются в международной справочной сис теме по 

периодическим и продолжающимся изданиям «Ulrich’s Periodicals Directory».

Подписка осуществляется:
– через Агентство «Роспечать» в отделениях связи, полугодовой индекс — 81 395.

Адрес редакции: 197376, Санкт-Петербург, ул. Академика Павлова, д. 12, тел. +7 (921) 909–55–49, тел./факс: +7 (812) 645–32–91. 
E-mail: cytokines_inflammation@yahoo.com, cytokines@yandex.ru, peter_nazarov@mail.ru

Подписано в печать 05.08.2020. Бумага Lumisilk, chlorine free, StoraEnso, Oulu. Формат бумаги 60 x 90 1/8. Печать офсетная.
Отпечатано в типографии «L-PRINT». Тираж установочный.
Printed in Russia.

Зав. редакцией
О.Я. Михайлова

Перевод
О.В. Трусова

Оформление, компьютерная верстка
И.А. Варанкина

Обложка
М.С. Назарова

Р е д а к ц и о н н а я  к о л л е г и я :

ГЛАВНЫЙ РЕДАКТОР
П.Г. Назаров (Санкт-Петербург)

ЗАМЕСТИТЕЛИ ГЛАВНОГО РЕДАКТОРА
С.А. Кетлинский (Санкт-Петербург)
В.А. Козлов (Новосибирск)

РЕДАКЦИОННЫЙ СОВЕТ 
Н.М. Бережная (Киев, Украина), Л.Н. Бубнова (С.-Петербург), 
Т.П. Ветлугина (Томск), И.А. Горланов (С.-Петербург), А.М. Ищенко 
(С.-Петербург), В.К. Козлов (С.-Петербург), В.И. Коненков (Новоси-
бирск), В.И. Мазуров (С.-Петербург), Е.В. Маркелова (Владивосток), 
С.В. Машко (Москва), Н.В. Медуницын (Москва), С.А. Недоспасов 
(Москва), В.Г. Нестеренко (Москва), И.В. Нестерова (Москва), 
Б.В. Пинегин (Москва), М.П. Потапнев (Минск, Беларусь), В.И. Пу-
ринь (С.-Петербург), Т.Н. Саватеева (С.-Петербург), В.И. Селедцов 
(Новосибирск), Р.И. Сепиашвили (Москва), Н.Б. Серебряная (С.-Пе-
тербург), Т.П. Сесь (С.-Петербург), Л.П. Сизякина (Ростов-на-Дону), 
Ю.Г. Суховей (Тюмень), А.А. Тотолян (С.-Петербург), В.Х. Хавинсон 
(С.-Петербург), Е.Р. Черных (Новосибирск).

Е.В. Галкина (Норфолк, США)
И.И. Долгушин (Челябинск)
Ф.И. Ершов (Москва)
Н.М. Калинина (Санкт-Петербург)
А.В. Караулов (Москва)
Е.А. Корнева (Санкт-Петербург)
Е.Л. Насонов (Москва)
Р.В. Петров (Москва)
А.В. Полевщиков (Санкт-Петербург)

А.Н. Полторак (Петрозаводск; Бостон, США)
Н.С. Сапронов (Санкт-Петербург)
С.В. Сенников (Новосибирск)
А.С. Симбирцев (Санкт-Петербург)
И.С. Фрейдлин (Санкт-Петербург)
Р.М. Хаитов (Москва)
В.А. Черешнев (Екатеринбург)
В.С. Ширинский (Новосибирск)
В.И. Шишкин (Санкт-Петербург)

НОВОСТИ ЛАБОРАТОРНОЙ ДИАГНОСТИКИ •
LABOR ATORY DIAGNOSTICS HIGHLIGHTS

ЗАО «БиоХимМак». Набор для количественного определения 
антител к NR2 субъединице NMDA рецептора глутамата 
в сыворотке крови человека методом ИФА ---------------------------3-я стр. обложки
CJSC "BioChemMack". ELISA kit for the quantitative determination 
of antibodies to the NR2 subunit of the NMDA glutamate receptor 
in human serum

УКАЗАТЕЛИ • INDICES

Систематизированный порядковый указатель статей, опубликованных 
в журнале «Цитокины и воспаление» в 2019 г.  -------------------------------------- 116
Articles published in «Cytokines and Inflammation» in 2019

Алфавитный именной указатель ----------------------------------------------------------- 117
Authors’ index

ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ • INSTRUCTIONS FOR AUTHORS --------------------------- 118



5
Ц И Т О К И Н Ы

ВОСПАЛЕНИЕ
и

www.citokines.ru,      www.cytokines.uspb.ru

Цитокины в патогенезе шизофрении

рованными. В последние годы в литературе ак
тивно обсуждается роль воспаления в патогенезе 
эндогенных психозов.

Цель исследования — анализ основных резуль
татов научных публикаций, посвященных иссле
дованиям медиаторов воспаления цитокинам при 
шизофрении.

Материалы и методы

Проведен поиск литературы в информационных систе-
мах PubMed, eLIBRARY.ru по следующим ключевым словам: 
шизофрения — иммунитет; шизофрения — воспаление; 
шизофрения — цитокины и полиморфизмы генов цитокинов. 

Т.П. Ветлугина, О.А. Лобачева
ФГБУН «Научно-исследовательский институт психического здоровья» 

«Томский национальный исследовательский медицинский центр 
Российской академии наук», г. Томск

Обзор посвящен анализу исследований в области изучения цитокинов при шизофрении. Накоп
ленные к настоящему времени данные убедительно доказывают важную роль нарушений нейро
иммунного взаимодействия в патогенезе шизофрении. Нейроиммунная дисрегуляция может быть 
обусловлена как патологией отдельных структур мозга и ослаблением регулирующего влияния 
ЦНС на систему иммунитета, так и нарушением иммунокомпетентными клетками продукции цито
кинов, участвующих в межклеточном взаимодействии и в передаче сигнала между нервной и им  
мунной системами. В последние годы в литературе активно обсуждается роль воспаления и ме
диаторов воспаления в патогенезе эндогенных психозов. Проведен поиск литературы в информа
ционных системах PubMed, eLIBRARY.ru; проанализированы более 150 статей за последние 10 лет, 
44 из них включены в обзор. Результаты: в подавляющем большинстве исследований приведены 
данные в пользу доказательства гипотезы воспаления в патофизиологии шизофрении. Анализ 
литературы показывает неоднозначность накопленных данных по проблеме иммунопатологии и 
воспаления при шизофрении, которые требуют продолжения исследований по поиску ключевого 
звена патогенеза: изучения уровней периферических цитокинов у пациентов с разными формами 
заболевания; параллельных исследований полиморфизмов генов цитокинов и циркулирующих 
уровней регулируемых ими белков; исследования факторов иммунитета/воспаления и нейро
трансмиттерных систем; выявления иммуногенетических маркеров воспаления, ассоциирован
ных с фенотипической изменчивостью шизофрении. (Цитокины и воспаление. 2019. Т. 18. № 1–4. 
С. 5–9.)

Ключевые слова: шизофрения, система иммунитета, воспаление, цитокины.

Шизофрения — наиболее тяжелое психиче
ское заболевание с хроническим течением, высо
ким процентом инвалидизации, возникновение и 
клиническое течение которого определяются со
вокупным взаимодействием генетических фак
торов и факторов внешней среды. Несмотря на 
большой объем фактического материала, свиде
тельствующего о вовлеченности в патологический 
процесс нейроэндокринных, нейрохимических, 
иммунологических механизмов, фундаменталь  
ные нейробиологические процессы, лежащие в 
основе патогенеза шизофрении, особенности ее 
течения остаются до сих пор до конца не расшиф

Ветлугина Тамара Парфеновна, e-mail: vetlug@mail.tomsknet.ru

© Ветлугина Т.П., Лобачева О.А., 2019
УДК 612.017.1:616.895.8-092
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Проанализированы более 150 статей, в основном, за послед-
ние 10 лет (а также более ранние значимые работы), 44 из 
них включены в обзор.

Результаты и обсуждение

Многолетними исследованиями убедительно 
показано, что иммунная система вовлечена в па
тогенез шизофрении, и изменения параметров 
иммунитета у больных в зависимости от клини
ческих особенностей патологического процесса 
(форма, темп прогредиентности, стадия и дли  
тельность заболевания, влияние фармакологиче
ских препаратов) отражают модуляцию механиз
мов психонейроиммунного взаимодействия при 
шизофрении [4, 15, 19, 35, 36]. При иммунопато
логических состояниях нарушения нейроиммун
ного взаимодействия могут быть обусловлены как 
патологией отдельных структур мозга и ослабле
нием регулирующего влияния ЦНС на систему 
иммунитета, так и дисфункцией иммунокомпе
тентных клеток и нарушением продукции ими 
продукции цитокинов, обладающих возможностью 
проникновения в мозг через барьерные зоны [9, 
10]. Функции цитокинов, продуцируемых клет  
ками белковопептидных факторов, характери
зующихся широким спектром биологических эф  
фектов и осуществляющих регуляцию межкле
точных и межсистемных взаимодействий, широ  
ко освещены в литературе [7, 12]. 

При шизофрении установлено нарушение сек
реции ряда цитокинов, причем многие авторы от  
мечают гиперсекрецию цитокинов, которые игра
ют ключевую роль в активации Тхелперов 2го 
типа (Th2), что приводит к усилению механизмов 
переключения адаптивного иммунного ответа с 
клеточного на гуморальный [1, 11, 31, 38]. На осно
ве большого объема клинических и эксперимен
тальных данных была предложена цитокиновая 
гипотеза шизофрении, согласно которой различ
ные неблагоприятные факторы (материнская ин  
фекция, акушерские осложнения, неонатальная 
гипоксия) активируют иммунные клетки и ано
мальные уровни экспрессии цитокинов [20, 43]. 
Периферические цитокины могут проникать в 
незрелую ткань головного мозга через развива
ющийся гематоэнцефалический барьер; связы
ваясь с рецепторами на нейронах и глиальных 
клетках, нарушать структурное и фенотипиче  
ское развитие мозга, нормальную внутриклеточ
ную сигнализацию. Неконтролируемая актив  
ность провоспалительных цитокинов и микро  
глии приводит к нарушению функции мозга, что, 
впоследствии, на фоне генетической предраспо
ложенности обусловливает риск развития ши   
зофрении. Эта гипотеза поддерживается накоп
лением данных активно продолжающихся иссле
дований.

Asevedo E. и др. при обследовании 29 больных 
шизофренией установили более высокую кон
центрацию в плазме крови IL2 по сравнению с 
контролем (26 здоровых людей) и отрицательную 
его корреляцию с негативной симптоматикой по 
шкале PANSS, что, по мнению авторов, свиде
тельствует о вовлечении данного цитокина в ме
ханизмы, связанные с когнитивными нарушения  
ми и негативной симптоматикой при шизофре  
нии [14]. Изучая уровни сывороточных цитоки
нов (IL2, IL10, IL4, IL6, IFNγ, TNFα и IL17) 
у пациентов с первым эпизодом шизофрении до 
терапии, авторы выявили более высокие уровни 
IL6, IL10 и TNFα по сравнению со здоровыми 
людьми и снижение этих цитокинов в процессе 
10 недель лечения рисперидоном [39]. Исследова
ние цитокинов в сыворотке крови 180 нелеченых 
больных шизофренией с первым эпизодом обна
ружило повышение в сыворотке крови IL1Ra, 
IL10 и IL15 и снижение IL1Ra и IL10 у паци
ентов после лечения, причем уровень IL10 досто
верно коррелировал с улучшениями негативных, 
общих и общего балла симптомов шкалы PANSS 
[18]. RibeiroSantos A. и др. в обзоре «Evidence for 
an immune role on cognition in schizophrenia: a sys
tematic review» анализируют 75 работ по ключе
вым словам «Cognition; immunology; inflammation; 
schizophrenia» и приводят убедительные данные 
о роли иммунных нарушений, активации микро
глии, моноаминергического дисбаланса в меха
низмах, лежащих в основе патогенеза шизофре  
нии [40]. Показано, что исследование уровней ци  
токинов, в частности TNFα, INFγ, IL2 и IL6, мо
жет быть перспективным для разработки новых 
подходов к лечению больных шизофренией [22].

В литературе активно обсуждается роль вос
паления в патогенезе эндогенных психозов [3, 
8, 29, 37]. Это направление поддерживается ус
тановленными фактами аномальной продукции 
про/противовоспалительных цитокинов иммуно
компетентными клетками больных шизофренией. 
При сравнительном изучении сывороточных ци
токинов у больных шизофренией (91 человек) и 
здоровых лиц (50 человек) у пациентов установ  
лено увеличение уровней TNFα, IL1β и IL6, 
уменьшение уровней IFNγ и снижение активно
сти супероксиддисмутазы и глутатионперокси
дазы; авторы приходят к выводу, что воспаление 
в результате нарушения регуляции цитокинов 
и антиоксидантных систем может иметь решаю  
щую роль в этиологии шизофрении [13]. При изу
чении корреляции между плазменным уровнем 
С3, провоспалительными цитокинами, связанны
ми с Th17 (IL17, IL23 и TGFβ1) и агрессивным 
поведением у 40 больных шизофренией установ
лена положительная связь повышенного уровня 
провоспалительных цитокинов и общим баллом 
шкалы агрессии (MOAS) и шкалы PANSS, в то 
время как уровни С3 были отрицательно связаны 
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с общим баллом PANSS; авторы полагают, что 
повышение уровня Th17связанных провоспали
тельных цитокинов и снижение уровня С3 могут 
быть потенциальными биомаркерами шизофре  
нии и агрессивного поведения [30]. 

Нейротоксическое действие провоспалитель  
ных цитокинов (IL6, IL1β, IL8) показано в ис
следованиях корковых и региональных объемов 
мозга в фиксированных посмертных образцах 
мозга больных шизофренией; получены резуль
таты о прямой зависимости уменьшения корко
вого объема серого вещества с высоким уровнем 
экспрессии мРНК IL6, IL1β [44]. Анализ лите
ратуры показывает, что хронически активиро
ванные макрофаги (и их аналоги в мозге — клет  
ки микроглии), продуцирующие цитокины и дру
гие медиаторы воспаления, оказывают негативное 
влияние на мозг и способны усилить генетиче  
ские и экологические неблагоприятные факторы 
и ускорить развитие симптомов шизофрении. Не
которые исследователи в риске возникновения 
шизофрении и других расстройств нейроразви  
тия рассматривают ключевую роль цитокинов, 
генерированных в ответ на материнскую инфек
цию. Инфекционные, вирусные заболевания ма  
тери, осложнения во время беременности и ро
дов могут привести к дефекту отдельных типов 
нервных клеток и снижению их резистентности. 
Подобные повреждения находятся в «дремлю  
щем» состоянии до зрелости мозга и обусловли  
вают вероятность психозов в последующие 2–3 
десятилетия, поскольку такой мозг становится 
наиболее уязвимым к действию различных эндо
генных и экзогенных факторов. Факторы окру
жающей среды, взаимодействуя с генетической 
уязвимостью, увеличивают риск развития забо
левания [16]. При этом провоспалительные цито
кины рассматриваются в качестве потенциаль  
ных медиаторов разрушающего воздействия ин
фекции на мозг плода в пренатальный период, 
что впоследствии может быть связано с повышен
ным риском уязвимости к шизофрении [26, 41].

Дополнительную поддержку гипотеза воспале
ния при шизофрении получила на основании дан  
ных о позитивном эффекте включения в комп  
лекс лечения в качестве вспомогательной тера
пии противовоспалительных препаратов и ин
терферонов [20, 27, 42]. Гипотеза воспаления при 
шизофрении, в механизмах которой ключевая 
роль отводится цитокинам, продолжает активно 
разрабатываться [21, 33]. 

Известно, что функционирование цитокино
вой сети в норме и при патологии регулируется 
экспрессией генов цитокинов и их полиморфных 
вариантов, возникающих в результате мутаций 
под влиянием различных факторов внутренней и 
внешней среды. Полиморфные варианты ассоци
ируются с нарушением продукции самих цито
кинов, что может оказывать существенное влия  

ние на развитие и особенности течения патологи
ческих процессов [2]. 

Исследования полиморфизмов генов цитоки
нов IL1B, антагониста рецептора интерлейкина 
IL1RN, фермента индоламин2,3диоксигеназы 
(IDO) у больных шизофренией, проведенные Го
лимбет В.Е. и др., выполнены на большом объеме 
клинического материала (более 700 пациентов с 
параноидной шизофренией с приступообразным и 
прогредиентным типами течения) [5, 6]. Установ
лена ассоциация между полиморфизмом VNTR 
гена IL1RN и выраженностью негативных симп
томов у мужчин; выявлена комбинация: аллель С 
(Т511С), аллель Т (С3954Т) в гене IL1, аллель V1 
(VNTR) и аллель С (rs9657182) в гене IDO, кото  
рая значимо чаще встречалась в группе больных 
шизофренией по сравнению с контрольной груп
пой; авторы также указывают на необходимость 
дальнейших исследований в этом направлении.

Изучена ассоциация 27 функциональных по
лиморфизмов интерлейкинов и растворимых ре   
цепторов генов IL1A, IL1B, IL1RN, IL6, IL6R, 
IL10, IL10RA и TGFβ1 с шизофренией (621 боль
ной шизофренией и 531 здоровый) в польской по
пуляции [24]. Наблюдалась ассоциация rs4848306 
в гене IL1B, rs4251961 гена IL1RN, rs2228145 и 
rs4537545 гена IL6R с шизофренией; полиморф  
ный вариант rs6676671 в гене IL10 был связан с 
ранним возрастом начала заболевания; также с 
шизофренией были связаны гаплотипы, состоящие 
из rs4537545 и rs2228145 в гене IL6R. При даль  
нейших исследованиях в этом направлении ав  
торы приходят к заключению, что полиморфные 
варианты генов IL1 (rs1143627, rs16944, rs1143623, 
rs4848306 в гене IL1B и rs4251961, rs419598, 
rs315952, rs9005 в гене IL1RN) участвуют в пато
генезе шизофрении, однако полученные неодноз
начные результаты указывают на необходимость 
дальнейших параллельных исследований поли
морфизмов генов цитокинов и циркулирующих 
уровней регулируемых ими белков [23].

Широкомасштабные исследования одиночных 
нуклеотидных полиморфизмов и уровня экспрес
сии сывороточных белков больных шизофренией 
установили ассоциацию между полиморфизмами и 
белками, в основном, участвующими в иммунных/
воспалительных реакциях, включая фактор VII 
[rs555212], альфа1антитрипсин [rs11846959], ин
дуцированный интерфероном гамма протеин 10 
[rs4256246], растворимый рецептор интерлейки
на 6 [rs7553796; rs1800795], трансформирующий 
фактор роста β (TGFB1 rs1800470); показано, что 
на экспрессию белков влияют полиморфизмы в 
соответствующем гене, это влияние варьирует в 
зависимости от диагноза, и определенные SNP 
могут быть маркерами риска шизофрении [17, 32]. 
Авторы полагают, что сочетание генетической 
информации пациента с биомаркерами перифе
рической крови открывает новый подход к иссле
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дованию механизмов заболевания при шизофре  
нии и других психических расстройствах.

Таким образом, функциональные полиморфиз
мы генов цитокинов приводят к дисбалансу про/
противовоспалительного спектра цитокинов, яв
ляющихся важным компонентом коммуникаци
онных путей между иммунной системой и мозгом, 
и влияющих на дофаминергическую, ГАМКер  
гическую, глутаматергическую нейротрансмис
сию — ключевой механизм патогенеза шизоф
рении [20, 25]. Исследования экспрессии генов 
цитокинов и их полиморфизмов могут помочь в 
понимании фенотипической изменчивости ши
зофрении и терапевтического ответа на антипси
хотические препараты.

Анализ литературы показывает неоднознач
ность, а иногда и противоречивость большого 
объема накопленных данных по проблеме им
мунопатологии и воспаления при шизофрении. 
Koola M.M. дает критическую оценку результа  
тов исследования по данной проблеме. По мнению 
автора, несмотря на то, что существует совокуп
ность доказательств в пользу гипотезы воспале  

ния в патофизиологии шизофрении, она до на
стоящего времени убедительно не доказана, что 
обусловлено различными причинами (выборкой 
пациентов, клиническим течением заболевания, 
влиянием терапии и условиями госпитализации, 
другими сопутствующими факторами) [28]. На по
добные причины неоднозначности результатов по 
исследованию цитокинов при шизофрении ука  
зывают и другие авторы [34]. Тем не менее, Mil
ler B.J. и др. отмечают значительный прогресс в 
исследованиях механизмов, лежащих в основе 
шизофрении, необходимость их продолжения и 
намечают будущие направления [33]. По мнению 
авторов, достижения в области иммунологии и ге  
нетики, имеющиеся на сегодняшний день, предо
ставляют беспрецедентную возможность даль  
нейшего накопления комплекса данных для опи  
сания потенциального при шизофрении имму
нофенотипа, что приведет к более глубокому по
ниманию этиологии и патогенеза шизофрении, к 
новым возможностям диагностики и терапии с 
целью снижения риска заболевания и улучше  
ния качества жизни пациентов.
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Cytokines in pathogenesis of schizophrenia

T.P. Vetlugina, O.A. Lobacheva
Mental Health Research Institute, Tomsk National Research Medical Center, Tomsk

This review is devoted to analysis of studies in the field of cytokines investigation in schizophrenia. Re
gistered currently data convincingly prove an essential role of disturbances of neuroimmune interaction 
in the pathogenesis of schizophrenia. Neuroimmune dysregulation can be caused both by pathology 
of some brain structures and weakening of regulatory influence of CNS on the immunity system and 
impairment of cytokine production by immunocompetent cells. In the last years, the role of inflamma  
tion and transmitters of inflammation — cytokines — in the pathogenesis of endogenous psychoses 
is actively discussed in the literature. Objective of the study: to analyze the main results of scientific 
publications devoted to investigations of inflammation transmitters — cytokines in schizophrenia. 
Literature was searched in data systems PubMed.com, eLIBRARY.ru; more than 150 papers for last 
10 years were analyzed, 44 of them were included in the review. Most studies support the hypothesis 
of inflammation in schizophrenia pathophysiology. Conclusion: Analysis of literature showed ambi  
guity of registered data on the problem of immunopathology and inflammation in schizophrenia requi
ring continuation of investigations on search for the key link of the pathogenesis: study of peripheral 
cytokines level in patients with different forms of the disease; parallel investigations of gene poly
morphisms of cytokines and circulating levels of proteins regulated by them; investigations of factors 
of the immunity/inflammation and neurotransmitter systems; detection of immunogenetic markers of 
inflammation associated with phenotypic variability of schizophrenia. (Cytokines and Inflammation. 
2019. Vol. 18. № 1–4. P. 5–9.)

Key words: schizophrenia, immunity system, inflammation, cytokines.



10
Ц И Т О К И Н Ы

ВОСПАЛЕНИЕ
и

Том 18  № 1–4     2019

Роль воспаления в патогенезе 
угревой болезни

роорганизмы относятся к комменсалам кожи и 
присутствуют на коже как у здоровых людей, так 
и больных УБ. Недавние исследования патогене
за УБ показали, что P. acnes колонизирует вы
водные протоки сальноволосяных фолликулов 
(СВФ), инициирует врожденный иммунитет, при  
водя к прогрессированию невоспалительных вы
сыпаний (комедонов) в воспалительные — папу
лы, пустулы и узлы. Традиционно существовало 
мнение о том, что воспаление играет роль лишь на 
поздних стадиях УБ. Однако в последнее время 
эта гипотеза пристально обсуждается, т. к. пока
зано, что воспалительная реакция при УБ явля
ется первичной, являясь субклиническим бази  
сом комедоногенеза [12].

О.М. Демина 1, К.Г. Гуревич 2, 3

1 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, 
онкологии и иммунологии имени Дмитрия Рогачева» Минздрава России; 

2 ФГБОУ ВО «Московский государственный медико-стоматологический 
университет имени А.И. Евдокимова» Минздрава России; 

3 ГБУ «НИИ Организации здравоохранения и медицинского менеджмента 
Департамента здравоохранения города Москвы», Москва

Угревая болезнь (УБ, акне) является распространенным, часто встречающимся заболеванием, по
ражающим до 80 % подростков и молодых взрослых. Нередко УБ сохраняется на протяжении всей 
жизни, вызывая психологический дискомфорт и социальную дезадаптацию. И это более значимо 
в случае формирования обезображивающих внешность рубцов, а также различных эстетических 
дефектов. Традиционно существовало мнение о том, что воспаление играет роль лишь на позд  
них стадиях УБ. Однако в последнее время эта гипотеза пристально обсуждается, т. к. показано, 
что воспалительная реакция при УБ является первичной, являясь субклиническим базисом коме
доногенеза. Полученные в настоящее время данные о развитии воспалительной реакции при УБ 
убедительно подтверждают ее наличие как при ранних, так и поздних стадиях дерматоза. Новые 
данные свидетельствуют, что УБ является первичным воспалительным заболеванием с клиниче
скими, гистологическими и иммунологическими признаками воспаления на всех стадиях акне, и 
для повышения эффективности терапии важно применение терапевтических средств с противо
воспалительным эффектом, преимущественно в комбинации с другими противоугревыми препа
ратами. (Цитокины и воспаление. 2019. Т. 18. № 1–4. С. 10–15.)

Ключевые слова: угревая болезнь, акне, воспаление, интерлейкины, факторы роста.

Угревая болезнь (УБ, акне) является распро
страненным, часто встречающимся заболевани
ем, поражающим до 80 % подростков и молодых 
взрослых. Нередко УБ сохраняется на протяже  
нии всей жизни, вызывая психологический дис
комфорт и социальную дезадаптацию. И это бо  
лее значимо в случае формирования обезображи
вающих внешность рубцов, а также различных 
эстетических дефектов. Общеизвестны 4 основ  
ных звена патогенеза акне, однако традиционные 
представления о роли Propionibacterium acnes 
как бактериального агента в настоящее время 
претерпели существенные изменения. Эти мик
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Значение развития ранних воспалительных 
реакций в патогенезе акне:

1. Повышенная экспрессия и биоактивность 
провоспалительных медиаторов: 

1.1. Избыток медиаторов воспаления в непора
женной коже и при ранних стадиях акне: Есе
лектин, молекула адгезии сосудов1 (VCAM1), 
интерлейкин 1 (IL1), интегрин.

1.2. Биоактивность интерлейкина 1α (IL1α) в 
открытых комедонах.

1.3. Повышенная иммунореактивность дефен
зина2.

1.4. Повышение числа CD3+ и CD4+ Tлимфо
цитов и макрофагов в непораженной коже.

2. Пептидазы.
2.1. Экспрессия провоспалительных пептидаз 

себоцитами и кератиноцитами.
2.2. Ингибирование активности пептидаз с фор

мированием противовоспалительного статуса.
3. Нейропептидазы: повышенная экспрессия в 

непораженной коже кортикорилизинг гормона, 
субстанции P, рецептора меланокортина1.

4. Tolllike рецепторы.
4.1. P. acnes активируют воспалительный цито

киновый ответ, присутствуя в СВФ, могут иметь 
значение в формировании комедонов.

4.2. Активация эндогенных лигандов.
5. Изменения в биосинтезе липидов.
5.1. Ассоциация синтеза липидов себоцитами и 

воспаления.
5.2. Перокидированные липиды активируют вос

палительный ответ.
6. Терапевтические аспекты.
6.1. Ретиноиды эффективны при невоспалитель

ных высыпаниях: снижают экспрессию tolllike 
рецепторов 2 и IL10.

Ряд сравнительных исследований по анализу 
клинических симптомов акне и эффективности 
лекарственных препаратов с прямым и опосре
дованным противовоспалительным эффектами, 
подтверждают возникновение воспалительной 
реакции на ранних стадиях развития дерматоза. 
Так, дапсон является противовоспалительным 
агентом, который ингибирует секрецию IL8 in 
vitro, предотвращает перекисное окисление ли
пидов и миграцию нейтрофилов. Клинически по
казано, что применение дапсона вызывало регресс 
как комедонов, так и воспалительных элементов 
акне [22, 39, 40].

Известно, что топические ретиноиды, такие как 
адапален, обладают противовоспалительными 
свойствами и эффективны при ранних стадиях 
УБ. Механизм противовоспалительного действия 
адапалена обусловлен редукцией экспрессии toll
like рецепторов 2 (TLR2) и IL10 как в области 
клинических проявлений акне, так и в непоражен
ной коже. Результаты двух плацебоконтролиру
емых рандомизированных исследований 12не

дельного применения 0,1 % лосьона «адапален» 
показали достоверное снижение комедональных 
и воспалительных элементов. Известно, что ком
бинированная терапия дапсоном или адапаленом 
в сочетании с антибактериальными топическими 
средствами (антибиотиками, бензоилом перокси
дом) более клинически значимо приводит к ре
дукции комедонов, в сравнении с монотерапией 
адапаленом [13, 40, 41].

По данным гистоморфологического исследова
ния ранних элементов УБ (от 6 до 72 часов) было 
показано формирование лимфоидного перивас
кулярного инфильтрата, тогда как инфильтрация 
полиморфноядерными лейкоцитами выявлена на 
более поздних стадиях, что приводило к растяже
нию СВФ и образованию пустул. В последующем 
это растяжение, сопровождающееся спонгиозом, 
вызывало разрыв СВФ с образованием конгло
батных абсцедирующих участков. Полученные 
данные свидетельствуют о раннем возникнове  
нии воспалительного процесса в микрокомедо  
нах, даже до начала гиперпролиферации керати
ноцитов инфундибулума СВФ. Эти исследования 
установили, что у больных УБ в непораженной ко  
же выявлена инфильтрация CD3+ и CD4+ Tлим
фоцитами перифолликулярно и в папиллярной 
дерме, а также увеличение числа макрофагов, 
аналогично тому, что обнаруживается в папулах 
[3, 4, 51, 54].

Значение P. acnes как этиологического фак
тора в развитии воспалительных форм УБ было 
признано более полувека назад. По данным гис  
томорфологического исследования, P. acnes до
стоверно идентифицированы в очагах воспали
тельных акне у 68 % лиц с длительностью высы
паний один день и у 79 % — три дня [8,26]. 

По данным клинических исследований, выявле
на колонизация кожи P. acnes у больных со сред  
ней и тяжелой степенями тяжести УБ, а прием 
тетрациклина и миноциклина подавляет размно
жение микроорганизмов и снижает их числен  
ность до 50 %. Это подтверждает, что P. acnes яв
ляется триггером воспалительной реакции при 
акне, которая, в свою очередь, поддерживает про
лиферацию P. acnes [6, 36].

Показано, что P. acnes инициирует врожден
ный иммунитет посредством активации TLR2 как 
при ранних микрокомедональных акне, так и при 
поздних воспалительных формах. В результате 
активация TLR вызывает экспрессию генов им  
мунного ответа, в том числе кодирующих различ
ные цитокины и хемокины, стимулирующие миг
рацию иммунных клеток [9, 15, 16, 20, 24]. 

Имеются данные, что P. acnes также активи
руют TLR2 моноцитов, что приводит к секреции 
цитокинов (IL8 и IL12) и антимикробных пеп
тидов (βдефензина2). IL12 является основным 
провос палительным цитокином, который проду
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цируется моноцитами в ответ на колонизацию 
грамположительными микроорганизмами. Дан  
ные об активации βдефензина2 человека были 
подтверждены в культуре клеток — эпидермаль
ных кератиноцитов [4, 29, 35].

Семейство βдефензинов (дефензин1, 2 и 3) 
синтезируется в коже в ответ на бактериальную 
инфекцию и обладает широким спектром функ
ций, включая модификацию клеточной миграции 
и созревание, индукцию цитокинов и хемоаттрак
цию иммунокомпетентных клеток [1, 47].

Анализ экспрессии гена βдефензинов2 по
казал ее увеличение в 33 раза при клинически 
диагностированных воспалительных акне в срав
нении с уровнем экспрессии этого гена в непора
женной коже и у лиц без акне [14, 25, 46].

Имеются сведения о том, что жирные кислоты 
кожного сала могут играть роль эндогенных регу
ляторов сигнальных путей TLR и активировать 
эффекты P. acnes, опосредованные TLR, однако 
является ли эффект этих регуляторов про или 
противовоспалительным пока остается неизвест
ным [47]. 

Результаты исследований биоптатов кожи па  
циентов с акне показали возможность альтерна
тивного варианта взаимосвязи P. acnes и высво
бождения медиаторов воспаления. Известно, что 
P. acnes выделяют различные бактериальные про 
теазы, которые посредством стимуляции протеа
заактивируемого рецептора2 (proteaseactiva
ted receptor2, PAR2) на кератиноцитах могут 
усиливать транскрипцию провоспалительных 
цитокинов: IL1α, IL8, TNFα, ряда матричных 
металлопротеиназ и антимикробного пептида 
LL37. Поэтому при УБ в дополнение к активации 
воспалительной реакции через TLR происходит 
ее развитие посредством стимуляции PAR2 [25].

Однако при множественных папулезных и пу
стулезных высыпаниях как с узловатокистозны
ми элементами, так и без них обнаружена низкая 
плотность P. acnes в сравнении с больными акне 
без воспалительных элементов [8, 32].

Получены данные о том, что значительная часть 
комедонов являются стерильными, а микроорга
низмы колонизируют СВФ, начиная с воспали
тельных высыпаний. В целом, эти результаты под  
тверждают предположение о том, что воспали
тельный процесс развивается посредством имму
нохимических реакций, независимых от наличия 
P. acnes [34].

Имеются доказательства роли сальных желез 
в развитии воспаления при акне. Показано, что 
IL1, основной цитокин, регулирующий воспали
тельные и иммунные реакции, играет роль в раз
витии воспаления при УБ. Предполагается, что 
в сальной железе происходит секреция IL1α и 
IL1β, инициированная активностью транкрип
ционно активных мРНК цитокинов IL1α и IL1β. 

Кроме того, нормальные кератиноциты челове
ка in vitro секретируют IL1α в определенной 
конституционально постоянной концентрации, 
что подтверждает наличие непрерывной низ
коуровневой экспрессии этого цитокина. Также 
установлено значительное увеличение экспрес  
сии и секреции IL1 на ранних стадиях УБ. Так, 
IL1α был идентифицирован у 78 % пациентов в 
невоспалительных открытых комедонах, а у 58 % 
этот цитокин был выше 100 мкг/мл — уровень, 
превышающий известный порог для запуска ви
димого провоспалительного ответа [9, 17, 37, 52].

Показано, что при исследованиях in vitro IL1α 
в культуре клеток вызывал ремоделирование 
СВФ и комедоногенез, тогда как добавление TNFα 
и EGF приводило к дезорганизации кератиноци  
тов в инфундибулюме и разрыву СВФ подобно 
наблюдаемому при тяжелых формах УБ. При 
гистоморфологическом анализе была выявлена 
избыточная экспрессия IL8 фолликулярно и пе  
рифолликулярно в очагах поражения акне. При 
этом IL8 имеет решающее значение в миграции 
нейтрофилов в зону воспаления СВФ, которые 
выделяют лизосомальные ферменты, приводя к 
повреждению фолликулярного эпителия и даль
нейшему воспалению. Полученные результаты 
показали существенное повышение экспрессии 
мРНК TNFα, IL8, IL10 в зонах высыпаний УБ 
[19].

Показана экспрессия мРНК βдефенсинов в 
сальных железах здоровой кожи, что может ука  
зывать на протективную роль дефенсинов от ин
вазии микроорганизмами. Выявлено более зна
чимое повышение βдефенсина1 в комедонах в 
сравнении с пустулами. При этом, учитывая, что 
провоспалительные цитокины являются регуля
торами βдефенсинов, то избыточная экспрессия 
βдефенсина1 может быть вторичной в ответ на 
развитие перифолликулярной инфильтративной 
реакции [28, 30, 56].

Сообщается о провоспалительном эффекте 
свободных жирных кислот, секретируемых саль
ной железой, опосредованном за счет выраженной 
экспрессии IL1. С другой стороны, некоторые 
липиды, такие как олеиновая и пальмитиновая 
кислоты, обладают антибактериальным дейст
вием, механизм которого остается неизвестным. 
Имеется предположение о наличии индуцируе  
мого липидами микробицидного пути, опосредо
ванного липидактивированными TLR в сальных 
железах [23, 27, 45, 53]. 

Кроме того, в процессе появления высыпаний 
акне образуются различные модификации липи
дов, включая накопление перекисей, которые мо  
гут вызывать воспалительные явления в комедо
нах. Установлено, что перекиси липидов стиму
лируют продукцию провоспалительных цитоки  
нов и активируют рецепторы, активируемые про

Роль воспаления в патогенезе угревой болезни
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лифератором пероксисом (peroxisome proliferator 
activated receptors (PPAR)), которые регулиру
ют метаболизм липидов и развитие воспаления. 
В частности, продукты перекисного окисления 
сквалена являются комедогенными и обладают 
провоспалительной активностью за счет стиму
ляции пролиферации кератиноцитов, активности 
липооксигеназы, индукции экспрессии PPAR и 
секреции провоспалительных цитокинов. Эти 
данные подтверждают роль изменений качест
венного состава себума в инициировании воспа
ления на ранних стадиях УБ [7, 48, 49].

Пептидазы, такие как дипептидилпептидаза IV 
(dipeptidyl peptidase IV, DPIV) и аминопептида  
за (aminopeptidase N (APN)), экспрессируются в 
организме человека, регулируют ряд биологиче
ских процессов, включая рост, дифференциров  
ку, межклеточные взаимодействия и трансфор
мацию клеток, в частности, Тлимфоцитов [5, 43].

Оба этих фермента экспрессируются на нор
мальных кератиноцитах человека и активируются 
при гиперпролиферативных дерматозах. Пока
зано, что эти пептидазы также экспрессируются 
на себоцитах человека, и на начальных стадиях 
УБ их фармакологическое ингибирование при
водит к супрессии дифференцировки и секреции 
цитокинов в себоцитах и кератиноцитах. Кроме 
того, происходит подавление продукции IL3 
Tлимфоцитами, которые активируются P. acnes, 
и увеличение экспрессии иммунносупрессивного 
фактора TNFα. Эти данные свидетельствуют о 
том, что DPIV и APN участвуют в функциони
ровании сальных желез и играют роль провоспа
лительных факторов в патогенезе ранних стадий 
УБ [5, 42, 44].

В ряде исследований при ранних стадиях УБ 
было показано повышение нейропептидаз, таких 
как кортикотропинрилизинг фактор и рецептор 

меланокортина1, обладающих провоспалитель   
ной активностью. Кроме того, в зоне СВФ отме
чалось избыточное количество субстанции Р — 
потенциального фактора нейрогенного воспале  
ния при стрессиндуцированной УБ [10, 11, 18, 21, 
38, 55].

Таким образом, полученные в настоящее время 
данные о развитии воспалительной реакции при 
угревой болезни убедительно подтверждают ее 
наличие как при ранних, так и поздних стадиях 
дерматоза. Новые данные свидетельствуют, что 
угревая болезнь является первичным воспали
тельным заболеванием с клиническими, гисто
логическими и иммунологическими признаками 
воспаления на всех стадиях акне. В связи с этим 
мнение о невоспалительном характере комедо  
генной формы акне претерпевает изменение с 
учетом начала развития воспаления на ранних 
стадиях заболевания, что подтверждается нали
чием гиперсекреции провоспалительных цито
кинов, пептидаз и нейропептидаз, активации ли
пидов сальных желез, TLR и PPAR. 

При этом иммунохимические пути инициации 
и распространения воспаления при угревой бо
лезни являются сложными и в настоящее время 
до конца не изученными. Изучение роли P. acnes 
как обязательного этиологического воспалитель
ного агента акне также свидетельствует о его не
обязательном присутствии, т. к. воспалительный 
ответ возникает и без этих микроорганизмов. 
Приведенные результаты исследований свиде
тельствуют о том, что угревая болезнь является 
хроническим воспалительным заболеванием, и 
для повышения эффективности терапии важно 
применение терапевтических средств с противо
воспалительным эффектом, преимущественно в 
комбинации с другими противоугревыми препа
ратами [2, 7, 31, 50]. 
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The role of inflammation in the pathogenesis of acne

O.M. Demina 1, K.G. Gurevich 2, 3
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Acne is a common, frequent disease that affects up to 80 % of adolescents and young adults. Often 
acne persists throughout life, causing psychological discomfort and social maladjustment. And it is 
more significant in the case of disfiguring appearance of scars formation, as well as various aesthetic 
defects. Traditionally, it was believed that inflammation plays a role only in the later stages of acne. 
Recently, however, this hypothesis has been closely discussed, since it is shown that the inflamma
tory reaction in acne is primary, being a subclinical basis of comedogenogenesis. Currently obtained 
data on the development of the inflammatory reaction in acne convincingly confirm its presence in 
both the early and late stages of the dermatosis. New data suggest that acne is a primary inflamma
tory disease with clinical, histological and immunological signs of inflammation in all stages of acne, 
and to increase the effectiveness of therapy it is important to use therapeutic agents with antiin
flammatory effect, mainly in combination with other antiacne drugs. (Cytokines and Inflammation. 
2019. Vol. 18. № 1–4. P. 10–15.)

Key words: acne, inflammation, interleukins, growth factors.
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Роль цитокинов в патогенезе 
атопического дерматита

ной нервной, эндокринной, иммунной систем, на
рушений адаптационных механизмов организма 
[4]. АД — мультифакториальное воспалительное 
заболевание кожи, характеризующееся зудом, 
хроническим рецидивирующим течением и воз
растными особенностями локализации и морфо
логии очагов поражения [6]. 

В семьях, имеющих аллергический ринит или 
астму в анамнезе, почти у трети детей можно 
ожидать развития кожных очагов АД. И, наобо  
рот, у трети пациентов с АД отмечается аллер
гический ринит или астма в личном анамнезе, а у 
двух третей — семейный анамнез этих заболева
ний. У половины детей с проявлениями дермато
логического заболевания в младенческом и дет  
ском возрасте впоследствии развиваются аллер
гические респираторные симптомы [23]. Сильный 
зуд приводит к глубоким экскориациям на коже, 
которые кровоточат, мокнут и поражаются вто  

О.О. Побежимова, А.В. Жестков, О.С. Козлова, 
А.В. Лямин, А.Д. Протасов, В.В. Кулагина

Самарский государственный медицинский университет, г. Самара

Атопический дерматит (АД) — одно из самых распространенных заболеваний аллергического ха
рактера, проявляющееся в тяжелой форме, поражая кожу. Заболевание обусловлено генетически 
и является хроническим. Это одно из наиболее распространенных заболеваний (от 20 до 40 % в 
структуре кожных заболеваний), встречающееся во всех странах у лиц обоих полов. Последние 
годы наблюдается рост АД во всем мире. Заболевание чаще встречается в высокоразвитых стра  
нах, в городах (реже в сельской местности) и при более высоком социальноэкономическом ста
тусе, что предполагает недостаточную экспозицию к инфекционным агентам. Такой высокий уро  
вень заболеваемости, дебют в раннем детском возрасте, зачастую непрерывно рецидивирующее 
течение патологического процесса, тенденция к увеличению устойчивых к традиционной терапии 
форм заболевания придают вопросам детализации патогенеза АД особую актуальность. Одна из 
главных ролей в патогенезе АД принадлежит цитокинам. В данной статье представлена и систе
матизирована основная имеющаяся на сегодняшний день информация об участии цитокинов в 
патогенезе АД. (Цитокины и воспаление. 2019. Т. 18. № 1–4. С. 16–21.)

Ключевые слова: атопический дерматит, иммунопатогенез, цитокины.

Кожные болезни чрезвычайно многообразны по 
клиническим проявлениям. За последние десяти
летия резко возросла заболеваемость ими среди 
детского населения [1, 2]. Атопический дерматит 
(АД) наблюдается у 15–20 % всех детей в возра
сте от 6 до 10 лет. Слабо выраженные признаки 
заболевания могут наблюдаться в течение пер  
вых нескольких месяцев жизни, и почти у 60 % 
пациентов заболевание проявляется к первому 
году жизни. Остальная треть детей заболевает в 
возрасте от года до 5 лет [17]. С кожными заболе
ваниями приходится сталкиваться врачам всех 
клинических специальностей. Необходимо учи
тывать, что кожные проявления нередко служат 
отражением изменений важнейших органов и 
систем, патологии внутренних органов, централь
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ричной инфекцией. После заживления таких глу
боких экскориаций остается очаг рубцовой ткани. 
Хотя эмоциональный стресс не вызывает АД, он 
часто ухудшает течение заболевания [11]. Паци
енты с АД нередко реагируют на фрустрацию, 
беспокойство или другие стрессовые события 
усилением зуда и расчесов. В некоторых случаях 
расчесы становятся привычным явлением. Так
же следует учитывать и роль психосоматических 
расстройств, обусловленных врожденными и 
приобретенными нарушениями нервной систе
мы. Неврологические нарушения выявляются у 
55–70 % детей, страдающих АД [9]. Пациентам, 
испытывающим влияние эмоциональных прово
цирующих факторов и психологических проблем, 
осложняющих течение их заболевания, рекомен
дуется консультация психолога. АД отрицатель  
но влияет на жизнь в семье и значительно снижа  
ет уровень качества этой жизни [3]. У взрослого 
пациента существуют ограничения в выборе про
фессии, трудности в психосоциальной адапта  
ции, занятиях спортом, хобби, дружеских отно
шениях, выборе половых партнеров. Даже для 
очень маленьких детей жизненный опыт сводит  
ся к постоянному зуду, стрессам и нарушениям 
сна. Дети подросткового возраста нередко плохо 
учатся изза постоянного недосыпания, их со  
циальная дезадаптация обусловлена низкой са
мооценкой и отсутствием уверенности в себе [2]. 
Для семьи больной ребенок — это дополнитель  
ные расходы на лечение, ограничения в возмож
ности устройства ребенка в детский сад, труд
ности в организации питания, семейного отдыха, 
устройства на работу матери, бытовые сложно  
сти, психологическое напряжение в семье. Релак
сация, изменение привычного поведения и мето  
ды, основанные на биологической обратной связи, 
могут помочь пациентам с привычным зудом [22].

В патогенезе АД важную роль играет наслед
ственная детерминированность, приводящая к 
нарушению состояния кожного барьера, дефек
там иммунной системы, гиперчувствительности 
к аллергенам и неспецифическим раздражите  
лям, колонизации патогенными микроорганиз
мами, а также дисбалансу вегетативной нервной 
системы с повышением продукции медиаторов 
воспаления [13].

АД — одно из наиболее распространенных за 
болеваний (от 20 до 40 % в структуре кожных 
заболеваний), встречающееся во всех странах у 
лиц обоих полов. Заболеваемость АД за послед  
ние 16 лет возросла в 2,1 раза [16]. Распростране  
ние АД среди детского населения составляет до 
20 %, среди взрослого населения — 1–3 %. Соглас  
но данным Федерального статистического наблю
дения, в 2014 г. в Российской Федерации заболе
ваемость АД составила 230,2 случая на 100 000 
населения, а распространенность — 443,3 случая 

на 100 000 всего населения [21]. Среди детей в воз
расте от 0 до 14 лет заболеваемость АД составила 
983,5 случая на 100 000 соответствующего насе
ления, а распространенность — 1 709,7 случая на 
100 000 всего населения. Заболеваемость АД сре  
ди детей в возрасте от 15 до 17 лет Российской 
Федерации составила 466,6 случая на 100 000 
соответствующего населения, распространен
ность — 1 148,3 случая на 100 000 соответствую  
щего населения [9].

АД развивается у 80 % детей, оба родителя ко
торых страдают этим заболеванием, и более чем 
у 50 % детей — когда болен только один родитель, 
при этом риск развития заболевания увеличива
ется в 1,5 раза, если больна мать. У 20–43 % детей 
с АД в последующем развивается бронхиальная 
астма и вдвое чаще — аллергический ринит [15]. 

Такой высокий уровень заболеваемости, дебют 
в раннем детском возрасте, зачастую непрерывно 
рецидивирующее течение патологического про
цесса, тенденция к увеличению устойчивых к 
традиционной терапии форм заболевания прида
ют вопросам детализации патогенеза АД особую 
актуальность [5].

Патогенез АД не выяснен до конца, предполо
жительно, инициатором воспалительного каска  
да являются несколько факторов. Однако имею
щиеся данные указывают на то, что одна из глав
ных ролей в патогенезе АД принадлежит цито
кинам [10].

Цитокины представляют собой эволюционно 
древнюю систему полипептидных молекул, регу
лирующих многие жизненно важные физиологи
ческие процессы в организме, защитные реакции 
против патогенов и восстановление гомеостаза, 
нарушенного любыми причинами, включая биоло
гические, химические и физические факторы [14].

Смысл существования данной системы — ор
ганизация взаимодействия между клетками раз  
личного происхождения и с разными функцио
нальными свойствами на местном и системном 
уровне. Например, в случае ответа на патогены 
это необходимо для формирования и оптимиза  
ции единой защитной реакции, где участвуют 
многие клетки, ткани и органы, не относящиеся 
только к иммунной системе [7].

Многочисленные исследования последних лет 
убедительно продемонстрировали роль цито
кинов в индивидуальном развитии, выполнении 
многих физиологических функций, участии в 
формировании и регуляции защитных реакций 
против патогенов и восстановлении после травм 
[20]. В то же время выяснилось, что цитокины, 
будучи главными медиаторами иммунной систе
мы, участвуют в патогенезе всех без исключения 
аутоиммунных, аутовоспалительных, аллергиче
ских заболеваний, объединенных понятием им  
муновоспалительные заболевания. Таким обра  
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зом, цитокины предстали медиаторами большин
ства социально значимых заболеваний человека 
[24].

Характер действия провоспалительных цито
кинов в организме зависит от их концентрации. 
Если уровни цитокинов превышают физиологи
ческие концентрации, они становятся уже не ме  
диаторами защиты, а медиаторами развития па
тологии при иммуновоспалительных процессах, а 
при сепсисе — иногда даже медиаторами смерти 
[27]. Эндогенные цитокины могут вызывать сим
птомы патологических изменений и оказывать 
повреждающее действие на ткани и органы, как 
это происходит при сепсисе, а также при аутоим
мунном и аллергическом воспалении [18]. В связи 
с этим сформировалось целое направление тера
пии, названное антицитокиновой терапией, для 
блокирования биологической активности цитоки
нов. В отдельных случаях это дает очень хороший 
терапевтический эффект, например, при ревма
тоидном артрите, псориазе и ряде других имму
новоспалительных заболеваний [30]. 

Повидимому, цитокиновая теория развития 
патологии при болезнях человека несколько сме
щает акценты в правильном понимании истинной 
роли цитокинов как незаменимых регуляторов 
основных физиологических процессов в организ  
ме. В последние годы это подтверждено при изу
чении последствий генетических дефектов в си
стеме цитокинов у человека [26]. Большинство 
наследственных дефектов генов цитокинов и их 
рецепторов приводит к нарушениям ответа на те 
или иные инфекции. В то же время описаны ге
нетические нарушения, связанные с повышенной 
продукцией отдельных цитокинов, приводящие к 
гиперактивации иммунной системы и к развитию 
стерильного воспаления, лихорадки. Последнее 
указывает на абсолютную зависимость эффектов 
цитокинов от их концентраций в циркуляции и 
тканях. Исходя из этого, следует рассматривать 
роль цитокинов при каждом конкретном имму
нопатологическом процессе и на этом основывать 
индивидуальные подходы к назначению цитоки
новой либо антицитокиновой терапии [25].

В ряде случаев при недостаточной выработке 
эндогенных цитокинов их генноинженерные пре
параты могут быть использованы для замести
тельной терапии, однако в случае гиперпродук  
ции цитокинов следует блокировать их избыточ
ный синтез [36]. В связи с этим существует два 
принципиальных варианта применения цитоки  
нов в клинической практике:

1) цитокиновая терапия, направленная на за
мещение недостатка эндогенных цитокинов либо 
на усиление их биологического действия;

2) антицитокиновая терапия для блокирования 
биологической активности эндогенных цитоки  
нов, синтезируемых в избытке при острых и хро

нических воспалительных процессах, в том числе 
при раке, аутоиммунных и аллергических забо
леваниях.

Оба направления активно развиваются, и есть 
прекрасные примеры высокой эффективности 
лечебного применения эритропоэтина, интерфе
ронов и других цитокинов для лечения различ  
ных заболеваний, а, с другой стороны, успешности 
антицитокиновой терапии для лечения аутоим
мунных, аутовоспалительных и аллергических 
состояний [31].

Цель статьи — представить и систематизиро
вать информацию об участии цитокинов в пато
генезе АД.

По мнению Скрипкина Ю.К., АД сопровожда  
ется снижением экспрессии DRантигенов на мо  
ноцитах при одновременном повышении коли
чества Тлимфоцитов, несущих на поверхности 
мембран эти же антигены [25]. При этом степень 
экспрессии DRантигенов зависит от тяжести кли  
нических проявлений [40]. Одновременно боль  
ным АД свойственно изменение иммунитета, про
являющееся дисфункцией факторов гумораль  
ного и клеточного иммунитета и сопровождающе
еся уменьшением числа циркулирующих Тлим
фоцитов, увеличением числа эозинофилов, лей  
коцитов, снижением уровней IgM и IgA при рез
ком увеличении IgG и IgE в крови. Это приводит 
к развитию кожных инфекций [17].

Углубленными исследованиями Тороповой Н.П. 
и Синявской О.А. убедительно продемонстриро  
вана у детей роль врожденной, генетически опо
средованной ферментопатии желудочнокишеч
ной системы, создающей состояние выраженной 
эндогенной интоксикации [37]. На этом фоне воз  
никают нейроэндокринные расстройства, патоло
гическое состояние калликреинкининовой си
стемы, изменение синтеза защитных антител. Осо  
бенно изменяется функция Тсупрессоров. Эти 
клетки, регулируя функцию Влимфоцитов, ин
гибируют гиперпродукцию IgE. Реагинам (IgE 
антителам) отводится ведущая роль в развитии 
аллергического АД. Одновременное изменение ак  
тивности Т и Влимфоцитов у больных АД трак
туется как изменение гомеостатического контро  
ля на нескольких уровнях саморегуляции — мо
лекулярном, клеточном, центральном [19].

В соответствии с гипотезой Д. Сцентивани, объ  
яснявшей атопию как болезнь, связанную с нару
шением процессов управления функциями мета
болизма в клетках, или как болезнь нарушенной 
фармакологической реактивности, полагают, что 
именно генетически обусловленная ферментопа
тия желудочнокишечного тракта неотвратимо 
изменяет сложную патологическую реактивность 
всех жизнеобеспечивающих систем [9].

Согласно Федеральным клиническим рекомен
дациям по дерматовенерологии от 2015 г., в пато
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генезе АД важную роль играет наследственная 
детерминированность, приводящая к нарушению 
состояния кожного барьера, дефектам иммунной 
системы (стимуляция Th2клеток с последующей 
гиперпродукцией IgE), гиперчувствительности к 
аллергенам и неспецифическим раздражителям, 
колонизации патогенными микроорганизмами, а 
также дисбалансу вегетативной нервной систе  
мы с повышением продукции медиаторов воспа  
ления [21].

По мнению Хаитова Р.М., патогенез АД много
компонентный, хотя главную роль в развитии за  
болевания играют иммунные нарушения. В осно 
 ве лежит хроническое аллергическое воспаление 
кожи [23]. Пусковой механизм иммунного ответа 
при АД — взаимодействие аллергенов с IgEан  
тителами на поверхности тучных клеток и базо
филов. Помимо пищевых и аэроаллергенов, сре
ди которых наибольшее значение имеют клещи 
домашней пыли, IgEответ могут инициировать 
суперантигены Staphylococcus aureus, а также 
грибы Malassezia и Candida spp. и аутоантигены 
[29]. Ведущий иммунопатологический механизм 
развития АД состоит в двухфазном изменении со
отношения лимфоцитов Th1/Th2. В острую фазу 
происходит активация Th2клеток, приводящая 
к образованию большого количества IgEантител. 
Хроническая фаза заболевания характеризуется 
преобладанием Th1ответа. Важную роль в разви
тии АД отводят дефекту врожденного иммунного 
ответа, в частности нарушению функции эпидер
мального барьера, синтеза противомикробных 
пептидов, а также миграции нейтрофилов. В раз  
витии хронического воспаления принимает учас
тие IgEаутореактивность, т. е. IgEответ против 
белков собственных тканей [12].

Согласно исследованию сотрудников Сибирско
го государственного медицинского университета 
Загрешенко Д.С., Климова В.В., Денисова А.А., 
Саликова Т.И., Фирсова Е.К. выяснилось, что раз
нонаправленный характер колебаний исследуе  
мых цитокинов в бесклеточной фракции экссу
датов «кожного окна» при АД отражает вовлече
ние разных иммунорегуляторных субпопуляций 
Тлимфоцитов в патологический процесс. В це  
лом поляризация Тхелперов в сторону повыше
ния функциональной активности Th2 в остром 
периоде и некоторое снижение активности Th2 
в периоде ремиссии соответствует классическим 
представлениям об иммунопатогенезе атопиче
ского воспаления [10]. При этом функционирова  
ние субпопуляции Tрегуляторных клеток (Tr1) 
синергично Th2клеткам, а активность субпопу
ляции Th1 — Th17клеткам.

В соответствии с мнением Donald Y. и др. (2012), 
воспаление атопической кожи сопровождается 
локальной экспрессией провоспалительных цито
кинов и хемокинов. Цитокины — такие как фак  

тор некроза опухоли альфа (TNFα) и интерлей
кин 1 (IL1) из резидентных клеток (кератиноци  
тов, тучных клеток, дендритных клеток) — свя
зываются с рецепторами на сосудистом эндоте  
лии и активируют клеточные сигнальные пути, 
что приводит к индукции молекул адгезии на 
клетках сосудистого эндотелия. За этим следует 
экстравазация воспалительных клеток в кожу. 
После инфильтрации воспалительных клеток в 
кожу они реагируют на хемотактические сигна
лы, которые поступают из участков травмы или 
инфекции [8]. 

При остром АД наблюдается выработка цито
кинов Тхелперами типа 2 (Th2), а именно IL4 и 
IL13, которые опосредуют переключение изоти  
па иммуноглобулина на синтез IgE и стимулиру  
ют экспрессию молекул адгезии на эндотелиаль
ных клетках. В отличие от этого, IL5 участвует в 
развитии и выживании эозинофилов и преобла  
дает при хроническом АД [33]. Важная роль, ко
торую цитокины Th2 играют в воспалительном 
ответе кожи, подтверждается тем фактом, что у 
трансгенных мышей с врожденной избыточной 
экспрессией IL4 развиваются воспалительные 
зудящие кожные очаги, напоминающие АД, что 
подтверждает критическую роль при этом забо  
левании локальной экспрессии в коже цитокинов 
Th2. В сенсибилизированной к аллергену коже 
мышей с дефицитом IL5 эозинофилы не опреде
ляются, а ее толщина уменьшена. В то же время 
кожа мышей с дефицитом IL4 имеет нормаль  
ную толщину кожных слоев, но количество эози
нофилов в ней снижено [28]. Сообщается, что по  
вышенное производство при АД колониестиму
лирующего фактора гранулоцитовмакрофагов 
(GMGSF) тормозит апоптоз моноцитов, способ
ствуя, таким образом, персистированию АД. Под
держанию хронического АД способствует также 
выработка Th1подобных цитокинов IL12 и IL18 
и еще нескольких цитокинов, связанных с ремо
делированием, в том числе IL11 и трансформи
рующего фактора роста TGFβ1 [34].

Продуцируемый кератиноцитами специфиче
ский кожный ССхемокин ССL27 привлекает в 
кожу CLA+ Тклетки памяти (Тклетки, имеющие 
cutaneous lymphocyte associated antigen, т. е. «ан  
тиген, ассоциированный с лимфоцитами, троп
ными к коже»), воздействуя на рецептор ССR10 
Тклеток. И хемокин ССL27, и рецептор ССR10 
индуцируются цитокинами IL1 и TNFα и мак
симально активны при АД [30]. CLAпозитивные 
Th2, осуществляющие хоуминг в кожу, несут 
также рецептор CCR4, который обеспечивает их 
избирательное привлечение в кожу, связывается 
с хемокином CCL17. CCL17 (он же TARC — thy  
mus and activation regulated chemokine — хемо  
кин, регулируемый тимусом и активацией) про
дуцируется кожными дендритными клетками, 
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Влимфоцитами и другими клетками, он экс
прессируется на сосудистом эндотелии кожных 
венул за счет трансэндотелиального транспорта, 
что обеспечивает роллинг, экставазацию и посту
пление в зону кожного воспаления CCR4+ Th2 
лимфоцитов. Тяжесть заболевания АД коррели
рует с уровнем цитокина CCL17/TARC у боль
ных [35]. При хроническом АД, кроме того, такие 
индуцируемые интерфероном гамма цитокины, 
как фракталкин, белок10 и монокин, интенсивно 
стимулируются в кератиноцитах, что приводит к 
миграции клеток Th1 в эпидермис [32, 33].

Усиленная экспрессия хемокинов СС, белка4 — 
хемоаттрактанта макрофагов и RAN TES — спо
собствует инфильтрации макрофагов, эозинофи
лов и Тклеток как в острые, так и в хронические 
кожные очаги АД [39].

Выводы

1) Атопический дерматит — аллергическое за  
болевание кожи, возникающее, как правило, в 
раннем детском возрасте у лиц с наследственной 
предрасположенностью к атопическим заболе
ваниям, имеющее хроническое рецидивирующее 
течение, возрастные особенности локализации и 
морфологии очагов воспаления, характеризую
щееся кожным зудом и обусловленное гиперчув
ствительностью как к аллергенам, так и к неспе
цифическим раздражителям. 

2) Высокий уровень заболеваемости, дебют в 
раннем детском возрасте, зачастую непрерывно 
рецидивирующее течение патологического про
цесса, тенденция к увеличению устойчивых к 
традиционной терапии форм заболевания прида  

ют вопросам детализации патогенеза атопиче  
ского дерматита особую актуальность.

3) Многочисленные исследования последних 
лет убедительно продемонстрировали роль ци
токинов в иммунопатогенезе атопического дер
матита.

4) Согласно этим взглядам, эндогенные цито
кины могут вызывать симптомы патологических 
изменений и оказывать повреждающее действие 
на ткани и органы.

5) У 75 % больных атопическим дерматитом 
детей состояние улучшается к 10–14 годам, у 
остальных оно может перейти в хроническое за
болевание взрослого возраста. И чтобы была воз
можность остановить процесс развития тяжело  
го кожного заболевания в раннем детском младен
ческом возрасте, необходимо уделить присталь  
ное внимание изучению детализации иммунопа
тогенеза атопического дерматита.

Все авторы принимали участие в разработке концепции, 
дизайне исследования и написании рукописи.

Все авторы одобрили окончательный вариант рукописи.
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Role of cytokines in the pathogenesis of atopic dermatitis

O.O. Pobezhimova, A.V. Zhestkov, O.S. Kozlova, 
A.V. Lyamin, A.D. Protasov, V.V. Kulagina

Samara State Medical University, Samara

Atopic dermatitis (AD) is one of the most common allergic diseases with severe course which affects 
the skin. This disease is genetically determined and has a chronic course. AD is also one of the com
monest diseases (between 20 and 40 % of all skin disorders) and affects patients of both sexes across 
the globe. Such high rate of morbidity, onset in early childhood, often continuous relapsing course and 
a trend toward gradual increase of tolerance to traditional therapies make the issue of detalization 
of AD pathogenesis of particular importance. Cytokines play one of the major roles in the pathogene  
sis of AD. This article provides a systematic overview of the main information currently available on 
participation of cytokines in the pathogenesis of AD. (Cytokines and Inflammation. 2019. Vol. 18. 
№ 1–4. P. 16–21.)

Key words: atopic dermatitis, immunopathogenesis, cytokines.
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Нарушения иммунного гомеостаза 
в возрастном аспекте

1го типа, простагландин E2 и другие элементы. 
Компоненты данного секреторного фенотипа вы
зывают все больший интерес научного сообщест  
ва в связи с их множественными эффектами, час  
то противоположного характера [5, 22]. Учитывая 
значительное влияние накапливающихся СК в 
организме не только с возрастом при старении, но 
и при формировании раковых опухолей, важно 
сосредоточиться на процессе ликвидации перво
источника [5, 8, 10]. Понимание механизма иден
тификации компонентов SASP поможет не толь
ко раскрыть, каким образом СК специфически 
распознаются иммунными клетками, но также, с 
какими клеточными регуляторами они взаимо
действуют [39, 43]. Таким образом, станет возмож

Е.В. Голубкина, М.Н. Тризно
ФГБОУ ВО «Астраханский государственный медицинский университет» 

Минздрава России, г. Астрахань

Наряду с репаративными процессами в тканях, регуляция клеточного старения занимает одно из 
центральных мест среди гомеостатических реакций организма. Зачастую старение сопровождается 
накоплением так называемых сенесцентных клеток (СК), «замороженных» в фазе G0/G1 клеточно  
го цикла. Старение клеток иммунной системы имеет особое значение. Иммунные СК в некоторой 
степени используют специфический секреторный фенотип (senescence associated secretory phe  
notype (SASP)) для контроля развития и заживления тканей на протяжении онтогенеза. Но, пре
одолев физиологический порог, SASP оказывает плейотропное действие на активность иммунных 
клеток, их фенотип, активацию и дифференциацию. Иммунные клетки врожденного и адаптивного 
иммунитета участвуют в устранении СК. Вероятно, в большей степени за специфическую элиминацию 
ответственны NКклетки, хотя их активность может модулироваться другими клетками, такими, 
как макрофаги, CD8+ Tлимфоциты. Результат работы этих клеток может быть противонаправлен 
относительно друг друга. В целом, имеет значение тот факт, что накопление СК провоцирует воз
растзависимую патологию. Цель данной работы — представить современный широкий взгляд на 
клеточное старение, особенности, происходящие на этом фоне в иммунной системе, и их гомеоста
тическую роль на протяжении всей жизни. Данный обзор посвящен механизмам взаимодействия 
не только между сенесцентными и иммунными клетками, но и между разными типами иммунных 
клеток. (Цитокины и воспаление. 2019. Т. 18. № 1–4. С. 22–27.)

Ключевые слова: сенесцентные клетки, SASP, макрофаги, лимфоциты, старение, 
иммунная регуляция, возрастзависимая патология. 

Клеточное старение — это биологический про
цесс с положительным или негативным воздей
ствием в зависимости от условий. Эти эффекты 
обусловлены не только прямым взаимодействи  
ем между стареющими клетками и их микроок
ружением, но также зависят от специфического 
секреторного фенотипа (senescence associated se
cretory phenotype (SASP)), вырабатываемого так 
называемыми сенесцентными клетками (СК) [36, 
38]. К факторам SASP относят интерлейкины (IL) 
(IL6, 8, 2, 1β, 10), фактор некроза опухоли α 
(TNFα), интерферон γ (IFNγ), тканевой активатор 
плазминогена, ингибитор активации плазминогена 
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ным понимание, какой механизм позволяет СК 
избегать элиминации, осуществляемой макрофа
гами (Мф), с тем, чтобы в будущем иметь возмож
ность регулировать его для задержки осложне  
ний или восстановления функций органов у по 
жи лых людей или у пациентов с хроническими 
им мунодегенеративными нарушениями.

Сенесценция

Свое название СК получили от латинского «se  
nescere», что означает «стареть». Довольно дли
тельное время весьма популярна была теория 
Л. Хейфлика о существовании лимита деления у 
здоровых фибробластов человека, которую он вы  
двинул на основании исследований in vitro [17]. 
Менее десяти лет назад научное сообщество на 
почве экспериментальной демистификации фе  
номена старения получило интересные данные о 
СК, которые зачастую формируются с возрастом 
[32, 35]. Кроме непосредственного участия в про  
цессах старения, данные клетки играют значи  
тельную роль в канцерогенезе и развитии воз  
растзависимых заболеваний, таких как остеоарт
роз, цирроз печени и атеросклероз. Остановлен  
ные в процессе клеточного цикла, они не подвер
гаются апоптозу и сохраняют обменные процес
сы с микросредой [8, 18, 37]. Для СК характерны 
морфологические изменения. Так, в зависимости 
от триггера сенесценции (HRASV12, стрессин
дуцированный, или вызванный повреждением 
ДНК), клетки могут становиться большими, пло
скими или многоядерными, с обширной вакуоли
зацией [12].

Известно, что генный локус CDKN2A, коди
рующий два неродственных протеина p16Ink4a 
и p14/р19ARF участвует в остановке клеточного 
цикла на стадии G0/G1, вызванной клеточным 
старением [16]. Важную роль СК в процессе ста
рения показали Baker D.J. и др. на мышах линии 
BubR1H/H; INKATTA. Они показали, что устра
нение p16Ink4aпозитивных клеток у этих мышей 
задерживает появление фенотипов, связанных 
с такими патологиями, как катаракта, потеря 
жировой ткани и саркопения или замедляет их 
прогрессирование у мышей, уже страдающих от 
этих заболеваний [3].

Недавно были описаны новые функции СК. 
Вопервых, это участие в формировании конеч
ностей у зародыша [7, 33]. В случае транзиторного 
присутствия СК в организме кур, мышей и людей 
в определенный период эмбрионального разви  
тия говорят о защитном механизме у разных ви  
дов [33]. В этом контексте SASP играет значи
тельную роль в ремоделировании тканей во вре  
мя эмбрионального развития и, возможно, необ
ходим для осуществления обменных процессов 

между матерью и эмбрионом через гематоплацен
тарный барьер [40].

Вовторых, секреторный фенотип участвует в 
восстановлении тканей организма [20]. Репара
тивным процессам, главным образом, способству
ет тромбоцитарный фактор роста АА (PDGFα), 
присутствующий в SASP. Именно по этой причи  
не удаление СК у мышей путем лечения ганцик
ловиром замедляет репаративные процессы [39]. 
Эта связь между старением и восстановлением 
тканей также иллюстрируется накоплением се
несцентных гепатоцитов в печени мышей после 
воздействия на них четыреххлористым углеро  
дом (CCl4) при фиброзе. Печеночные СК в состоя  
нии стимулировать разрешение фиброзного про
цесса, предотвращая накопление фиброзной тка  
ни путем прекращения роста гепатоцитов, ответ
ственных за внеклеточную матричную (матрикс
ную) продукцию и привлечение иммунных кле  
ток. Принцип иммунного надзора охватывает не 
только контроль за патогенными агентами, но так
же и за предраковыми клетками [22].

Врожденный иммунитет — это первая линия 
защиты организма. Он объединяет различных 
участников, способных осуществлять фагоцитоз, 
прямую элиминацию или презентацию антигена: 
Mф, натуральные киллеры (NK), дендритные 
клетки, моноциты, тучные клетки и гранулоциты 
(базофилы, нейтрофилы и эозинофилы) [31].

С годами СК накапливаются и способствуют 
развитию болезней, связанных со старением. Са  
мо собой разумеется, что этот дисбаланс между 
их появлением и устранением иммунными клет
ками достаточно хрупкий. Таким образом, чрезвы
чайно значимо определение причины этого дис
баланса.

Иммуносенесценция

Нарушение функций иммунной системы, свя  
занное с процессом старения, называется имму
носенесценцией. Это может быть одной из причин 
накопления СК. Действительно, старение им
мунной системы приводит к потере функции как 
адаптивного, так и врожденного иммунитета, хо  
тя последний, повидимому, меньше влияет на 
возрастные процессы [24]. Известно, что в процес  
се старения не только клетки, такие как субпопу
ляции лимфоцитов, имеют тенденцию меняться, 
но и органы, например, вилочковая железа. Этот 
первичный лимфоидный орган, позволяющий со
зревать наивным Тклеткам, с возрастом уменьша
ется в размерах. Таким образом, данные изменения 
влияют на качество иммунного ответа [34].

Кроме изменения качественного соотношения, 
иммунные клетки могут подвергаться реплика
тивной сенесценции в результате укорочения их 
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теломер по мере роста числа делений. Последний 
факт виден, например, в случае пролиферации 
CD8+ Тклеток, вызванной презентацией анти
генов. Эти иммунные СК будут экспрессировать 
типичные маркеры, такие как p16INK4a, которые 
заметно преобладают в Тлимфоцитах перифе
рической крови [1, 6].

NК, отвечающие за удаление стареющих кле  
ток, повидимому, также подвержены реплика
тивному старению [29]. Существуют данные, что 
NК теряли свои цитотоксические способности с 
течением времени через снижение адгезии пер
форинов на поверхности клетокмишеней [41]. 
Потеря цитотоксичности сопутствует множеству 
заболеваний, связанных с SASP, таких как рак, 
остеоартрит, атеросклероз и сердечнососудис  
тые заболевания [8, 18, 37]. Однако число цирку
лирующих NК выше у пожилых людей по срав
нению с молодыми, что предполагает компенса  
торный механизм организма на этом уровне. По  
хоже, что Мф тоже подвергаются негативным 
последствиям, порожденным СК, выраженным в 
заметном снижении их антибактериальных и ан
тигенпрезентативных способностей [34].

Факторы SASP могут представлять собой те
рапевтическую альтернативу при хронических 
дегенеративных заболеваниях. Например, у па
циентов с ревматоидным артритом была исполь
зована антиТNFтерапия для восстановления 
экспрессии теломеразы в Тлимфоцитах, что за
держивало индуцированное артритом преждев
ременное старение этих клеток [28].

Иммунное игнорирование

Второе объяснение накопления СК с годами — 
это наличие СК, имеющих особые характеристи
ки. Одним из примеров дисфункций в иммунной 
системе является нарушение процессов представ
ления антигенов, таких, например, как антигены 
лейкоцитов человека (HLA) на мембране клеток 
[41]. Это нарушение может иметь различные ме
ханизмы, оказывающие влияние на презентацию 
антигенов в целом. Например, путем уменьшения 
эффективности тапазинов — носителей, связан
ных с антигенным представлением, и латентных 
мембранных белков — протеасом (LMP2, LMP7) 
[21, 38]. Это позволяет им не выявляться цитоток
сическими Тлимфоцитами. Секреция некоторых 
факторов также позволяет клеткам не быть заме
ченными иммунной системой. Таким образом, они 
могут способствовать ответу регуляторных Тлим
фоцитов (Treg) за счет воспалительной реакции, 
включающей эффекторные Тлимфоциты (Teff). 
Через секрецию хемокина CCL22 (CC motif che  
mokine ligand 22) Treg привлекаются в опухоле  
вое микроокружение, что подавляет иммунный 
ответ [15]. Секреция IL10, трансформирующего 

ростового фактора β и фактора роста эндотелия 
сосудов стимулирует реакции типа Th2 [13]. Кро  
ме секреции противовоспалительных белков, на
капливающиеся СК могут экспрессировать инги
бирующие молекулы, действующие на мембраны 
иммунных клеток [15]. Так, особый интерес в по
следнее время был обращен к лигандам програм
мированной смерти 1 (PDL1), присутствующим 
на опухолевых клетках и взаимодействующим со 
своим рецептором PD1 на Тлимфоцитах [26].

Наконец, было показано, что некоторые опухо
левые клетки могут реконструировать стромаль  
ное микроокружение, чтобы придать ему струк
туру, подобную структуре лимфоидной ткани. 
Этот механизм позволяет опухолевым клеткам 
быть защищенными ввиду того, что структура 
имеет значение для привлечения и поддержания 
активности Treg [42].

Удаление сенесцентных клеток

Преимущества, связанные с удалением СК, бы
ли выдвинуты лабораторией доктора Jan М. van 
Deursen на основании опытов с трансгенными 
мышами, имеющими ген INKATTAC. На этой 
модели СК, экспрессирующие p16Ink4a, устранялись 
путем индукции апоптоза через введение лиган  
да АP20187. У таких мышей гораздо позднее раз
вивались болезни, связанные со старением, такие 
как саркопения, катаракта, потеря жировой ткани. 
Кроме того, у них дольше сохранялся мышечный 
тонус. Доктором Baker D.J. было показано, что 
удаление СК у пожилых мышей замедляет дис
функцию органов, связанную со старением [3, 5]. 

Для того, чтобы изучить влияние СК в реаль  
ном контексте старения, а не на ускоренной моде  
ли, эта же группа ученых провела исследование 
на естественно стареющих мышах, еще раз пока
зав, что накопление СК связано с потерей жиро
вой ткани, гломерулосклерозом, заболеваниями, 
связанными со снижением эффективности поч  
ки. Удаление p16Ink4aположительных СК, незави
симо от наличия опухолей, также способствовало 
увеличению продолжительности жизни мышей. 
Увеличенное количество кардиомиоцитов в же
лудочках показывало, что накопление СК связано 
со старением сердца. Этот факт приводил к под
держанию сердечной стрессоустойчивости путем 
сохранения уровня сердечных Sur2a, рецептор  
ных субъединицрегуляторов аденозинтрифос
фатзависимого калийного канала (KATP). В целом, 
эти животные имели более здоровый вид [3].

Учитывая негативные последствия, связанные 
с накоплением СК, особенно важно понимать, по
чему и как они накапливаются в тканях. Примеча
тельно, что если удаление СК происходит слишком 
рано, организм не может использовать положи
тельный эффект. Например, отмечается задерж  
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ка репарации ткани, так как у нее нет времени 
на корректное участие в процессе посредством 
секреции тромбоцитарного фактора роста тром
боцитов α (platelet derived growth factor subunit A 
(PDGFA) [43]. Понимание хронологии событий 
даст возможность удаления СК в нужное время.

Процессы, способствующие удалению 
сенесцентных клеток

Поверхностные лиганды

Ионизирующее излучение — стимул, способ  
ный вызывать появление СК, порождает избы
точную экспрессию лигандов, которые могут быть 
распознаны иммунными клетками и удалены. 
Это, например, молекула ICAM1 (intercellular ad
hesion molecule 1), которая более сильно экспрес
сируется СК, чем пролиферирующими клетками. 
Этот поверхностный лиганд может быть распознан 
антигеном LFA1 (lymphocyte functionassociated 
antigen 1), находящимся на поверхности НК [23].

Имеющимся у СК поверхностным рецепторам 
NKG2D соответствуют лиганды MHC I класса, 
такие как белки MICA и ULBP2. Данные моле
кулы распознаются NК, цитотоксическими CD8+ 
Тклетками, гаммадельта (γδ) Тклетками, под
группой CD4+ Тклеток, а также Мф [9]. 

Лишь недавно была продемонстрирована су
ществующая связь между устранением СК и экс
прессией NKG2D на NК и цитотоксических клет  
ках [14, 27]. Было показано, что наличие на поверх
ности клетокмишеней молекул MICA и ULBP2, 
являющихся лигандами NKG2D, способствует ак  
тивации иммунных клеток, обладающих соответ  
ствующими рецепторами, но, как оказалось, си  
туация не так проста. В действительности, лиган
ды NKG2D подвержены многочисленным транс  
крипционным, посттранскрипционным и пост
трансляционным изменениям, которые могут мо
дулировать их экспрессию. Например, они могут 
быть расщеплены матриксными металлопротеи
назами, такими как ADAM10 или MMP9, что сни
жает положительную роль этих лигандов [14, 25]. 

Как упоминалось ранее, SASP содержит мат
риксные металлопротеиназы, поэтому было бы 
интересно знать, оказывают ли они негативное 
влияние на экспрессию лигандов NKG2D, пред
ставленных на СК. 

Обмен белками

Кроме специфического фенотипа и поверх  
ностных лигандов СК используют межклеточный 
перенос белков (intercellular transfer of proteins 
(IPT)) для связи с иммунными клетками. Он дей
ствительно позволяет передавать сигналы сосед
ним или отдаленным клеткам через мембранные 
протрузии, так называемые цитоплазматические 

мосты. Недостаточные по размеру для клеточных 
органелл, мосты обеспечивают межклеточный 
прямой обмен белками. Данные структуры отли
чаются достаточным разнообразием по форме и 
размеру [35]. Прямые взаимодействия с соседни  
ми клетками играют важную роль во влиянии, 
которое СК могут оказывать на свое микроокру
жение. В эпителиальные и раковые клетки дей
ствительно происходит перенос белков СК, что 
объясняет влияние СК на пролиферацию эпите  
лиальных клеток и прогрессию опухоли. Как ви
дим, этот тип межклеточных сообщений также 
может использоваться для связи с иммунными 
клетками, такими как NК [2].

Таким образом, могут использоваться различ
ные механизмы для взаимосвязи СК с иммунны  
ми клетками и, следовательно, для устранения 
СК: поверхностные лиганды, секреция провоспа
лительных факторов и белковый обмен. Однако 
конкретные факторы, ответственные за удаление 
СК, попрежнему недостаточно изучены. Есть 
данные, указывающие на роль отдельных типов 
иммунных клеток. 

Макрофаги

Несомненно, Мф играют значительную роль в 
удалении СК. Активированные Мф традиционно 
подразделяют на провоспалительные М1, инду  
цированные интерфероном γ, лигандами Tollпо
добного рецептора, и альтернативно активирован
ные противовоспалительные Мф М2, индуциро
ванные IL4 и IL13. 

Снижение количества Мф влияет на качество 
иммунного надзора, так как эти клетки способны 
инфильтрировать стареющие ткани и накапли
ваться вблизи СК, экспрессируя р53, p21 и ген 
Hmga1 [38]. Причем роль новообразованных Мф 
более значима, нежели резидентных [30]. 

Секреция SASP способствует формированию 
М1 фенотипа. Причем в окружении клеток, не спо
собных экспрессировать р53, снижается тенден
ция к образованию СК, а Мф дифференцируются 
преимущественно в М2 тип [36]. 

Интересно, что экспрессия Мф таких маркеров 
старения, как p16Ink4a и p14/p19ARF, взаимосвязана 
с направлением их поляризации в сторону М1 
или М2 фенотипа. По последним данным, p16Ink4a
индуцированный механизм клеточного старения 
имеет автономное значение для определения на  
правления клеточной поляризации в ответ на вос
палительный стимул [11]. 

Указанный механизм описан только для Мф, 
но заманчиво предположить, что и в других мие
лоидных клетках, например, дендритных, высокая 
экспрессия данных маркеров также может влиять 
на их воспалительный ответ в соответствующих 
условиях микроокружения. 
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Непосредственно в элиминации СК весомая 
роль отводится NK. Сначала было показано, что 
эти клетки инфильтрируют ткани, содержащие 
СК, и, подобно Мф, накапливаются в них [40]. НК 
для выполнения цитотоксической функции, на
правленной против СК, используют экзоцитоз [19, 
37]. Задержка удаления опухолей у мышей с де  
фицитом лигандов NKG2D или лечение антите
лами к этим лигандам отлично демонстрирует 
значимость NК в этом процессе [36]. 

Интерфероны типа 1, вырабатываемые СК, 
также важны для их элиминации, поскольку они 
способствуют экспрессии лигандов NKG2D —
MICA и ULBP2. Блокирование этих интерферо  
нов снижает эффективность NK при удалении 
СК. Стоит отметить, что in vitro NК способны це
ленаправленно ориентироваться на СК, однако, 
в реакциях in vivo их поведение не всегда одно  
значно. В одних случаях истощение NK блокиру
ющими антителами препятствует корректному 
удалению СК, в других же, кажется, не имеют 
никакого влияния на иммунный мониторинг [4].

Другие участники

Наряду с Мф и NK, другие типы иммунных 
клеток также участвуют в элиминации СК. На
пример, нейтрофилы, моноциты и дендритные 
клетки. Потеря функции нейтрофилов значитель  
но задерживает регрессию опухоли после реакти
вации р53 [10]. 

По мере роста числа сенесцентных гепатоцитов 
наблюдается увеличение притока CD4+ и CD8+ 
Тклеток. Похоже, что у мышей с истощенным 
CD4+ Тклеточным пулом отсутствует иммунный 
надзор за СК. Эти CD4+ Тлимфоциты имеют про
воспалительную Th1 поляризацию, поскольку ни 
IL4, ни IL17 не обнаруживаются в спленоцитах 
этих мышей. Истощение CD4+ Тклеток антите

лами вызывает также развитие опухоли печени 
у мышей. Инъекция CD4+ Tклеток животным с 
истощенным пулом CD4+ Тклеток, Мф и NК не
достаточна для 100 %го контроля за СК. Это по  
казывает, что CD4+ Тклетки, вероятно, являют  
ся вспомогательными, и для эффективного уда
ления СК необходим врожденный иммунитет [29]. 

Таким образом, накопление сенесцентных кле
ток в организме провоцирует хроническое воспа
ление и участвует в развитии заболеваний, свя
занных со старением, при этом иммунная система 
подвергается реорганизации. Наблюдается сни  
жение функциональных возможностей лимфо
идных клеток. Внутренние факторы, вызыва
ющие старение, могут быть частью программы 
терминальной дифференцировки нескольких ти 
пов иммунных клеток, таких как мегакариоциты, 
Тклетки и макрофаги. Несмотря на то, что из
вестен способ распространения факторов SASP, 
секретируемых СК (с помощью ауто и паракрин
ной регуляции), механизм, лежащий в основе по
давляющего эффекта старения Тклеток остает  
ся неизвестным.

Элиминация сенесцентных клеток — сложный 
биологический процесс, включающий множество 
компонентов иммунной системы. Понятно, что за 
специфическое устранение сенесцентных клеток 
отвечают натуральные киллеры и CD8+ Tлимфо
циты. Известно также, что макрофаги играют не  
которую роль в прямом уничтожении сенесцент
ных клеток. Тем не менее, сенесцентные клетки 
управляют функцией других клеток и способны 
регулировать собственную элиминацию, напри  
мер, зависимую от натуральных киллеров. 

Лучшее понимание механизмов элиминации 
сенесцентных клеток сможет помочь в разработ
ке методов лечения, направленных на управление 
реакцией макрофагов в окружении SASP. Это бу
дет способствовать упорядоченному разрешению 
повреждения тканей в контексте заболеваний, 
связанных со старением и приводящих к воспа
лению.
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Disorders of immune homeostasis in the age aspect

E.V. Golubkina, M.N. Trizno
Astrachan State Medical University, Astrachan

Along with reparative processes in tissues, the regulation of cellular aging is one of the most important 
among the homeostatic reactions of the body. Often, aging is followed by the accumulation of senes  
cent cells (SC) "frozen" in the G0/G1 phase of the cell cycle. Aging of the immune system cells is of par  
ticular importance. To some extent, immune SCs use a specific secretory phenotype (senescence asso
ciated secretory phenotype, SASP) to control tissue development and healing during ontogenesis. But, 
having overcome the physiological threshold, SASP has a pleiotropic effect on the immune cells acti
vity, their phenotype, activation and differentiation. Immune cells of innate and adaptive immunity 
are involved in eliminating SC. Most likely, NK cells are responsible for a specific elimination, although 
their activity can be modulated by other cells, such as macrophages, CD8+ Tlymphocytes. The result 
of the actions of these cells can be oppositely directed relative to each other. In general, the fact that 
the accumulation of SC provokes an agedependent pathology matters. The purpose of this work is to 
present a modern wide view on cell aging processes, the features that occur against this background 
in the immune system and their homeostatic role throughout life. This review is devoted to the mecha
nisms of interaction not only between senescent and immune cells, but also between different types 
of immune cells. (Cytokines and Inflammation. 2019. Vol. 18. № 1–4. P. 22–27.)

Key words: senescent cells, SASP, macrophages, lymphocytes, aging, 
immune regulation, age-dependent pathology.



28
Ц И Т О К И Н Ы

ВОСПАЛЕНИЕ
и

Том 18  № 1–4     2019

Петелина Татьяна Ивановна, e-mail: petelina@cardio.tmn.ru

Проспективная оценка маркеров сосудистой 
воспалительной реакции и параметров липидного 

профиля у больных ишемической болезнью 
сердца при наличии и отсутствии сахарного 

диабета 2-го типа, перенесших ангиопластику 
со стентированием коронарных артерий

делена частотой встречаемости основных факто
ров риска ССЗ. Одним из важнейших факторов 
риска ИБС является сахарный диабет (СД), рас
пространенность которого неуклонно возрастает. 
Так, по данным Международной диабетической 

Т.И. Петелина, Н.А. Мусихина, Л.И. Гапон, Е.А. Горбатенко, 
И.В. Еменева, Ю.А. Шароян, Е.В. Зуева

Тюменский кардиологический научный центр, Томский национальный исследовательский 
медицинский центр Российской академии наук, г. Томск

Цель — провести сравнительный анализ маркеров сосудистой воспалительной реакции и параме
тров липидного спектра у пациентов с ишемической болезнью сердца (ИБС), стабильной стенокар
дией, без и в сочетании с сахарным диабетом (СД) 2го типа в выделенных подгруппах со значимым 
стенозом коронарных артерий и проследить динамику лабораторных параметров проспективно 
после ангиопластики со стентированием. Методы. Обследованы 97 пациентов (средний возраст — 
60,3 ± 8,1 года) с ИБС, стабильной стенокардией напряжения. 1я группа — больные ИБС (n = 64), 
2я группа — ИБС с СД 2го типа (n = 33). Согласно данным проведенной коронарной ангиографии 
(КАГ), в обеих группах выделены подгруппы пациентов с обструктивным значимым стенозом (ЗКС, 
степень стеноза ≥ 75 % просвета сосуда). Пациентам с ЗКС выполнена коронарная ангиопластика 
стентами с лекарственным покрытием. Исследование параметров крови проводили исходно до 
проведения КАГ и в период контрольных точек: через 3, 6, 12 месяцев после ангиопластики. Срок 
наблюдения пациентов составил 12 ± 1,2 года. Результаты. В выделенных подгруппах пациентов 
со ЗКС выявлено превышение референсных значений атерогенных фракций липидов (общего 
холестерина (ОХС), липопротеинов низкой плотности (ЛПНП), липопротеинов очень низкой плот
ности (ЛПОНП), триглицеридов (ТГ)) и достоверное превышение уровней маркеров сосудистого 
воспаления (вчCRP, TNFα, гомоцистеин, IL1β), более выраженное у пациентов с ИБС и СД 2го типа. 
При проспективном наблюдении пациентов зарегистрировано максимальное повышение уровня 
маркеров воспаления в контрольной точке «3 месяца» и отсутствие достижения к конечной точ
ке наблюдения целевых уровней атерогенных фракций липидов и маркеров воспаления (вчCRP, 
ММР9, эндотелин1), что может свидетельствовать о наличии системного пролонгированного со
судистого воспалительного ответа в обеих группах пациентов. Заключение. Системный характер 
воспалительного ответа более выражен у пациентов с ИБС и СД 2го типа. Максимальный уровень 
активации параметров сосудистого воспаления в точке «3 месяца» после ангиопластики и сохра
нение системного сосудистого воспалительного ответа до конечной точки наблюдения в обеих под
группах свидетельствует о наличии равноценного потенциала в развитии как ранних, так и поздних 
нежелательных коронарных событий. (Цитокины и воспаление. 2019. Т. 18. № 1–4. С. 28–36.)

Ключевые слова: сахарный диабет 2-го типа, ишемическая болезнь сердца, 
значимый коронарный стеноз, липидный профиль, маркеры воспаления.

Распространенность сердечнососудистых за  
болеваний (ССЗ), в частности ишемической бо
лезни сердца (ИБС), в популяции напрямую опре  
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федерации (IDF), в 2014 году на земном шаре на  
считывалось 387 миллионов больных СД [5]. Про
гнозируется, что к 2035 году численность боль
ных СД во всем мире возрастет до 592 миллио  
нов. Эпидемический характер роста численности 
больных СД не мог не привлечь внимание миро
вого медицинского сообщества и международных 
организаций. В связи с этим 2015 год ознамено  
вался обновлением ряда международных алго
ритмов диагностики и лечения СД [4, 24]. СД яв  
ляется мощным фактором развития и прогрес
сирования сердечнососудистой патологии. Раз
витие СД повышает риск сердечнососудистой 
смертности в 2 раза у мужчин и в 4 раза у жен  
щин, что определяет этих пациентов как катего  
рию высокого и очень высокого сердечнососуди
стого риска [9].

Развитие сердечнососудистых заболеваний 
(ССЗ) у лиц с инсулинорезистентностью — про
цесс прогрессирующий, он характеризуется ран  
ней дисфункцией эндотелия и сосудистым воспа
лением, ведущим к вовлечению в процесс моно
цитов с трансформацией их в пенистые клетки и 
формированию атеросклеротических бляшек, что 
при наличии системного воспалительного фона 
выражается в нестабильности и разрыве бляшки 
с окклюзирующим тромбозом. В соответствии с 
патоморфологическими и ангиографическими 
данными, для больных СД характерно более рас
пространенное (многососудистое), диффузное 
(многосегментарное поражение в одной артерии) 
и дистальное поражение коронарных артерий, 
кроме того, атеросклероз при СД 2го типа чаще 
имеет мультифокальный характер и наряду с 
коронарными артериями распространяется и на 
другие артериальные бассейны [4, 14]. 

Несмотря на интенсивные исследования ате
росклероза, ассоциированного с СД, механизмы 
тесной взаимосвязи между диабетом и ИБС пока 
полностью не обозначены, вследствие этого ин
тенсивно продолжается поиск причин, ускоряю
щих и усугубляющих развитие атеросклероти
ческого поражения сосудов и их осложнений при 
сочетании клинических состояний [4, 22]. Сегодня 
не вызывает сомнений тот факт, что в патогене
зе сосудистых повреждений при атеросклерозе 
важную роль играют циркулирующие в крови 
факторы воспаления и прокоагулянты, активно 
обсуждается роль хронического воспалительного 
процесса [2, 6, 10, 15, 16, 22]. 

Основными принципами консервативного ве
дения пациентов с СД и сердечнососудистой па  
тологией является комплексный подход, направ
ленный на коррекцию факторов риска и прогрес
сирование коронарного атеросклероза: целевой 
контроль гликемии и артериального давления, обя  
зательная гиполипидемическая терапия в адек
ватных дозах и антиагреганты. В настоящее время 
невозможно представить оказание современной 

медицинской помощи больным СД и ИБС без ин
тервенционных вмешательств. Четверть всех про
цедур реваскуляризации миокарда проводится у 
больных с СД [17]. Выявление особенностей ди
намики маркеров сосудистого воспаления у боль  
ных ИБС с СД после ангиопластики со стентиро
ванием определяет новизну представленной на  
ми работы.

Цель — проведение сравнительного анализа 
маркеров сосудистой воспалительной реакции и 
параметров липидного спектра у пациентов с ИБС, 
стабильной стенокардией, без и в сочетании с СД 
2го типа в выделенных подгруппах со значимым 
стенозом коронарных артерий и изучение дина
мики лабораторных параметров проспективно 
после ангиопластики со стентированием. 

Материалы и методы

Обследованы 97 пациентов (мужского и женского пола) в 
возрасте 60,3 ± 8,1 года с ИБС, стабильной стенокардией на-
пряжения. Пациенты распределены в 2 группы. 1-я (n = 64) — 
без наличия СД 2-го типа, 2-я группа (n = 33) — пациенты с 
наличием СД 2-го типа. Согласно данным проведенной селек-
тивной коронарной ангиографии, из обеих групп пациентов 
были выделены подгруппы (n = 32 и n = 22 пациента, соответ-
ственно), где был выявлен обструктивный значимый стеноз 
(ЗКС) одной из коронарных артерий (степень стеноза ≥ 75 % 
просвета сосуда). Пациентам с ЗКС в обеих подгруппах про - 
ведена коронарная ангиопластика (КАГ). Исследование ла - 
бораторных параметров сыворотки крови проводили в груп - 
пах пациентов исходно при поступлении в стационар до про - 
ведения КАГ и в период контрольных точек (3 месяца, 6 меся-
цев, 12 месяцев после проведенной ангиопластики со стен-
тированием). Срок наблюдения пациентов после ангиоплас - 
тики составил 12 ± 1,2 года.

Протокол исследования одобрен Этическим комитетом уч - 
реждения. Перед включением в исследование у каждого из 
участников исследования было получено письменное ин - 
формированное согласие об использовании результатов об-
следования в научных целях. 

Исследование проводили на базе отделения неотложной 
кардиологии Тюменского кардиологического научного цент - 
ра, Томского национального исследовательского медицин - 
ского центра Российской академии наук, г. Томск. 

Включенные в исследование пациенты 1-й и 2-й групп не 
имели достоверных различий (р > 0,05): по возрасту (60,15 ± 8,57 
и 60,39 ± 9,51 года), гендерному признаку, по длительности 
ИБС, перенесенному инфаркту миокарда в анамнезе, по на-
личию и длительности сопутствующей патологии в виде ар - 
териальной гипертензии, дислипидемии, факту курения. Ос-
новное количество пациентов в обеих группах имели II ФК 
стенокардии напряжения и I степень ожирения. Группы зна-
чимо различались по наличию многососудистых поражений, 
с достоверным превышением в группе с СД 2-го типа (6,3 и 
21,2 %, соответственно, р = 0,029). 

Пациенты обеих групп были сопоставимы по принимаемой 
лекарственной терапии на амбулаторном этапе: бета-бло-
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каторы (63,6 и 86,4 %), диуретики (72,7 и 59,1 %), статины, 
представленные в основном аторвастатином и симвастати-
ном (27,3 и 31,8 %), дезагреганты (45,5 и 72,7 %), ингибиторы 
ангиотензин-превращающего фермента (ИАПФ) или блокато-
ры рецепторов ангиотензина II (БРА) (62,45 и 54,5 %; 36,4 и 
22,7 %, соответственно), антагонисты кальция (45,5 и 27,3 %; 
p < 0,05), соответственно, в 1-й и 2-й группах. Таблетирован - 
ные сахароснижающие препараты (97,9 %) в группе пациен - 
тов с СД 2-го типа в основном были представлены производ-
ными сульфанилмочевины II и III поколения и бигуанидами, 
инсулинотерапию принимали пациенты в 2,1 % случаев.

Критериями исключения явились: острый коронарный 
синдром давностью менее 30 дней, острое нарушения моз-
гового кровообращения давностью менее 6 месяцев, СД 1-го 
типа, хроническая сердечная недостаточность (ХСН) функ - 
ционального класса (ФК) IV (по NYHA), наличие онкологиче - 
ских и психических заболеваний.

Диагностику форм ИБС и подбор терапии в стационаре 
(липидснижающая и двойная антиагрегационная) проводили 
в соответствии с действующими рекомендациями РКО, ЕSC и 
EASD. Объем диагностических мероприятий включал: кли-
ническое обследование, лабораторные и инструментальные 
методы оценки состояния коронарного кровообращения (се- 
 лективную КАГ), эндоваскулярную реваскуляризацию мио-
карда — транслюминальную баллонную ангиопластику (ТБКА) 
со стентированием. В обеих подгруппах были имплантирова-
ны однотипные стенты с лекарственным покрытием («Taxus», 
«Promus Element», «Nobori»).

КАГ выполняли из феморального доступа по стандартной 
методике М. Judkins (1967 г.) с помощью ангиографических 
комплексов «Diagnost ARC A», «Poly diagnost C», «Integris Al- 
lura» (Phillips, Голландия). Оценивали количество поражен- 
ных коронарных артерий (КА) и максимальный процент сте-
нозирования. 

Натощак производили забор венозной крови в одноразо-
вые пробирки системы «Vacuette» (Япония), кровь центри-
фугировали 15 мин при 2 500 об/мин на центрифуге «Sigma» 
(Германия). Сыворотку крови пациентов аликвотировали для 
дальнейшего замораживания (при –70 °С). 

На биохимическом автоматическом анализаторе «Cobas 
Integra 400 plus» (Швейцария) исследовали параметры липид-
ного обмена. Определение общего холестерина (ОХС), три-
глицеридов (ТГ), липопротеинов высокой плотности (ЛПВП), 
липопротеинов низкой плотности (ЛПНП) проводили пря - 
мым энзиматическим колориметрическим методом; концент-
рации аполипопротеинов А-I (Апо А-I), аполипопротеинов В 
(Апо-В), липопротеинов а (Лп (а)) проводили методом имму-
нотурбидиметрии при использовании аналитических набо - 
ров и конт рольных материалов «Roche Diagnostics Gmbh» 
(Германия). 

В качестве биохимических маркеров воспаления опреде-
ляли: С-реактивный белок (вч-CRP, референсные значения — 
0–3,0 мг/л) — иммунотурбидиметрическим методом высоко-
чувствительным аналитическим набором «C-reactive protein 
hs» («BioSystem», Испания) на полуавтоматическом анализа-
торе открытого типа «Clima MC-15» (Испания); интерлейкин 
1β (IL-1β, референсные значения — 0–5,0 пг/мл), интерлей - 
кин 6 (IL-6), интерлейкин 8 (IL-8), фактор некроза опухоли 
альфа (TNFα, референсные значения 0–8,11 пг/мл) и гомоци-

стеин (HYC, референсные значения — 5,0–15,0 мкмоль/л) — 
«сэндвич» и конкурентным методами (твердофазного хеми - 
люминисцентного и иммуноферментного анализа) на анали-
заторе «IMMULITE 1000» («Siemens Diagnostics», США); раство-
римый CD40-лиганд (sCD40L) — методом «иммунофермент-
ного сэндвича», с использованием наборов «Human sCD40L 
Elisa» на анализаторе «Bender MedSystems» (Австрия); ре-
цептор CD40 и матриксную металлопротеиназу-9 (MMP-9, ре - 
ференсные значения — 20,3–77,2 нг/мл) — «Bender MedSys-
tems» (Австрия); тканевой ингибитор-1 металлопротеиназ 
(TIMP-1, референсные значения — 92–116 нг/мл) — «Human 
TIMP-1 Elisa Kit Invitrogen» (США) на анализаторе «Personal 
Lab» (Италия).

Углеводный обмен оценивали по содержанию глюкозы, 
гликированного гемоглобина (НbAlc). Концентрацию глюкозы 
крови определяли гексокиназным методом на биохимическом 
анализаторе «Cobas Integra 400 plus». Гликированный гемо-
глобин определяли хроматографическим методом с помощью 
анализатора «Bio-Rad D10», США. 

Показатели функциональной активности эндотелия в сы-
воротке крови: уровень нитритов (референсное значение — 
3,77 ± 0,87 нмоль/л) определяли на биохимическом анализа - 
торе «Humalyzer 2000 Human» (Германия, 1995) и эндотели-
на-1-21 (референсные значения — 0,2–0,7 фмоль/л) — на 
иммуноферментном полуавтоматическом анализаторе «Dy-
natech» (Германия, 1989).

Забор крови осуществляли из периферической вены ис-
ходно при поступлении (перед КАГ).

Статистическую обработку данных проводили при помощи 
пакета прикладных программ «Stаtistiса» (SPSS Inc, vеr. 11.5). 
Для проверки гипотезы о нормальности распределения при-
меняли критерий Колмогорова — Смирнова. Между группами 
использовали t-критерий Стьюдента для обнаружения раз-
личий в количественных переменных нормального распре-
деления, непараметрический критерий Манна — Уитни — 
для сравнения качественных и количественных величин, не 
являющихся нормальными. Сравнение групп между собой 
проводили с помощью критерия Вилкоксона для парных из-
мерений. Данные представлены в виде М ± SD — «среднее 
значение ± среднеквадратичное отклонение», р < 0,05. Оцен - 
ку взаимосвязи признаков, подчиняющихся нормальному и 
ненормальному распределениям, проводили с использова - 
нием коэффициентов корреляции Пирсона и Спирмена, соот-
ветственно.

Результаты и обсуждение

В работе была поставлена задача сравнить 
уровни изучаемых биохимических параметров в 
подгруппах со значимым коронарным стенозом 
у пациентов с ИБС при наличии и отсутствии СД 
2го типа и проследить динамику биохимических 
параметров в контрольных точках (через 3, 6, 
12 месяцев после ангиопластики).

Пациенты, которым была выполена ангиопла
стика со стентированием, составили в группе ИБС 
без СД 2го типа 32 человека (50 % от общего ко
личества пациентов в группе), в группе пациен  

Маркеры воспаления и липиды крови у больных ИБС с диабетом 2го типа после коронаропластики и стентирования 
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тов ИБС с СД 2го типа — 22 пациента (66,7 %, со
ответственно).

Сравнительная характеристика основных био
химических параметров между подгруппами па
циентов с ЗКС у пациентов с ИБС с наличием и 
отсутствием СД 2го типа исходно и в динамике 
через год после ангиопластики представлена в 
таблице.

Сравнительная характеристика биохимиче ских 
параметров в подгруппах с ЗКС на исходной точ  
ке исследования свидетельствует о наличии пре
вышения референсного значения всех атероген
ных фракций липидного профиля (ОХС, ЛПНП, 
ТГ, ЛПОНП, АпоВ) у пациентов в обеих подгруп
пах как с наличием, так и отсутствием СД 2го ти  
па. Уровень ЛПВП (р=0,057) имеет явную тенден
цию к более низкому значению в подгруппе паци
ентов с СД, а уровень Лп (а) исходно достоверно 
выше у пациентов без наличия СД.

По мнению Laakso M. и др., снижение ЛПВП 
имеет важное прогностическое значение в отно
шении заболеваемости и смертности от ИБС и ее 
осложнений у пациентов с СД 2го типа, показа  
тель менее 0,9 ммоль/л сопровождается 4крат  
ным увеличением риска смерти от сердечной па
тологии [21]. 

В настоящее время не вызывает сомнения, что 
хроническое субклиническое воспаление являет
ся частью синдрома инсулиновой резистентно  
сти, а цитокины служат предикторами сосуди  
стых осложнений СД 2го типа [6, 7, 13, 18, 20]. 

Исходная сравнительная характеристика пара
метров воспалительной реакции зарегистрирова
ла превышение нормативных значений вчCRP, 
TNFα, гомоцистеина, IL1β, IL6 и IL8 в обеих 
подгруппах пациентов, со значимо повышенной 
гиперактивацией маркеров вчCRP (р=0,044) и 
TNFα (р=0,048), IL1β (р=0,044) в подгруппе с СД.

Существует мнение, что инициация вялотеку
щего воспаления, связанная с повышением базо  
вого уровня вчCRP, ведет к инсулинорезистент
ности, а индукторами воспаления являются про
воспалительные цитокины, особенно интерлейки
ны IL6 и IL1β. При этом IL1β является главным 
медиатором, ответственным за развитие местной 
воспалительной реакции и острофазового ответа 
на уровне организма [1, 7, 11]. 

В настоящее время повышение уровня гомоци
стеина в плазме крови рассматривается как су
щественный фактор риска атеросклеротического 
поражения сосудов. Полагают, что гомоцистеин 
подвергается аутоокислению с образованием сво

Т а б л и ц а 
Характеристика биохимических показателей в подгруппах пациентов с ишемической болезнью сердца 

и значимым стенозом коронарных артерий при отсутствии и наличии сахарного диабета 2го типа 
на исходном этапе исследования и через год после ангиопластики (М ± SD)

Показатели Пациенты с ИБС 
с ЗКС (n = 32)

Пациенты с ИБС и СД 
с ЗКС (n = 22) р

Липидный спектр:

ОХС (ммоль/л)

исходно 5,26 ± 1,31 5,44 ± 1,00 0,549

через год 4,62 ± 0,99 4,92 ± 1,07 0,393

р 0,016 0,014  

ЛПВП (ммоль/л)

исходно 1,09 ± 0,26 0,97 ± 0,16 0,057

через год 1,21 ± 0,28 1,16 ± 0,17 0,797

р > 0,05 0,001

ЛПНП (ммоль/л)

исходно 3,09 ± 1,05 3,18 ± 0,75 0,526

через год 2,42 ± 0,87 2,56 ± 0,95 0,560

р 0,001 0,001

ТГ (ммоль/л)

исходно 2,29 ± 1,03 2,23 ± 1,12 0,586

через год 1,70 ± 0,36 1,91 ± 0,64 0,640

р 0,006 > 0,05

ЛПОНП (ммоль/л)

исходно 0,87 ± 0,36 0,84 ± 0,32 0,819

через год 0,59 ± 0,246 0,73 ± 0,30 0,066

р 0,001 > 0,05

Лп-(а) (мг/дл)

исходно 37,38 ± 34,30 19,86 ± 22,20 0,027

через год 27,10 ± 27,33 24,82 ± 31,06 0,515

р > 0,05 > 0,05

Апо-В (мг/дл)

исходно 91,88 ± 21,60 92,25 ± 2,32 0,853

через год 90,00 ± 21,82 109,12 ± 28,58 0,007

р > 0,05 0,014
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бодных радикалов, повреждающих эндотелий со  
судов, с последующим развитием эндотелиальной 
дисфункции, которая запускает сложный каскад 
ферментативных реакций, приводящих к индук
ции синтеза ОХС и окислению ЛПНП, что стиму
лирует процессы атерогенеза [8, 12]. Проведено 
свыше 80 клинических и эпидемиологических ис  
следований, которые подтвердили, что гипергомо
цистеинемия (ГГЦ) является одним из значимых, 
самостоятельных факторов риска раннего и быст
рого прогрессирования атеросклероза и тромбоза 
артерий [23].

В 1й и 2й подгруппах нами выявлено повы
шенное, но достоверно не различимое между под
группами значение показателя локальной воспа
лительной реакций — MMP9. Уровень TIMP1 в 
обоих случаях был в пределах нормативных зна
чений. Полученные данные совпадают с результа
тами других экспериментальных и клинических 
исследований, где при СД 2го типа отмечается 
тенденция к нарастанию уровня провоспалитель

ных цитокинов и протеиназ при снижении актив
ности противовоспалительных медиаторов [19]. 

Среди сигнальных молекул, участвующих в 
развитии иммунных реакций и воспаления, важ
ное значение принадлежит системе «рецептор 
CD40 — лиганд CD40». Было показано, что сиг  
налы, реализуемые через рецептор CD40, вовле
чены в развитие атеросклероза и диабетической 
нефропатии, что позволило рассматривать эту 
систему как универсальное звено патогенеза, 
объединяющего воспалительные нарушения, ги
пергликемию и сосудистые осложнения СД [16].

В нашем исследовании не зарегистрировано 
достоверных различий в уровнях CD40 и sCD40L, 
что, возможно, связано с недостаточным количе
ством пациентов.

Данные литературных источников свидетель
ствуют о том, что при СД 2го типа ГГЦ может усу
гублять эндотелиальную дисфункцию, ускорять 
развитие атеросклеротических процессов, вызы
вать оксидативный стресс, снижать тромборези

Маркеры воспаления:

вч-CRP (мг/л)

исходно 2,87 ± 1,25 3,58 ± 1,23 0,044

через год 2,80 ± 0,97 2,86 ± 0,82 0,660

р > 0,05 0,008

TNFα (пг/мл)

исходно 9,44 ± 2,50 11,24 ± 4,02 0,048

через год 5,86 ± 3,18 7,39 ± 2,84 0,042

р 0,001 0,01

Гомоцистеин (мкмоль/л)

исходно 11,08 ± 5,42 17,04 ± 7,52 0,09

через год 9,77 ± 5,88 12,20 ± 4,10 0,016

р > 0,05 > 0,05

IL-1β (пг/мл)

исходно 4,24 ± 1,06 5,57 ± 2,01 0,044

через год 4,00 ± 1,30 4,49 ± 1,94 0,459

р > 0,05 0,002

ММП-9 (нг/мл)

исходно 86,45 ± 31,01 83,50 ± 26,45 0,860

через год 87,77 ± 29,86 82,68 ± 33,83 0,622

р > 0,05 > 0,05

TIMP-1 (нг/мл)

исходно 91,00 ± 17,22 86,38 ± 12,26 0,365

через год 105,70 ± 29,15 112,65 ± 26,32 0,342

р > 0,05 0,002

Маркеры эндотелиальной дисфункции:

Эндотелин-1 (фмоль/л)

исходно 1,07 ± 0,48 0,96 ± 051 0,423

через год 0,97 ± 0,47 0,93 ± 0,39 0,895

р > 0,05 > 0,05

Нитриты (нмоль/л)

исходно 3,34 ± 1,23 2,63 ± 1,38 0,050

через год 3,45 ± 0,97 3,20 ± 0,91 0,132

р > 0,05 > 0,05

Примечание. ИБС — ишемическая болезнь сердца; ЗКС — обструктивный значимый коронаростеноз; СД — сахарный диабет; ОХС — общий 
холестерин; ЛПВП — липопротеины высокой плотности; ЛПНП — липопротеины низкой плотности; ТГ — триглицериды; ЛПОНП — 
липопротеины очень низкой плотности; Лп-(а) — липопротеины а; Апо-В — аполипопротеины В; вч-CRP — высокочувствительный 
С-реактивный белок; ММП-9 — матриксная металлопротеиназа-9; TIMP-1 — тканевой ингибитор-1 металлопротеиназ; n — ко-
личество пациентов, p — значимость различий.

Маркеры воспаления и липиды крови у больных ИБС с диабетом 2го типа после коронаропластики и стентирования 



33
Ц И Т О К И Н Ы

ВОСПАЛЕНИЕ
и

www.citokines.ru,      www.cytokines.uspb.ru

Оригинальные статьи

стентность, повышать агрегационную способность 
тромбоцитов и их адгезивные свойства. Гипер
гликемия активирует в эндотелиальных клетках 
протеинкиназу С, что может вызывать увеличе  
ние выработки сосудосуживающих простаглан
динов, эндотелина1 и АПФ, которые оказывают 
непосредственное или опосредованное поврежда
ющее действие на сосудодвигательную реактив
ность [8]. 

В нашей работе на исходной точке обследова
ния зарегистрировано превышение нормативных 
значений уровня эндотелина1 в обеих подгруп  
пах, но без достоверной разницы между ними. Уро
вень нитритов был снижен в обеих подгруппах, 
при этом более значимо у пациентов с ИБС и СД 
(р<0,05).

Методом корреляционного анализа в исследу
емых подгруппах выявлены прямые связи сред  
ней силы (r=0,4–0,5) у пациентов с ИБС и СД 2го 
типа: вчCRP и ОХС (р=0,004), АпоВ (р=0,02); 
IL1β и атерогенных фракций: ОХС (р=0,01), ТГ 
(р=0,04) и индекса атерогенности (р=0,01); эндо
телина1 с маркерами системного и местного вос
паления: эндотелина1 с вчCRP (р=0,02), TNFα 
(р=0,01), ММР9 (р=0,05); CD40 с ТГ (р=0,03), 
что согласуется с теорией об атеросклерозе как о 
процессе, сочетающем воспаление и тромбообра
зование. Отмечены связи между длительностью 
СД 2го типа с индексом массы тела (р=0,002) и 
уровнем гомоцистеина (р=0,02). В 1й подгруппе 
выявлены прямые взаимосвязи средней силы 
(r=0,4) стажа курения с атерогенными параме
трами липидного спектра: ТГ (р=0,03) и ЛПНП 
(р=0,03); вчCRP с гомоцистеином (р=0,028), IL6 
(р=0,031). 

Согласно данным таблицы, сравнительный ана  
лиз уровней параметров между 1й и 2й под
группами в конечной точке исследования (через 
год) показал достоверные различия параметров 
АпоВ (р=0,007), TNFα (р=0,042), гомоцистеина 
(р=0,016), с превышением уровня показателей во 
2й подгруппе больных с наличием СД. 

Сравнительный анализ уровней параметров 
между 1й и 2й подгруппами в исходной и конеч
ной точках исследования также показал, что сре ди 
параметров липидного профиля в обеих подгруп
пах достоверно снизились уровни ОХС и ЛПНП, 
в 1й подгруппе снизились уровни ТГ и ЛПОНП, 
а во 2й подгруппе было зарегистрировано повы
шение уровней ЛПВП и АпоВ. В обеих подгруп  
пах все атерогенные фракции липидов на конеч  
ном этапе наблюдения остались на уровне, пре
вышающем целевые уровни показателей.

При оценке маркеров воспаления выявлено, что 
в обеих подгруппах достоверно снизился уровень 
TNFα (р=0,001, р=0,01, соответственно). Во 2й 
подгруппе значимо снизился уровень вчCRP и 
IL1β, при повышении уровня TIMP1. Концент
рации маркеров функциональной активности эн

дотелия и уровень ММП9 значимо не изменились 
в обеих подгруппах, оставаясь на уровне, превы
шающем референсные значения.

В целом, надо отметить, что в обеих подгруппах 
пациентов до конечной точки наблюдения заре
гистрированы уровни маркеров сосудистого вос
паления, превышающие нормативные значения 
(вчCRP, ММР9, эндотелин1), что свидетельст
вует о наличии пролонгированного воспалитель
ного потенциала для развития поздних атеро
тромботических осложнений. 

Параметры углеводного обмена к конечной точ
ке наблюдения в группе ИБС с СД достоверно не 
изменились, имея тенденцию к снижению пара
метров глюкозы крови и гликированного гемогло
бина (р>0,05), что требует повышения внимания 
врачей к оптимизации сахароснижающей терапии 
и приверженности пациентов к ее применению.

Динамика основных исследуемых параметров 
исследования представлена на рисунке (а–з).

Согласно представленным данным видно, что 
максимальное повышение уровня исследуемых 
параметров, в частности, вчCRP, TNFα, гомоци
стеина, IL1β, CD40, ММР9 было зарегистриро  
вано в точке «3 месяца» после ангиопластики в 
обеих подгруппах больных с ЗКС. Уровень TIMP1 
повышался в обеих подгруппах и достиг макси
мально высоких значений на конечной точке, без 
значимой разницы между группами.

Параллельный однонаправленный рост уровня 
параметров сосудистой воспалительной реакции к 
точке «3 месяца» после ангиопластики со стенти
рованием определяет пациентов обеих подгрупп с 
ЗКС как пациентов, имеющих повышенный риск 
развития ранних рестенозов и атеротромботиче
ских осложнений, обусловленных многофактор
ным характером повреждения сосудистой стен  
ки, который усугубляет локальный и поддержи
вает пролонгированный системный процесс сосу
дистого воспалительного ответа. 

Согласно данным литературы, в последние го  
ды, по мере увеличения частоты чрескожных ко
ронарных вмешательств со стентированием, все 
больше внимания вызывают проблемы, связан  
ные с тромбозом и рестенозом внутри стентов, ко  
торые выявляются приблизительно у 10–40 % и 
0,87–2,2 % случаев в течение первого года после по  
становки стента, соответственно. Основными па
тогенетическими механизмами развития ресте
нозов являются эластическое спадание просвета 
сосуда, пристеночное тромбообразование и ги
перплазия неоинтимы, приводящие к патологи
ческому ремоделированию стенки сосудов. В ка  
честве пускового момента рассматривается ме
ханическое повреждение интимы и медии арте
рий, а также гиперчувствительность к материа  
лам стента. 

Кроме того, травма сосудистой стенки во время 
вмешательства приводит к развитию местной вос
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Рисунок. Динамика показателей маркеров воспаления в обследуемых группах больных за период наблюдения

TIMP-1 — тканевой ингибитор-1 металлопротеиназ; ММП-9 — матриксная металлопротеиназа-9; СД — сахарный диабет.
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Prospective assessment of vascular inflammatory reaction markers 
and parameters of lipid profile in patients with coronary heart disease 

in the presence and absence of type 2 diabetes mellitus who 
underwent angioplasty with coronary arteries stenting

T.I. Petelina, N.A. Musikhina, L.I. Gapon, E.A. Gorbatenko, 
I.V. Emenеva, Y.A. Sharoyn, E.V. Zueva 

Tyumen Cardiology Research Center, Tomsk National Research Medical Center 
of the Russian Academy of Sciences, Tomsk

Aim: To perform comparative analysis of vascular inflammatory reaction markers and lipid profile in 
patients with coronary atherial disease (CAD) and stable angina in general groups and in subgroups 
with significant coronary artery stenosis without and with type 2 diabetes mellitus (DM). To estimate 
biochemical parameters of blood serum prospectively after angioplasty in subgroups of patients with 
significant coronary artery stenosis. Materials and methods: 97 patients (males and females) aged 
60.3 ± 8.1 years with CAD and stable effort angina were studied. Patients were divided into two groups: 
group 1 (n = 64) with CAD, group 2 (n = 33) CAD patients with type 2 DM. According to selective coronary 
angiography patients in both groups had significant stenosis of one of the coronary arteries with the 
degree ≥ 75 % of the vessel lumen. Patients with significant coronary artery stenosis in both subgroups 
underwent coronary angioplasty with drug coated stents. Study of blood plasma laboratory parame
ters was conducted in the groups of patients initially before coronary angiography and at the control 
points — 3, 6 and 12 months after angioplasty and stenting. Followup duration was 12 ± 1.2 years 
after angioplasty. Results: In both groups of patients, lipid profile atherogenic parameters (TC, LDL, 
VLDL, TG) were increased. Significant increase of vascular inflammation markers (hsСRP, TNFα, homo  
cysteine, IL1β) was registered along with the excess of MMP9 and endothelin1 in the group of pa  
tients with CAD with DM that could indicate more pronounced vascular inflammation in this group. Pro
spective followup showed the maximum increased level of inflammatory markers at the control point 
"3 months" after angioplasty in both subgroups. In general, within the positive dynamics of the 
studied parameters, no attainments in target lipid levels (TC, HDL, TG) and markers of inflammation 
(hsCRP, MMP9) were found at the endpoint of followup "12 months" that could indicate the persis
tence of a systemic slow vascular inflammatory response. Conclusions: Systemic inflammatory respon  
se is more pronounced in CAD plus DM patients both in the general group and in a subgroup with signi
ficant coronary stenosis. Maximum level of vascular inflammation parameters activation at the point 
"3 months" after angioplasty and persistence of a systemic slow vascular inflammatory response to 
the endpoint of followup in patients of both subgroups suggest that they have an equivalent potential 
in the development of both early restenosis and late atherothrombotic complications. (Cytokines and 
In flammation. 2019. Vol. 18. № 1–4. P. 28–36.)

Key words: diabetes mellitus, coronary disease, significant coronary stenosis, lipids, inflammation.

Маркеры воспаления и липиды крови у больных ИБС с диабетом 2го типа после коронаропластики и стентирования
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Морфологические изменения 
полипозной ткани больных с хроническим 

полипозным риносинуситом на фоне 
локального применения интерферона α2b 

и сочетания интерферона α2b 
с γ-D-глутамил-L-триптофаном

телиальных белков, недостаточности защитных 
протеаз, антимикробных белков, нарушения пере
носа ионов, воды, гормональных изменений) при
чин. Нарушение эпителиального барьера приво  
дит к увеличению проницаемости и неадекватно  
му иммунному ответу слизистой оболочки верх
них дыхательных путей (ВДП) [8]. Неадекватный 
иммунный ответ формирует локальный и продол
жительный воспалительный процесс в слизистой 
оболочке, способствующий ее патологическому ре  
моделированию с образованием полипозной ткани 
[3, 4]. Переход к состоянию ремоделирования ха
рактеризуется изменением поверхностного эпи

Е.В. Безрукова 1, Н.М. Хмельницкая 1, 
Е.В. Воробейчиков 2, А.С. Симбирцев 3

1 ФГБОУ ВО «Северо-западный государственный медицинский университет 
имени И.И. Мечникова» Минздрава России, Санкт-Петербург; 

2 ООО «Полифарм», Санкт-Петербург; 
3 ФГУП «Гос. НИИ ОЧБ» ФМБА России, Санкт-Петербург

Исследование проведено для оценки морфологических изменений в полипозной ткани, возни
кающих после введения в нее интерферона α2b и сочетания интерферона α2b с γDглутамил
Lтриптофаном. Показано, что после введения интерферона α2b и сочетания интерферона α2b с 
γDглутамилLтриптофаном происходит уменьшение межтканевого отека и усиление процессов 
фиброзирования. Введение сочетания интерферона α2b с γDглутамилLтриптофаном уменьшает 
также лимфоидную инфильтрацию собственной пластинки слизистой оболочки полипозной ткани. 
(Цитокины и воспаление. 2019. Т. 18. № 1–4. С. 37–42.)

Ключевые слова: хронический полипозный риносинусит, интерферон α2b, 
γ-D-глутамил-L-триптофан.

Хронический полипозный риносинусит (ХПРС) 
представляет собой хроническое воспалительное 
заболевание слизистой оболочки носа и околоно
совых пазух (ОНП), проявляющееся образова
нием и рецидивирующим ростом полипов [9, 10]. 
Однако иммунопатогенез ХПРС полностью не 
изучен. Предрасположенность к развитию ХПРС 
связывают с дефектом эпителиального барьера, 
возникающим вследствие экзогенных (воздейст  
вие микробов, вирусов, аллергенов) и эндогенных 
(функциональных и структурных нарушений эпи

Безрукова Евгения Валерьевна, e-mail: ban_@mail.ru
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телия в виде дистрофии, акантоза и метаплазии 
эпителия, а в собственном слое слизистой оболоч
ки — формированием очагов фиброзной ткани, 
осаждением внеклеточного матрикса, массивной 
инфильтрацией клетками гистиоцитарного ряда, 
выраженным межклеточным отеком и ангиома
тозом [10]. Одним из способов снижения выражен
ности длительного локального воспалительного 
процесса является применение иммунокорриги
рующих препаратов. Такие средства вводятся в 
организм перорально, парентерально, а также не  
посредственно в пораженную ткань. Вместе с тем, 
клиническая эффективность применения препа
ратов этого класса у больных с ХПРС недостаточ  
но изучена.

Целью работы являлась оценка морфологиче
ских изменений полипозной ткани после локаль
ного введения в нее рекомбинантного интерферо  
на α2b (Интераль) и γDглутамилLтриптофана 
(Бестим).

Применение рекомбинантного интерферона α2b 
(Интераль) для терапии ХПРС теоретически ло
гично, т. к. фармакологическая активность этого 
препарата связана с антипролиферативным и им  
муномодулирующим действиями [2, 5]. Использо
вание синтетического дипептида γDглутамил
Lтриптофана (Бестим) для терапии ХПРС бази  
руется на его стимулирующей активности по от  
ношению к реакциям клеточного и гуморального 
иммунитета, процессам регенерации и клеточно  
го метаболизма, нормализации количества Tхел
перов, Tсупрессоров и их соотношений [6].

Материалы и методы

Для изучения изменений, возникающих в полипозной тка - 
ни после введения в нее рекомбинантного интерферона α2b 
и его сочетания с γ-D-глутамил-L-триптофаном, сформирова - 
но три группы больных с ХПРС, имевших показания для опе-
ративного лечения. Больным 1-й группы (24 человека) перед 
эндоназальной полипотомией в течение пяти дней в полипоз-
ную ткань вводили интерферон α2b в дозе 1 млн. ЕД. Больным 
2-й группы (24 человека) перед эндоназальной полипотомией 
в течение пяти дней в полипозную ткань вводили интерферон 
α2b в дозе 1 млн ЕД и γ-D-глутамил-L-триптофаном в дозе 
0,1 мг. Больным 3-й (контрольной) группы (15 человек) выпол-
няли эндоназальную полипотомию без введения указанных 
препаратов.

Удаленную полипозную ткань фиксировали в 10 % раст-
воре нейтрального формалина и после проводки заливали 
в парафин. Полученные парафиновые срезы окрашивали 
гематоксилином и эозином. Качественную и количественную 
оценку лимфоцитов и плазмоцитов выполняли под световым 
микроскопом при различном увеличении в десяти полях зре - 
ния собственного слоя слизистой оболочки полипозной тка - 
ни. Для оценки количественных изменений клеточной ин - 
фильтрации применяли методы параметрической и непара-
метрической статистики [1].

Результаты и обсуждение

В 3й (контрольной) группе больных с ХПРС 
(рис. 1) полипозная ткань представлена изменен
ным покровным эпителием и соединительноткан
ным слоем слизистой оболочки. В покровном ре  
спираторном эпителии отмечали наличие дистро
фических изменений различной степени выра
женности в пределах представленных объектов. 
Начальные дистрофические изменения проявля
лись нечеткостью апикальной поверхности эпи
телиоцитов. В других участках слизистой оболоч
ки наблюдали более глубокие изменения: отрыв 
апикальной поверхности реснитчатых клеток, их 
полное отторжение с сохранением только одного 
ряда базальных клеток с формированием «голых 
ядер», вплоть до полного отрыва клеток эпите
лия и оголения базальной мембраны (рис. 1, а). 
В собственном слое слизистой оболочки выявля 
 ли изменения, характерные для длительно теку
щего воспалительного процесса: выраженную ин  
фильтрацию преимущественно лимфоцитами и 
плазмоцитами, отек межклеточных пространств, 
ангиоматоз (рис. 1, а, б). Лимфогистиоцитарная 
инфильтрация собственного слоя слизистой обо
лочки полипообразных образований имеет очаго
вый характер, преимущественно в подэпители
альной и периваскулярной областях (см. рис. 1, а). 

На рис. 2 представлены результаты морфоло
гического исследования полипозной ткани после 
введения интерферона α2b и его сочетания с γD
глутамилLтриптофаном. По сравнению с мор  
фологической картиной полипозной ткани боль
ных контрольной группы отмечается уменьшение 
межтканевого отека и усиление процессов фиб
розирования (формирование диффузного фибро
за), что свидетельствует о позитивном влиянии 
иммунокорригирующих препаратов на течение 
воспалительного процесса. Однако существенных 
качественных различий морфологических изме
нений полипозной ткани между больными 1й и 
2й групп после введения препаратов не обнару
жено.

В табл. 1 представлены средние значения и 
стандартные отклонения количества клеток ин
фильтрирующих слизистую оболочку полипоз  
ной ткани, а также достоверность их количест
венных различий между группами больных. При 
сравнении изменений после введения в полипоз
ную ткань интерферона α2b пациентам 1й груп  
пы и 3й (контрольной) группы статистически до  
стоверного уменьшения количества клеток (Lym, 
Pla), инфильтрирующих собственный слой сли
зистой оболочки, не обнаружено (p>0,05). Это оз
начает, что 5дневное введение рекомбинантного 
интерферона не оказывает влияния на выражен
ность инфильтрации собственного слоя слизистой 
оболочки. Вместе с тем, одновременное введение 
в полипозную ткань рекомбинантного интерфе

Морфология полипозной ткани после локального применения интерферона α2b и Бестима 



39
Ц И Т О К И Н Ы

ВОСПАЛЕНИЕ
и

www.citokines.ru,      www.cytokines.uspb.ru

Оригинальные статьи

рона и γDглутамилLтриптофана способству  
ет снижению количества указанных клеток. Так, 
различия средних значений числа клеток (Lym, 
Pla), инфильтрирующих собственный слой сли
зистой оболочки после введения этих препаратов 
(2я группа), и пациентов 3й (контрольной) груп
пы имеют статистическую достоверность (р<0,05). 
Это означает, что одновременное введение в по
липозную ткань рекомбинантного интерферона 
и γDглутамилLтриптофана уменьшает выра  
женность инфильтрации собственного слоя сли
зистой оболочки.

В четырехпольной табл. 2 (таблице сопряжен
ности) представлены результаты непараметри
ческой оценки различий между количеством по  
ложительных исходов (уменьшение инфильтра
ции) и отрицательных исходов (инфильтрации 
без изменений) в полипозной ткани после приме
нения исследуемых препаратов в 1й и 2й груп  
пах больных с ХПРС, соответственно.

В табл. 3 представлена статистическая досто
верность различий положительных и отрицатель
ных исходов морфологических изменений в по  
 липозной ткани больных с ХПРС после примене  
ния иммунокорригирующих препаратов.

Результаты исследования, представленные в 
табл. 2 и 3, показывают, что зависимость поло
жительных исходов морфологических измене  
ний в полипозной ткани больных с ХПРС (умень
шение инфильтрации полипозной ткани) имеет 
статистическую значимость от p<0,001 до р<0,05 
от применения сочетания препаратов рекомби
нантного интерферона α2b и γDглутамилL
триптофана. Это означает, что введение в поли
позную ткань рекомбинантного интерферона в 
сочетании с γDглутамилLтриптофаном спо
собствует снижению выраженности инфильтра
ции полипозной ткани. Применение только одно  
го рекомбинантного интерферона такого эффекта 
не дает.

а

а

б

б

Рис. 1. Полипозная ткань у пациентов с хроническим полипозным риносинуситом без введения 
иммунокорригирующих препаратов (3-я (контрольная) группа)

а — уплощение (1) и десквамация поверхностного эпителия (2), участки ангиоматоза (3); б — выраженный межклеточный отек (1), интенсивная инфильтрация 
лимфоцитами (2). Увеличение × 100. Окраска препарата: гематоксилин-эозин.

Рис. 2. Полипозная ткань у пациентов после введения: интерферона α2b (1-я группа) (а); 
сочетания интерферона α2b и γ-D-глутамил-L триптофана (2-я группа) (б)

а — уменьшение межтканевого отека (1), диффузное фиброзирование (2), интенсивность лимфоидной инфильтрации сохраняется (3), увеличение × 100; 
б — уменьшение инфильтрации лимфоцитами и плазмоцитами (1), усиление фиброза (2), увеличение × 200. Стрелка — уплотнение хроматина в ядре плазма-
тической клетки. Увеличение × 400. Окраска препарата: гематоксилин-эозин.
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Морфологическая оценка изменений полипоз
ной ткани при введении в нее рекомбинантного 
интерферона и его сочетания с γDглутамилL
триптофаном является информативным подхо  
дом, позволяющим, в определенной мере, доказать 
целесообразность применения иммунокорриги
рующих препаратов для лечения ХПРС. Качест
венная визуализация морфологических измене
ний структуры полипозной ткани демонстрирует 
уменьшение межтканевого отека и усиление про
цессов фиброзирования, что, как правило, связы
вают со снижением активности воспалительного 
процесса. Однако, качественных различий этих 
изменений полипозной ткани в группе больных, 

которые получали только интерферон, и в груп  
пе больных, которым вводили интерферон в со
четании с γDглутамилLтриптофаном, не на  
блюдали. Это означает, что для повышения объек
тивности морфологических исследований необ  
ходима количественная оценка изменений поли
позной ткани, например, оценка числа лимфоци  
тов, плазмоцитов и т. д., что переводит гистологи
ческую картину изменений полипозной ткани в 
статистическую область с привлечением парамет
рических и непараметрических методов анализа. 

Для параметрической оценки гистологических 
препаратов полипозной ткани в каждой группе 
больных с ХПРС было проанализировано более 

Т а б л и ц а  2
Результаты положительных и отрицательных морфологических изменений в полипозной ткани 

больных с хроническим полипозным риносинуситом после применения рекомбинантного 
интерферона α2b и его сочетания с γDглутамилLтриптофаном 

Группы Инфильтрация уменьшилась 
(кол-во человек)

Инфильтрация не изменилась 
(кол-во человек) Всего

1-я 5 19 24

2-я 18 6 24

Всего 23 23 48

Примечание. Положительные морфологические изменения — уменьшение инфильтрации полипозной ткани; отрицательные морфологические 
изменения — инфильтрация полипозной ткани без изменений.

Т а б л и ц а  3
Критерии значимости различий исходов морфологических изменений в полипозной ткани 

больных с хроническим полипозным риносинуситом в зависимости от применения 
рекомбинантного интерферона α2b и его сочетания с γDглутамилLтриптофаном 

Наименование критерия Значение критерия Уровень значимости

Критерий χ-квадрат 14,108 р < 0,001

Критерий χ-квадрат с поправкой Йейтса 12,021 р < 0,001

Критерий χ-квадрат с поправкой на правдоподобие 14,903 р < 0,001

Точный критерий Фишера (двусторонний) 0,00022 p < 0,05

Морфология полипозной ткани после локального применения интерферона α2b и Бестима 

Т а б л и ц а  1
Средние значения и стандартные отклонения числа клеток в полипозной ткани 
у пациентов 3й (контрольной) группы и у больных с хроническим полипозным 

риносинуситом 1й и 2й групп после введения препаратов

Обозначения клеток, 
группа больных

Среднее значение 
клеток, М

Стандартное 
отклонение, SD

Значение t-критерия 
(Стьюдента)

Критическое 
значение t-критерия

Уровень 
значимости, р

Lym, 3-я группа 69,45 12,58
0,58 1,99 0,56

Lym, 1-я группа 66,6 13,4

Lym, 3-я группа 69,45 12,58
13,82 1,99 0,001

Lym, 2-я группа 25,08 28,6

Pla, 3-я группа 25,15 12,53
–0,23 1,99 0,8

Pla, 1-я группа 26,75 12,94

Pla, 3-я группа 25,15 12,53
4,8 1,99 0,001

Pla, 2-я группа 11,0 4,1

Примечание. Lym — лимфоциты; Pla — плазмоциты; статистически значимые различия средних значений клеток подчеркнуты (p < 0,05).
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200 полей зрения. С одной стороны, это позволило 
установить, что средние значения числа исследо
ванных клеток, а также их мода и медиана, практи
чески совпадают между собой и могут быть пред
ставлены законом нормального распределения. 
С другой стороны, по отношению к контрольной 
группе больных, на основе tкритерия Стьюден
та была показана статистическая достоверность 
снижения числа лимфоцитов и плазмоцитов соб  
ственного слоя слизистой оболочки (p<0,05) в 
группе больных, которым вводили рекомбинант
ный интерферон в сочетании с γDглутамилL
триптофаном. Это доказывает наличие позитив  
ного противовоспалительного эффекта при вве
дении в полипозную ткань указанных препаратов 
и подтверждает целесообразность иммунокорри
гирующей терапии.

Методами непараметрической статистики на 
основе критерия χквадрат доказана зависимость 
положительных изменений в структуре полипоз
ной ткани (уменьшение клеточной инфильтра  
ции) (р<0,001) в группе больных, которым в по
липозную ткань вводили указанные иммунокор
ригирующие препараты, по сравнению с группой 
больных, которым вводили только рекомбинант  
ный интерферон. Это также доказывает наличие 
выраженного противовоспалительного эффекта 
при комбинированном использовании рекомби
нантного интерферона с γDглутамилLтрипто
фаном.

Вероятно, сочетание рекомбинантного интер
ферона α2b с γDглутамилLтриптофаном вы  
зывает повышение противовоспалительного эф
фекта за счет снижения активности провоспа

лительных цитокинов (IL1β, IL6, IL10, IL12) и 
увеличения активности противовоспалительного 
цитокина TGFβ, что приводит к уменьшению меж
клеточного отека и усилению фиброза [7]. Кроме 
того, γDглутамилLтриптофана повышает про
тивовоспалительный эффект за счет стимуляции 
дифференцировки и пролиферации предшест
венников Тлимфоцитов, продукции IL2, IFNγ [6].

Выводы

1. При оценке морфологических изменений по  
липозной ткани больных с хроническим полипоз
ным риносинуситом на фоне применения имму
нокорригирующих средств целесообразно прове
дение качественного и количественного анализа 
изображений гистологических препаратов, что 
повышает информативность исследования.

2. Локальное введение в полипозную ткань со  
четания интерферона α2b с дипептидом γDглу  
тамилLтриптофаном вызывает выраженное 
противовоспалительное действие, которое прояв
ляется уменьшением межклеточного отека, уси
лением процессов фиброзирования и снижением 
числа лимфоцитов и плазмоцитов, инфильтриру
ющих собственную пластину слизистой оболочки 
полипозной ткани.

3. Применение сочетания интерферона α2b с 
дипептидом γDглутамилLтриптофаном явля
ется эффективным способом лечения хрониче
ского полипозного риносинусита, что позволяет 
его использовать в качестве консервативной те
рапии данного заболевания.
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Morphologic changes of nasal polyps tissue in patients with 
chronic rhinosinusitis with nasal polyps after local application 
of recombinant interferon α2b and γDglutamilLtryptophan

E.V. Bezrukova 1, N.M. Khmelnitskaya 1, E.V. Vorobeychikov 2, A.S. Simbirtsev 3

1 I.I. Mechnikov North-Western State Medical University, St. Petersburg; 
2 "Polifarm" Ltd., St. Petersburg; 

3 State Research Institute of Highly Pure Biopreparations, St. Petersburg

The research is conducted for the purpose of studying the morphological changes in nasal polyps after 
local application of interferon α2b and comination of interferon α2b with γDglutamylLtryptophan. 
Both interferon α2b and its combination with γDglutamylLtryptophan caused a reduction in the 
volume of nasal polyps due to a decrease in intercellular edema and an increase in fibrosis. The use 
of a combination of these immune preparations led to a decrease in lymphoid infiltration of the la
mina propria of the polypous tissue of mucosa. (Cytokines and Inflammation. 2019. Vol. 18. № 1–4. 
P. 37–42.)

Key words: chronic rhinosinusitis with nasal polyps, interferon α2b, γ-D-glutamyl-L-tryptophan.
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Индукция синтеза интерлейкинов 
и активаторов хемотаксиса под действием 
OmpF порина из Yersinia pseudotuberculosis 

на модели in vivo

бактерии некоторых штаммов Yersinia enterocoli
tica, несущие различные плазмиды и имеющие 
различные наборы белков наружной мембраны 
(НМ), способны ингибировать синтез NFκB в 
мышиных макрофагах линии J774A, а также по
давлять высвобождение TNFα и тем самым по  
вышать чувствительность клеток к апоптозу [11]. 
Фактор вирулентности LcrV Y. enterocolitica ин
дуцирует сигнал, вызывающий секрецию имму
носупрессивного цитокина IL10 и подавляющий 

O.Ю. Портнягина, А.С. Кузьмич, В.А. Хоменко, М.П. Исаева, 
Т.Ф. Соловьева, О.Д. Новикова

ФГБУН «Тихоокеанский институт биоорганической химии 
им. Г.Б. Елякова» ДВО РАН, г. Владивосток

Цель: дать характеристику раннего цитокинового ответа после однократной иммунизации мышей 
рекомбинантным OmpF (rOmpF) порином наружной мембраны псевдотуберкулезного микроба. 
rOmpF Y. pseudotuberculosis был экспрессирован в штамме Е. coli BL21 (DE3). Белок экстрагировали 
из телец включения 8 М мочевиной, рефолдинг олигомера порина осуществляли с помощью дли
тельного диализа. Полученный образец белка содержал примесь липополисахарида (ЛПС). Со  
держание цитокинов в крови мышей, иммунизированных однократно 100 мкг белка, определяли 
в течение суток (через 2, 4, 6 и 24 ч) с помощью набора ELISArray™ MEM008A MultiAnalyte Kit 
(QIAGEN, Нидерланды). Обнаружено, что повышение уровня экспрессии провоспалительных эн
догенных медиаторов у мышей, иммунизированных порином Y. pseudotuberculosis, обусловлено, в 
основном, примесью ЛПС. Однако, сравнение активности двух образцов порина: rOmpF, содержа
щего 0,31 мкг ЛПС на 1 мг белка, и rOmpF/ПMB, обработанного полимиксином В, позволило выявить 
действие собственно порина, которое было как стимулирующим (по отношению к IL6, MIP1α, 
MIP1β), так и подавляющим (по отношению к IL12, IL1β и IL17A). Очевидно, на ранних этапах 
развития псевдотуберкулезной инфекции OmpF порин и ЛПС действуют на клетки организма 
хозяина как единый эндотоксинбелковый комплекс, отдельные компоненты которого могут 
либо усиливать, либо ингибировать действие друг друга. (Цитокины и воспаление. 2019. Т. 18. 
№ 1–4. С. 43–49.)

Ключевые слова: Yersinia pseudotuberculosis, рекомбинантный OmpF порин, 
иммунизация, цитокины, хемокины.

Цитокины являются эндогенными медиатора
ми воспалительных реакций и иммунного ответа 
и определяют эффективность работы иммунной 
системы организмахозяина при любой инфек  
ции. Патогенные иерсинии обладают набором кле
точных факторов, с помощью которых формиру
ются благоприятные условия для внеклеточного 
размножения бактерий в лимфоидной ткани. Так, 

Портнягина Ольга Юрьевна, e-mail: odd64@mail.ru
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продукцию TNFα [14]. Убиквитинподобные цисте
иновые протеазы Y. enterocolitica и Y. pseudotu
berculosis (белки YopJ и YopP) определенным об  
разом изменяют внутриклеточные сигнальные 
пути, что, в свою очередь, приводит к уменьше  
нию синтеза цитокинов. И, наоборот, иммуниза
ция мышей YopJдефицитным штаммом Y. pseu
dotuberculosis приводит к устойчивому синтезу 
цитокинов [3]. У Y. pseudotuberculosis обнаружен 
также белок YopВ, который, помимо наличия 
мембранодеструктивной активности, препятст  
вует высвобождению TNFα макрофагами [1]. 

Изучение влияния компонентов НМ бактерий, 
в том числе бактерий рода Yersinia, на иммунный 
ответ макроорганизма с помощью модели in vivo 
в настоящее время используется достаточно ред
ко. Тем не менее, считают, что эксперименталь  
ная инфекция у грызунов (мышей, крыс, кроли  
ков) в общих чертах воспроизводит патогенез 
иерсиниозов у человека [8]. Определение уров
ней различных цитокинов в сыворотке крови им  
мунизированных животных позволяет судить об 
особенностях развития защитных реакций орга
низма, в отличие от экспериментов in vitro с ис  
пользованием клеточных линий, которые показы
вают функциональное состояние только соответ
ствующих клеток. 

В настоящей работе было исследовано действие 
одного из иммунодоминантных компонентов НМ 
псевдотуберкулезного микроба, неспецифическо  
го белка OmpF порообразующего типа, на синтез 
цитокинов и хемокинов у мышей после однократ
ной иммунизации. В качестве антигена был ис
пользован рекомбинантный порин НM Y. pseudo
tuberculosis (rOmpF). 

Материалы и методы

Экспрессию rOmpF Y. pseudotuberculosis, экстракцию его из 
телец включения и рефолдинг тримера порина проводили в 
соответствии с процедурой, описанной в работе [13]. Содер-
жание эндотоксина (липополисахарида (ЛПС)) в образцах 
rOmpF определяли с помощью набора для количественного 
определения энтотоксина Limulus Amebocyte Lysate (LAL) 
(«Thermo», США) в соответствии с протоколом производите - 
ля. Обработку rOmpF полимиксином В (ПМВ) проводили в 
со ответствии со способом, описанным в работе [4]. В резуль-
тате был получен образец рекомбинантного порина rOmpF/ 
ПMB.

Все эксперименты на животных проводили в соответствии 
с положениями Директивы N 2010/63/EC Европейского пар-
ламента и Совета Европейского союза «О защите животных, 
используемых в научных целях». Мышей линии BALB/c (сам - 
ки 4–8 недель, весом 20 ± 2 г, две группы по 20 животных для 
каждого образца белка), иммунизировали однократно об-
разцами rOmpF и rOmpF/ПMB в количестве 100 мкг на мышь. 
Забор крови для получения сыворотки от 5 животных каж-

дой группы проводили в течение суток, через 2, 4, 6, и 24 ч. 
В качестве контроля использовали пуловую сыворотку крови 
от 5 неиммунизированных мышей. 

Содержание цитокинов в пуловой сыворотке крови имму-
низированных животных определяли, используя набор «ELI-
SA rray™ MEM-008A Multi-Analyte Kit» («QIAGEN», Нидерлан - 
ды) в соответствии с протоколом производителя. Базовый 
уровень цитокинов в неиммунной сыворотке, выраженный в 
единицах оптической плотности, принимали за 100 %, а из-
менение содержания цитокинов в эксперименте выражали в 
процентах (%) относительно базового уровня.

Статистическую обработку результатов, включая расчет 
стандартного отклонения от среднего значения (± SD), про-
водили с помощью операционной системы Windows XP с ис-
пользованием пакета программного обеспечения Excel.

Результаты и обсуждение

Порообразующие белки НМ грамотрицатель  
ных бактерий играют важную роль во взаимодей
ствии между организмом хозяина и патогеном. 
Порины являются высокоактивными антигена  
ми, которые стимулируют специфические иммун
ные реакции макроорганизма. Антитела к пори  
нам обнаруживаются в сыворотке крови как пос  
ле вакцинации экспериментальных животных, так 
и у людей при естественном развитии инфекции 
[2, 6].

Ранее мы показали, что иммунизация мышей 
BALB/c rOmpF стимулирует развитие кислородо
зависимой бактерицидной активности фагоцитов 
и гуморального иммунного ответа [13]. В данной 
работе мы рассмотрели изменение содержания 
некоторых провоспалительных и регуляторных 
цитокинов (TNFα, IL6, IL12, IL1β, IL17A) и хе
мокинов (RANTES, MIP1α, MIP1β, MDC, эотак
сина, SDF1, МСР1) в крови мышей в течение 
24 ч после однократного введения rOmpF Y. pseu
dotuberculosis. Интервал наблюдения за измене
нием уровней цитокинов и хемокинов в экспери
ментах на животных был выбран в соответствии 
с данными о динамике накопления TNFα и IL6 
в сыворотке крови мышей, иммунизированных 
ЛПС из Y. pseudotuberculosis (штамм 598 Ib се
ровара), описанными в работе [10]. Согласно по
лученным данным, максимальная концентрация 
этих провоспалительных цитокинов наблюда  
лась, соответственно, через 2 и 8 ч после однократ
ного введения ЛПС, а через 24 ч количество ци
токинов было близко к контрольным значениям у 
интактных животных. Кроме того, известно, что 
обработка клеток (U937, THP1 и макрофагов, по  
лученных из костного мозга мыши) поринами, вы
деленными из Neisseria и Salmonella, приводила 
к экспрессии мРНК и высвобождению некоторых 
цитокинов в течение первых 24 ч после антиген  
ной стимуляции [5, 12].

Синтез цитокинов и хемокинов под влиянием порина OmpF из Yersinia pseudotuberculosis in vivo
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В нативной бактериальной мембране порин 
и липополисахарид связаны нековалентной, но 
очень прочной связью, что обусловливает взаи
мозависимость проявления их биологических 
свойств. Для того, чтобы оценить влияние собствен
но порина на продукцию цитокинов, мы сравнили 
стимулирующую активность двух образцов ре
комбинантного белка: rOmpF, содержащего при

месь эндотоксина (0,31 мкг ЛПС на 1 мг rOmpF), 
и rOmpF/ПMB, обработанного полимиксином В 
(для связывания и нейтрализации ЛПС). 

Как показано на рис. 1, а–е, через 4–6 ч уров  
ни эотаксина, MDC, RANTES, IL12, IL1β в кро
ви иммунизированных мышей после инъекции 
rOmpF значительно увеличились. Напротив, при 
иммунизации животных rOmpF/ПMB уровни 

д

б

г

е

Рис. 1. Изменение содержания хемокинов (эотаксин, MDC, RANTES) (а, б, в) и цитокинов (IL-12, IL-1β, IL-17A) (г, д, е) (% контроля) 
в сыворотке крови мышей BALB/c после однократного введения rOmpF и rOmpF/ПМВ, 100 мкг/мышь

Здесь и на рис. 2–3: ПМВ — полимиксин В; для получения иммунной сыворотки отбор проб крови проводили через 2, 4, 6 и 24 ч; первая точка на графике соот-
ветствует уровню цитокинов в неиммунной сыворотке, которая принята за 100 %; данные приведены как средние значения трех независимых экспериментов 
с учетом стандартного отклонения; * — значительные различия по сравнению с контролем (p ≤ 0,05). Точка N на оси абсцисс соответствует уровню контроля, 
принятого за 100 %.
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эотаксина и MDC практически не изменились 
(см. рис. 1, а, б), а уровни IL12, IL1β значительно 
снизились по сравнению с таковыми не только в 
иммунных сыворотках после введения rOmpF, но 
и в неиммунной сыворотке (см. рис. 1, д, е). IL12 
и IL1β относятся к провоспалительным цитоки
нам, которые синтезируются преимущественно 
макрофагами и моноцитами. Оба этих цитокина 
играют ключевую роль в развитии и регуляции 
как специфических, так и неспецифических за
щитных реакций организма.

Содержание хемокина RANTES, определен
ное в сыворотке через 6 ч после иммунизации 
rOmpF/ПMB, было намного ниже по сравнению 
с его уровнем после иммунизации rOmpF, но в 
5 раз превышало его уровень в неиммунной сы
воротке (см. рис. 1, в). Этот хемокин продуциру
ется эпителиальными клетками, лимфоцитами, 
тромбоцитами и играет важную роль в различ  
ных типах иммунного ответа, действуя как силь
ный хемоаттрактант для моноцитов, лимфоцитов, 
эозинофилов и базофилов.

Обнаружен ингибирующий эффект порина на 
экспрессию интерлейкинов IL12, IL1β и IL17A 
(см. рис. 1, е). Интересно то, что иммунизация 
rOmpF привела лишь к небольшому снижению 
уровня IL17A. Однако в случае rOmpF/ПMB че  
рез 2 ч после иммунизации наблюдалось резкое 
снижение содержания IL17A, и такой чрезвы
чайно низкий уровень медиатора по сравнению с 
неиммунной сывороткой поддерживался на про
тяжении всего времени эксперимента. Основная 
функция провоспалительного IL17A заключает
ся в вовлечении множества различных клеток в 
воспалительный ответ на бактериальную инва
зию посредством индукции экспрессии опреде
ленных цитокинов, хемокинов и металлопротеи  
наз [12]. Отсутствие IL17A и/или нарушение 
функций хелперных клеток Th17, продуцирую
щих этот интерлейкин, приводят к увеличению 

бактериальной нагрузки и повышенной воспри
имчивости организма к инфекционным агентам [9].

Таким образом, анализ полученных результа  
тов показал, что активация синтеза эотаксина, 
MDC, RANTES, IL12, IL1β в большей степени 
обусловлена примесью ЛПС в образце порина. 
В то же время под действием собственно порина, 
скорее всего, происходит ингибирование синте
за IL12, IL1β и IL17A, что может приводить к 
ослаблению воспалительной реакции у мышей. 
В связи с этим можно предположить, что порин 
действует так же, как и другие факторы виру
лентности иерсиний, обеспечивая длительную 
персистенцию и выживаемость бактерий в клет  
ках организмахозяина [1].

Динамика накопления SDF1 и MCP1 после 
введения обоих образцов рекомбинантного пори
на показана на рис. 2, а, б. Эти факторы являют  
ся важными компонентами системы врожденно
го иммунитета, обеспечивающими бактериаль  
ный клиренс при попадании патогена в организм. 
Стромальный клеточный фактор SDF1, являю
щийся сильным хемоаттрактантом для нейтро
филов, способствует их миграции к месту про
никновения патогена, а хемотактический фактор 
моноцитов MCP1 помогает превращать моноци  
ты в макрофаги. Было показано, что введение 
обоих образцов порина приводит к уменьшению 
количества SDF1 по сравнению с неиммунной 
сывороткой (см. рис. 2, а), однако через 24 ч ис
ходный уровень этого хемоаттрактанта восста
навливался. Этот результат указывает на то, что 
оба основных компонента НМ Y. pseudotuberculo  
sis (ЛПС и порин) могут выступать в качестве ин  
гибиторов синтеза SDF1 на ранних стадиях им
мунного ответа. 

Что касается MCP1, было обнаружено, что 
присутствие примеси ЛПС в образце порина име  
ет решающее значение для экспрессии этого хе  
моаттрактанта. Так, после введения rOmpF со

Рис. 2. Изменение содержания хемокинов SDF-1 (а) и MCP-1 (б) (% от контроля) в сыворотке крови мышей BALB/c 
после однократного введения rOmpF и rOmpF/ПМB, 100 мкг/мышь
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держание MCP1 постепенно увеличивалось и че  
рез 24 ч достигало концентрации в 6 раз выше, 
чем в неиммунной сыворотке (см. рис. 2, б). Однако 
в случае rOmpF/ПMB наблюдалась только крат
ковременная стимуляция синтеза MCP1: через 
4 ч уровень MCP1 увеличился в 3 раза, а затем 
постепенно уменьшался и через 24 ч от начала 
эксперимента возвращался к исходному уровню.

При определении содержания IL6, MIP1α, 
MIP1β в сыворотке иммунизированных живот
ных (рис. 3, а–в) для обоих образцов порина был 
обнаружен стимулирующий эффект. 

Однако уровень этих цитокинов после им
мунизации rOmpF был меньше, чем в случае 
rOmpF/ПMB. Таким образом, присутствие при
меси ЛПС в образце порина rOmpF приводило к 
значительному подавлению синтеза IL6: по срав
нению с иммунизацией rOmpF/ПMB содержание 
этого цитокина уменьшалось в 5 раз (см. рис. 3, а).

Значительно менее эффективно примесь ЛПС 
действовала на синтез MIP1α и MIP1β, тем не 
менее, содержание этих медиаторов после имму
низации мышей rOmpF также уменьшалось в 2 
и 1,55 раза, соответственно (см. рис. 3, б, в). Таким 

образом, можно предположить, что активация 
синтеза IL6, MIP1α и MIP1β в большей степе  
ни обусловлена собственно OmpF порином. Из
вестно, что макрофагальные белки воспаления 
MIP1α и MIP1β являются не только хемоаттрак
тантами, но также действуют как коактиваторы 
макрофагов, а IL6 синтезируется активирован  
ными макрофагами и Тклетками. IL6 действу
ет как провоспалительный, так и противовоспа
лительный цитокин, он в значительной степени 
стимулирует иммунный ответ, индуцируя синтез 
белков острой фазы, которые, в свою очередь, 
усиливают местное воспаление и мобилизуют ан  
тимикробную защиту организма. Однако перепро
изводство IL6 в макроорганизме может вызвать 
повреждение тканей вследствие аутоиммунной 
реакции [7]. 

Вместе с IL6 ведущую роль в индукции ответа 
острой фазы и защите хозяина от бактериальной 
инфекции играет также TNFα. Через 2 ч после 
введения обоих образцов рекомбинантного пори  
на наблюдалось резкое, но кратковременное уве
личение уровня TNFα (см. рис. 3, г). А затем, к кон
цу периода наблюдения, через 24 ч, в случае им  

Рис. 3. Изменение содержания цитокинов IL-6 (а), TNFα (г) и хемокинов MIP-1α (б), MIP-1β (в) (% контроля) 
в сыворотке крови мышей BALB/c после однократного введения rOmpF и rOmpF/ПМB, 100 мкг/мышь
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мунизации rOmpF уровень TNFα в сыворотке воз
вращался к начальному значению, а в сыворотке 
мышей, иммунизированных rOmpF/ПMB, коли
чество этого цитокина значительно уменьшалось 
по сравнению с таковым в неиммунной сыворот  
ке. Вероятно, именно порин оказывает значитель
ный супрессирующий эффект на синтез TNFα, 
развивающийся через 4 ч после введения антиге  
на. В случае образца rOmpF это воздействие, оче
видно, частично нивелируется присутствием ЛПС. 

Таким образом, показано существенное влия
ние порина Y. pseudotuberculosis на синтез про
воспалительных цитокинов IL6 и TNFα, которые 
оказывают разностороннее действие на иммун  
ную систему макроорганизма как на клеточном, 
так и на гуморальном уровне. Вероятно, при есте
ственном течении инфекционного процесса, по  
рин OmpF способствует развитию местной воспа
лительной реакции организма на ранней стадии 
развития иммунного ответа. Однако, наблюдая 
последующее снижение уровня экспрессии этих 
цитокинов, особенно TNFα, можно предположить, 
что именно порин препятствует дальнейшей си  
стемной активации иммунных реакций хозяи
на, которая в значительной степени обусловлена 
IL 6 и TNFα. В таком поведении ярко проявляет
ся дуализм иммунобиологических свойств этого 
компонента НМ бактерий.

Липополисахарид как основной активатор кле
ток иммунной системы традиционно использует  
ся для экспериментов in vitro. Однако в лите
ратуре существуют данные о том, что порообра
зующий белок может снижать интенсивность 
провоспалительных реакций, индуцированных 
ли пополисахаридом в клетках различных линий 
[15]. Использование двух разных образцов реком
бинантного порина, rOmpF и rOmpF/ПMB, по  
зволило нам не только изучить динамику изме
нения уровней отдельных медиаторов иммунного 
ответа на OmpF порин у мышей, но и дифферен
цировать влияние собственно порина и липопо
лисахарида на иммунные реакции подопытных 
животных на ранних стадиях развития инфек
ции. Мы обнаружили, что ЛПСопосредованный 
стимулирующий эффект на уровень различных 
медиаторов иммунного ответа может модулиро
ваться разнонаправленным действием порина — 
как подавляющим (по отношению к IL12, IL1β 
и IL17A), так и выраженным стимулирующим 
(по отношению к IL6, MIP1α, MIP1β). Очевид  
но, во время развития псевдотуберкулезной ин
фекции порины и липополисахариды действуют 
на клетки организмахозяина как единый эндо
токсинбелковый комплекс, отдельные компонен  
ты которого могут либо усиливать, либо ингиби
ровать действие друг друга.

Синтез цитокинов и хемокинов под влиянием порина OmpF из Yersinia pseudotuberculosis in vivo
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Induction of interleukin and hemotaxis activators synthesis under the action 
of OmpF porin from Yersinia pseudotuberculosis in vivo

O.Iu. Portnyagina, A.S. Kuz'mich, V.A. Khomenko, 
M.P. Isaeva, T.F. Solov'eva, O.D. Novikova

G.B. Elyakov Pacific Institute of Bioorganic Chemistry, 
Far Eastern Branch of Russian Academy of Sciences, Vladivostok

The aim: to characterize the early cytokine response after a single immunization of mice with recombi  
nant OmpF (rOmpF) porin of the outer membrane of the pseudotuberculosis microbe. Yersinia pseudo
tuberculosis rOmpF was expressed in E. coli BL21 (DE3). Protein was extracted from inclusion bodies 
with 8 M urea, refolding of porin oligomer was performed using exhaustive dialysis. The resulting pro
tein sample contained an admixture of lipopolysaccharide (LPS). The content of cytokines in the blood 
of mice immunized once with 100 μg of the protein was determined during the day (after 2, 4, 6 and 
24 hours) using the ELISArray™ MEM008A MultiAnalyte Kit (QIAGEN, the Netherlands). An increase 
in the expression level of proinflammatory endogenous mediators in mice immunized with Y. pseudo
tuberculosis porin was found to be mainly due to LPS admixture. However, a comparison of the activity 
of two porin samples: rOmpF, containing 0.31 μg LPS per 1 mg of protein, and rOmpF treated with poly
myxin B (rOmpF/PMB), revealed the effect of the porin itself, which was stimulatory (for IL6, MIP1α, 
MIP1β), and suppressive (for IL12, IL1β and IL17A). Obviously, in the early stages of the development 
of pseudotuberculosis infection, OmpF porin and LPS act on the cells of the host organism as a single 
endotoxinprotein complex, the individual components of which can either strengthen or inhibit the 
action of each other. (Cytokines and Inflammation. 2019. Vol. 18. № 1–4. P. 43–49.)

Key words: Yersinia pseudotuberculosis, recombinant OmpF porin, immunization, 
cytokines, chemokines.
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Субпопуляционный состав 
цитотоксических Т-лимфоцитов 

периферической крови и спинномозговой 
жидкости при рассеянном склерозе

все большее внимание уделяется роли цитоток
сических Тлимфоцитов (Тцит) в развитии дан
ного заболевания. Многочисленные исследования 
функциональных особенностей Тцит показали, 
что эти клетки, подобно Тхелперам 17, способны 
продуцировать широкий спектр провоспалитель  
ных цитокинов, вызывающих нарушения целост

И.В. Кудрявцев 1, А.Г. Ильвес 2, О.М. Новоселова 2, 
К.С. Рубаник 2, М.К. Серебрякова 1, Л.Н. Прахова 2

1 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург; 
2 ФГБУН Институт мозга человека им. Н.П. Бехтеревой РАН, Санкт-Петербург

С применением многоцветной проточной цитометрии проведен анализ основных субпопуляций 
цитотоксических Тлимфоцитов (Тцит), выявленных на основании экспрессии CD45RA и CD62L в 
парных образцах периферической крови и спинномозговой жидкости (СМЖ) больных рассеянным 
склерозом (РС) в период обострения (n = 32) и период ремиссии (n = 20), а также в периферической 
крови условно здоровых доноров (n = 51). При обострении РС наблюдается снижение относитель
ного содержания CD3+CD4+ и соотношения CD4/CD8 лимфоцитов в ликворе. При анализе образцов 
периферической крови, полученных от больных РС в период обострения, были выявлены обратные 
зависимости между баллами шкалы EDSS и абсолютным (r =–0,430 при р = 0,014) и относительным 
(r =–0,502 при р = 0,003) содержанием CD45RA+CD62L+ Тцит. При ремиссии РС относительное со
держание CD45RA–CD62L– Тцит снижалось до 8,70 % (6,51; 11,63), что было достоверно (р = 0,005) 
ниже значений контрольной группы — 12,18 % (10,38; 15,24), хотя и не отличалось (р = 0,114) от 
значений больных в период обострения — 11,31 % (8,28; 13,90). Анализ образцов ликвора выявил, 
что при рецидиве РС имеет место увеличение (р = 0,027) уровня ЕМ Тцит до 8,16 % (6,40; 11,40), 
тогда как в период ремиссии лимфоциты данной популяции составляли 6,49 % (4,51; 8,39) от обще  
го числа CD3+ клеток СМЖ. При обострении РС, как правило, наблюдается положительная взаи
мосвязь между относительным содержанием отдельных субпопуляций Тцит в СМЖ и процентным 
содержанием, а также концентрацией аналогичных популяций Тлимфоцитов в периферической 
крови. Обратная зависимость между уровнем ЕМ Тцит, циркулирующих в СМЖ, и «наивными» клет
ками периферической крови может объясняться тесной связью между этими двумя популяциями 
Тцит и клиническими проявлениями РС (в баллах по шкале EDSS). В период ремиссии большая 
часть этих зависимостей нарушается. Дальнейшие исследования динамики изменения цитотокси
ческих Тклеток в периферической крови и СМЖ помогут приблизиться к пониманию патогенеза РС, 
а также позволят обнаружить новые маркеры прогноза развития и течения данного заболевания. 
(Цитокины и воспаление. 2019. Т. 18. № 1–4. С. 50–57.)

Ключевые слова: проточная цитометрия, рассеянный склероз, цитотоксические Т-лимфоциты, 
CD45RA и CD62L, спинномозговая жидкость.

Патогенез рассеянного склероза (РС) традици
онно связывают с появлением в организме больно  
го аутореактивных клонов Тхелперов, способных 
проникать через гематоэнцефалической барьер и 
мигрировать в нервную ткань, но в последние годы 

Кудрявцев Игорь Владимирович, e-mail: igorek1981@yandex.ru
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ности гематоэнцефалического барьера, что дела  
ет его проницаемым для иммунных клеток, цир  
кулирующих в периферической крови [26]. С ис  
пользованием молекулярнобиологических ме
тодов было показано, что у больных РС в пери
ферической крови, спинномозговой жидкости 
(СМЖ) и в участках поражения нервной ткани 
обнаруживались CD3+CD8+ лимфоциты всего 
лишь нескольких клонов, выявленных на основа
нии анализа последовательности CDR3 участка 
Тклеточного рецептора (ТcR) [24]. Более того, та
кая узко специфическая олигоклональность кле  
ток была характерна только для цитотоксиче  
ских Тлимфоцитов, тогда как популяция Тхел
перов во всех исследованных тканях была весьма 
гетерогенна с точки зрения строения TcR. Эти 
результаты подтверждаются современными ис
следованиями, указывающими на то, что большин
ство клонов CD3+CD8+ клеток, обнаруживаемых 
в составе очагов поражения нервной системы, 
обычно представлены на значительном уровне и в 
периферической крови больных [20]. 

Другим важнейшим фактором, свидетельст
вующим о существенной роли цитотоксических 
Тлимфоцитов в патогенезе РС, являются ре  
зультаты генетических исследований, указыва
ющих на значимость некоторых аллельных форм 
молекул главного комплекса гистосовместимости 
I класса, распознавание которых связано с функ
циональной активностью именно CD3+CD8+ кле  
ток. Показано, что вероятность развития РС рез
ко возрастала при наличии у пациентов аллели 
HLAA*0301, тогда как присутствие в геноме ал
лели HLAA*0201 существенно снижало риски 
развития данной патологии [9]. Анализ гистохи
мического строения зон поражения нервной тка  
ни выявил, что в составе периваскулярных лим
фатических скоплений, встречающихся по пери
ферии активных демиелинизирующих бляшек, 
относительное содержание CD8+ Тлимфоцитов 
в пятьдесят и более раз превосходит содержание 
Тхелперов [10]. Хотя в настоящее время чаще 
указывается, что соотношение CD8/CD4 в рам
ках очагов составляет, в среднем, 10:1 [16]. В зо  
нах воспаления с демиелинизированными нерв
ными волокнами отмечается накопление зрелых 
эффекторных CD8+ Тклеток, несущих в своей 
цитоплазме гранулы с гранзимом В, способным 
вызывать апоптоз в клеткахмишенях [16]. Нако
пление CD3+CD8+ лимфоцитов в составе очагов 
поражения нервной ткани тесно связано с уров  
нем демиелинизации поврежденных аксонов [5]. 

К направленной миграции в очаги воспаления 
способны только зрелые Тклетки, прошедшие 
антигензависимую дифференцировку в пери
ферических лимфоидных органах, утратившие 
молекулы «хоуминга» в лимфоидную ткань, но об  
ладающие выраженными эффекторными свой

ствами и необходимым набором «адрессинов» для 
проникновения в нервную ткань. Именно этим 
группам Тцит, способным синтезировать эффек
торные цитокины и разрушать клеткимишени 
за счет секреции перфоринов и гранзимов, отво
дится ключевая роль в патогенезе различных за  
болеваний, включая РС. Поэтому целью данной 
работы стал анализ субпопуляционного состава 
Тцит периферической крови и СМЖ больных РС, 
а также поиск взаимосвязей между отдельными 
популяциями клеток различной локализации в 
периоды обострения и ремиссии РС.

Материалы и методы

Объектом исследования служила венозная кровь и СМЖ 
больных с рецидивирующим РС (n = 52), полученные путем 
пункции кубитальной вены и люмбальной пункции, соответ-
ственно, и собранные в вакуумные пробирки с содержанием 
K3ЭДТА. Группой сравнения служили образцы перифериче - 
ской крови, полученные от 51 условно здорового доброволь - 
ца. Диагноз РС устанавливали согласно критериям МакДо-
нальда [21]. В исследование вошли пациенты, никогда не 
получавшие препаратов, изменяющих течение РС (ПИТРС), и 
системных кортикостероидов в течение последних 90 дней. 
Все больные были разделены на две группы: находившиеся в 
стадии ремиссии (n = 20) и клинического обострения (n = 32). 
Под обострением понимали острое (в течение нескольких ча - 
сов) или подострое (в течение нескольких дней) появление 
новой или усугубление имеющейся очаговой неврологиче - 
ской симптоматики, сохранявшееся не менее 48 часов при 
отсутствии лихорадки и других возможных причин псевдо-
обострения. Результаты магнитно-резонансного томографи-
ческого исследования (накопление очагами контраста) при 
определении наличия обострения не учитывались. Всем па - 
циентам проводили стандартный неврологический осмотр с 
последующей балльной оценкой степени поражения функ-
циональных систем: зрительной, пирамидной, мозжечковой, 
чувствительной, функций тазовых органов, ствола мозга. Так - 
же подсчитывали балл по интегративной шкале EDSS — рас-
ширенной шкале инвалидизации [14]. 

Обе группы пациентов не различались по половому и воз - 
растному составу. Исследования были проведены с инфор-
мированного согласия испытуемых и в соответствии с Хель-
синкской декларацией Всемирной ассоциации «Этические 
принципы проведения научных медицинских исследований 
с участием человека» с поправками 2000 года и «Правилами 
клинической практики в Российской Федерации», утверж-
денными Приказом Минздрава РФ от 19.06.2003 г. № 266. Ис-
следование одобрено Комиссией по этике ФГБУН «Институт 
мозга человека им. Н.П. Бехтеревой» РАН 23 октября 2014 года. 

Все исследования проводили в день взятия образцов. Под - 
готовку образцов периферической крови и настройку про-
точного цитофлуориметра проводили в соответствии с реко - 
мендациями производителей антител. Для выявления основ-
ных популяций Тцит в случае образцов периферической кро-
ви применяли следующую панель моноклональных антител, 
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конъюгированных с различными флуорохромами (все анти-
тела производства «Beckman Coulter», США): CD62L-ECD (клон 
DREG56, кат. № IM2713U), CD3-APC (клон UCHT1, кат. № IM2467), 
CD8-APC-Alexa Fluor 700 (клон B9.11, кат. № A66332), CD45RA-
APC-Alexa Fluor 750 (клон 2H4LDH11LDB9 (2H4), кат. № A86050), 
CD4-Pacific Blue (клон 13B8.2, кат. № A82789), CD45-Krome 
Orange (клон J.33, кат. № A96416). Указанным набором моно-
клональных антител окрашивали 100 мкл периферической 
крови в соответствии с рекомендациями производителя. 
Удаление эритроцитов из образцов проводили по безотмы-
вочной технологии с использованием лизирующего раствора 
VersaLyse (кат. № A09777), к 975 мкл которого ex tempore 
добавляли 25 мкл фиксирующего раствора IOTest 3 Fixative 
Solution (кат. № A07800). 

Для анализа образцов СМЖ больных РС применяли сле - 
дующий набор моноклональных антител: CD45RA-FITC (клон 
2H4LDH11LDB9 (2H4), кат. № 6603117), CD56-PE (клон N 901 
(NKH-1), кат. № A07788), CD62L-ECD (клон DREG56, кат. 
№ IM2713U), CD8-PC5.5 (клон B9.11, кат. № B21205), CD4-PC7 
(клон SFCI12T4D11 (T4), кат. № 737660), CD3-APC (клон UCHT1, 
кат. № IM2467), CD45-Krome Orange (клон J.33, кат. № A96416). 
Непосредственно после пункции образцы СМЖ однократно 
отмывали избытком физиологического раствора с рН 7,2–7,4 
(330 g, 7 минут), клеточный осадок ресуспендировали в 100 мкл 
свежего физиологического раствора и окрашивали указан-
ным выше набором антител. По завершении 15-минутной ин - 
кубации в образцы вносили по 200 мкл физиологического 
раствора, содержащего 2 % нейтрального параформальдеги-
да (кат. № HT5011, «Sigma-Aldrich», США). Анализ проводили 
на проточном цитофлуориметре Navios™ («Beckman Coulter», 
США), оснащенном тремя диодными лазерами 405, 488 и 
638 нм. Для выявления основных популяций Тцит перифери-
ческой крови использовали алгоритм, детально описанный 
ранее [2]. Анализ образцов СМЖ проводили с использовани - 
ем тактики «гейтирования», приведенной на рис. 1. Обработ-
ку цитофлуориметрических данных проводили при помощи 
программ «Navios Software v.1.2» и «Kaluza™ v.1.2» («Beckman 
Coulter», США). 

Статистическую обработку проводили при помощи паке-
тов программ «Statistica 8.0» («StatSoft», США) и «GraphPad 
Prism 4.00» for Windows («GraphPad Prism Software Inc.», 
США). Результаты, полученные в ходе исследования относи-
тельного содержания различных субпопуляций цитотоксиче-
ских Т-клеток, приводили в виде медианы (Ме) и интерквар-
тильного размаха (Q25 и Q75). Для сравнения относительного 
содержания различных субпопуляций Тцит в перифериче - 
ской крови и СМЖ применяли критерий Вилкоксона для пар - 
ных выборок, тогда как корреляционный анализ проводили с 
использованием коэффициента ранговой корреляции r Спир-
мена.

Результаты и обсуждение

В периферической крови больных РС в период 
ремиссии относительное и абсолютное содержа
ние общей популяции CD3+ клеток не изменялось 
достоверно (р=0,295 и р=0,277, соответственно) 

по сравнению с группой контроля, тогда как у 
больных РС при обострении было отмечено сни
жение этих показателей с 78,10 % (72,95; 83,61) и 
1 327 кл/мкл (11,24; 1 651) до 75,55 % (66,64; 77,90) 
и 1 205 кл/мкл (900; 1 466), соответственно (при 
р=0,026 и р=0,043). Также выявлена обратная 
зависимость между относительным содержани
ем CD3+CD8+ в рамках общей популяции лим
фоцитов и баллом по шкале EDSS (r=–0,448 при 
р=0,010). При сравнении относительного и абсо
лютного содержания Тцит периферической кро
ви во всех трех группах выявлено достоверное 
(р=0,042) снижение Тцит у больных РС в период 
ремиссии по сравнению с контролем (394 кл/мкл 
(282; 439) против 443 кл/мкл (365; 530), соответ  
ственно). Сходные изменения были отмечены и 
другими группами исследователей. Так, у боль  
ных РС в периферической крови повышалось со  
отношение CD4/CD8 лимфоцитов, главным обра
зом, за счет снижения относительного содержа
ния цитотоксических Тлимфоцитов [7]. Данное 
обстоятельство было связано с уменьшением в 
циркуляции уровня CD28–CD8+ лимфоцитов, тогда 
как относительное содержание CD28+CD8+ кле  
ток достоверно не различалось между сравнива
емыми группами. В рамках другого исследования 
также отмечено снижение общего пула циркули
рующих CD3+CD8+ лимфоцитов за счет умень
шения уровней клеток эффекторной памяти (ЕМ) 
и эффекторных клеток (TEMRA) в перифериче  
ской крови [19]. 

Лимфоциты, выявлявшиеся в составе СМЖ 
больных РС, были представлены в основном 
Тклетками с фенотипом CD3+, относительное 
содержание которых в период ремиссии находи  
лось в пределах 94,56 % (91,89; 95,70), тогда как 
на фоне обострения составляло 93,71 % (91,64; 
95,32). Более того, у больных РС в период обо
стрения отмечена обратная зависимость между 
уровнями этих клеток в СМЖ и баллом по шкале 
EDSS (r=–0,504 при р<0,001). Анализ основных 
популяций CD3+ лимфоцитов СМЖ показал, что 
при обострении РС наблюдается снижение отно
сительного содержания CD3+CD4+ лимфоцитов 
до 64,16 % (55,41; 68,91) по сравнению с образцами 
от пациентов в период ремиссии (70,67 % (63,82; 
72,41) при р=0,016). Уровень цитотоксических 
Тклеток при обострении несколько увеличивал  
ся, хотя достоверных различий по данному по
казателю между группами отмечено не было 
(23,81 % (19,33; 28,43) против 19,09 % (16,77; 23,06) 
при р=0,100). Вместе с тем, соотношение CD4/CD8 
лимфоцитов в период рецидива РС достоверно 
(р=0,043) снижалось до 2,55 (2,13; 3,67) с 3,44 
(3,02; 4,40) в период ремиссии. Данные литерату
ры также указывают на то, что основным типом 
циркулирующих лимфоцитов в СМЖ являются 
Тклетки, составляющие по некоторым оценкам 
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около 97 % или 95 % от общего числа лимфоцитов 
[11, 25]. Причем подавляющее большинство кле  
ток являются Тхелперами, на которые прихо
дится около 70 % или 67 % лимфоцитов [8, 11]. При 
РС ранее отмечалось увеличение относительного 
содержания Тхелперов в СМЖ при сравнении 
с условно здоровыми добровольцами [23]. Более 
того, сравнение различных нейровоспалитель  

ных заболеваний выявило, что увеличение соот
ношения CD4+/CD8+ характерно именно для РС, 
тогда как результаты собственных исследований 
указывают на то, что данный показатель значи  
мо изменяется в периоды ремиссии и обострения 
РС [18]. 

В ходе дальнейших исследований на основании 
экспрессии CD45RA и CD62L среди Тцит были 
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0 102101 103
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Рис. 1. Алгоритмы выявления основных субпопуляций цитотоксических Т-лимфоцитов периферической крови (левый ряд гистограмм) 
и спинномозговой жидкости (правый ряд гистограмм) при помощи многоцветной проточной цитометрии

Слева направо: Гистограммы а: по оси абсцисс — интегральный сигнал прямого светорассеяния (FS int); по оси ординат — пиковый сигнал прямого светорас-
сеяния (FS peak); в области «sgl cells (одиночные клетки)» находятся неслипшиеся лимфоциты, на гистограмме отображены все проанализированные клетки. 
Гистограммы б: по оси абсцисс — уровень экспрессии CD45; по оси ординат — боковое светорассеяние (SS), характеризующее структуру цитоплазмы клеток; 
в области «CD45+++» находятся клетки с высокой экспрессией CD45 и низкими значениями бокового светорассеяния, показаны только одиночные клетки из 
гистограммы а. Гистограммы в: по оси абсцисс — боковое светорассеяние (SS); по оси ординат — прямое светорассеяние (FS), характеризующее размер кле-
ток; в области «LY» находятся клетки соответствующие по своим размерам и структуре популяции лимфоцитов периферической крови. Гистограммы г: по оси 
абсцисс — уровень экспрессии CD3; по оси ординат — количество проанализированных клеток; а области «CD3+» находятся Т-лимфоциты. Гистограммы д: по 
оси абсцисс — уровень экспрессии CD8; по оси ординат — уровень экспрессии CD4; в области «Tцит» располагаются цитотоксические Т-лимфоциты с фено-
типом CD3+CD8+. Гистограммы е: по оси абсцисс — уровень экспрессии CD62L; по оси ординат — уровень экспрессии CD45RA; в областях «naïve», «СМ», «ЕМ» и 
«TEMRA» располагаются, соответственно, клетки: «наивные», центральной и эффекторной памяти, а также «терминально-дифференцированные» CD45RA-по-
зитивные цитотоксические Т-лимфоциты. 
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выделены четыре основных стадии дифференци
ровки клеток, относительное содержание кото  
рых анализировалось в рамках общей популяции 
Тлимфоцитов с фенотипом CD3+ перифериче  
ской крови и СМЖ. Как показано на рис. 2, сни
жение уровня «наивных» Тцит в периферической 
крови сопровождалось уменьшением данной по
пуляции клеток в составе СМЖ больных РС как в 
период обострения, так и в период ремиссии. При 
этом, вне зависимости от стадии заболевания, в 
периферической крови содержание «наивных» 
клеток всегда превосходило показатели СМЖ. 
Более того, при анализе образцов перифериче
ской крови, полученных от больных РС в период 
обострения, были выявлены обратные зависимо
сти между баллами шкалы EDSS и абсолютным 
(r=–0,430 при р=0,014) и относительным (r=–0,502 
при р=0,003) содержанием CD45RA+CD62L+ Тцит. 
Клетки центральной памяти в образцах СМЖ 
превосходили значения, полученные для пери
ферической крови, что подтверждается данными 
других исследователей [17]. Считается, что имен  
но на этой стадии дифференцировки Тлимфо  
циты способны направленно мигрировать в нерв
ную ткань за счет взаимодействия поверхностно  
го Рселектина с ICAM1 венул сосудистого спле
тения и субарахноидального пространства [13]. 
В рамках другого исследования было показано, 
что именно цитотоксические Тлимфоциты боль
ных с активным рецидивирующим РС несли на 
своей поверхности высокий уровень PSGL1 по 

сравнению с аналогичной популяцией Тлимфо
цитов периферической крови условно здоровых 
доноров. Более того, именно CD3+CD8+ клетки 
обладали повышенной по сравнению с Тхелпе
рами способностью к миграции через активиро
ванные венулы мозговых оболочек в условиях in 
vitro [3]. 

Следует также отметить, что при сравнении 
разных субпопуляций Тцит в периферической 
крови больных РС с группой контроля основные 
изменения касались исключительно популяции 
ЕМ. Так, при ремиссии РС относительное содер
жание ЕМ Тцит снижалось до 8,70 % (6,51; 11,63), 
что было достоверно (р=0,005) ниже значений 
контрольной группы (12,18 % (10,38; 15,24)), хотя 
и не отличалось (р=0,114) от больных в период 
обострения (11,31 % (8,28; 13,90)). Исследование 
содержания Тцит с фенотипом CD45RA–CD62L– 
периферической крови показало, что как при 
обострении (118 кл/мкл (80; 184) при р=0,017), 
так и при ремиссии РС (104 кл/мкл (85; 142) при 
р=0,003) их концентрация оставалась достоверно 
ниже значений контрольной группы (166 кл/мкл 
(124; 213). Анализ образцов СМЖ выявил, что при 
рецидиве РС имеет место увеличение (р=0,027) 
уровня ЕМ Тцит до 8,16 % (6,40; 11,40), тогда как в 
период ремиссии лимфоциты данной популяции 
составляли 6,49 % (4,51; 8,39) от общего числа CD3+ 
клеток СМЖ. Как показано на рис. 2, увеличение 
относительного содержания CD45RA–CD62L– Тцит 
в периферической крови сопровождалось их из

Цитотоксические Тлимфоциты в крови и спинномозговой жидкости при рассеянном склерозе

Рис. 2. Анализ относительного содержания различных популяций цитотоксических Т-лимфоцитов в периферической крови 
и спинномозговой жидкости больных рассеянным склерозом в период ремиссии (верхний ряд) и обострения (нижний ряд)

ПК — относительное содержание клеток в периферической крови; СМЖ — относительное содержание клеток в спинномозговой жидкости. Результаты приве-
дены в виде % клеток каждой из популяций Тцит в рамках общей популяции CD3+ клеток. Статистическую значимость зависимости между выборками оценивали 
при помощи парного теста Вилкоксона.
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менением в СМЖ (р=0,014), тогда как на стадии 
ремиссии подобной динамики не отмечалось. Кро  
ме того, именно у больных с обострением РС была 
выявлена корреляционная связь между увеличе
нием относительного содержания клеток данной 
популяции в СМЖ и баллом EDSS (r=0,366 при 
р=0,047), чего не было отмечено для больных в 
период ремиссии (r=0,018 при р=0,945). Таким 
образом, при рецидиве РС наблюдается увели
чение уровня ЕМ Тцит в СМЖ при сравнении с 
показателями периферической крови, а также 
СМЖ больных в период ремиссии. 

Принципиальным отличием ЕМ клеток от кле  
ток центральной памяти (СМ) является выра
женная способность к продукции эффекторных 
цитокинов и проявлению цитолитической актив
ности в отношении клетокмишеней [1]. Более 
того, именно на этой популяции клеток возраста
ет экспрессия молекул «хоуминга» в воспален  
ные ткани. Так, значительная часть цитотоксиче
ских Тлимфоцитов, обнаруживаемых в соста
ве нервной ткани, не экспрессировали CCR7 и 
CD62L, но несли на своей поверхности α4инте  
грин [12]. Ключевую роль в селективном проник
новении клеток эффекторной памяти в пределы 
ЦНС играли эндотелиальные клетки сосудов ге
матоэнцефалического барьера, причем привле
кались именно CD3+CD8+ лимфоциты, способные 
к синтезу и секреции IFNγ и IL17. Другой важ
нейшей молекулой, определяющей миграцию 
CD3+CD8+ лимфоцитов периферической крови 
в пределы нервной ткани, является MCAM [15]. 
Уровень MCAM+ Тцит, способных синтезиро

вать провоспалительные цитокины IL17, IFNγ, 
GMCSF и TNF, а также индуцировать апоптоз 
олигодендроцитов в условиях in vitro, у больных 
РС повышался во время рецидива заболевания. 

Отдельно следует остановиться на результа  
тах корреляционного анализа субпопуляционно
го состава Тцит периферической крови и СМЖ, 
приведенных для больных в период обострения 
в табл. 1, а для больных в период ремиссии — в 
табл. 2. Как видно из приведенных результатов, 
при обострении РС, как правило, наблюдается по
ложительная взаимосвязь между относительным 
и абсолютным содержанием отдельных субпопу
ляций Тцит в СМЖ и концентрацией аналогич  
ных популяций Тлимфоцитов в периферической 
крови. Обратная зависимость между уровнем ЕМ 
Тцит, циркулирующими в СМЖ, и «наивными» 
клетками периферической крови может объяс
няться тесной связью между этими двумя попу
ляциями Тцит и клиническими проявлениями РС 
(в баллах по шкале EDSS), как это было обнару
жено нами. 

Повидимому, обострение РС, ассоциированное 
с нарушением целостности гематоэнцефаличе
ского барьера и сопровождающееся направленной 
миграцией Тклеток из периферических лимфо
идных органов в нервную ткань, сопровождается 
сонаправленными изменениями субпопуляцион
ного состава Тцит периферической крови и СМЖ 
(см. табл. 1). Последнее обстоятельство требует 
дальнейших детальных исследований, так как по  
может определить роль цитотоксических Ткле
ток в патогенезе РС. С одной стороны, Тцит за 

Т а б л и ц а  1 
Взаимосвязь между относительным (% от CD3+ клеток) и абсолютным (#, колво клеток в 1 мкл) 

содержанием основных популяций цитотоксических Тлимфоцитов периферической крови 
и аналогичными популяциями CD3+CD8+ клеток спинномозговой жидкости у больных 

рассеянным склерозом в период обострения (n = 32) 

Спинномозговая 
жидкость

Периферическая кровь

«Наивные» Тцит CM Тцит EM Тцит TEMRA Тцит

% # % # % # % #

«Наивные» Тцит, %
r 0,456 0,554 0,370 0,441 –0,078 0,237 0,361 0,417

p 0,011 0,001 0,044 0,015 0,683 0,207 0,050 0,022

CM Тцит, %
r 0,248 0,375 0,627 0,645 0,315 0,551 –0,184 0,000

p 0,187 0,041 < 0,001 < 0,001 0,090 0,002 0,330 1,000

EM Тцит, %
r –0,498 –0,524 0,033 –0,095 0,566 0,261 –0,226 –0,283

p 0,005 0,003 0,864 0,618 0,001 0,164 0,229 0,129

TEMRA Тцит, %
r –0,071 0,045 –0,027 0,081 0,030 0,265 0,671 0,664

p 0,711 0,813 0,886 0,670 0,875 0,158 < 0,001 < 0,001

Примечание к таблице 1 и 2. Тцит — цитотоксические Т-лимфоциты; CM — Т-клетки центральной памяти; EM — Т-клетки эффекторной 
памяти, не экспрессирующие CD45RA; TEMRA — «терминально-дифференцированные» T-клетки эффекторной 
памяти, экспрессирующие CD45RA. По горизонтали указаны популяции Тцит периферической крови, по верти-
кали — популяции Тцит спинномозговой жидкости; жирным шрифтом выделены достоверные корреляционные 
зависимости согласно коэффициенту ранговой корреляции Спирмена. 
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счет продукции провоспалительных цитокинов 
(в первую очередь, IL17) и запуска апоптоза в 
клетках нервной ткани способствуют развитию 
данной патологии. Увеличение относительного 
содержания IL17продуцирующих Тцит обна
ружено как в составе очагов воспаления, так и в 
периферической крови больных РС [22, 27]. Эти 
клетки также обнаруживаются в составе актив  
ных очагов поражения нервной ткани при помо
щи гистологических методов исследования [26]. 
С другой стороны, некоторыми исследователями 
отмечается способность Тцит ограничивать вос
палительные реакции, протекающие в нервной 
ткани за счет индукции апоптоза в активирован
ных Тхелперах, распознающих эпитопы основ
ного белка миелина (MBP, от англ. «myelin basic 
protein») и гликопротеина олигодендроцитов мие  

лина (MOG, от англ. «myelin oligodendrocyte gly
coprotein») при совместном культивировании [6]. 
Более того, в ходе экспериментов in vitro выявле  
на способность MOG1специфических Тцит инги
бировать пролиферацию MOG1специфических 
Тхелперов в условиях in vitro [4]. 

Приведенные выше собственные результаты и 
литературные данные подтверждают идею о том, 
что цитотоксические Тлимфоциты больных рас
сеянным склерозом способны покидать кровоток 
и мигрировать в пределы центральной нервной 
системы. Поэтому исследование этой популяции 
Тклеток периферической крови и спинномоз
говой жидкости поможет подойти к пониманию 
патогенеза рассеянного склероза, а также обна  
ружить новые маркеры прогноза развития и те
чения данного заболевания.
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Цитотоксические Тлимфоциты в крови и спинномозговой жидкости при рассеянном склерозе

Т а б л и ц а  2 
Взаимосвязь между относительным (% от CD3+ клеток) и абсолютным (#, колво клеток в 1 мкл) 

содержанием основных популяций цитотоксических Тлимфоцитов периферической крови 
и аналогичными популяциями CD3+CD8+ клеток спинномозговой жидкости у больных 

рассеянным склерозом в период ремиссии (n = 20)

Спинномозговая 
жидкость

Периферическая кровь

«Наивные» Тцит CM Тцит EM Тцит TEMRA Тцит

% # % # % # % #

«Наивные» Тцит, %
r 0,380 0,463 –0,078 0,120 –0,126 –0,071 0,244 0,349

p 0,098 0,040 0,743 0,613 0,596 0,767 0,301 0,132

CM Тцит, %
r –0,056 0,053 0,529 0,477 0,039 0,119 0,212 0,153

p 0,816 0,826 0,016 0,034 0,870 0,618 0,369 0,519

EM Тцит, %
r –0,140 –0,250 –0,194 –0,328 0,110 –0,107 0,340 0,155

p 0,556 0,289 0,413 0,158 0,645 0,654 0,143 0,514

TEMRA Тцит, %
r 0,206 0,053 0,051 –0,232 –0,235 –0,515 0,662 0,350

p 0,383 0,823 0,830 0,324 0,319 0,020 0,001 0,131
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Cytotoxic T cell subsets in peripheral blood and cerebrospinal fluid 
in patients with multiple sclerosis

I.V. Kudryavtsev 1, A.G. Ilves 2, O.M. Novoselova 2, 
K.S. Rubanik 2, M.K. Serebriakova 1, L.N. Prakhova 2

1 Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg; 
2 N.P. Bechtereva Institute of the Human Brain 

of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg 

Using multicolor flow cytometry the main cytotoxic T lymphocytes (Tcyt) subsets were identified ba
sed on the expression of CD45RA and CD62L, in paired samples of peripheral blood and cerebrospinal 
fluid from the patients during the relapse (n = 32) and remission (n = 20) of multiple sclerosis (MS), as 
well as in the peripheral blood of healthy volunteers (n = 51). During the relapse of MS, the decreases in 
relative numbers of CD3+CD4+ cells and CD4/CD8 ratio were observed. In peripheral blood from relapse 
MS patients, the correlations between EDSS score and absolute (r =–0.430, p = 0.014) and relative 
(r =–0.502, p = 0.003) number of CD45RA+CD62L+ Tcyt were identified. During MS remission, relative 
number of blood CD45RA–CD62L– Tcyt decreased significantly (p = 0.005) to 8.70 % (6.51; 11.63) in 
comparison with control group — 12.18 % (10.38; 15.24) although it did not differ (p = 0.114) from 
relapse patients — 11.31 % (8.28; 13.90). Analysis of liquor samples revealed that during the relapse 
of MS the percentage of CD45RA–CD62L– Tcyt was increased (p = 0.027) up to 8.16 % (6.40; 11.40), while 
in remission these cells were only 6.49 % (4.51; 8.39) from the total number of CD3+ cells. During MS 
relapse, positive correlations between the relative number of "naïve", CM, EM and TEMRA Tcyt from 
liquor and the percentages, as well as the concentrations of similar Tlymphocytes subsets from peri
pheral blood were revealed. The inverse relationship between the level of EM Tcyt from liquor and pe
ripheral blood "naïve" cells showed the close relationship between these two Tcyt subsets and clinical 
manifestations of MS (in scores of EDSS scale). During remission, most of these dependencies were 
disrupted. Further investigations of cytotoxic T cells dynamics in peripheral blood and cerebrospinal 
fluid will help to approach the understanding of the MS pathogenesis, and will also reveal new markers 
for the prognosis of the development and course of the disease. (Cytokines and Inflammation. 2019. 
Vol. 18. № 1–4. P. 50–57.)

Key words: flow cytometry, multiple sclerosis, cytotoxic T cells, CD45RA and CD62L, 
cerebrospinal fluid.
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Холинергическая регуляция активности 
тучных клеток перитонеального экссудата

врожденного иммунитета являются Fcγрецепторы 
и рецепторы для компонентов комлемента C3b и 
C3d, благодаря которым тучные клетки распозна  
ют опсонизированные антигены. Кроме того, ма
стоциты несут некоторые патогенраспознающие 
рецепторы (TLR2, TLR3, TLR4, CD48), что по
зволяет им распознавать патогены напрямую и 
отвечать немедленным реагированием, высвобож 
 дая провоспалительные медиаторы [4, 23]. Выде
ление провоспалительных цитокинов способст  
вует привлечению нейтрофилов и других эффек
торных клеток и непосредственной организации 
иммунного ответа. Несмотря на хорошо исследо
ванную роль мастоцитов в локальном и системном 
воспалении, процесс их регуляции вегетативным 
отделом нервной системы остается недостаточно 
охарактеризованным. 

Н.А. Кутукова 1, И.В. Кудрявцев 1, 2, М.К. Серебрякова 1, 
В.В. Гусельникова 1, О.В. Шамова 1, П.Г. Назаров 1, 2

1 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург; 
2 ФГОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет 

имени академика И.П. Павлова» Минздрава России, Санкт-Петербург

Целью работы было изучение характера влияния холинергических агентов на спонтанную секре  
цию тучных клеток перитонеального экссудата, а также на индуцированную лигандом Fcεре цеп
торов (FcεR). В качестве холиномиметика был выбран карбахол, неметаболизируемый аналог 
аце тилхолина. Путем регистрации высвобождения гистамина обнаружили двойственный харак
тер регуляции активности мастоцитов с помощью карбахола. С одной стороны, холиномиметик 
стимулировал тучные клетки, способствуя дегрануляции, с другой — достоверно подавлял инду
цированную лигандом FcεR активацию перитонеальных мастоцитов, соответственно концепции о 
противовоспалительной функции парасимпатической нервной системы. Удалось выявить отли  
чия от классического представления нейрофизиологических основ холинергического противо
вос палительного пути. В отличие от никотиновой регуляции «воспалительного рефлекса», в про
цесс модуляции активности тучных клеток перитонеального экссудата вовлечены мускариновые 
рецепторы. Таким образом, продемонстрирована гетерогенность холинергического влияния на 
тучные клетки в зависимости от тканевой принадлежности последних. (Цитокины и воспаление. 
2019. Т. 18. № 1–4. С. 58–65.)

Ключевые слова: тучные клетки, карбахол, холинергические нервные волокна.

Благодаря большому количеству активацион
ных рецепторов, экспрессированных на поверх
ности тучных клеток, последние вовлечены в 
воспалительные процессы различной этиологии. 
Являясь ключевыми участниками гиперчувстви
тельности немедленного типа, тучные клетки так  
же играют не менее существенную роль в реак
циях врожденного и приобретенного иммунитета. 
Локализуясь в тканях, контактирующих с внеш  
ней средой, тучные клетки одними из первых ре
агируют на тканевые повреждения при травмах, 
при действии инфекционных агентов или их про
дуктов. Помимо Fcεрецепторов, связывающих 
IgE (FcεR), среди мембранных молекул мастоци  
тов наиболее важными для реализации функций 
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Иммунорегуляторное влияние вегетативной 
нервной системы заключается в противовоспа
лительной функции холинергических нервных 
волокон [9]. Было показано, что при стимуляции 
макрофагов блуждающим нервом ацетилхолин 
связывается с α7субъединицей никотинового 
ацетилхолинового рецептора, ингибируя синтез 
TNFα, IL1, IL18 и ряда других провоспалитель
ных цитокинов [27]. Вопрос о характере взаимо
отношений между холинергическими нервными 
волокнами и тучными клетками весьма неодноз
начен и, несмотря на длительность изучения, по
прежнему актуален и требует детального рассмо
трения. 

В нашей работе мы попытались внести вклад в 
понимание холинергической иннервации тучных 
клеток на примере перитонеальных мастоцитов.

Материалы и методы

В работе использовали самцов мышей линии CBA, полу-
ченных из питомника «Рапполово» (Ленинградская область, 
Россия), а также их потомство, выращенное в виварии ФГБНУ 
«Институт экспериментальной медицины». Лабораторных 
животных содержали в стандартных условиях со свободным 
доступом к пище и воде в соответствии с правилами, приня - 
тыми Европейской конвенцией по защите позвоночных жи-
вотных, используемых для экспериментальных и иных науч - 
ных целей (ETS № 123 от 18.03.1986, Страсбург, Франция). 

Мышиный перитонеальный экссудат получали и анализи-
ровали согласно протоколам, описанным ранее [5, 12]. Для 
умерщвления лабораторных животных применяли метод цер-
викальной дислокации. Перитонеальную суспензию получали 
через 20 мин после внутрибрюшинного введения стерильно - 
го раствора Хенкса (ООО «БиолоТ», Санкт-Петербург), допол-
ненного фетальной телячьей сывороткой (FCS — fetal calf 
serum; «Hyclone», США). Фракцию, обогащенную тучными 
клетками, получали с применением метода разделения клеток 
в градиенте плотности перколла. Подсчет клеток проводили 
в камере Горяева по стандартной методике.

Оценку количества тучных клеток в перитонеальном экс-
судате мыши проводили с использованием метода проточ - 
ной цитофлуориметрии по экспресии маркеров FcεRI и CD117 
(c-kit) на приборе «Navios™» («Beckman Coulter», США). Для 
цитометрического анализа использовали моноклональные 
антитела к поверхностному антигену FcεRI, конъюгированные 
с красителем «Alexa Fluor 647» (Clone MAR-1) («BioLegend», 
США), детекция флуоресценции которого наблюдалась при 
длине волны 668 нм. Моноклональные антитела к c-kit ре-
цептору были конъюгированы с красителем «Alexa Fluor 488» 
(Clone 2B8) («BioLegend», США), длина волны пика эмиссии 
которого составляла 519 нм. Для каждого из моноклональ - 
ных антител были использованы соответствующие изотипи-
ческие контроли. Образцы клеточной суспензии для иммуно-
фенотипирования брали до и после разделения в перколле.

Тучные клетки мышиного перитонеального экссудата ви-
зуализировали, применяя гистохимический метод окрашива - 
ния толуидиновым синим красителем (ООО «ЛабПоинт», Санкт-

Петербург). Окрашенные мазки заключали в перманентную 
среду «Cytoseal 60» («Thermo Scientific», США). Полученные 
препараты исследовали под микроскопом «Leica DM750» 
(«Leica», Германия), фотографировали с помощью цифровой 
фотокамеры ICC50 («Leica», Германия). Обработку получен - 
ных изображений проводили с применением компьютерной 
программы «LAS EZ». Гистохимические исследования про-
водили на базе отдела общей и частной морфологии ФГБНУ 
«Институт экспериментальной медицины».

Фракцию мышиного перитонеального экссудата, обога-
щенную тучными клетками, промывали и разводили в раст-
воре Хенкса, дополненном 2 % FCS. После этого клеточную 
суспензию делили на равные части и добавляли равный объ - 
ем исследуемых в работе препаратов. В качестве положи-
тельного контроля дегрануляции использовали очищенные 
крысиные антитела против мышиного IgE (анти-IgE, αIgE) 
(клон R35-72) («BD Pharmingen», США). Для изучения холи-
нергической модуляции функциональной активности тучных 
клеток проводили дополнительную предобработку клеток с 
помощью карбахола (Cch) («Sigma-Aldrich», США), предше-
ствующую добавлению положительного контроля. Для изу-
чения вовлеченности холинорецепторов в данный процесс 
клетки поочередно подвергали предобработке блокаторами 
ацетилхолиновых рецепторов никотинового или мускарино-
вого типа (н-АХР или м-АХР, соответственно), предшествую - 
щей добавлению в реакционную смесь карбахола, положи-
тельного контроля или стимулирующих агентов вместе. Хо-
линергические препараты добавляли к клеточной суспензии 
также и поодиночке. Каждую обработку тучных клеток ис-
следуемыми веществами сопровождали инкубацией в тече-
ние 30 минут при температуре 37 °С. По истечении времени 
инкубации эппендорфы с клеточной суспензией помещали на 
лед для остановки реакции. Далее клетки осаждали центри-
фугированием. Надосадочную фракцию, содержащую выде-
лившиеся преформированные медиаторы, отбирали в отдель-
ные пробирки и замораживали при –20 °С. Для тотального 
выхода медиаторов мастоциты разводили деионизированной 
водой и разрушали замораживанием/оттаиванием.

Никотиновые ацетилхолиновые рецепторы (н-АХР) бло-
кировали с использованием гексаметония бензолсульфоната 
(бензогексоний) (Hex) («Sigma-Aldrich», США), неселективно - 
го блокатора н-АХР. Мускариновые ацетилхолиновые рецеп-
торы (м-АХР) блокировали с использованием атропина (ATR) 
(ОАО «Дальхимфарм», г. Хабаровск), неселективного блока-
тора м-АХР, и пирензепина (Prz) («Sigma-Aldrich», США), спе-
цифического блокатора М1-холинорецептора. Жизнеспособ - 
ность клеток в ответ на действие рабочих концентраций пре-
паратов оценивали на проточном цитофлуориметре с помо - 
щью раствора йодистого пропидия (PI, «Sigma-Aldrich», США).

Оценку активации тучных клеток регистрировали с помо - 
щью модифицированного метода Шора, основанного на ре-
акции конденсации гистамина с ортофталевым альдегидом 
(ОФА) [26]. В результате реакции образовывался высоко-
флуоресцирующий комплекс, который измеряли на приборе 
«Fluoroscan Accent FL» («Thermo Fisher Scientific», США) при 
длине волны возбуждения 350 нм и эмисссии 460 нм. По яр-
кости флуоресценции, выраженной в единицах флуоресцен - 
ции (relative fluorescent units (RFU)), судили о количестве 
гистамина в пробе. Долю выделившегося гистамина высчи-
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тывали по формуле: А/(А+В), где А — содержание биогенно - 
го амина в надосадочной жидкости, В — содержание медиа - 
тора в осадке (клеточном лизате). RFU пересчитывали в ус-
ловные единицы (у. е.) в виде отношения к действию отри-
цательного контроля, который был принят за единицу.

Статистическую обработку данных проводили с помощью 
пакетов программ «Microsoft Office Excel», «BioStat». Ре - 
зультаты представляли в виде средней арифметической зна-
чений, полученных в 3–10 независимых опытах, и средней 
квадратичной ошибки (M ± m). Для определения различий 
между независимыми группами нормально распределенных 
данных использовали t-критерий Стьюдента. Достоверными 
считали различия при уровне значимости p < 0,05.

Результаты и обсуждение

Используя метод проточной цитофлуоримет
рии, мы показали, что доля мастоцитов от обще  

го числа клеток мышиной перитонеальной поло  
сти составляла 10,91 % (рис. 1, а). После очистки 
клеток в градиенте плотности перколла на фрак  
цию тучных клеток стало приходиться 28,79 % от 
всего количества клеток перитонеального экссу
дата (рис. 1, б).

Как упоминалось ранее, визуализацию тучных 
клеток в перитонеальном экссудате проводили с 
применением гистохимического метода окраши
вания толуидиновым синим красителем (рис. 2). 
В мазках перитонеальной жидкости тучные клет
ки хорошо выявлялись по характерной метахро
матической окраске гранул в фиолетовый цвет. 
Насыщенная фиолетовая окраска гранул тучных 
клеток указывает на высокую концентрацию ге
парина и достигнутый уровень зрелости. Плотно 
упакованные гранулы заполняли всю цитоплазму 
мастоцитов, экранируя ядра клеток. На данных 
препаратах перитонеальные тучные клетки имели 
округлую, овальную или слегка вытянутую фор  
му и относительно крупные размеры (15–25 мкм).

В рамках данного исследования мы изучали 
регуляторное воздействие холинергических пре
паратов на работу тучных клеток перитонеаль  
ного экссудата. Путем регистрации высвобожде  
ния гистамина нам удалось показать, что карбахол, 
неметаболизируемый аналог ацетилхолина, сти
мулировал дегрануляцию перитонеальных мас
тоцитов (рис. 3). Холиномиметик оказывал доста 
точно слабое влияние на высвобождение биоген
ного амина перитонеальными тучными клетками, 
однако данный эффект являлся воспроизводимым 
и повторялся в 10 независимых экспериментах. 
При этом степень воздействия карбахола увели
чивалась с уменьшением его концентрации.

Наши результаты сопоставимы с описанными 
в литературе данными. В ряде работ было пока
зано достоверное дозозависимое высвобождение 
гистамина из крысиных перитонеальных и плев

Рис. 2. Характеристика перитонеальных тучных клеток мыши гистохимическим методом окрашивания 
толуидиновым синим красителем на кислые полисахариды

а — увеличение × 40, масштабный отрезок равен 50 мкм; б — увеличение × 100, масштабный отрезок равен 20 мкм. Стрелками отмечены перитонеальные туч - 
ные клетки.

а б

Рис. 1. Характеристика перитонеальных тучных клеток мыши 
с помощью проточной цитометрии по экспрессии поверхностных 

маркеров FcεRI и CD117 (c-kit)

а — анализ клеток мышиного перитонеального экссудата до их разделения 
в градиенте плотности перколла; б — анализ перитонеального экссудата, 
обогащенного фракцией тучных клеток, после разделения клеток в градиенте 
плотности перколла.
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Рис. 4. Мышиный перитонеальный экссудат, обогащенный фракцией тучных клеток

Окрашивание толуидиновым синим. а, б — контроль (интактные клетки); в, г — клетки, стимулированные карбахолом (10–8 М); д, е — клетки, стимулированные 
антителами против мышиного IgE (0,5 мкг/мл). Фотографии левого ряда — увеличение × 100, масштабный отрезок равен 20 мкм, фотографии правого ряда — 
увеличение × 40, масштабный отрезок равен 50 мкм.

Рис. 3. Влияние разных концентраций карбахола на высвобождение гистамина тучными клетками 
мышиного перитонеального экссудата

По оси абсцисс — молярные концентрации карбахола, отрицательный контроль — раствор Хенкса, положительный контроль — антитела против мышиного IgE 
(αIgE, 0,5 мкг/мл). По оси ординат — средние показатели высвобождения гистамина в ответ на влияние стимулирующих агентов, пересчитанные по отношению 
к отрицательному контролю, который был принят за единицу. Результаты представлены в виде средней арифметической значений, полученных в 10 независи - 
мых опытах, и ошибки средней (M ± m). * — достоверное отличие от контроля при p < 0,05.
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Рис. 5. Влияние разных концентраций карбахола на анти-IgE-зависимую дегрануляцию 
тучных клеток мышиного перитонеального экссудата

По оси абсцисс — молярные концентрации карбахола, предобрабатывающие взвесь клеток до добавления антител к IgE (αIgE), отрицательный контроль — раст - 
вор Хенкса, положительный контроль — антитела против мышиного IgE (0,5 мкг/мл). По оси ординат — средние показатели по высвобождению гистамина в 
ответ на влияние стимулирующих агентов, пересчитанные по отношению к отрицательному контролю, который был принят за единицу. Результаты представлены 
в виде средней арифметической значений, полученных в 10 независимых опытах, и ошибки средней (M ± m). * — достоверное отличие от αIgE при p < 0,05.

ральных тучных клеток под действием ацетилхо
лина и карбахолина [6, 8, 24]. Гистаминлибери
рующие свойства применяемого в нашей работе 
холиномиметика карбахола были проявлены и по 
отношению к перевиваемой линии тучных кле  
ток человека HMC1 и по отношению к базофи  
лам крови человека [1–3, 17–20].

Результаты по влиянию карбахола на спонтан
ную дегрануляцию тучных клеток перитонеаль
ного экссудата, выраженные в виде средних пока
зателей высвобождения гистамина, согласуются 
с результатами гистохимических исследований. 
На рис. 4 представлены фотографии клеток пери
тонеального экссудата, обогащенного фракцией 
мастоцитов, окрашенного толуидиновым синим 
красителем. Фотографии сфокусированы на пе
ритонеальных тучных клетках, стимулирован
ных карбахолом (108 М) (рис. 4, в, г) в сравнении с 
интактными мастоцитами (рис. 4, а, б) и тучными 
клетками, активированными αIgE (рис. 4, д, е). 
В необработанном перитонеальном экссудате 
тучные клетки плотно упакованы гранулами, яд
ра мастоцитов визуально не определяются (см. 
рис. 4, а, б). Тучные клетки, обработанные карба
холом, напротив, имеют рыхлую неровную мем
брану (рис. 4, в, г). Окраска таких клеток ослаб  
ляется до светлофиолетовой по сравнению с ин
тенсивнофиолетовой в контроле. В цитоплазме 
карбахолиндуцированных мастоцитов обнару
живаются вакуоли, ядра просматриваются. По 
рис. 4, д, е видно, что при обработке перитоне
ального экссудата антителами к IgE происходит 
дегрануляция тучных клеток путем экскреции 
целых гранул. При этом нарушается целостность 
плазматической мембраны, которая частично от  
деляется от клетки вместе с гранулами. Непол
ностью дегранулированные клетки сохраняют 
плотно упакованную структуру и интенсивность 
окраски гранул. Таким образом, полученные на
ми фотографии гистологических препаратов де
монстрируют разные морфологические картины 
дегрануляции тучных клеток. Согласно литера
турным данным, преформированные компоненты 

гранул тучных клеток (такие как гистамин) вы
свобождаются в растворимой форме, в то время 
как остальные неразрывно связаны с грануляр  
ным матриксом [28]. В случае взрывной деграну
ляции, которая реализуется в ходе развития ре  
акций немедленного типа (при индукции FcεRI
зависимого ответа тучных клеток), происходит 
массовый выброс всего содержимого гранул, что 
на гистологических препаратах выглядит как вы
ход цельных гранул.

Помимо влияния на спонтанную дегрануляцию 
тучных клеток, холиномиметики также могут 
модулировать их антигениндуцированную ак
тивацию. На мышиных тучных клетках костного 
мозга было показано, что ацетилхолин и агони  
сты никотиновых рецепторов достоверно ослаб
ляют IgEзависимое, а также TLR4опосредо
ванное высвобождение медиаторов, связываясь с 
α7субъединицей нАХР [10, 11]. Подавляющее 
воздействие агонистов α7субъединицы никоти
нового рецептора было показано и на крысиной 
линии тучных клеток RBL2H3. В этом случае 
ингибиция распространялась как на раннюю, так 
и на позднюю фазу дегрануляции тучных клеток 
[16, 25].

Результаты наших экспериментов показали 
подавляющее действие карбахола, оказанное в 
отношении стимулиндуцированной активации 
тучных клеток (рис. 5). Было установлено, что 
карбахол в рабочей концентрации 108 M, способ
ствующей дегрануляции перитонеальных масто
цитов per se, в концентрации 109 M, модулировал 
также антиIgEзависимый ответ тучных клеток, 
достоверно уменьшая высвобождение гистамина. 
Таким образом, дозозависимый эффект сохранял
ся и в этом случае: с уменьшением концентрации 
карбахола уменьшался выход гистамина из туч
ных клеток мышиного перитонеального экссуда  
та, индуцированных антителами к IgE.

Таким образом, полученные нами данные указы
вают на амбивалентное действие карбахола. С од
ной стороны, холиномиметик per se стимулирует 
тучные клетки, способствуя секреции гистамина. 
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Это действие слабое, однако, воспроизводимое из 
опыта в опыт. С другой стороны, карбахол также 
слабо, но достоверно подавляет стимулиндуци
рованную активацию мастоцитов, что соответст
вует концепции о противовоспалительной функ  
ции парасимпатической нервной системы и аце
тилхолина как ее основного медиатора. Такой 
двойственный характер регуляции активности 
мастоцитов, по всей видимости, указывает на на
личие так называемого холинергического тонуса, 
который поддерживает возбуждение тучных кле  
ток на определенном уровне.

Для понимания механизма действия карбахола 
были использованы антагонисты ацетилхолино
вых рецепторов. Учитывая нейрофизиологиче  
ские основы холинергического противовоспали
тельного пути, проходящего через никотиновые 
ацетилхолиновые рецепторы, мы, прежде всего, 
использовали бензогексоний, неселективный бло  
катор никотиновых рецепторов. Однако, на туч
ных клетках мыши, выделенных из перитонеаль
ной полости, нами было показано отсутствие ни  
котинового контроля над модуляцией функцио
нальной активности перитонеальных мастоцитов 
(рис. 6). Бензогексоний сам по себе не вызывал 
высвобождение гистамина, а также не влиял на 
карбахолстимулированную дегрануляцию. Кро
ме того, нхолинолитик бензогексоний не отме  
нял ингибирующее воздействие карбахола на ан
тиIgEопосредованное высвобождение гистами  
на перитонеальными мастоцитами, а, подобно хо
линомиметику, подавлял данный ответ (см. рис. 6).

В более ранних работах, выполненных, как и 
часть нашего исследования, на перитонеальных 
мастоцитах, выявлена вовлеченность мускарино
вых рецепторов в модулирование антигенинду
цированного ответа тучных клеток [6, 7, 13, 14]. 
Было показано, что тучные клетки крыс, выде
ленные из перитонеального экссудата, высвобо
ждали гистамин в ответ на применение низких 
концентраций ацетилхолина. Атропин, неселек
тивный антагонист мускариновых рецепторов, 
полностью блокировал ацетилхолининдуциро
ванную секрецию биогенного амина.

Для оценки участия мускариновых рецепторов 
в регуляции работы тучных клеток перитонеаль
ного экссудата мы, как и в вышеописанных ис  
следованиях, использовали атропин. Для селек
тивной ингибиции применяли также пирензепин, 
блокатор M1ацетилхолинового рецептора, экс
прессия которого описана как на тучных клетках 
грызунов, так и на тучных клетках человека [15, 
22]. 

Наши результаты показали, что в процессе 
карбахолзависимоого высвобождения гистами  
на из перитонеальных мастоцитов задействова
ны мускариночувствительные холинорецепторы, 
равно как и в карбахолопосредованной регуля  
ции FcɛRзависимого ответа тучных клеток мы
шиного перитонеального экссудата (рис. 7). Оба 
антагониста полностью блокировали действие 
холиномиметика, а в случае FcɛRзависимого от
вета перитонеальных мастоцитов антагонизиро
вали ингибиции карбахола. 

Модуляция работы тучных клеток антагони
стами мускариновых рецепторов наблюдалась и 
на модели мастоцитов слизистой оболочки ды
хательных путей человека [21, 22]. Для этого ис  
пользовали фрагменты бронхов здоровых доно  
ров, изолированные после лобэктомии. Было по
казано ингибирующее влияние ацетилхолина на 
дегрануляцию тучных клеток, вызванную каль
циевым ионофором A23187 и антителами против 
IgE. Данная супрессия отменялась при примене  
нии блокаторов мускариновых рецепторов, в боль
шей степени при использовании пирензепина — 
антагониста мускариночувствительного рецепто  
ра 1го типа. 

Таким образом, как и авторам вышеизложен  
ной статьи, нам удалось обнаружить ингибиру
ющее мускариновое звено иммунорегуляторной 
функции парасимпатической регуляции, что кон  
трастирует с выводами о механизмах влияния 
ацетилхолина на функциональную активность 
тучных клеток других систем организма. По всей 
видимости, существует гетерогенность холинер
гического влияния на тучные клетки в зависи
мости от тканевой принадлежности последних. 

Рис. 6. Влияние бензогексония (Hex), блокатора н-АХР, на высвобождение гистамина тучными клетками мышиного 
перитонеального экссудата, вызванное Cch, антителами против мышиного IgE и совместным использованием индукторов

По оси абсцисс — холинергические агенты сами по себе (Cch (10–8 M), Hex (10–7 M)), а также в комбинации друг с другом и с αIgE, отрицательный контроль — 
раствор Хенкса, положительный контроль — антитела против мышиного IgE (0,5 мкг/мл). По оси ординат — средние показатели по высвобождению гистамина 
в ответ на влияние стимулирующих агентов, пересчитанные по отношению к отрицательному контролю, который был принят за единицу. Результаты представ-
лены в виде средней арифметической значений, полученных в 3 независимых опытах, и ошибки средней (M ± m). * — достоверное отличие от контроля при 
p < 0,05; ** — достоверное отличие от αIgE при p < 0,001.
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Однако, вне зависимости от того, какие рецепто
ры задействованы, модуляция функциональной 
активности тучных клеток холинергическими во  
локнами оказывает противовоспалительное дей
ствие.

Резюмируя результаты нашего исследования, 
следует отметить, что холинергическое влияние 
не изменяет работу тучных клеток существенно, 
но модулирует их функциональную активность, 
удерживая процесс возбуждения мастоцитов в 
определенных границах. Наши данные указывают 
на то, что взаимодействие холинергических нерв
ных волокон и тучных клеток не статично, а но
сит динамичный характер. Повидимому, тучные 
клетки можно рассматривать в качестве транс  
дукторов, перерабатывающих и распространя

ющих электрический импульс, идущий из цент
ральной нервной системы к внутренним органам 
по волокнам разных типов, в том числе и по эф
ферентным волокнам блуждающего нерва. Аце
тилхолин, доминирующий медиатор волокон блу  
ждающего нерва, способен связываться с тучны  
ми клетками, как с иммунными аналогами чувст
вительных окончаний, и корректировать их анти
гениндуцированный ответ. Действуя в том числе 
и через тучные клетки, холинергическая иннер
вация вносит свой вклад в направление протека  
ния воспалительной реакции.

Результаты работы способствуют углублению 
представлений о механизмах негативной регуля
ции функциональной активности тучных клеток 
холинергической нервной системой.

Рис. 7. Влияние блокаторов мускариновых холинорецепторов на высвобождение гистамина тучными клетками мышиного 
перитонеального экссудата, вызванное Cch, антителами против мышиного IgE и совместным использованием индукторов

По оси абсцисс — холинергические агенты сами по себе (Cch (10–8 M), ATR (10–4 M), Prz (10–6 М)), а также в комбинации с Cch и αIgE, отрицательный контроль — 
раствор Хенкса, положительный контроль — антитела против мышиного IgE (0,5 мкг/мл). По оси ординат — средние показатели по высвобождению гистамина 
в ответ на влияние стимулирующих агентов, пересчитанные по отношению к отрицательному контролю, который был принят за единицу. Результаты представ-
лены в виде средней арифметической значений, полученных в 7 независимых опытах, и ошибки средней (M ± m). * — достоверное отличие от контроля при 
p < 0,05; # — достоверное отличие от (Cch + αIgE) при p < 0,05; ## — достоверное отличие от (Cch + αIgE) при p < 0,01.
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Cholinergic regulation of peritoneal exudate mast cells activity

N.A. Kutukova 1, I.V. Kudryavtsev 1, 2, M.K. Serebryakova 1, 
V.V. Guselnikova 1, O.V. Shamova 1, P.G. Nazarov 1, 2

1 Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg; 
2 Pavlov First St. Petersburg State Medical University, St. Petersburg

The aim of the work was to study the nature of the effect of cholinergic agents on the spontaneous as 
well as on the induced by Fcε receptor (FcεR) ligand secretion of peritoneal exudate mast cells. Carba
chol, a nonmetabolizable acetylcholine analog, was chosen as a cholinomimetic. By recording hista  
mine release, a dual pattern was found in the regulation of mast cell activity with carbachol. On one 
hand, the cholinomimetic stimulated mast cell degranulation, on the other — reliably suppressed the 
activation of peritoneal mast cells induced by the FcεR ligand in accordance with the concept of anti
inflammatory function of the parasympathetic nervous system. It was possible to identify differen  
ces from the classical idea of the cholinergic antiinflammatory path. In contrast to the nicotine regu
lation of the "inflammatory reflex", muscarinic receptors are also involved in the process of peritoneal 
exudate mast cells activity modulation. Thus, the heterogeneity of the cholinergic effect on mast cells 
was demonstrated depending on the tissue affiliation of the latter. (Cytokines and Inflammation. 
2019. Vol. 18. № 1–4. P. 58–65.)
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Лептин и индекс апноэ/гипопноэ 
у больных бронхиальной астмой 

(Предварительное исследование)

на в патогенезе ОАС и тем более при его сочета  
нии с БА.

Как известно, у детей и взрослых больных БА 
наблюдается существенное возрастание числа 
случаев ОАС, особенно при тяжелом течении за
болевания.

Нами ранее изучен целый ряд патогенетиче  
ских механизмов БА, сочетающейся с избыточ
ной массой тела, в частности, была показана роль 
лептина как одного из основных адипокинов, при
нимающих участие в развитии заболевания [3].

В.Н. Минеев, Т.М. Лалаева, Р.Д. Скворцова, А.Н. Куликов
Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет 

имени академика И.П. Павлова, Санкт-Петербург

Лептин: биомаркер расстройств сна? 
(Leptin: A biomarker for sleep disorders? [1])

Цель исследования — установить возможную патогенетическую роль лептина при обструктивном 
апноэ сна у больных бронхиальной астмой (БА). Материалы и методы. Обследованы 18 больных 
БА. Лептин и адипонектин плазмы крови определяли иммуноферментным методом с использова
нием реактивов «Leptin ELISA» («DRG Diagnostics», Германия) и «Adiponectin ELISA» («DRG Dia
gnostics», Германия). Ночное респираторное мониторирование выполняли прибором «Somnolab 2 
(Effort) Respiratory System» WM95115 07/2012 года фирмы «Weinmann» (Германия). Определяли 
индекс апноэ/гипопноэ сна. Результаты. Индекс апноэ/гипопноэ сна различается в зависимости 
от варианта БА, причем только при аллергическом варианте заболевания выявлены значения 
этого показателя, соответствующие легкой степени обструктивного апноэ сна. Корреляционный 
анализ значений индекса апноэ/гипопноэ и уровней лептина в группе больных БА с аллергиче
ским и неаллергическим вариантами заболевания выявил достоверную обратную корреляцию. 
При факторном анализе выявлено, что уровень лептина в плазме крови негативно связан с уров  
нем индекса апноэ/гипопноэ и, наоборот, уровень адипонектина — позитивно. Заключение. Вы
явлено возможное участие адипокинов (лептина, адипонектина) в регуляции эпизодов апноэ/ги
попноэ при БА, прежде всего при аллергическом варианте заболевания. (Цитокины и воспаление. 
2019. Т. 18. № 1–4. С. 66–70.)

Ключевые слова: лептин, адипонектин, обструктивное апноэ сна, бронхиальная астма.

Вынесенный в эпиграф вопрос о роли лептина 
в качестве индикатора нарушений сна представ
ляет не только теоретический, но и важный прак
тический интерес, в частности, у больных брон  
хиальной астмой (БА) в сочетании с обструктив
ным апноэ сна (ОАС) [1, 2]. Обращаем внимание 
на то, что вопросительный знак в эпиграфе оз
начает, несомненно, отсутствие к сегодняшнему 
дню однозначного ответа на вопрос о роли лепти  
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С другой стороны, предполагается, что лептин 
может быть одним из связующих звеньев фор
мирования ОАС при БА [2].

Цель исследования — установить возможную 
патогенетическую роль лептина в формировании 
синдрома ОАС у больных БА.

Материалы и методы

Обследованы 18 больных БА. Диагноз устанавливали в со - 
ответствии с критериями и стандартами международного кон-
сенсуса по вопросам диагностики и лечения БА (GINA, 2016). 
Все обследованные больные БА находились в клинике госпи-
тальной терапии им. акад. М.В. Черноруцкого Первого Санкт-
Петербургского государственного медицинского универси-
тета имени академика И.П. Павлова. Проводили комплексное 
клинико-лабораторное и инструментальное обследование, 
включавшее общеклинические методы, цитологический и 
бактериологический анализы мокроты, а также аллерголо-
гическое исследование и исследование функции внешнего 
дыхания (ФВД). 

Лептин и адипонектин плазмы крови определяли иммуно-
ферментным методом по стандартному протоколу, основан - 
но му на принципе «сэндвич». Использовали наборы реакти - 
вов «Leptin ELISA» («DRG Diagnostics», Германия) и «Adipo-
nectin ELISA» («DRG Diagnostics», Германия). 

Проведение анализа осуществляли на иммуноанализато - 
ре «Униплан-М» версия 1.04 с длиной волны 450 нм.

Ночное респираторное мониторирование (РМ) выполняли 
прибором «Somnolab 2 (Effort) Respiratory System» WM95115 
07/2012 года фирмы «Weinmann» (Германия) с регистрацией 
храпа и потока воздуха через нос с помощью канюли назаль-
ного давления, сатурации с помощью датчика пульсоксимет - 
рии, движений грудной клетки и живота с применением двой - 
ного торакоабдоминального ремня.

Статистическую обработку материала выполняли с ис-
пользованием стандартного пакета прикладного статистиче-
ского анализа «SPSS» для Windows (русифицированная вер - 
сия 21.0).

Результаты и обсуждение

Результаты оценки некоторых показателей 
ОАС у больных с различными вариантами БА при
ведены в табл. 1.

Из табл. 1 видно, что один из важных критери  
ев ОАС и его степени тяжести — индекс апноэ/
гипопноэ сна — различается в зависимости от ва  
рианта БА, причем только при аллергическом ва
рианте выявлены существенные значения этого 
показателя, которые соответствуют легкой степе
ни ОАС.

Что касается других критериев ОАС, то, хотя 
выявлены различия между вариантами БА по 
этим критериям, но их значения не достигают 
статистической значимости, за исключением та
кого важного дополнительного критерия оценки 
тяжести ОАС как показатель снижения насыще
ния крови кислородом на фоне эпизодов апноэ/
гипопноэ — индекс десатурации. Именно этот ин  
декс существенно выше при аллергическом вари
анте БА.

При проведении корреляционного анализа в 
группе больных БА с аллергическим и неаллер
гическим вариантами заболевания значений ин
декса апноэ/гипопноэ и уровней лептина выявле  
на достоверная обратная корреляция (коэффици
ент корреляции Кендала): τ =–0,490; p=0,01; n=15.

Таким образом, высокий уровень лептина в 
плазме крови у больных БА коррелирует с низки
ми значениями критериев ОАС.

Отметим, что корреляционный анализ не выя  
вил связи значений индекса апноэ/гипопноэ и ин
декса массы тела.

Роль лептина при ОАС активно обсуждается в 
литературе и, если патогенетическая роль леп
тина плазмы крови окончательно не установлена, 
то его уровень в органемишени (мокрота, кон
денсат выдыхаемого воздуха) связывают прак
тически бесспорно с наличием и формированием 

Т а б л и ц а  1 
Результаты оценки некоторых показателей обструктивного апноэ сна у больных 

с различными вариантами бронхиальной астмы (M ± m)

Показатели Аллергический вариант БА (1) Неаллергический вариант БА (2) p1–2

Индекс апноэ/гипопноэ 8,6 ± 2,3 (n = 9) 2,5 ± 1,1 (n = 6) 0,044

Средняя сатурация 94,2 ± 0,5 (n = 9) 93,7 ± 1,0 (n = 6) > 0,05

Индекс десатурации 10,2 ± 2,5 (n = 4) 2,7 ± 0,7 (n = 5) 0,017

Средняя ЧСС 74,9 ± 6,7 (n = 9) 71,6 ± 6,1 (n = 6) > 0,05

Количество эпизодов обструктивного апноэ 11,4 ± 6,0 (n = 5) 3,8 ± 2,0 (n = 5) > 0,05

Количество эпизодов центрального апноэ 1,8 ± 0,9 (n = 5) 2,8 ± 1,5 (n = 5) > 0,05

Средняя длительность апноэ 17,2 ± 0,6 (n = 5) 16,4 ± 5,4 (n = 5) > 0,05

Лептин в плазме крови (нг/мл) 75,4 ± 10,6 (n = 9) 86,8 ± 19,3 (n = 6) > 0,05

Адипонектин в плазме крови (мкг/мл) 12,5 ± 2,2 (n = 9) 13,4 ± 5,9 (n = 6) > 0,05

Примечание. БА — бронхиальная астма, ЧСС — частота сердечных сокращений.
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ОАС [4, 5]. Это мнение базируется на том факте, 
что лептин в органемишени — легких — отра
жает, прежде всего, нейтрофильное воспаление 
в бронхах.

Учитывая эти данные, нами проведен корреля
ционный анализ связи уровня лептина в мокроте 
у 5 больных БА со значениями индекса апноэ/
гипопноэ, который выявил положительную, хо
тя и незначимую корреляционную зависимость 
между этими показателями: r=0,446, n=5, p>0,05. 

Что касается обнаружения лептина в бронхи
альном содержимом при БА, то нами этот фено  
мен рассмотрен ранее с позиции нереспиратор
ных функций легких как выделительного орга  
на, реализующего эту функцию, в частности, при 
повышении проницаемости бронховаскулярного 
барьера при аллергическом воспалении [6].

Кроме этого, нами проведен факторный ана  
лиз, который, как известно, способствует отыска
нию скрытых, но объективно существующих за 
 кономерностей исследуемого процесса. В фактор
ный анализ включены (табл. 2) как уровень леп  
тина и адипонектина (характеристика адипоки

новой системы), индекс апноэ/гипопноэ (харак
теристика ОАС), так и показатели, характеризу
ющие некоторые факторы риска (пол, возраст), а 
также показатели, связанные с характеристикой 
БА (клиникопатогенетический вариант заболе
вания, тяжесть течения, длительность патогене
тической противовоспалительной терапии (инга
ляционные глюкокортикостероиды (ГКС) ).

Необходимо подчеркнуть, что в ходе проведе
ния факторного анализа была выполнена про
верка целесообразности использования фактор  
ной модели: критерий сферичности Бартлетта 
составил р<0,00001; значение критерия адекват
ности выборки Кайзера — Мейера — Олкина — 
0,427, что свидетельствует о приемлемой адек
ватности примененного нами факторного анали  
за.

Как видно из табл. 2, факторный анализ поз
волил выделить 3 фактора. 

Фактор 1 отражает те регуляторные механиз
мы при бронхиальной астме, которые связаны с 
эпизодами апноэ/гипопноэ, а именно адипокино
вую регуляцию, причем высокий уровень индек  

Лептин и индекс апноэ/гипопноэ у больных бронхиальной астмой

Т а б л и ц а  2 
Результаты факторного анализа при бронхиальной астме

Фактор 1,
дисперсия 39,1 %

Фактор 2,
дисперсия 27,1 %

Фактор 3,
дисперсия 15,3 %

Лептин (нг/мл) –0,883

Тяжесть течения БА:

0,965

Пол пациента:

0,796
1 — легкое

2 — средней тяжести 1 — мужчины

3 — тяжелое 2 — женщины

Индекс апноэ/гипопноэ 0,857

Длительность 
применения ИКС 
на догоспитальном 
этапе (лет)

0,965 Адипонектин (мкг/мл) 0,707

Возраст пациента (лет) 0,766

Вариант БА:

0,797

Вариант БА:

0,3981 — аллергический 1 — аллергический

2 — неаллергический 2 — неаллергический

Адипонектин (мкг/мл) 0,535 Адипонектин (мкг/мл) 0,176 Индекс апноэ/гипопноэ –0,177

Пол пациента:

–0,382 Лептин (нг/мл) 0,143 Лептин (нг/мл) –0,1141 — мужчины

2 — женщины

Тяжесть течения БА:

–0,181 Индекс апноэ/гипопноэ –0,136 Возраст пациента (лет) –0,052
1 — легкое

2 — средней тяжести

3 — тяжелое

Длительность 
применения ИКС 
на догоспитальном 
этапе (лет)

–0,180 Возраст пациента (лет) –0,076

Тяжесть течения БА:

–0,044
1 — легкое

2 — средней тяжести

3 — тяжелое

Вариант БА:

0,056

Пол пациента:

–0,003

Длительность 
применения ИКС 
на догоспитальном 
этапе (лет)

–0,0441 — аллергический 1 — мужчины

2 — неаллергический 2 — женщины

Примечание. БА — бронхиальная астма, ИКС — ингаляционные глюкокортикостероиды.
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са апноэ/гипопноэ связан с низким уровнем леп
тина в плазме крови.

При этом такая важная характеристика ОАС, 
как индекс апноэ/гипопноэ связана как с полом, 
так и с увеличением возраста.

Отметим, что компонента Фактора 1, отражаю
щая тяжесть течения бронхиальной астмы, нега
тивно связана с индексом апноэ/гипопноэ. 

К аналогичному выводу пришли авторы иссле
дования, в котором, вопервых, выявлено «пара
доксальное» (авторские [7] кавычки) снижение 
циркулирующего уровня лептина в больных с тя
желой степенью ОАС, а, вовторых, показано, что 
критерием тяжести ОАС является адипонектин [7].

В нашем исследовании (см. табл. 2) при фак
торном анализе (Фактор 1), действительно, ком
понента, отражающая уровень адипонектина, с 
положительным знаком связана с компонентой 
индекса апноэ/гипопноэ.

Фактор 2 (см. табл. 2) характеризует само забо
левание — БА, причем компоненты, отражающие 
уровни адипокинов (лептина и адипонектина), 
позитивно связаны с характеристиками более тя
желого течения БА.

Фактор 3 (см. табл. 2) дополнительной сущест
венной информации для решения поставленной 
нами цели не дает, указывая лишь на важность 
именно адипонектина и гендерных различий при 
характеристике бронхиальной астмы с учетом 
такого важного критерия ОСА, как индекс апноэ/
гипопноэ. 

В этой связи отметим, что в обследуемую нами 
группу больных вошли преимущественно боль  
ные женского пола. Также отметим, что уровень 
адипонектина в плазме крови у больных БА жен
ского пола выше, чем у мужчин [3].

В наше исследование дополнительно вошли 
трое больных БА (все трое женского пола), одна 
из которых страдала аспириновым вариантом, 
а двое других — гормонозависимым вариантом 
заболевания.

Так, у больной с аспириновым вариантом БА, 
относящийся к наиболее тяжелым вариантам те  
чения заболевания, обнаружен индекс апноэ/ги
попноэ — 17,0 (средняя тяжесть ОСА), что выше 
среднего значения при аллергическом варианте 
почти в 2 раза. Уровень лептина при этом соста
вил всего 8 нг/мл (в среднем при аллергическом 
варианте — 75, 4 нг/мл).

Вполне ожидаемыми у больной с гормонозави
симым вариантом БА оказались высокое значе  
ние индекса апноэ/гипопноэ 14,3 и низкий уро
вень лептина 1,8 нг/мл. Отметим, что обе выше
упомянутые пациентки получали ингаляционную 
терапию ГКС.

С другой стороны, у второй больной с гормоно
зависимым вариантом БА, которая получала ле
чение пероральными системными ГКС, индекс 

апноэ/гипопноэ составил всего 0,9, а уровень леп
тина был высоким — 126,5 нг/мл. 

Приведенные данные интересны с точки зре
ния обсуждения участия ГКС как фактора риска 
для формирования ОСА. Во всяком случае, как 
показано, в Факторе 1 (см. табл. 2) длительность 
применения ингаляционных глюкокортикосте  
роидов негативно связана с индексом апноэ/ги
попноэ. 

В заключение отметим, что нами в предвари
тельном исследовании выявлено, что индекс ап
ноэ/гипопноэ сна различается в зависимости от 
варианта бронхиальной астмы, причем только при 
аллергическом варианте выявлены существен  
ные значения этого показателя, которые соответ
ствуют легкой степени ОАС. Кроме этого, индекс 
десатурации также существенно выше при ал
лергическом варианте заболевания.

При проведении корреляционного анализа в 
группе больных БА с аллергическим и неаллерги
ческим вариантами заболевания значений индек  
са апноэ/гипопноэ и уровней лептина выявлена 
достоверная обратная корреляция. 

С другой стороны, в небольшой группе боль  
ных БА корреляционный анализ связи уровня 
лептина в мокроте (в органемишени — легких) и 
значениями индекса апноэ/гипопноэ неожидан
но выявил положительную, хотя и незначимую 
корреляционную зависимость между этими по
казателями, что обращает внимание и требует 
дополнительных исследований. 

При факторном анализе выявлено, что компо
нента, отражающая уровень лептина в плазме 
крови, негативно связана с уровнем индекса ап  
ноэ/гипопноэ и, наоборот, уровень адипонекти  
на — с положительным знаком связан с компо
нентой индекса апноэ/гипопноэ. Данный вывод 
диктует необходимость отдельных исследований 
адипонектина как связующего звена ОСА и БА. 
Любопытно, еще один адипокин предъявлен в 
качестве возможного маркера для ОСА — гре  
лин [8].

Таким образом, очевидна противоречивость 
данных литературы и наших собственных в от
ношении роли адипокинов в патогенезе обструк
тивного апноэ сна и тем более при сочетании об  
структивного апноэ сна и бронхиальной астмы. 
Думается, что причина подобной противоречиво
сти кроется в том, что каждый адипокин прояв  
ляет свой эффект на уровне организма в норме и 
в условиях патологии лишь в тесной (сбалансиро
ванной или несбалансированной) взаиморегуля  
ции. 

Так, нами ранее была сделана попытка изучить 
ассоциацию (микросеть) апелина12, адипонек
тина, лептина и резистина при аллергической 
бронхиальной астме, что позволило выдвинуть 
представление об определенной специализации 
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Leptin and apnea/hypopnea index in patients with bronchial asthma 
(Preliminary study)

V.N. Mineev, T.M. Lalaeva, R.D. Skvortsova, A.N. Kulikov
Pavlov First St. Petersburg State Medical University, St. Petersburg

The purpose of the study was to establish the possible pathogenetic role of leptin in obstructive sleep 
apnea in patients with bronchial asthma (BA). Materials and methods. 18 patients with BA were exa
mined. Plasma leptin and adiponectin were determined by ELISA using "Leptin ELISA" reagent kits 
("DRG Diagnostics", Germany) and "Adiponectin ELISA" ("DRG Diagnostics", Germany). Overnight respi
ratory monitoring was performed with a "Sinnolab 2 (Effort) Respiratory System" device (WM95115) 
on 07/2012 of the "Weinmann company" (Germany). The sleep apnea/hypopnea index was determi  
ned. Results. The sleep apnea/hypopnea index differs depending on the variant of BA, and only in the 
case of the allergic variant of the disease the values of this indicator correspond to a mild obstructive 
sleep apnea. A correlation analysis of the values of the apnea/hypopnea index and leptin levels in the 
group of patients with allergic and nonallergic variants of BA revealed a significant inverse correla  
tion. Factor analysis revealed that the level of plasma leptin is negatively related to the level of the 
apnea/hypopnea index and, on the other hand, the level of plasma adiponectin is positively related to 
the level of the apnea/hypopnea index. Conclusion. The possible involvement of adipokines (leptin, 
adiponectin) in the regulation of episodes of apnea/hypopnea index in BA, especially in allergic vari
ant of the disease, has been revealed. (Cytokines and Inflammation. 2019. Vol. 18. № 1–4. P. 66–70.)
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эффектов адипокинов в регуляции патогенети
ческих механизмов при бронхиальной астме [9].

Ограничениями нашего исследования являют
ся сравнительно небольшое число обследованных 
больных, преимущественно женского пола (что 
характерно для бронхиальной астмы). В дальней
шем необходима рандомизация больных по по  
лу, возрасту, сопутствующей патологии, влия  
нию различных вариантов терапии, прежде все  
го глюкокортикоидной.

Необходимы комплексные исследования пато
генетической роли всего спектра адипокинов в 
одной и той же популяции больных. 

Благодарность: благодарим студентов лечебного факуль- 
тета Первого Санкт-Петербургского государственного меди-
цинского университета имени академика И.П. Павлова Бабин-
цеву А.Ю. и Кондратьеву Т.С. за помощь при создании базы 
данных больных. 

Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.

Лептин и индекс апноэ/гипопноэ у больных бронхиальной астмой



71
Ц И Т О К И Н Ы

ВОСПАЛЕНИЕ
и

www.citokines.ru,      www.cytokines.uspb.ru

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Влияние семафорина 3А на адгезию 
тимоцитов к клеткам эпителия тимуса 

при опухолевом росте

что инволюция тимуса у взрослых (как связанная 
с возрастом, так и не связанная — наблюдаемая, 
например, при опухолевом росте) может приво
дить к развитию Тклеточного иммунодефицита 
и вследствие этого к нарушению противоинфек
ционной защиты и иммунного ответа на опухоле
вые антигены [5].

Характер нарушений тимопоэза при росте экс
периментальных опухолей изучен достаточно по  
дробно [4]. Тем не менее, один из важных этапов 
взаимодействия тимоцитов и эпителиальных кле
ток тимуса, а именно процесс адгезии, при опу
холевом росте не изучался. Клеточные контакты 
между тимоцитами и эпителиальными клетками 
необходимы для осуществления позитивной и 
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Рост опухолей у человека и животных сопровождается развитием инволюции тимуса, которая при
водит к снижению тимопоэза и выхода наивных Тлимфоцитов на периферию. Адгезия тимоцитов 
к эпителиальным клеткам тимуса при опухолевом росте не изучалась. Одним из цитокинов, влия
ющих на адгезию тимоцитов в нормальных условиях, является нейрональный фактор семафорин 
3А. Целью данной работы послужило изучение влияния семафорина 3А на адгезию тимоцитов, 
полученных от животных с перевиваемой опухолью гепатомой 22а, к эпителиальным клеткам ти  
муса мыши in vitro. В настоящей работе впервые была исследована адгезия тимоцитов к эпите
лиальным клеткам тимуса мыши при росте экспериментальной опухоли. Впервые показано, что 
семафорин 3А влиял на этот процесс противоположным образом: если в контроле адгезия тимо
цитов в присутствии семафорина 3А снижалась, то адгезия тимоцитов, полученных от животных 
с гепатомой 22а, в присутствии этого фактора, наоборот, повышалась. Этот эффект не был связан 
с изменением экспрессии рецепторов Nrp1 и PlexA1 в тимоцитах, что было показано как на уров
не экспрессии мРНК, так и по мембранной экспрессии, которую оценивали с помощью проточной 
цитометрии. Полученные данные имеют существенное значение для лучшего понимания внутри
тимусных процессов межклеточного взаимодействия и их особенностей в условиях опухолевого 
роста. (Цитокины и воспаление. 2019. Т. 18. № 1–4. С. 71–74.)

Ключевые слова: тимоциты, эпителиальные клетки, адгезия, семафорин 3А, 
нейропилин-1, плексин А1.

Рост опухолей у человека и животных сопрово
ждается развитием инволюции тимуса, которая 
приводит к снижению тимопоэза и выхода наив
ных Тлимфоцитов на периферию [10]. Несмотря 
на то, что поддержание пула периферических 
Тлимфоцитов у взрослых происходит, в основ
ном, благодаря гомеостатической пролиферации, 
выход вновь образованных Тклеток из тимуса 
играет существенную роль в поддержании раз
нообразия Тклеточных рецепторов (TCR) и раз
витии полноценного иммунного ответа на новые 
антиге ны [3]. На основании этого можно полагать, 
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не гативной селекции, а также для передачи ро
стовых и дифференцировочных сигналов [2]. Не  
смотря на значимость этих процессов, механизмы 
адгезии тимоцитов к клеткам эпителия тимуса 
и их регуляция даже и при нормальных услови
ях изучены недостаточно. Одним из цитокинов, 
влияющих на адгезию тимоцитов, является ней
рональный фактор семафорин 3А. Показано, что 
семафорин 3А подавляет адгезию тимоцитов к 
эпителиальным клеткам тимуса человека in vitro 
[9]. Влияние этого фактора на процесс адгезии 
тимоцитов к эпителиальным клеткам тимуса при 
росте опухоли не исследовано.

Целью данной работы послужило изучение 
влияния семафорина 3А на адгезию тимоцитов, 
полученных от животных с перевиваемой опу
холью гепатомой 22а, к эпителиальным клеткам 
тимуса мыши in vitro.

Материалы и методы

Животные и опухолевые клетки. Клетки гепатомы 22а 
(из коллекции клеточных культур Института цитологии РАН) 
культивировали в среде DMEM («Sigma», США) с добавлением 
10 % эмбриональной телячьей сыворотки («HyClone», Вели - 
ко британия). Для получения сингенных опухолей мышам ли - 
нии C3HA массой 16–18 г, полученным из питомника «Раппо-
лово», Санкт-Петербург, вводили суспензию клеток гепато - 
мы подкожно в область спины в количестве 2 × 105 на мышь; 
контрольные животные получали инъекцию физиологиче - 
ского раствора. Животных убивали путем цервикальной дис-
локации на 7-е и 21-е сутки опухолевого роста и исследова - 
ли тимоциты. Как показано было нами ранее, 7-е сутки соот-
ветствовали времени появления пальпируемого образова - 
ния опухоли и неоангиогенеза, а 21-е сутки — начальному 
этапу развития инволюции тимуса, еще до появления выра-
женных признаков опустошения и изменения популяционно - 
го состава тимоцитов [8].

Адгезия тимоцитов к клеткам эпителия тимуса. В рабо - 
те использовали клеточные линии эпителия тимуса мыши — 
кортикального cTEC1-2 и медуллярного mTEC3-10, любезно 
предоставленные в наше распоряжение профессором M. Ka - 
sai из Токийского университета [7]. Клетки культивировали 
в среде DMEM c добавлением 10 % эмбриональной телячьей 
сы воротки до образования монослоя. Тимоциты получали от 
опухолевых и контрольных животных путем раздавливания 
тимусов и приготовления клеточной суспензии. Адгезию ти - 
моцитов к клеткам эпителия проводили по методу Lepelle-
tier Y. и др. с небольшими модификациями [9]. К монослою 
эпителиальных клеток, культивируемых в 24-луночных план-
шетах, добавляли 1,25 × 106 тимоцитов на лунку в среде DMEM 
с добавлением 1 % фетальной сыворотки и инкубировали в 
объеме 500 мкл в течение 30 или 120 минут в СО2-инкубато - 
ре в присутствии или в отсутствие семафорина 3А. Соотно-
шение тимоцитов и клеток эпителия составляло 3 : 1. После 
инкубации монослой отмывали от неприкрепившихся тимо - 
цитов, а оставшиеся клетки отделяли от дна планшета с по-
мощью 0,25 % раствора трипсина. Клетки ресуспендировали 

в среде DMEM, содержащей 20 % фетальной сыворотки для 
инактивации трипсина, и подсчитывали в камере Горяева, 
где тимоциты значительно отличались от эпителиальных кле-
ток по размеру и морфологии. Концентрация эпителиальных 
клеток была постоянной в пределах одного эксперимента. 
Индекс адгезии выражали в процентах как отношение числа 
прикрепившихся тимоцитов к числу внесенных тимоцитов.

Обратная транскрипция с последующей полимеразной цеп
ной реакцией (ОТПЦР). Для оценки уровня экспрессии мРНК 
рецепторов семафорина 3А, таких как плексин А1 (PlexA1) и 
нейропилин-1 (Nrp-1), в тимоцитах мышей использовали по - 
луколичественный метод обратной транскрипции с поcле-
дующей полимеразной цепной реакцией (ОТ-ПЦР). Общую 
РНК выделяли одноступенчатым методом с помощью TRI ре - 
актива («Sigma», США). Для проведения ОТ использовали 
2 мкг общей РНК на пробу в присутствии 0,5 мкг олиго(дT)15 
праймеров и обратной транскриптазы M-MLV («Promega», 
США) в соответствии с протоколом производителя. Получен-
ные кДНК амплифицировали с помощью ПЦР, которую про-
водили с использованием специфических праймеров. Их 
подбирали индивидуально таким образом, чтобы длина про - 
дукта при прохождении реакции на кДНК и ядерной ДНК 
была различной. Использовали следующие праймеры: для 
PlexA1: прямой 5′-actgcccagctgactcaccagc-3′ и обратный 5′- 
gggctgcaaagcaccttgccca-3′ (размер продукта 202 пары ну - 
клеотидов, 32 цикла); для Nrp-1: прямой 5′-tggtctggatggtgg 
ttgggc-3′ и обратный 5′-aagagaggaaaaaagggggct-3′ (размер 
продукта 865 пар нуклеотидов, 30 циклов). В качестве гена 
сравнения использовали β-актин; праймеры для β-актина: 
прямой 5′-atggatgacgatatcgct-3′ и обратный 5′-atgaggtagtctg 
tcaggt-3′ (размер продукта 568 пар нуклеотидов, 22 цикла). 
Визуализацию ПЦР-продуктов осуществляли в 1 % агарозном 
геле, окрашенном бромистым этидием, с последующим фото-
графированием полос в геле и их денситометрией с помощью 
программы «ScionImage».

Выявление поверхностных маркеров с помощью проточной 
цитофлуориметрии. Мембранную экспрессию Nrp-1 и PlexА1 
на тимоцитах определяли на проточном цитофлуориметре 
«Navios» («Beckman Coulter», США) с помощью козьих анти - 
тел против NRP-1 мыши, меченных карбоксифлуоресцеином 
CFS (FAB566F, «R&D Systems», США), а также моноклональных 
крысиных антител против PlexA1 мыши, меченных аллофи-
коцианином APC (FAB4309A, «R&D Systems», США), и соответ-
ствующих изотипических антител. Кроме того, исследовали 
популяционный состав тимоцитов с использованием моно - 
клональных антител против CD4 мыши, меченных фикоэри-
трином PE («BD Pharmingen», США) и CD8 PE-Cy7 («BD Pharmin-
gen», США). Для каждого из образцов было проанализиро-
вано не менее 25 000 одиночных клеток. Обработку данных 
проводили при помощи программы «Kaluza™ v.1.3» («Beckman 
Coulter», США).

Статистическая обработка. Данные обрабатывали ста-
тистически с помощью t-теста (критерий Стьюдента).

Результаты и обсуждение

При исследовании адгезии тимоцитов, полу
ченных от мышейопухоленосителей и конт

Влияние семафорина 3А на адгезию тимоцитов к клеткам эпителия тимуса при опухолевом росте
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рольных животных, индексы адгезии тимоцитов 
к клеткам эпителия обеих линий не различались 
и составляли 28–36 %, что свидетельствовало об 
отсутствии нарушений адгезии при росте гепа
томы. Однако при исследовании адгезии тимо
цитов у животных с опухолями в присутствии 
семафорина 3А наблюдали изменения. Если в 
контроле адгезия тимоцитов в присутствии 100 и 
200 нг/мл семафорина 3А снижалась, то адгезия 
тимоцитов, полученных от животных на 7е и 
21е сутки опухолевого роста, в присутствии се
мафорина 3А, наоборот, повышалась (таблица). 
Эффект, который наблюдали при исследовании 
адгезии тимоцитов опухоленосителей к клеткам 
эпителия линии cTEC12, был также получен и 
при использовании другой клеточной линии — 
mTEC310. Таким образом, было показано, что 
семафорин 3А влияет на адгезию тимоцитов мы
шей с опухолями противоположным образом по 
сравнению с тимоцитами от контрольных живот
ных.

Чтобы ответить на вопрос, не связан ли этот 
эффект с изменением экспрессии рецепторов се  
мафорина 3А, а именно Nrp1 и PlexA1, ее иссле
довали с помощью двух методов — ОТПЦР и 
проточной цитофлуориметрии.

С помощью ОТПЦР было выявлено отсутст  
вие изменений экспрессии мРНК PlexA1 в тимо
цитах животных с гепатомой на 7е и 21е сутки 
опухолевого роста, что было также подтверждено 
при проведении проточной цитофлуориметрии. 
Так, на 7е сутки опухолевого роста процент со
держания PlexA1+ тимоцитов составил 31,8±12,7 
в контроле и 24,0±0,9 у животных с опухолью 
(n=4); на 21е сутки — 23,73±4,74 в контроле и 
20,23±5,62 у животных с гепатомой (n=6). 

При исследовании другого рецептора с помо
щью ОТПЦР было показано усиление экспрес  
сии мРНК Nrp1 в тимоцитах на 7е и 28е сутки 

опухолевого роста. Так, этот показатель на 7е 
сутки опухолевого роста составил в контроле 
1,72±0,13 у. е. (n=9) и 3,86±0,88 у. е. (n=11) у жи
вотных с гепатомой (p<0,05); а на 21е сутки — 
1,66±0,16 у. е. (n=12) в контроле и 2,82±0,29 
(n=12) у животных с гепатомой (p<0,01). Однако 
при исследовании Nrp1 на мембране тимоцитов 
с помощью проточной цитофлуориметрии у жи
вотных с гепатомой отличий от контроля не было 
обнаружено. Процент содержания Nrp1+ клеток 
среди тимоцитов не изменялся как на 7е сут
ки опухолевого роста (44,06±2,99 — в контроле; 
48,87±3,28 — у мышей с гепатомой 22а, n=10), так 
и на 21е сутки опухолевого роста (59,45±1,77 — 
в контроле; 55,24±3,08 — у животных с гепато  
мой 22а, n=7).

Существенных изменений экспрессии Nrp1 
по основным субпопуляциям тимоцитов среди 
CD4+CD8+, CD4–CD8–, CD4+ и CD8+ клеток также 
не выявлено. Так, на 21е сутки роста гепатомы со
держание Nrp1+ тимоцитов среди CD4+CD8+ кле  
ток составило 42,9±4,7 % в контрольной группе и 
46,8±3,9 % у опухоленосителей; среди CD4–CD8– 
клеток — 24,5±6,7 % в контроле и 29,5±5,8 % при 
росте гепатомы; среди CD4+CD8– клеток — 15,5±2,7 
в контроле и 16,8±2,5 у животных с опухолями; 
среди CD8+CD4– клеток — 18,2±2,3 в контроле и 
16,3±0,9 у опухоленосителей.

Полученные данные не подтвердили результа
ты, полученные с помощью ОТПЦР, и не позво
ляют сделать вывод об изменении мембранной 
экспрессии данного рецептора на тимоцитах у 
животных с гепатомой. Возможно, несмотря на 
усиление экспрессии данного рецептора на уров
не мРНК, его мембранная экспрессия по каким 
то причинам не изменяется.

Семафорин 3А известен как фактор, регулиру
ющий направление роста аксонов. Однако в по
следнее время он также привлек к себе внимание 

Т а б л и ц а 
Влияние семафорина 3А на адгезию тимоцитов, полученных от контрольных мышей 

и опухоленосителей, при постановке экспериментов с клетками эпителия тимуса линии cTEC12

Время после инокуляции 
опухоли, сут

Концентрация семафорина 3А, 
нг/мл

Индексы адгезии тимоцитов, полученных от мышей

интактных с гепатомой 22а

7

0 38,87 ± 0,89 36,26 ± 0,5

10 41,34 ± 2,42 39,67 ± 0,56

100 35,57 ± 4,17 37,45 ± 0,87

200 31,61 ± 1,28* 42,25 ± 1,45*

21

0 34,76 ± 1,07 33,82 ± 0,16

10 32,18 ± 2,08 33,07 ± 1,37

100 28,52 ± 1,54** 42,84 ± 0,17***

200 26,85 ± 1,31** 42,94 ± 2,62**

Примечание. В таблице указаны индексы адгезии, %, M ± m, n = 4–6. Приведена достоверность различий между индексом адгезии в присутст-
вии семафорина 3А по сравнению с группой без семафорина у тех же мышей при: * — р < 0,05, ** — р < 0,01, *** — р < 0,001.



74 Том 18  № 1–4     2019
Ц И Т О К И Н Ы

ВОСПАЛЕНИЕ
и

Л И Т Е Р А Т У Р А

1. Киселева Е.П., Лямина И.В., Цвиркун С.А., Рутто К.В., Кудрявцев И.В., Люды
но В.И. Изучение роли семафорина 3А в тимусе в норме и при опухолевом 
росте // Мед. акад. ж. 2013. Т. 13. № 4. С. 42–48.

 Kisseleva E.P., Lyamina I.V., Tzvirkun S.A., Rutto K.V., Kudryavtsev I.V., Lioudy
no V.I. [Investigation of the role of semaphorin 3A in the thymus at normal 
conditions and tumor growth] // Med. Acad. Zh. 2013. Vol. 13. № 4. P. 42–48. 
Russian.

2. Abramson J., Anderson G. Thymic epithelial cells // Annu. Rev. Immunol. 2017. 
Vol. 35. P. 85–118.

3. Aw D., Palmer D.B. The origin and implication of thymic involution // Aging 
Dis. 2011. Vol. 2. № 5. P. 437–443.

4. Carrio R., Lopez D.M. Insights into thymic involution in tumor-bearing mice // 
Immunol. Res. 2013. Vol. 57. № 1–3. P. 106–114.

5. Dowling M.R., Hodgkin P.D. Why does the thymus involute? A selection-based 
hypothesis // Trends Immunol. 2009. Vol. 30. № 7. P. 295–300.

6. Garcia F., Lepelletier Y., Smaniotto S., HedjSlimane R., Dardenne M., Hermine O., 
Savino W. Inhibitory effect of semaphorin-3A, a known axon guidance mole-

cule, in the human thymocyte migration induced by CXCL12 // J. Leukoc. 
Biol. 2012. Vol. 91. № 1. P. 7–13.

7. Kasai M., Mizuochi T. Culture and characterization of thymic epithelial cell 
lines // Methods Mol. Biol. 2007. Vol. 380. P. 107–123.

8. Kisseleva E.P., Krylov A.V., Stepanova O.I., Lioudyno V.I. Transplantable sub-
cutaneous hepatoma 22a affects functional activity of resident tissue mac-
rophages in periphery // Int. J. Cell. Biol. 2011. Vol. 2011. P. 793034. doi: 
10.1155/2011/793034.

9. Lepelletier Y., Smaniotto S., HadjSlimane R., VillaVerde D.M., Nogueira A.C., 
Dardenne M., Hermine O., Savino W. Control of human thymocyte migration by 
Neuropilin-1/Semaphorin-3A-mediated interactions // Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. 2007. Vol. 104. № 13. P. 5545–5550.

10. Song Y., Yu R., Wang C., Chi F., Guo Z., Zhu X. Disruption of the thymic micro-
environment is associated with thymic involution of transitional cell can - 
cer // Urol. Int. 2014. Vol. 92. № 1. P. 104–115.

11. Takamatsu H., Kumanogoh A. Diverse role for semaphoring-plexin signaling 
in the immune system // Trends Immunol. 2012. Vol. 33. № 3. P. 127—135.

иммунологов и рассматривается в основном как 
ингибитор ряда иммунологических функций, свя
занных с активностью периферических Тлим  
фоцитов и клеток тимуса [11]. В частности, пока
зано, что семафорин 3А оказывает хеморепел
лентный эффект и ингибирует хемокининдуци
рованную миграцию тимоцитов человека, а также 
оказывает подавляющее действие на адгезию ти  
моцитов человека к эпителиальным клеткам ти
муса in vitro [6, 9]. Поскольку этот фактор синте
зируется локально в тимусе стромальными клет  
ками и тимоцитами, предполагают, что он может 
играть существенную роль в регуляции мигра  
ции и адгезии тимоцитов и тем самым оказывать 
влияние на взаимодействие тимоцитов с эпите
лиальными клетками тимуса также и в организ  
ме [9].

В настоящей работе впервые была исследована 
адгезия тимоцитов к эпителиальным клеткам ти
муса мыши при росте экспериментальной опухоли 

и впервые показано, что семафорин 3А влиял на 
этот процесс противоположным образом по срав
нению с контрольными животными. Этот эффект 
не был связан с изменением экспрессии рецепто  
ров Nrp1 и PlexA1 в тимоцитах. Как было пока  
зано нами ранее, в тимусе также не происходили 
какиелибо количественные изменения содержа
ния самого семафорина 3А при росте гепатомы 
22а [1]. Можно предположить, что инверсия отве  
та тимоцитов на семафорин 3А у животных с опу
холями связана с нарушениями внутриклеточной 
передачи сигнала, что, однако, требует специаль
ного исследования.

Полученные данные имеют существенное зна
чение для лучшего понимания внутритимусных 
процессов межклеточного взаимодействия и их 
особенностей в условиях опухолевого роста.

Работа выполнена при финансовой поддержке Российского 
фонда фундаментальных исследований (проект 15-04-06150).

The influence of semaphorin 3A on thymocyte adhesion 
to thymic epithelial cells during tumor growth

K.V. Rutto 1, I.V. Kudryavtsev 1, V.I. Lioudyno 1, E.P. Kisseleva 1, 2

1 Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg; 
2 I.I. Mechnikov North-Western State Medical University, St. Petersburg

Tumor growth in humans and animals is accompanied by thymic involution which leads to downregu
lation of thymopoesis and decrease of naive T lymphocyte output to periphery. Adhesion of thymo  
cytes to thymic epithelial cells during tumor growth was not studied. Neuronal factor semaphorin 3A 
is one of the cytokines that influence thymocyte adhesion in normal conditions. The aim of the study 
was to evaluate the influence of semaphorin 3A on thymocyte adhesion to thymic epithelial cells in 
vitro when thymocytes were obtained from mice bearing hepatoma 22a. Adhesion of thymocytes to 
murine thymic epithelial cells was studied here for the first time. It was shown for the first time that 
semaphorin 3A influenced this process oppositely: while semaphorin 3A downregulated adhesion of 
control thymocytes, adhesion of thymocytes obtained from hepatoma 22a bearing mice was inversely 
upregulated. This effect was not associated with changes in the expression of thymocyte recep  
tors –Nrp1 and PlexA1 at mRNA level as well as at the level of membrane expression evaluated with flow 
cytometry. The data obtained are important for better understanding of cellcell interactions inside 
the thymus and their special features at tumor growth. (Cytokines and Inflammation. 2019. Vol. 18. 
№ 1–4. P. 71–74.)

Key words: thymocytes, epithelial cells, adhesion, semaphorin 3A, neuropilins-1, plexin A1.

Влияние семафорина 3А на адгезию тимоцитов к клеткам эпителия тимуса при опухолевом росте
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Бактериальная аргининдеиминаза 
нарушает структуру актинового цитоскелета 

эндотелиальных клеток

лизующий аргинин до цитруллина и аммиака, что 
позволяет бактериям противостоять влиянию ря  
да абиотических факторов и выживать в услови
ях низкой кислотности и гипоксии [10, 11]. В то же 
время активность фермента приводит к дефици  
ту аргинина в микроокружении клеток организ  
махозяина [15, 23, 28].

Ранее было показано, что АД, выделенная из 
Mycoplasma spp., подавляет пролиферацию эн

Дж.Т. Маммедова 1, 2, Э.А. Старикова 1, Л.А. Бурова 1, 
А.Б. Малашичева 3, 4, Д.С. Семёнова 3, 4, И.С. Фрейдлин 1, 5

1 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург; 
2 ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный технологический институт 

(Технический университет)»; 
3 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр 

имени В.А. Алмазова» Минздрава России, Санкт-Петербург; 
4 ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный университет»; 

5 ФГОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет 
имени академика И.П. Павлова» Минздрава России, Санкт-Петербург

Бактериальный фермент аргининдеиминаза осуществляет гидролиз аргинина, что приводит к де
фициту этой аминокислоты в микроокружении клеток организмахозяина. Снижение биодоступ
ности аргинина при бактериальной инфекции может быть одной из причин эндотелиальной дис  
функции. В настоящей работе проанализированы изменения структурной организации актиново  
го цитоскелета эндотелиальных клеток пуповинной вены человека (HUVEC) под влиянием супер
натантов разрушенных S. pyogenes M4916 и его изогенного мутанта с инактивированным геном 
аргининдеиминазы ArcA (M4916delArcA). Окрашивание актинового цитоскелета HUVEC произво
дили раствором родаминфаллоидина. Показано, что при культивировании клеток с супернатан  
том разрушенных S. pyogenes M4916delArcA морфология и структура актинового цитоскелета не 
изменялась. В присутствии супернатантов разрушенных S. pyogenes M4916 морфология клеток из
менялась, нарушалось формирование ведущей ламеллы и снижалось количество стрессфибрилл. 
Внесение избытка аргинина в культуральную среду приводило к восстановлению морфологии 
клеток и структуры актинового цитоскелета. Полученные данные позволяют предположить, что 
аргининдеиминаза может быть одним из факторов, вызывающих эндотелиальную дисфункцию 
за счет нарушения микроархитектоники актинового цитоскелета. (Цитокины и воспаление. 2019. 
Т. 18. № 1–4. С. 75–79.)

Ключевые слова: S. pyogenes, аргининдеиминаза, HUVEC, актиновый цитоскелет.

Аргинин — условно заменимая аминокислота, 
которая является предшественником для синте
за оксида азота и полиаминов, играющих важную 
роль в поддержании гомеостаза сосудов [8]. 

Многие патогенные микроорганизмы вмешива
ются в метаболизм аргинина организмахозяина 
[17]. Аргининдеиминаза (АД) — фермент, гидро
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дотелиальных клеток вены пупочного канатика 
человека, их миграцию в модели «раны», форми
рование капилляроподобных структур на матри
геле in vitro, а также в модели хориоаллантоис  
ной мембраны куриных эмбрионов и мышиной 
модели с матригелем in vivo [6, 23]. Эти результа
ты были подтверждены для АД, выделенной из 
S. pyogenes, на эндотелиальных клетках линии 
EA.hy926 и эндотелиальных клетках вены пупоч
ного канатика HUVEC [1, 3]. 

Патогенные бактерии вырабатывают различ  
ные биологически активные субстанции, позво
ляющие им диссеминировать из первичного очага 
в другие ткани и органы, за счет усиления про
ницаемости эндотелия [17, 20, 21]. Поэтому белки 
цитоскелета, которые обеспечивают барьерную 
функцию, целостность эндотелиального монослоя 
и регулируют его проницаемость, часто становят  
ся мишенями бактериальных факторов патоген
ности [27]. 

Цель данного исследования состояла в изуче  
нии влияния стрептококковой АД на структуру 
актинового цитоскелета эндотелиальных клеток 
вены пупочного канатика человека. Для этого про  
водили сравнение эффектов супернатанта разру
шенных ультразвуком бактерий исходного штам
ма S. pyogenes M4916 и его изогенного мутанта с 
инактивированным геном АД S. pyogenes M4916 
delArcA.

Материалы и методы

Все работы с клетками человека соответствовали Хель-
синкской декларации. Эндотелиальные клетки были получе-
ны из вены пупочного канатика человека по адаптированной 
стандартной методике [5]. Пуповины получали из перина - 
тального центра ФГБУ «НМИЦ им. В.А. Алмазова». Все паци-
ентки подписывали информированное согласие. С момента 
родов до выделения клеток проходило не более 48 часов. 
Вены канюлировали и инкубировали с коллагеназой второго 
типа («Worthington»), 140 ЕД/мл в DMEM (ООО «БиолоТ»), 
в течение 10 минут на водяной бане при 37 °C. Полученную 
суспензию клеток осаждали центрифугированием при 300 g 
в течение 5 мин, далее клетки ресуспендировали в полной 
культуральной среде ECM («ScienCell») и высевали в куль-
туральные флаконы («Sarstedt»), покрытые 0,2 % раствором 
желатина («Sigma»). Пересев производили дважды в неде - 
лю. Дезинтеграцию монослоя вызывали инкубацией в раст - 
воре трипсина–версена («Sigma Aldrich») при 37 °C. В экспе-
риментах использовали клетки 3–5 пассажа. 

В работе использовали штаммы S. pyogenes M49-16 и его 
изогенного мутанта с инактивированным геном АД ArcA, утра - 
тившего способность синтезировать АД, S. pyogenes M49-16-
delArcA, полученные и любезно предоставленные зав. отд. 
молекулярной микробиологии, проф. А.Н. Суворовым (ФГБНУ 
«ИЭМ», отдел молекулярной микробиологии, Санкт-Петер - 
бург). Супернатанты разрушенных ультразвуком стрептокок-

ков (СРС) оригинального штамма (S. pyogenes М49-16) и его 
изогенного мутанта с инактивированным геном АД (S. pyo
genes М49-16delArcA), содержащие биологически активные 
внутриклеточные компоненты, были приготовлены как опи-
сано нами ранее [2]. СРС вносили в культуры в нетоксичном 
для клеток диапазоне концентраций.

Для анализа структуры актинового цитоскелета суспен - 
зию эндотелиальных клеток вносили в 12-луночные плоско-
донные планшеты («Nunc») в концентрации 100 тысяч клеток 
в 500 мкл питательной среды (ECM), на дно которых предва-
рительно были помещены обезжиренные покровные стекла 
(«Thermo Scientific»). Одновременно в лунки вносили иссле - 
дуемые вещества и инкубировали 72 часа при температуре 
37 °С, во влажной атмосфере с 5 % СО2. После чего клетки 
фиксировали в 50 мкл 4 % формальдегида («Sigma») 10 мин 
при 25 °С, пермеабилизировали 0,01 % раствором Тритона 
Х-100 («Sigma») 5 мин при 25 °С и окрашивали 0,22 мкM раст-
вора родамин-фаллоидина («Invitrogen») на 3,3 % метано - 
ле (АО «Вектон», Санкт-Петербург). Окрашивание ядер про-
изводили красителем DAPI («Invitrogen»). Стекла инкубиро-
вали в термостате 10 мин при температуре 37 °С, высушива - 
ли и наносили среду для заключения («Invitrogen»). Препа-
раты анализировали с помощью микроскопа AxioObserver. 
D1 («Zeiss») и программы «AxioVisionRel 4.7» («Zeiss»).

Результаты и обсуждение

Анализ микрофотографий показал, что эндо
телиальные клетки, культивируемые в стандарт  
ных условиях (контроль), имели овоидную или 
полигональную форму и, характерную для дан  
ного типа клеток, пространственную организа  
цию актиновых микрофиламентов (рис. 1, а). Все 
клетки обладали хорошо организованными ла
меллиподиями с выраженными стрессфибрил
лами, формировали микроспайки и филоподии.

Культивирование в присутствии СРС S. pyo
genes М4916delArcA с инактивированным геном 
АД (рис. 1, в) не изменяло структурную органи
зацию актинового цитоскелета и морфологию 
клеток. Однако в присутствии СРС S. pyogenes 
М4916 (рис. 1, б) форма клеток становилась фиб
робластоподобной, происходило уменьшение ко
личества актиновых фибрилл, что указывало на 
деполимеризации актина. В клетках формирова
лись единичные, утолщенные стрессфибриллы, 
отчетливо выявлялись отдельные конгломераты 
актина. Происходило перераспределение акти
на от центра к периферии клетки. Значительно 
снижалось количество клеток с ламеллиподиями, 
ведущий край ламеллы был плохо сформирован, 
площадь ламеллиподий сокращалась. Интенсив
ность флуоресценции окрашенных клеток была 
ниже по сравнению с тем же показателем в конт
роле.

Полученные результаты подтверждают дан  
ные исследований на эндотелиальных клетках 

Бактериальная аргининдеиминаза нарушает структуру актинового цитоскелета эндотелиальных клеток
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микрососудов человека HMEC, в которых было 
установлено, что подавление направленной ми
грации tipcells (специфических миграторных 
эндотелиальных клеток) в присутствии АД, вы
деленной из Mycoplasma spp., обусловлено из
менением структуры и распределения Fактина 
[30]. 

Актин является основным компонентом ци
тоскелета, с помощью которого осуществляется 
функциональная активность клеток. Актиновые 
филаменты контролируют форму, полярность, 
адгезию к субстрату, миграцию и пролиферацию 
клеток [27]. В серии экспериментов на клетках 
глиобластомы человека и глиальных клетках кры 

Рис. 1. Влияние супернатантов разрушенных ультразвуком стрептококков на морфологию и структуру 
актинового цитоскелета эндотелиальных клеток вены пупочного канатика человека HUVEC

Окраска: DAPI (ДНК) и родамин-фаллоидин (F-актин); увеличение × 200. а — культуральная среда (контроль); б — супернатанты разрушенных ультразвуком 
стрептококков S. pyogenes М49-16; в — супернатанты разрушенных ультразвуком стрептококков S. pyogenes М49-16delArcA.

Рис. 2. Влияние избытка аргинина на морфологию и структуру актинового цитоскелета HUVEC

Окраска: DAPI (ДНК) и родамин-фаллоидин (F-актин); увеличение × 200. а — культуральная среда с добавлением 2 мМ аргинина; б — супернатанты разрушен-
ных ультразвуком стрептококков S. pyogenes М49-16 с добавлением 2 мМ аргинина; в — супернатанты разрушенных ультразвуком стрептококков S. pyogenes 
М49-16delArcA с добавлением 2 мМ аргинина.
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сы была показана взаимосвязь между организа
цией актинового цитоскелета и биодоступностью 
аргинина. Было установлено, что в условиях де
фицита аргинина клетки приобретали вытяну  
тую форму, нарушалась структура ламеллипо  
дий движущего края, снижалось количество ак
тиновых стрессфибрилл и кортикального актина 
в сравнении с контрольными клетками. Описан
ные эффекты носили обратимый характер, так 
как добавление аргинина приводило к быстрому 
восстановлению морфологии и структуры цито
скелета [24]. 

Для проверки предположения о зависимости 
обнаруженных изменений структуры актинового 
цитоскелета эндотелиальных клеток от дефицита 
аргинина в данной работе в культуральную сре
ду одновременно с СРС вносили аргинин в кон  
центрации 2 мМ. При добавлении экзогенного ар  
гинина к клеткам, культивируемым в стандарт
ных условиях (рис. 2, а), а также СРС S. pyogenes 
М4916delArcA (рис. 2, в) изменений структуры 
актинового цитоскелета не было выявлено. В том 
случае, когда аргинин вносили к клеткам, кото  
рые культивировали в присутствии СРС исход  
ного штамма S. pyogenes М4916 (рис. 2, б), проис
ходило полное восстановление микроархитекто
ники актинового цитоскелета, и клетки приобре
тали такой же фенотип, как в контроле.

Аргинин является единственным субстратом 
eNOS — фермента, ответственного за синтез NO 
в клетках сосудистого эндотелия. NO играет важ
ную роль в регуляции сосудистого тонуса, про
цессов воспаления, коагуляции и ангиогенеза [4, 
7, 8, 16, 25]. Однако данные о влиянии NO на ор
га низацию белков цитоскелета эндотелиальных 
клеток в литературе отсутствуют. Показано, что 
в условиях дефицита аргинина eNOS переносит 
свободные электроны на кислород, что приводит 
к генерации активных форм кислорода [18, 30]. 
Можно предположить, что дефицит аргинина мо
жет приводить к дезорганизации актинового ци
тоскелета опосредованно, через продукцию eNOS 
активных форм кислорода [9, 29]. С другой сторо
ны, установлено, что eNOS имеет очень низкую 

аффинность к субстрату (2–3 мкМ) при концент
рации аргинина в клетках 840 мкМ, чем ставит
ся под сомнение роль дефицита аминокислоты в 
дисфункции фермента [8]. 

Метаболитами аргинина в эндотелиальных 
клетках также являются полиамины — спермин и 
спермидин. Показано, что снижение уровня син  
теза полиаминов приводит к нарушению форми
рования ламеллиподий и стрессволокон в миг
рирующих клетках [19]. 

На культуре клеток фибробластов мыши было 
установлено, что посттрансляционное аргинили
рование актина является одним из механизмов 
регуляции миграции клеток, а также обеспечи
вает сохранение их нормальной морфологии [13]. 
Отсутствие Nконцевого аргинина вызывает на
рушение полимеризации актина, индуцирует аг
регацию актиновых нитей и перераспределение 
βактина. Это приводит к коллапсу ламеллы ве  
дущего края, дефектам актиновой сети и накоп
лению агрегатов актина в цитоплазме [12, 26]. 
Несмотря на ключевую роль аргинина и его ме
таболитов в регуляции функциональной актив
ности эндотелия сосудов, взаимосвязь метабо  
лизма этой аминокислоты со структурой белков 
цитоскелета эндотелиальных клеток остается 
слабо изученной [8, 14]. 

Сосудистый эндотелий регулирует поступле  
ние жидкости, газов, биологически активных суб
станций и клеточных элементов из кровеносного 
русла в ткани. Нарушение проницаемости эндо  
телия является одним из ведущих патогенетиче
ских факторов при разных патологических состо
яниях, в том числе, инфекционной природы [22]. 
Проведенные исследования позволяют предпо
ложить, что стрептококковая аргининдеиминаза 
может быть одним из факторов, повреждающих 
эндотелиальный барьер за счет нарушения струк
туры актинового цитоскелета, что позволяет рас
сматривать данный фермент в качестве одного из 
факторов микробной патогенности.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ № 16-04-
00150.
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Bacterial arginine deiminase disrupts the endothelial cells actin cytoskeleton

J.T. Mammedova 1, 2, E.A. Starikova 1, L.A. Burova 1, 
А.B. Malashicheva 3, 4, D.S. Semenova 3, 4, I.S. Freidlin 1, 5

1 Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg; 
2 St. Petersburg State Technological University (Technical University), St. Petersburg; 

3 FSBSI "V.A. Almazov National Medical Research Centre", St. Petersburg; 
4 St. Petersburg State University; 

5 Pavlov First St. Petersburg State Medical University, St. Petersburg

Arginine deiminase is an enzyme that hydrolyses arginine irreversibly and causes the amino acid de
ficiency in hostcells microenvironment. Decreasing bioavailability of arginine during bacterial infe  
ction contributes to endothelial dysfunction. We examined the effect of S. pyogenes M4916 and its 
isogenic mutant with an inactivated arginine deiminase gene arcA (S. pyogenes M4916delArcA) on hu
man umbilical vein endothelial cells (HUVEC) actin cytoskeleton. Actin was stained using rhodamine
phalloidin fluorescent dye. It was shown that incubation with the supernatant of destroyed S. pyoge  
nes M4916ArcA did not change cell morphology and actin cytoskeleton structure. However, while cul
turing cells with the supernatant of destroyed S. pyogenes M4916 their morphology varied, leading 
edge formation disrupted, and amount of stressfibers decreased. Addition of excess arginine to the 
culture medium led to reconstruction in cell morphology and actin cytoskeleton structure. These fin  
dings suggest that arginine deiminase is likely to be one of the factors that cause endothelial dysfun
ction through reshaping the micro architectonics of actin cytoskeleton. (Cytokines and Inflammation. 
2019. Vol. 18. № 1–4. P. 75–79.)

Key words: S. pyogenes, arginine deiminase, HUVEC, actin cytoskeleton.
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Получение и исследование физико-химических 
и биологических свойств интраназальных форм 

аналога интерферона гамма человека

ход из инфицированной клетки [7]. Помимо этого, 
IFNγ отличается мощным иммуностимулирую  
щим действием: повышает активность цитотокси
ческих Тлимфоцитов, естественных киллеров и 
макрофагов, усиливает антителозависимую кле
точную цитотоксичность гранулоцитов, повыша  
ет фагоцитарную активность тканевых макрофа  
гов и моноцитов крови [4]. В связи с этим, исполь
зование препаратов IFNγ наряду с химиопрепа
ратами и иммуномодуляторами в борьбе с вирус  
ной инфекцией представляется весьма перспек
тивным.

Надо сказать, общим недостатком препаратов 
IFNγ является протеолитическая нестабильность. 
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Получены экспериментальные образцы жидкой и лиофильно высушенной интраназальных форм 
аналога интерферона гамма (IFNγ) человека Дельтаферона на основе субстанции и Дельтаферо
на в составе молекулярной конструкции. Выбран состав вспомогательных компонентов, показа  
на сохранность структуры и противовирусной активности белка при хранении в течение года при 
+6 °С. Продемонстрировано повышение протеолитической устойчивости интраназальной формы 
Дельтаферона в молекулярной конструкции, по меньшей мере, в 10 раз по сравнению с исходным 
белком. Показано, что интраназальная форма Дельтаферона в дозе 5 × 104 МЕ обладала способно  
стью повышать уровень IFNγ в ткани носоглотки, Дельтаферона в составе молекулярной конструк  
ции (103–105 МЕ/мышь) — титры интерферона в тканях дыхательных путей и крови мышей, что 
может быть важно для реализации противовирусной активности Дельтаферона. (Цитокины и вос
паление. 2019. Т. 18. № 1–4. С. 80–84.)

Ключевые слова: аналог интерферона гамма человека, интраназальная форма, 
температурная и ферментативная устойчивость, противовирусная активность, 

иммуномодулирующие свойства.

Как известно, многие вирусы, в частности, ви
русы гриппа, способны подавлять в организме 
синтез интерферона (IFN), что может приводить к 
быстрому развитию заболевания и даже леталь  
ному исходу [3]. Применение препаратов интер
феронов обеспечивает запуск механизмов проти
вовирусной защиты и препятствует размноже  
нию вируса. Так, показано, что интерферон гамма 
(IFNγ) обладает способностью подавлять проник
новение вируса в клетку, ингибировать синтез 
мРНК и трансляцию вирусных белков, блокиро  
вать процессы сборки вирусных частиц и их вы
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Белок легко подвергается деградации в крови, 
что приводит к снижению его противовирусной 
активности. Для решения этой проблемы в ФБУН 
ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора была разра
ботана технология получения Дельтаферона, ана
лога рекомбинантного IFNγ человека, имеющего 
делецию 10 аминокислот на Сконце молекулы и 
аминокислотные замены в сайтах протеолиза (по
ложения 129, 130 и 131), что обеспечило его более 
длительную циркуляцию в организме [8]. 

Другим методическим приемом, использован
ным для повышения стабильности белка, явля
лось включение Дельтаферона в наноразмерные 
средства доставки: двухслойные молекулярные 
конструкции (МК), содержащие в центральной 
части нуклеотидный материал (дрожжевые дву
спиральные РНК), покрытый оболочкой из спер
мидинполиглюкина [5].

Как известно, основным путем введения суще
ствующих в настоящее время лекарственных пре
паратов IFNγ является системный путь введения. 
Учитывая, что первым местом контакта вируса 
гриппа с организмом хозяина и главным объектом 
инфекции является эпителий слизистой оболоч
ки дыхательных путей, можно предположить, что 
Дельтаферон может быть эффективен и при ин
траназальном применении.

В связи с этим, целью нашего исследования яв 
 лялось создание интраназальных форм Дельта
ферона разного состава, исследование их физи  
кохимических и биологических свойств. 

Материалы и методы

В ходе работы были использованы препарат Дельтафе - 
рон — субстанция, со специфической противовирусной 
активностью 3,8 × 105 МЕ/мг, производства ИМБТ ФБУН ГНЦ 
ВБ «Вектор» Роспотребнадзора (г. Бердск Новосибирской 
обл.); молекулярная конструкция, содержащая Дельтаферон 
(МК-Д), полученная в соответствии с [5]; поливинилпирроли- 
дон (40 000 Да), «Sigma»; Трилон Б, «Sigma».

Растворы интраназальных форм Дельтаферона получали 
путем смешения вспомогательных компонентов с субстан-
цией Дельтаферона или МК-Д из расчета 50 000 МЕ или 
100 000 МЕ белка в 1 мл раствора препарата. Лиофилиза-
цию препаратов осуществляли в камере лиофильной сушки 
«FreeZone» в автоматическом режиме с опцией пневматиче - 
ской укупорки с соблюдением правил асептики. 

Определение концентрации белка проводили по методу 
Лоури [13]. Стабильность Дельтаферона в составе интрана-
зальных форм при хранении в различных температурных ре - 
жимах, а также ферментативную устойчивость белка после 
инкубации с трипсином оценивали электрофорезом в 12 % 
ПААГ в денатурирующих условиях, как описано в [12].

Специфическую противовирусную активность препаратов 
Дельтаферона определяли микрометодом по подавлению ци-
топатического действия тест-вируса в культуре клеток L-68. 

В качестве тест-вируса использовали вирус энцефаломио-
кардита (ЕМС), штамм Колумбия [14].

Изучение иммуномодулирующих свойств препаратов 
проводили на самцах белых аутбредных мышей ICR массой 
19–23 г, полученных из питомника ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» 
Роспотребнадзора. В первой экспериментальной серии мы-
шам опытной группы вводили однократно интраназальную 
форму Дельтаферона в дозе 5 × 104 МЕ на мышь, контрольным 
животным — физиологический раствор. Через 3 и 24 ч пос-
ле введения препаратов мышей подвергали эвтаназии дву - 
окисью углерода, забирали на анализ образцы сыворотки 
крови, ткани носоглотки и легких. Концентрацию IFNγ опре-
деляли в 20 % гомогенатах тканей дыхательных путей и сы - 
воротке крови методом иммуноферментного анализа с по-
мощью набора реактивов «Mouse IFNγ Immunoassay» («R&D 
Systems»).

Во втором эксперименте мышам опытных групп вводили 
интраназальную форму Дельтаферона в составе молекуляр-
ной конструкции в дозе 103 МЕ или 105 МЕ/мышь, животным 
контрольной группы — физиологический раствор. Титры ин - 
терферона в сыворотке крови, супернатантах гомогенатов 
тканей носоглотки и легких мышей, взятых через 3 ч после 
введения, определяли на культуре клеток L-68, инфициро - 
ванной вирусом EMC [14]. Статистическую обработку дан-
ных проводили с помощью пакета статистических программ 
«Statgraphics», V. 5.0 («Statistical Graphics Corp.», USA) с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента. Критический уровень 
значимости при проверке статистических гипотез (р) прини-
мали равным 0,05.

Результаты и обсуждение

В современной клинической практике широ
ко используются разные виды неинъекционных 
форм интерферонов (капли, мази, гели, ингаля
ционные и суппозиторные формы), но это, как 
правило, препараты интерферона альфа [9]. Све
дений о пре паратах IFNγ для непарентерального 
применения в доступной литературе немного [11].

Надо сказать, что подбор ингредиентов при со
здании интраназальных форм осуществляется, 
как правило, с сохранением комбинации трех раз 
личных по механизму действия компонентов: бу
фер, хелатообразователь, стабилизатор [2]. На ос  
новании анализа литературных данных для ин
траназальной формы Дельтаферона нами были 
выбраны следующие вспомогательные компонен  
 ты [1]:

• стабилизатор поливинилпирролидон (40 000 Да) — 
биологически совместимый полимер, улучшает 
растворимость лекарственных веществ, пролон
гирует их действие при высвобождении из ле
карственной формы [10];

• хелатообразователь трилон Б — антиоксидант, 
связывает следовые количества ионов двухва
лентных металлов, в присутствии которых уско
ряются процессы окисления [6];
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• фосфатносолевая буферная смесь, рН 7,2, со  
держащая 0,9 % NaCl, для предотвращения нару 
шения физиологического водносолевого гомео
стаза крови.

В качестве активного компонента в состав пре
паратов вводили субстанцию Дельтаферона или 
МКД.

В первой серии экспериментов были получены 
два образца интраназальной формы Дельтафе  
рона, в виде раствора либо лиофилизата для при
готовления раствора для интраназального введе
ния.

По уровню специфической противовирусной 
активности образцы существенно не отличались 
от активности исходного белка: показатели актив
ности Дельтаферона в жидкой и лиофилизиро
ванной форме составляли 0,9×105 и 1,5×105 МЕ/мг, 
соответственно, субстанции — 3,8×105 МЕ/мг. Эти 
данные свидетельствуют о сохранности противо
вирусных свойств Дельтаферона в составе интра
назальных форм в момент их получения.

Структурные характеристики белка и его про
тивовирусные свойства не менялись и при хране
нии интраназальных форм в широком диапазоне 
температур (+20 °С, +6 °С, –4 °С) в течение года 
(рис. 1). При этом субстанция Дельтаферона была 
стабильна лишь в ограниченных условиях хра
нения (+6 °С) в течение 6 месяцев.

Важной характеристикой препарата является 
ферментативная устойчивость его активных ком
понентов, от уровня которой зависит длительность 
их циркуляции в биологически активной форме 
при введении в организм. Анализ показал, что оба 
образца интраназального Дельтаферона по уров
ню протеолитической устойчивости не отлича  
лись от Дельтаферона: все исследованные препа
раты подвергались деградации при инкубации с 
трипсином (0,0025 и 0,05 мкг фермента на 30 мкг 
белка, 5 минут).

Полученная во второй серии экспериментов 
интраназальная форма Дельтаферона в составе 
МК, как и исходный белок, сохраняла свои струк
турные характеристики в момент получения и 
после хранения в течение 6 месяцев при +6 °С 
(рис. 2). 

При этом Дельтаферон в молекулярной конст
рукции был более устойчив к ферментативному 
воздействию. Если исходный белок подвергал  
ся деградации после пятиминутной инкубации с 
трипсином в количестве 2,6×10–6 ед. акт., то струк
тура Дельтаферона в составе конструкции оста
валась неизменной и при 10кратном увеличении 
концентрации фермента в инкубационной среде 
(рис. 3). Аналогичные закономерности наблюда  
лись в ходе исследования протеолитической ус
тойчивости образцов конструкции, хранившейся 
в течение 6 месяцев при +6 °С.

Противовирусная активность интраназальной 
формы Дельтаферона в составе МК после 20 ме
сяцев хранения составляла 2,0×106 МЕ/мл и не 
отличалась от показателя активности свежепри
готовленного препарата (1,25×106 МЕ/мл). Таким 

Рис. 1. Электрофореграмма образцов жидкой 
и лиофилизированной интраназальных форм Дельтаферона 

после хранения при температуре +6 °С в течение года

Электрофорез в 12 % ПААГ, окрашивание Кумасси G-25. Дорожки: М — маркер 
молекулярных масс (14 000–66 000 Да); 1 — жидкая форма Дельтаферона; 
2 — лиофилизированная форма Дельтаферона; 3 — Дельтаферон (свежепри-
готовленный образец).

Рис. 2. Электрофореграмма интраназальной формы 
Дельтаферона в составе молекулярной конструкции 

после хранения при +6 °С в течение 6 месяцев

Электрофорез в 12 % ПААГ, окрашивание Кумасси G-25. Дорожки: М — маркеры 
молекулярных масс (14 400–66 000 Да); 1 — Дельтаферон в составе молекуляр-
ной конструкции; 2 — Дельтаферон.

Рис. 3. Электрофоретический анализ протеолитической 
устойчивости Дельтаферона в составе молекулярной 

конструкции (а) в сравнении с Дельтафероном (б) 
после 5-минутной инкубации с трипсином

Концентрации трипсина: 1 — 2,6×10–6 ед. акт.; 2 — 1,3×10–6 ед. акт.; 3 — 2,6×10–5 
ед. акт.; К — без добавления трипсина (контроль). Электрофорез в 12 % ПААГ, 
окрашивание Кумасси G-250.
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образом, включение Дельтаферона в состав МК 
способствовало повышению ферментативной ста
бильности его интраназальной формы.

Иммуномодулирующую активность интрана
зальных форм Дельтаферона оценивали на мы
шах по влиянию на продукцию интерферона, как 
локальную, в тканях верхних дыхательных путей 
и легких, так и системную, о которой судили по 
уровню интерферона в сыворотке крови.

Было показано, что интраназальная форма 
Дельтаферона в дозе 5×104 МЕ не оказывала вли
я ния на содержание IFNγ в крови мышей и ткани 
легких через 3 и 24 ч после введения. Однако пре 
парат вызывал достоверное повышение концент  
рации IFNγ в ткани носоглотки мышей (17,6± 
±1,1 пг/г — в опыте, 12,7±1,7 пг/г — в контроле, 
на 39 %) через 3 ч после введения, причем тенден
ция к сохранению повышенного уровня показа  
теля наблюдалась и через сутки после введения.

Интраназальное введение мышам Дельтаферо  
на в составе МК приводило к значительному по
вышению титров IFN в крови и тканях дыхатель
ных путей по сравнению с контролем (таблица). 
Уровень IFN в крови мышей повышался через 
3 ч после введения препарата в дозах 103 МЕ и 
105 МЕ в 11 и 45 раз, соответственно. Титры IFN в 
легких после введения препарата в меньшей дозе 
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Вспомогательные вещества, используемые в технологии мягких лекарст-

Т а б л и ц а 
Титры интерферона в сыворотке крови, супернатантах гомогенатов легких и носоглотки мышей, 

взятых через 3 часа после интраназального введения Дельтаферона в составе молекулярной конструкции

Группа
Титры интерферона

Сыворотка крови Легкие Носоглотка

Физиологический раствор 1:16 1:16 1:16

Интраназальная форма Дельтаферона, 103 МЕ 1:179 1:307 1:410

Интраназальная форма Дельтаферона, 105 МЕ 1:717 1:973 1:717

Интактные мыши 1:16

Примечание. Количество животных в каждой группе — 5.

в этот же срок превышали контрольный уровень 
в 19 раз, в высокой — в 61 раз; в ткани но соглот
ки значения показателя увеличивались в 20 и 
45 раз, соответственно.

Таким образом, исследование новых интрана
зальных форм аналога интерферона гамма чело
века Дельтаферона показало, что белок в соста  
ве жидкой и лиофилизированной лекарственных 
форм приобретал повышенную устойчивость к 
температурным воздействиям и стабильность 
при хранении, в составе молекулярной конструк
ции — ферментативную устойчивость. В экспе
риментах на мышах подтверждена способность 
интраназальных форм Дельтаферона разного со  
става повышать уровень интерферона в тканях 
дыхательных путей, более выраженная в случае 
Дельтаферона в молекулярной конструкции, что 
может быть важно для реализации его противо
вирусной активности. Полученные данные пред
ставляют интерес с точки зрения разработки но  
вых лечебнопрофилактических средств на осно  
ве аналога природного интерферона гамма чело
века для комплексной терапии и профилактики 
вирусных инфекций.

Исследование проведено в рамках выполнения государст-
венного задания ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора.



84 Том 18  № 1–4     2019
Ц И Т О К И Н Ы

ВОСПАЛЕНИЕ
и

Production and study on the physicochemical and biological properties 
of human interferon gamma analogue intranasal forms

O.S. Ivanova 2, G.M. Levagina 2, A.V. Bateneva 2, 
S.G. Gamaley 2, M.P. Bogryantseva 1, E.D. Danilenko 2

1 FBRI «State Research Center of Virology and Biotechnology «Vector», 
Rospotrebnadzor, Koltsovo, Novosibirsk Region; 

2 Institute of Medical Biotechnology, the Branch of the FBRI «State Research Center 
of Virology and Biotechnology «Vector», Berdsk, Novosibirsk Region

In this study, we obtained experimental samples of liquid and freezedried intranasal forms of human 
interferon gamma (IFNγ) analogue Deltaferon based on the substance and Deltaferon within the molecu  
lar construct. The composition of the auxiliary components was selected; the structure and antiviral 
activity of the protein was preserved after storage at +6 °C for a year. The proteolytic stability of the 
intranasal form of Deltaferon within the molecular construct was demonstrated to increase by at least 
10 times as compared with initial protein. The intranasal form of Deltaferon was shown to be able to 
increase the level of IFNγ in the nasopharyngeal tissue when administered at a dose of 5 × 104 IU. The 
administration of the intranasal form of Deltaferon within the molecular construct (103–105 IU/mou
se) caused increase of IFN titers in the tissues of the respiratory tract and blood of mice, which may be 
important for the realization of antiviral activity of Deltaferon. (Cytokines and Inflammation. 2019. 
Vol. 18. № 1–4. P. 80–84.)

Key words: human interferon gamma analogue, intranasal form, temperature and enzymatic resistance, 
antiviral activity, immunomodulating properties.
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Цитокиновая сеть синовиальной жидкости 
и ее связь с активностью ревматоидного артрита

тие васкулита, поражение сердечнососудистой 
системы, легких, почек, глаз, нервной системы и 
считаются факторами риска летального исхода, в 
первую очередь, от кардиоваскулярной патоло
гии [11]. Этиология РА остается неясной, однако в 
то же время известно, что это аутоиммунное за  
болевание может быть вызвано действием мно
жественных индукторов при наличии генетиче  
ской предрасположенности [1]. Биомаркеры ло
кальной воспалительной реакции в суставе и си  
стемной реакции организма пациентов с РА ши
роко изучаются [1, 6, 10, 11]. В процессе изучения 

Л.А. Мороз 1, Т.М. Талако 2, М.П. Потапнев 1, 3, 4, Н.Ф. Сорока 4

1 Республиканский научно-практический центр трансфузиологии 
и медицинских биотехнологий, г. Минск, Республика Беларусь; 

2 Белорусская медицинская академия последипломного образования, г. Минск, Республика Беларусь; 
3 Международный государственный экологический институт им. А.Д. Сахарова 
Белорусского государственного университета, г. Минск, Республика Беларусь; 

4 Белорусский государственный медицинский университет, г. Минск, Республика Беларусь

Целью исследования было определение значения и взаимосвязи локально продуцируемых цито
кинов синовиальной жидкости (СЖ) пораженного коленного сустава с другими значимыми био
маркерами локального и системного воспалительного процесса у 84 пациентов с ревматоидным 
артритом (РА). Результатами исследований было установлено, что с показателем активности за  
болевания DAS28 прямую корреляционную связь проявляли показатели скорости оседания эри
троцитов (СОЭ), общего IgA, обратную — уровень гемоглобина в периферической крови (ПК); а 
также уровни IL1β, IL8 в СЖ пораженного коленного сустава пациентов с РА. Проанализирова  
на взаимосвязь наиболее значимых цитокинов СЖ с другими биомаркерами СЖ и ПК у пациентов 
с РА. Установлено, что цитокины воспаления IL1β, TNFα, IL17А, а также IL8 в СЖ проявляли 
значимую прямую корреляционную взаимосвязь с уровнями противовоспалительных цитокинов 
IL10 в СЖ и TGFβ1, IL10 (для IL1β, TNFα) и белков ревматоидного фактора (РФ), циркулирую  
щих иммунных комплексов (ЦИК) и CRP (для IL17А) — в ПК пациентов с РА. Сделан вывод о том, 
что сеть цитокинов, включающая IL1β, TNFα, IL17А и IL8, ассоциирована с СЖ пораженных су
ставов. С ней ассоциирована другая сеть цитокинов, включающая TGFβ1 и IL10, и связанных с 
воспалением белков РФ, ЦИК и CRP в ПК пациентов с РА. (Цитокины и воспаление. 2019. Т. 18. 
№ 1–4. С. 85–90.)

Ключевые слова: ревматоидный артрит, цитокины, синовиальная жидкость, 
периферическая кровь.

Ревматоидный артрит (РА) является аутоим
мунным системным воспалительным заболева  
нием соединительной ткани, характеризующим  
ся развитием хронического эрозивного артрита 
(синовита), прогрессирующим снижением под
вижности суставов и системным воспалительным 
поражением внутренних органов, что приводит 
к значительному снижению качества жизни и 
инвалидизации пациентов [1, 11]. Внесуставные 
проявления РА разнообразны и включают разви
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находятся диагностическая и прогностическая 
значимость этих биомаркеров, их взаимосвязь 
при активном воспалительном процессе при РА 
[7, 8, 10]. Ранее нами и другими авторами было 
показано, что профиль цитокинов отличается при 
их определении в периферической крови (ПК) и 
синовиальной жидкости (СЖ) [1, 4, 7, 14]. Цель 
настоящей работы — определение значения и 
взаимосвязи локально продуцируемых цитоки  
нов СЖ с другими значимыми биомаркерами ло
кального и системного воспалительного процесса 
у пациентов с РА.

Материалы и методы

В исследование были включены 84 пациента с диагнозом 
РА (согласно критериям Американской коллегии ревматоло - 
гов, 1987 года), поступившие для лечения в ревматологиче - 
ское отделение учреждения здравоохранения «9 городская 
клиническая больница» (в настоящее время — государст-
венное учреждение «Минский научно-практический центр 
хирургии, трансплантологии и гематологии»). Информиро - 
ванное согласие на участие в исследовании были получено 
от всех пациентов. Большинство из них составили женщины 
в возрасте старше 40 лет с высокой (индекс DAS28 > 5,1) или 
умеренной (> 3,2 DAS28 ≤ 5,1) степенью активности заболе-
вания с разными рентгенологическими стадиями РА (от II до 
IV). В ПК большинства пациентов с РА был выявлен ревмато-
идный фактор (РФ) (табл. 1). Всем участникам исследования 
проводили стандартное клинико-лабораторное обследова - 
ние и последующее лечение согласно Протоколам лечения 

ревматических заболеваний, утвержденным Приложением к 
приказу Министерства здравоохранения Республики Бела-
русь от 10.05.2012 г. № 522: метотрексат — 7,5–12 мг/нед 
внутрь, при его непереносимости — лефлуномид 20 мг/сут 
внутрь, фолиевая кислота — 3 мг/сут внутрь в дни неприема 
метотрексата; нестероидные противовоспалительные лекар-
ственные средства мелоксикам — 15 мг/сутки или нимесу-
лид — 100–200 мг/сутки.

Лабораторное обследование пациентов включало опре-
деление уровней РФ и С-реактивного белка (CRP) методом 
латекс-агглютинации, скорости оседания эритроцитов (СОЭ) 
по методу Вестергрена, уровня гемоглобина (Hb) и количест - 
ва лимфоцитов на автоматическом гематологическом ана-
лизаторе «Cell Dyne 3700», циркулирующих иммунных ком-
плексов (ЦИК) методом микропреципитации с полиэтилен - 
гликолем 4000. В рамках проводимого исследования, одо - 
бренного Этическим комитетом Белорусского государствен-
ного медицинского университета, отбирали образцы сыво-
ротки ПК и СЖ, полученной при пункции коленного суста - 
ва, стабилизированные К-ЭДТА. Образцы центрифугировали 
при 1 500 об/мин в течение 15 мин для осаждения клеток и 
детрита, супернатант замораживали при температуре ниже 
–20° С до тестирования в течение 2–3 месяцев.

Профиль цитокинов оценивали методом иммунофермент-
ного анализа (ИФА) с использованием коммерческих наборов 
АО «Вектор-Бест» (Интерлейкин-1 бета-ИФА-БЕСТ, Интерлей-
кин-2-ИФА-БЕСТ, Интерлейкин-4-ИФА-БЕСТ, Интерлейкин-6- 
ИФА-БЕСТ, Интерлейкин-6-ИФА-БЕСТ, Интерлейкин-10-ИФА-
БЕСТ, альфа-ФНО-ИФА-БЕСТ, гамма-Интерферон-ИФА-БЕСТ), 
«Invitrogen» (IL-17А, TGFbeta-1), «DRG Diagnostics» (антину-
клеарные антитела (АНА)). Уровни общих иммуноглобулинов 
(IgM, IgG, IgA) определяли методом ИФА с использованием 
коммерческих наборов АО «Вектор-Бест». 

Статистическую обработку данных осуществляли с помо - 
щью прикладного пакета программы «Statistica 8.0», вклю - 
чая общепринятые методы параметрического и непараметри-
ческого анализа с расчетом кривых распределения вариаци-
онных рядов: средних значений, ошибки средних значений, 
корреляционный анализ Спирмена. Различия считали значи-
мыми при р < 0,05.

Результаты и обсуждение

Индекс DAS28 является общепринятым интег
ральным показателем активности заболевания 
у пациентов с РА. Поэтому сначала мы оценили 
его взаимосвязь с изменением показателей ПК у 
пациентов с РА. Как видно из табл. 2, показатель 
DAS28 имеет прямую сильную корреляционную 
связь с величиной СОЭ (входящей в перечень па
раметров, определяющих уровень DAS28). Пря  
мая корреляционная взаимосвязь слабой силы 
прослеживалась между показателем DAS28 и 
уровнем общего IgA, отражающего состояние си
стемного воспаления синовиальных оболочек и 
играющего противовоспалительную функцию, и 
обратная — с содержанием Hb в перифериче ской 

Т а б л и ц а  1 
Общая характеристика пациентов с ревматоидным 

артритом, включенных в исследование

Параметр Значения

Возраст, лет 42,4 ± 12,7

Половая структура, 
n (%):

мужчины 9 (10,7 %)

женщины 75 (89,3 %)

Продолжительность заболевания, лет, 
Me [25–75 %] 6,6 ± 6,1; 5 [2 ÷ 10]

Активность заболевания по DAS28, 
Me [25–75 %] 5,99 [5,28 ÷ 6,66]

Распределение 
по степени 
активности заболе-
вания:

высокая 
(DAS28 > 5,1) 64 (76,2 %)

средняя 
(DAS28 = 3,2–5,1) 19 (22,6 %)

низкая 
(DAS28 < 2,6) 1 (1,2 %)

Рентгенологическая 
стадия заболевания 
по Штейнброкеру, 
n (%)

1 6 (7,1 %)

2 37 (44 %)

3 18 (21,4 %)

4 18 (21,4 %)

Позитивность пациентов по РФ, n (%) 66 (78,5 %)

Примечание. РФ — ревматоидный фактор.
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Оригинальные статьи

крови как проявлением «анемии хронического 
заболевания» [3]. Согласно полученным данным, 
уровни исследованных цитокинов (IL6, TGFβ1, 
IL10, TNFα, IL1β, IL8, IL4, IFNγ, IL17А, IL2), 
а также CRP и показателей гуморального имму
нитета — ЦИК, АНА, РФ, IgG, IgM в ПК не име  
ли значимой корреляционной связи с показате  
лем DAS28 (данные не представлены).

Учитывая, что лабораторные показатели ПК 
не всегда могут прямо отражать патологический 
процесс, в том числе, процесс системного харак  
тера, мы проанализировали возможную взаимо
связь индекса DAS28 с биомаркерами СЖ пора
женного коленного сустава пациентов [1, 3, 4, 14]. 
Как видно из табл. 3, перечень значимых показа
телей СЖ, проявлявших корреляционную взаи
мосвязь с величиной DAS28, значительно отли  
чался от таковых в ПК. В первую линию показа
телей вошли цитокины воспаления. Уровень ло
кального IL1β в наибольшей степени, по нашим 
данным, был ассоциирован с уровнем DAS28 па
циентов, что подтверждает его патогенетическое 
и диагностическое значение для РА, особенно в 
комплексе с другими цитокинами [1, 11, 14]. Уро  
вень IL8, участвующего в ангиогенезе и хемо
таксисе нейтрофилов, проявлял статистически 
значимую прямую корреляционную взаимосвязь 
средней степени со значениями DAS28. Значи  
тельное повышение количества IL8 в СЖ отме
чали при высокой активности РА и другие авто  

ры [2]. Далее по значимости взаимосвязи с DAS28 
выступали другие показатели острого воспаления 
(TNFα и IL17А), а также иммуносупрессивный 
IL10, хотя их взаимосвязь с показателем DAS28 
не была статистически значимой. То есть не толь
ко цитокины «первой волны», определяющие 
острое воспаление (IL1β, TNFα, IFNγ, IL17А), 
но и цитокины «второй волны» (IL8, IL6, IL10), 
снижающие остроту воспаления и определяю  
щие его хроническое течение, определяют пато
генез локальной воспалительной реакции [5].

Как известно, не отдельные цитокины, а их 
комбинации определяют реакции клеток и тка
ней. Поэтому мы оценили возможную взаимосвязь 
наиболее значимых для DAS28 цитокинов СЖ с 
другими исследованными иммунологическими 
показателями СЖ (табл. 4) и ПК (табл. 5). Как 
видно из табл. 4, уровень IL1β в СЖ проявлял 
сильную прямую корреляционную взаимосвязь 
с локальным уровнем IL10, обладающим имму
норегулирующей ограничительной ролью в отно
шении воспаления в суставе. Существует пред
положение о том, что повышенное содержание 
IL10 в СЖ связано преимущественно с активно
стью Трегуляторных клеток, уровень которых 
локально повышен, особенно при деструкции 
тканей суставов [6, 10]. IL10 при этом проявляет 
хондропротективное действие [13].

В СЖ была выявлена сильная прямая корре
ляционная взаимосвязь содержания IL1β с IL8, 

Т а б л и ц а  2 
Связь активности заболевания с лабораторными показателями 
периферической крови пациентов с ревматоидным артритом

Сравниваемые показатели Количество исследованных 
образцов Коэффициент корреляции, R Уровень значимости, р

DAS28 и СОЭ 71 0,6192 < 0,0001*

DAS28 и IgA 58 0,2952 0,02*

DAS28 и Hb 69 –0,2862 0,017*

DAS28 и лимфоциты 70 –0,2291 0,056

DAS28 и IL-6 70 0,1731 0,15

DAS28 и ЦИК 66 0,1670 0,18

Примечание к табл. 2, 3. * — значимая связь показателей. СОЭ — скорость оседания эритроцитов, Hb — гемоглобин, ЦИК — циркулирующие 
иммунные комплексы.

Т а б л и ц а  3 
Связь активности заболевания с лабораторными показателями суставной жидкости 

пораженного коленного сустава пациентов с ревматоидным артритом

Сравниваемые показатели Количество исследованных 
образцов Коэффициент корреляции, R Уровень значимости, р

DAS28 и IL-1β 15 0,7142 0,002*

DAS28 и IL-8 15 0,5928 0,019*

DAS28 и TNFα 15 0,3927 0,15

DAS28 и IL-17А 15 0,3764 0,16

DAS28 и IL-10 24 0,2877 0,17
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обладающим множеством биологических эффек  
тов в отношении тканей пораженных суставов и, 
по данным ряда авторов, повышенным в наиболь
шей степени по сравнению с другими цитокинами 
в СЖ при активном РА [2]. Вполне логично смот
рится выявленная прямая корреляционная связь 
количества IL1β с количеством IFNγ и TNFα в 
СЖ, как цитокинов первой волны, обладающих 
различиями в клеткахпродуцентах и биологиче
ской активности [5, 11]. При этом сочетание IL1β и 
TNFα обладает мощным артропатогенным дейст  
вием при РА [15]. Остается пока неясной взаимо
связь повышенного содержания IL1β с лока ль  
ным содержанием ЦИК, общего IgA и IL17А, име
ющих различное тканевое происхождение.

Содержание другого цитокина воспаления — 
TNFα — в СЖ проявляло прямую корреляцион  
ную взаимосвязь с количеством провоспалитель
ного IL1β и цитокинами второй волны — IL8 и 
IL10, что подчеркивает важность баланса цито
кинов в патогенезе РА [11]. Выявленная обратная 
корреляционная связь уровней TNFα и общего 
IgG указывает на их разнонаправленную значи

мость в иммунопатологических реакциях при РА 
[1, 9]. Провоспалительный цитокин IL17А, с кото
рым ассоциируют Th17зависимое воспаление в 
пораженных суставах при РА, в наших исследо
ваниях СЖ оказался корреляционно взаимосвя
занным с противовоспалительными IL10 и IL6 
зависимым острофазным белком CRP, также об
ладающим функцией сдерживания воспаления 
[11, 12]. Это вновь подчеркивает важность балан
совых взаимоотношений цитокинов и индуциро
ванных ими эффекторных белков в СЖ при РА. 
IL8, являясь цитокином «второй волны», проявлял 
в СЖ при РА сильную прямую корреляционную 
взаимосвязь как с провоспалительными цитоки
нами IL1β и TNFα, так и противовоспалительным 
IL10, что вновь подчеркивает балансовые взаи
моотношения физиологически разнонаправлен  
ных цитокинов в локальном патологическом про
цессе. Наконец, была установлена сильная пря  
мая корреляционная взаимосвязь противовоспа
лительного IL10 с провоспалительными цитоки
нами IL1β и, в меньшей степени, с TNFα и IL17А, 
а также с цитокинами второй волны IL8 и, в мень

Т а б л и ц а  4 
Корреляционная взаимосвязь наиболее значимых биомаркеров синовиальной жидкости 

пораженного коленного сустава пациентов с ревматоидным артритом

Сравниваемые параметры синовиальной жидкости Коэффициент 
корреляции, R Уровень значимости, р

IL-1β 

IL-10 n = 20 0,84 p < 0,001

IL-8 n = 20 0,75 p < 0,001

IFNγ n = 19 0,58 p = 0,01

TNFα n = 18 0,57 p = 0,013

ЦИК n = 19 0,52 p = 0,024

IgA n = 20 0,44 p = 0,053

IL-17 n = 18 0,44 p = 0,066

IL-6 n = 19 0,41 p = 0,081

TNFα 

IL-8 n = 18 0,66 p = 0,003

IL-10 n = 21 0,57 p = 0,006

IL-1β n = 18 0,57 p = 0,013

IgG n = 21 -0,5 p = 0,021

IL-17А 
CRP n = 16 0,55 p = 0,027

IL-10 n = 21 0,53 p = 0,014

IL-8 

IL-1β n = 20 0,75 p < 0,001

TNFα n = 18 0,66 p = 0,003

IL-10 n = 20 0,64 p = 0,003

IL-10 

IL-1β n = 20 0,84 p < 0,001

IL-8 n = 20 0,64 p = 0,003

TNFα n = 21 0,57 p = 0,006

IL-17 n = 21 0,53 p = 0,014

IL-6 n = 30 0,48 p = 0,007

ЦИК n=30 0,38 p = 0,037

Примечание. ЦИК — циркулирующие иммунные комплексы, CRP — C-реактивный белок.

Цитокиновая сеть синовиальной жидкости и ее связь с активностью ревматоидного артрита
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шей степени, с IL6. Выявленные закономерности 
и тенденции взаимоотношений цитокинов СЖ 
различного происхождения и с различной биоло
гической активностью свидетельствуют о слож  
ных балансовых отношениях участников локаль
ного воспаления в пораженных суставах при РА.

С учетом стандартно изучаемых показателей 
ПК человека мы оценили возможную связь ос
новных цитокинов СЖ с лабораторными показа
телями ПК пациентов с РА. Как видно из табл. 5, 
с повышенным уровнем IL1β в СЖ проявляли 
прямую сильную корреляционную взаимосвязь 
уровни РФ и IL10, в меньшей степени — TGFβ1, 
IL6, СОЭ и ЦИК, что свидетельствует о мощном 
противовоспалительном потенциале цитокинов и 
белков ПК в ответ на острое воспаление в пора
женных суставах [4, 10, 14]. Аналогично, для ци
токина воспаления TNFα в СЖ выявлена прямая 
корреляционная связь с IL10 и TGFβ1 в ПК. Для 
IL17А в СЖ установлена прямая корреляцион  
ная связь только с уровнем CRP и РФ в ПК. Уров
ни IL8 и IL10 в СЖ проявляли в первую очередь 
прямую корреляционную взаимосвязь с уровнем 
TGFβ1 в ПК и, в меньшей степени, с РФ и ЦИК. 

Таким образом, у пациентов с ревматоидным 
артритом в синовиальной жидкости пораженных 
суставов, но не в периферической крови, выявле
на прямая взаимосвязь уровней цитокинов IL1β, 

TNFα, IL8, IL17А с активностью заболевания 
при оценке по индексу DAS28. При этом цитоки
ны воспаления IL1β, TNFα, IL17А, а также IL8 
в синовиальной жидкости проявляли статисти
чески значимую прямую корреляционную взаи
мосвязь с уровнем противовоспалительного ци
токина IL10 в синовиальной жидкости и TGFβ1, 
IL10 (для IL1β, TNFα) и белков ревматоидного 
фактора, циркулирующих иммунных комплексов 
и Cреактивного белка (для IL17А) — в перифе
рической крови пациентов с ревматоидным ар
тритом.

Следует заключить, что не ключевые цитокины, 
а баланс цитокинов (и белков, ассоциированных 
с иммунным воспалением) играют ведущую роль 
в патогенезе ревматоидного артрита. При этом 
баланс цитокинов и белков, ассоциированных с им  
мунным воспалением в синовиальной жидкости 
пораженных суставов и периферической крови 
пациентов с ревматоидным артритом, имеют раз
личающийся профиль.

Работа выполнена при поддержке Министерства здравоох-
ранения Республики Беларусь (НИР госрегистрации 20142699). 
Научный руководитель проекта — профессор Сорока Н.Ф.

Авторы не имеют конфликта интересов в связи с опублико-
ванием данной статьи.

Т а б л и ц а  5
Корреляционная связь наиболее значимых параметров синовиальной жидкости пораженного 

коленного сустава с биомаркерами периферической крови пациентов с ревматоидным артритом

Сравниваемые параметры

Количество образцов Коэффициент 
корреляции, R Уровень значимости, р

синовиальной жидкости периферической крови

IL-1β 

РФ 11 0,688 p = 0,019

IL-10 19 0,634 p = 0,003

TGFβ1 16 0,596 p = 0,015

IL-6 18 0,558 p = 0,016

СОЭ 15 0,517 p = 0,048

ЦИК 18 0,505 p = 0,033

TNFα 

IL-10 19 0,656 p = 0,002

TGFβ1 17 0,581 p = 0,014

ЦИК 19 0,526 p = 0,02

IL-17 
CRP 17 0,805 p < 0,001

РФ 12 0,607 p = 0,036

IL-8 

TGFβ1 16 0,619 p = 0,01

РФ 11 0,61 p = 0,04

ЦИК 18 0,420 р = 0,082

IL-10 

TGFβ1 22 0,465 p = 0,029

ЦИК 31 0,368 p = 0,041

IL-6 29 0,366 p = 0,05

Примечание. РФ — ревматоидный фактор, СОЭ — скорость оседания эритроцитов, CRP — C-реактивный белок, ЦИК — циркулирующие им-
мунные комплексы.
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Cytokine network of synovial fluid and its relationship 
with rheumatoid arthritis activity
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The goal of the research was to evaluate the significance and relation of cytokines in synovial fluid 
(SF) from damaged joints with other valuable biomarkers of local and systemic inflammation in pati
ents with rheumatoid arthritis (RA). Data from 84 RA patients were collected. The obtained results 
demonstrated a weak direct correlation of disease activity index DAS28 with erythrocyte sedimenta  
tion rate, IgA content and inverse correlation — with hemoglobin content in peripheral blood (PB). 
At the same time, direct correlation of DAS28 was found with quantity of IL1β and IL8 in SF of pati  
ents with RA. Correlation was found between the level of IL1β, IL8, TNFα, IL17A in SF and the level 
of IL10 in SF and TGFβ, IL10 (for IL1β, TNFα) and serum proteins: rheumatoid factor, circulating im
mune complexes and Creactive protein (for IL17A) in PB of patients with RA. It was concluded that 
the network of cytokines in SF and cytokines and inflammationrelated proteins in PB which are di  
stinct from those in SF, is pathogenically valuable for RA activity. (Cytokines and Inflammation. 2019. 
Vol. 18. № 1–4. P. 85–90.)

Key words: rheumatoid arthritis, cytokines, synovial fluid, peripheral blood.
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Двухфазный характер действия 
гистамина на проницаемость монослоя 
эндотелиальных клеток линии EA.hy926 

для белковых молекул in vitro

сигеназы2 и продукцию IL6 и других провоспа
лительных медиаторов [15].

Воспалительные реакции и реакции гиперчув
ствительности, вызванные гистамином, опосре
дуются через семейство из четырех различных 
рецепторов, связанных с Gбелками, — H1R, H2R, 
H3R и H4R [15]. 

Показано, что гистамин взаимодействует так  
же с различными субпопуляциями клеток, участ
вующими в иммунных и воспалительных реак
циях, и модулирует их активность. Считается, что 
гистамин может влиять на разные этапы иммун  
ного процесса в тех концентрациях, которые су
ществуют in vivo в физиологических и патологи
ческих условиях. Поэтому его можно рассматри
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С использованием двухкамерной культуральной системы с вставками с пористым дном (диаметр 
пор 1 мкм) исследовали влияние гистамина (10–6 М) на трансэндотелиальный транспорт (ТЭТ) че
ловеческих альбумина, IgM, апо А1 и апо В через монослой клеток эндотелиальной линии EA.hy926 
через 3, 5, 15, 45 и 60 мин, а также через 2, 4, 10 и 24 ч инкубации при 37 °С. Результаты впервые 
убедительно показали, что влияние гистамина на трансэндотелиальный транспорт веществ зави  
сит от H1, но не от H2 гистаминовых рецепторов и носит двухфазный характер. Первая фаза ха
рактеризуется стимуляцией транспорта с максимумом около 60 мин, вторая — его снижением 
ниже контрольного уровня, продолжающимся в течение 24 ч (срок наблюдения). Как стимуляция 
ТЭТ в первой фазе, так и снижение во второй полностью отменялись H1 блокатором хлоропирами
ном. (Цитокины и воспаление. 2019. Т. 18. № 1–4. С. 91–96.)

Ключевые слова: эндотелий, трансэндотелиальный транспорт, альбумин, апо А1, апо B, 
гистамин, H1 рецепторы.

Гистамин представляет собой низкомолекуляр
ный амин, синтезируемый из lгистидина гисти
диндекарбоксилазой [13].

Гистамин хорошо известен своей ролью в ре
гуляции вазодилатации и функций эндотелиаль
ных клеток [15]. Существует прямая связь меж  
ду гистамином и воспалением сосудов, что следу  
ет из увеличенных уровней гистамина в коронар
ных артериях пациентов с ишемической болез  
нью сердца и повышенных уровней гистамина в 
крови пациентов с вазоспастической стенокар  
дией (стенокардией Принцметала) [9]. Гистамин 
индуцирует повышение уровня мРНК циклоок
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вать как значимый модулятор воспалительных 
и иммунных процессов. Антигистаминные пре
параты, блокирующие рецепторы гистамина на 
чувствительных клетках, эффективно снижают 
сосудистую проницаемость [5]. Хотя гистамин яв  
ляется мощным вазодилататором, точный меха
низм его действия в условиях in vivo остается не
известным [1].

На эндотелиальные клетки гистамин действует 
синергично с другими воспалительными стиму
лами, что подразумевает их совместное участие в 
регуляции проницаемости сосудов в норме и при 
воспалении [6].

Гистамин выделяется главным образом из туч
ных клеток, которые являются его основными 
продуцентами. Изменения в проницаемости сосу  
дов, вызванные гистамином, зависят от его кон
центрации и продолжительности действия. Уме
ренные, физиологические концентрации гистами  
на повышают проницаемость сосудов, тогда как 
высокие могут снижать [8, 10]. Согласно исследо
ваниям, в которых использовали культивируе
мые эндотелиальные клетки, гистамин вызывает 
изменение формы клеток, усиливает мобильность, 
ускоряет рост и синтетические процессы [12]. 

Целью настоящего исследовании было получе
ние более полной характеристики действия ги
стамина на проницаемость эндотелиального мо
нослоя in vitro, оценив его не только на коротком 
промежутке времени после добавления гистами  
на в систему, как делает большинство авторов, но 
и после более длительной инкубации.

Материалы и методы

Эндотелиальные клетки человека линии EA.hy926, полу-
ченные от Dr. Butterfield («Mayo Clinic», USA), высевали на по - 
ристые вставки («Transwell, BD», США) с размером пор 1 мкм, 
предварительно покрытые коллагеном 1-го типа (ООО «БиолоТ», 
Россия), и выращивали в среде DMEM («Thermo Scientific», 
США) с добавлением 10 % фетальной телячьей сыворотки 
(ООО «БиолоТ», Россия) до образования конфлуентного моно-
слоя. Оценку конфлуентности эндотелиального монослоя про-
водили при помощи FITC-декстрана (70 кДа, «Sigma-Aldrich», 
США) [11].

Далее культуральную среду во вставках заменяли на 
200 мкл бесцветной среды DMEM («Sigma-Aldrich», США) с со - 
держанием 5 % сыворотки человека (донорская кровь здо - 
рового человека) в качестве источника альбумина и липопро-
теинов низкой плотности (ЛПНП), либо на 200 мкл бесцвет-
ной среды DMEM с добавлением выделенных ЛПНП (до ко - 
нечной концентрации 200 мкг/мл, по белку) и человеческого 
сывороточного альбумина (ЧСА, «Sigma», США) в концентра - 
ции 200 мкг/мл; в нижнюю камеру вносили 700 мкл среды 
DMEM без сыворотки. ЛПНП предварительно были выделены 
из сыворотки крови человека методом ступенчатого ультра-
центрифугирования в градиенте плотности NaBr (d = 1,025 г/мл) 

в течение 22 ч со скоростью 38 000 об./мин на ультрацентри-
фуге Beckman Coulter Optima L90-K. Концентрацию ЛПНП оп - 
ределяли по белку Апо В с помощью БСА-реактива («Thermo 
Scientific Pierce», США). 

Для оценки влияния гистамина на жизнеспособность эн-
дотелия и трансэндотелиальный транспорт ЧСА, ЛПНП, апоА 
и IgM человека указанные вещества, а также гистамин и бло - 
каторы гистаминовых рецепторов добавляли в верхние ка-
меры лунок в начале инкубации. Из нижних камер на нужных 
сроках забирали среду для определения содержания в ней 
ЧСА, апо В (ЛПНП), апоА и IgM. Гистамин («Merk», Германия) 
добавляли до конечной концентрации 10–6 М. В качестве 
блокаторов Н1 и Н2 рецепторов использовали, соответст - 
венно, хлоропирамина гидрохлорид (супрастин для инъек-
ций, в конечной концентрации 200 мкг/мл; «Egis», Венгрия) 
и фамотидин (квамател лиофилизат для инъекций, в конеч - 
ной концентрации 200 мкг/мл; «Гедеон Рихтер», Венгрия). 
Контролем служили вставки с эндотелием в DMEM, а также 
вставки, покрытые коллагеном без эндотелия (для контроля 
барьерных свойств монослоя эндотелия). Инкубации прово-
дили в течение 3, 5, 15, 45 и 60 мин, а также 2, 4, 8, 12 и 24 ч 
с забором проб из нижней камеры. Степень проникновения 
веществ через эндотелий оценивали по их концентрации в 
нижней камере на сроках, указанных выше. Пробы анализи - 
ровали с помощью биохимических методов и иммунофер-
ментного анализа, разработанных в отделе биохимии ФГБНУ 
«Институт экспериментальной медицины».

Жизнеспособность и уровень апоптоза эндотелиальных 
клеток оценивали с помощью двух методов на проточном 
цитофлуориметре Navios («Beckman Coulter», США). Эндоте - 
лиальные клетки непосредственно после проведения экспе-
римента снимали с пористой мембраны вставок c помощью 
инкубирования с раствором акутазы («Sigma», США) в тече-
ние 5–7 мин при 37 °С. Далее клетки отмывали раствором 
полной среды DMEM, инкубировали со смесью красителей в 
соответствии с методом 1 либо 2. Метод 1: смесь пропидиума 
йодида (PI, «Abcam», США), окрашивающего ДНК, и карбо-
цианина йодида (YO-PRO-1, «Thermo Fisher Scientific», США), 
проникающего только в клетки с нарушенной проницаемо-
стью мембраны. Метод 2: смесь DRAQ7 («BioLegend», США), 
окрашивающего ДНК в неживых клетках, и TMRM (Tetrame-
thylrhodamine, «Thermo Fisher Scientific», США), являющего 
репортером потенциала внутренней мембраны митохонд - 
рий, окрашивающего только живые клетки. В качестве по-
ложительного контроля использовали вызывающее апоптоз 
вещество CAM (камптотецин, 10 мкМ; «Sigma-Aldrich», США), 
представляющее собой цитотоксический хинолиновый ал-
калоид, который ингибирует топоизомеразу I, ядерный фер-
мент, участвующий в процессе репликации ДНК. Отрицатель-
ным контролем служили клетки, инкубированные со средой.

Результаты цитометрического учета анализировали при 
помощи пакета программ «Kaluza» («Beckman Coulter», США).

Статистическую обработку полученных результатов про- 
 водили с помощью программы «Microsoft Excel». Данные 
оптической плотности, пересчитанные на количество белка 
в мкг, либо в процентах от добавленного в систему анали-
зируемого вещества, на графиках отражены в виде средних 
арифметических с указанием стандартной ошибки среднего. 

Двухфазный характер действия гистамина на проницаемость эндотелия
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Различия между группами оценивали с помощью непарного 
t-критерия Стьюдента и считали различия достоверными при 
p < 0,05. 

Результаты и обсуждение

С целью исключения артефактов эксперимен
та был проведен анализ эндотелиальных клеток 
на апоптоз в присутствии добавленного в систе  
му гистамина в разных концентрациях. Апоптоз 
оценивали с помощью двух независимых методов 
на проточном цитофлуориметре. Оба метода по
казали сходные результаты, которые представ  
лены в таблице. По результатам оценки уровня 
апоптоза показано, что 2часовая инкубация эн
дотелиальных клеток с гистамином и блокатором 
H1 рецептора не приводила к их гибели: уровень 
живых клеток был высоким и соответствовал 
контролю. Через 24 ч процент неживых клеток 
несущественно возрастал, но оставался в преде  
лах нормы. CAM в нашей модели понижал про  
цент живых клеток почти в два раза к 24 ч ин
ку бации. Таким образом, присутствие в культу
ральной среде ЛПНП, ЧСА, гистамина и супра  
стина, порознь или вместе, не оказывало на клет  
ки эндотелия цитотоксического действия.

Из приведенных данных следует, что в данной 
модели, при анализе трансэндотелиального транс
порта белковых молекул, любые изменения про
ницаемости монослоя эндотелиальных клеток под 
влиянием гистамина и блокатора H1рецепторов 
можно считать результатом изменения именно 
механизмов транспорта, а не снижения жизне
способности эндотелиальных клеток.

Известно, что воспалительный ответ сопро
вождается повышением проницаемости сосудов 
артериального и венозного типа, и одним из вос
палительных факторов, ответственных за это, 

считается гистамин, оказывающий влияние на 
гладкомышечный слой в артериях и образование 
зазоров между эндотелиальными клетками в ве
нах [17]. Однако каким именно образом гистамин 
индуцирует нарушение эндотелиального барье  
ра, определено недостаточно четко [7]. Патогене
тическая роль гистамина и гистаминовых рецеп
торов и атерогенные последствия повышения 
сосудистой проницаемости были показаны у мы  
шей с экспериментальным атеросклерозом и де
фицитом гистамина, вызванным нокаутом гена 
гистидиндекарброксилазы — фермента, ответст
венного за образование гистамина. У животных с 
дефицитом гистамина атеросклеротические по
ражения сосудов были значительно менее выра
жены, чем у контрольных, несмотря даже на бо  
лее высокие урони холестерина в плазме крови 
[16]. Т. о., повышая проницаемость сосудов, гиста
мин способствует проникновению и отложению 
атерогенных липопротеинов в интиме сосудов. 

Вместе с тем, временная динамика реакции соб
ственно эндотелия на действие гистамина и дру  

Т а б л и ц а 
Оценка уровня апоптоза эндотелиальных клеток EA.hy926 

под действием гистамина и блокатора H1

Воздействующие 
на эндотелиоциты вещества

Метод 1 (PI и YO-PRO-1) Метод 2 (DRAQ7 и TMRM)

Живые клетки, % Неживые клетки, % Живые клетки, % Неживые клетки, %

2 ч 24 ч 2 ч 24 ч 2 ч 24 ч 2 ч 24 ч

Среда DMEM (отрицательный контроль) 95,1 93,95 3,45 5,3 94,55 90,8 3,5 6,45

ЛПНП + ЧСА 93,15 92,75 4,95 5,85 93,65 90,95 3,25 7,05

ЛПНП + ЧСА + гистамин 94 95,9 4,6 3,4 93,2 93,8 4,6 4,8

ЛПНП + ЧСА + гистамин + H1-блокатор 93,4 93 4,4 5,6 95,4 85,4 3,1 7,1

CAM (положительный контроль) 93,4 67,91 5,2 21,49 93,2 61 3,3 28,3

Примечание. Реагенты и их финальные концентрации: ЛПНП (липопротеины низкой плотности) — 200 мкг/мл, ЧСА (человеческий сыворо-
точный альбумин) — 200 мкг/мл, гистамин — 10–6 М, Н1-блокатор (супрастин) — 200 мкг/мл, CAM (камптотецин) — 10 мкМ.

DMEM Гистамин

Рис. 1. Влияние гистамина на трансэндотелиальный транспорт 
человеческого сывороточного альбумина 

на ранних сроках инкубации
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гих воспалительных факторов изучена недоста
точно [14]. Для изучения этого вопроса мы исполь
зовали модель ответа на гистамин со стороны мо
нослоя эндотелиальных клеток in vitro. 

Рис. 2. Влияние гистамина на трансэндотелиальный транспорт 
веществ на поздних этапах инкубации

* — Различия между кривой влияния гистамина и контрольной кривой досто-
верны, p < 0,05.
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Как показано на рис. 1, на коротких сроках 
инакубации эндотелия с гистамином, в пределах 
одного часа, мы, как и другие авторы, наблюдали 
повышение проницаемости эндотелиального мо
нослоя.

Однако на более поздних этапах инкубации 
(начиная со 2 и 4 ч) наблюдалось понижение эн
дотелиальной проницаемости для всех белковых 
молекул, транспорт которых мы исследовали — 
для ЧСА, IgM, АпоА1, АпоВ (рис. 2). На рис. 2 
видно, что на сроках от 2 до 24 ч характер влия  
ния гистамина на эндотелий для различных мо
лекул был сходным: на всех временных точках 
проникновение белков через эндотелий из верх  
ней камеры в нижнюю в присутствии гистамина 
было ниже, чем в контроле без гистамина. Раз  
личия с контролем на всех графиках очевидны 
(см. рис. 2).

Таким образом, как стимулятор трансэндоте
лиального транспорта гистамин скорее всего на  
чинает действовать практически мгновенно, с 
первых минут повышая проницаемость эндоте  
лия. Стимулирующий эффект гистамина на про
ницаемость быстро нарастает и наблюдается в 
течение часа. После этого начинается обратный 
процесс — снижение проницаемости, которое 
сохраняется по крайней мере в течение суток. 
Кратковременность повышения проницаемости 
эндотелия под действием гистамина согласуется 
с данными других авторов [17]. Таким образом, 
эффект гистамина реализуется довольно быст  
ро, но так же быстро проходит. Если в течение 
первых минут гистамин повышает проницаемость 
для белков, то спустя часы происходит компен
саторное снижение проницаемости, что мы и на  
блюдали. Вероятно, вторая фаза отражает не 
прямой эффект гистамина, а вторичную реакцию 
эндотелия в ответ на исходное повышение про
ницаемости.

Влияние гистамина на трансэндотелиальный 
транспорт веществ при блокаде Н1 и Н2 гиста
миновых рецепторов эндотелия

В клетках эндотелиальной линии EA.hy926 ак
тивация гистамином, по крайней мере, некоторых 
клеточных реакций (например, активации гена 
SERCA 3 — Ca2+AТФазы) опосредуются через 
гистаминовый рецептор H1 [4]. Через H1 рецептор 
гистамин действует и in vivo, вызывая у кроли
ка контракцию вен [3]. Вместе с тем, по данным 
Takeda Т. и др., гистамин действует на проница
емость монослоя эндотелиальных клеток пупо
винной вены человека для альбумина не через 
H1, а через Н2рецептор, т. к. эффект гистами  
на отменялся фамотидином (квамателом), блока
тором H2 гистаминовых рецепторов [12]. Кроме 
того, показано, что эндотелий вен разных анато
мических областей (конечностей, грудной клет  
ки) может существенно различаться по чувстви
тельности к гистамину [3].
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Учитывая противоречивость данных о рецеп
торах эндотелиальных клеток, опосредующих 
влияние на них гистамина, мы использовали два 
блокатора гистаминовых рецепторов — супра
стин (блокатор H1) и квамател (блокатор H2) для 
идентификации рецептора — посредника эффек  
та гистамина на клетках EA.hy926. 

Как показано на рис. 3, а, при добавлении в сре
ду верхних камер с эндотелиальными клетками 
и гистамином ингибиторов гистаминовых рецеп
торов происходила отмена действия гистамина 
на проницаемость беловых молекул. Так, процент 
прохождения альбумина в присутствии одного 
гистамина к 24 ч инкубации был заметно инги
бирован по сравнению с контролем и составлял 
всего около 1,2 %. В присутствии же блокаторов 
гистаминовых рецепторов, особенно блокатора Н1, 
транспорт альбумина вновь возрастал. Блокатор 
Н1 был значительно активнее (в несколько раз), 
чем блокатор Н2. Для АпоВ наблюдались сходные 
результаты (рис. 3, б), причем преобладание Н1 
над Н2 блокатором было еще более убедитель  
ным, эффект Н2 блокатора в этом случае практи
чески полностью отсутствовал.

Таким образом, на эндотелиальных клетках 
линии EA.hy926, происходящей, как известно, из 
эндотелия пуповинной вены человека, нами убе
дительно показано, что гистамин действует на эн
дотелий через Н1 рецепторы. Рецепторы Н2 типа 
практически не участвуют в регуляции действия 
гистамина на эндотелиальные клетки данной ли
нии.

Кроме того, исходя из приведенных данных, 
можно сделать вывод, что эффект гистамина в от  
ношении эндотелиальных клеток EA.hy926 име  
ет две фазы: раннюю короткую, продолжитель
ностью около часа, в течение которой трансэндо
телиальный транспорт белков возрастает, и от
сроченную, длившуюся в наших опытах от часа 
до конца первых суток (на более поздних сроках 
регистрацию не проводили), когда скорость транс
порта, наоборот, снижается и держится ниже 

контрольного уровня на всех сроках наблюдения 
(4 ч, 10 ч, 24 ч). По нашим данным, эндотелий от
вечает на гистамин быстрым, но кратковремен  
ным повышением проницаемости для компонен  
тов крови, вслед за чем наступает продолжитель
ная фаза «закрытия» эндотелия.

Исследование выполнено при финансовой поддержке 
РФФИ, грант № 15-04-08009.

DMEM

Гистамин

Гистамин + блок H1

Гистамин + блок H2

Рис. 3. Влияние гистамина на транспорт веществ при блокаде 
Н1 и Н2 гистаминовых рецепторов эндотелия

а — транспорт альбумина (ЧСА); б — транспорт Апо В. * — различия досто-
верны, p < 0,05.
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The biphasic nature of the histamine action on the permeability of EA.hy926 
endothelial cell monolayer for protein molecules in vitro

O.N. Maltseva 1, P.G. Nazarov 1, 2, D.A. Tanyansky 1, A.D. Denisenko 1

1 Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg; 
2 Pavlov First St. Petersburg State Medical University, St. Petersburg

Using a twochamber transwell culture system with inserts with a porous bottom (pore diameter of 
1 μm), the effect of histamine (10–6 M) on the transendothelial transport (TET) of human albumin, 
IgM, apo A1 and apo B through EA.hy926 endothelial cell line monolayer was investigated at 3, 5, 15, 
45 and 60 minutes, and after 2, 4, 10 and 24 hours of incubation at 37 °C. The results clearly showed 
that, in our system, the effect of histamine on the TET depends on H1, but not the H2 histamine re  
ceptors and is biphasic in nature. The first phase is characterized by the stimulation of transport with 
a maximum at about 60 minutes, the second — by its decrease below the control level, which lasts 
for 24 hours (observation period). Both TET stimulation in the first phase and decrease in the second 
phase were completely canceled by the H1 blocker chloropyramine. (Cytokines and Inflammation. 
2019. Vol. 18. № 1–4. P. 91–96.)

Key words: endothelium, transendothelial transport, albumin, apo A1, apo B, 
histamine, H1 receptors.
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Применение рекомбинантного 
интерферона α2b (Интерфераль) 

и γ-D-глутамил-L-триптофана (Бестим) 
для консервативного лечения 

хронического полипозного риносинусита

послеоперационном периоде указанных классов 
препаратов. Вместе с тем, гормональная терапия 
обеспечивает временный эффект, зависящий от 
дозы препаратов и продолжительности их при  
менения, а при наличии у пациентов нейтрофиль
ных полипов гормональная терапия вообще не 
оказывает воздействия на патологический про цесс 
[3, 6, 11]. Применение антибактериальных препа
ратов, например, макролидов, увеличивает дли
тельность ремиссии ХПРС, но их эффективность 
связывают с иммуносупрессивным действием этих 

Е.В. Безрукова 1, В.Г. Конусова 2, 
Е.В. Воробейчиков 3, А.С. Симбирцев 2, 4

1 ФГБОУ ВО «Северо-Западный государственный медицинский университет 
имени И.И. Мечникова», Санкт-Петербург; 

2 ФГУП «Гос. НИИ ОЧБ» ФМБА России, Санкт-Петербург; 
3 ООО «Полифарм», Санкт-Петербург; 

4 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург

Проведена оценка эффективности применения рекомбинантного интерферона α2b (Интерфераль) 
и γDглутамилLтриптофана (Бестим) для консервативного лечения хронического полипозного 
риносинусита (ХПРС). В полипозную ткань в течение пяти дней вводили рекомбинантный интер
ферон α2b в дозе 1 млн. ЕД и γDглутамилLтриптофана в дозе 0,1 мг. Для оценки результатов 
исследования использовали регрессионный анализ количественных изменений следующих кли
нических симптомов: размер полипозной ткани; отечность слизистой оболочки и интенсивность 
выделений из носа. Показано, что консервативная терапия ХПРС на основе введения в полипоз  
ную ткань рекомбинантного интерферона α2b с γDглутамилLтриптофаном дает позитивный ле
чебный эффект, который сопровождается выраженным снижением размеров полипозной ткани, 
отечности слизистой оболочки и выделений из носа в течение года. (Цитокины и воспаление. 2019. 
Т. 18. № 1–4. С. 97–102.)

Ключевые слова: хронический полипозный риносинусит, интерферон α2b, 
γ-D-глутамил-L-триптофан.

Для консервативного лечения хронического 
полипозного риносинусита (ХПРС) применяют 
аэрозольные и системные глюкокортикостерио
ды, антибактериальные препараты при гнойном 
обострении заболевания, а также промывание по  
лости носа солевыми растворами [2, 9]. При не  
эффективности консервативной терапии прово
дят оперативное вмешательство в объеме эндо
скопической полисинусотомии и назначением в 
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лекарственных средств на полипозный процесс 
[7]. Хирургическое лечение также не снижает ре
цидивы данного заболевания.

Поэтому в последнее время разработки тера
певтического лечения ХПРС проводят в области 
антицитокиновой и иммунокорригирующей или 
иммунозаместительной терапии [8]. Антицитоки
новая терапия основывается на применении спе
циальных антител, блокирующих определенные 
цитокины или иммуноглобулины, например, клас
са IgE [12]. Вместе с тем, в России практическое 
применение этого класса препаратов имеет огра
ничения юридического характера. Иммунозаме 
стительное лечение базируется на использовании 
препаратов цитокинового ряда или иммуности
мулирующих средств, направленных на коррек
цию мукозального иммунитета. Однако их клини  
ческая эффективность на фоне хронического по  
липозного процесса не изучена. 

Целью исследования является оценка эффек
тивности применения рекомбинантного интерфе
рона α2b (Интерфераль) и γDглутамилLтрип
тофана (Бестим) для консервативного лечения 
ХПРС.

Основанием применения рекомбинантного ин
терферона α2b (Интерфераль) для терапии ХПРС 
является его известная антипролиферативная и 
иммуномодулирующая активность [4, 10]. Осно
ванием применения γDглутамилLтриптофана 
(Бестим) для терапии ХПРС является его стиму
лирующая активность по отношению к реакциям 
клеточного и гуморального иммунитета, процес  
сам регенерации и клеточного метаболизма, нор
мализации количества Tхелперов, Tсупрессо  
ров и их соотношений [5].

Материалы и методы

В исследование были включены 49 больных с ХПРС в воз-
расте от 35 до 60 лет, у которых отсутствовали гнойные вос - 
палительные процессы в околоносовых пазухах и бронхиаль - 
ная астма. 

Распространенность полипозного процесса оценивали эн-
доскопическим методом исследования и выражали в баллах. 
Отсутствие полипов — 0 баллов. Наличие полипов в среднем 
носовом ходе — 1 балл. Полипы, выходящие за пределы 
среднего носового хода, но не блокирующие общий носовой 
ход — 2 балла. Полипы, полностью обтурирующие носовой 
ход — 3 балла. Кроме того, по балльной шкале определяли 
отечность слизистой оболочки полости носа и интенсивность 
выделений из носа. Отсутствие отека нижних и средних но-
совых раковин — 0 баллов. Закрытие 1/3 просвета общего 
носового хода — 1 балл. Закрытие половины просвета об - 
щего носового хода — 2 балла. Полное закрытие просвета 
общего носового хода — 3 балла. Отсутствие выделений из 
носа — 0 баллов. Незначительные выделения из среднего 
носового хода — 1 балл. Умеренные выделения из средне - 

го и общего носовых ходов — 2 балла. Обильные выделения 
из среднего и общего носовых ходов — 3 балла. У всех паци - 
ентов исходная распространенность полипозного процесса 
состояла на уровне 2,2 ± 0,2 балла; отечность — на уровне 
2,8 ± 0,4 балла; выделения из носа — на уровне 2,9 ± 0,3 бал - 
ла.

Продолжительность курсового применения рекомбинант-
ного интерферона α2b (Интерфераль) и γ-D-глутамил-L-трип-
тофана (Бестим) составляла 5 дней. Препараты, находящиеся 
в одном шприце, вводили в полипозную ткань в следующих 
дозах: рекомбинантный интерферон α2b в дозе 1 млн. ЕД; 
γ-D-глутамил-L-триптофан в дозе 0,1 мг. Указанные лекарст-
венные препараты изготовлены в ФГУП «Гос. НИИ ОЧБ» ФМБА 
России.

После применения препаратов состояние полипозной тка-
ни определяли эндоскопически с использованием эндоскопа 
«Азимут» на 5-й, 14-й, 30-й, 180-й и 365-й день исследова - 
ния. Для оценки количественных изменений полипозной тка - 
ни использовали регрессионный анализ [1].

Результаты и обсуждение 

В результате расчетов были получены зависи
мости изменений размеров полипозной ткани (S), 
отечности слизистой оболочки нижних носовых 
раковин (P) и интенсивности выделений из носа 
(I) от времени наблюдений (t) на 5й, 14й, 30й, 
180й и 365й день после пятидневного примене
ния указанных препаратов. Идентификацию па  
раметров зависимостей проводили методом наи
меньших квадратов за счет минимизации суммы 
квадратов отклонений теоретических значений 
признаков (S), (P) и (I) от их эмпирических значе
ний. В табл. 1, 2 и 3 представлены статистические 
параметры моделей для оценки количественных 
изменений указанных признаков.

Результаты в табл. 1, 2 и 3 демонстрируют ста  
тистическую достоверность (р<0,01) значений ко
эффициентов (X0, X1). Это означает, что получен
ные значения коэффициентов могут быть исполь
зованы для построения зависимости изменений 
признаков (S), (P) и (I) от времени наблюдений (t) 
в виде следующих регрессионных моделей:

S=1,118–0,002t+1,058×exp(–t)+0,000004t2   (1);
P=2,075+0,009t–0,226×sqrt(t)+0,817×exp(–t) (2);
I=2,885+0,031t–0,00002t2–0,467×sqrt(t)    (3),
где: t — время наблюдений, дни. Корреляция 

(r) между эмпирическими значениями признака 
(S) и расчетными значениями этого признака, по
лученными на основе выражения (1), составила 
r=0,987, уровень значимости p<0,01. Корреляция 
(r) между эмпирическими значениями признака 
(P) и расчетными значениями этого признака, по
лученными на основе выражения (2), составила 
r=0,971, уровень значимости p<0,01. Корреляция 
(r) между эмпирическими значениями признака 
(I) и расчетными значениями этого признака, по
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лученными на основе выражения (3), составила 
r=0,835, уровень значимости p<0,05. Указанные 
коэффициенты корреляции и их уровень значи
мости позволяют сделать заключение о том, что 
модели (1), (2) и (3) с достаточной точностью оп
ределяют количественные изменения значений 
признаков (S), (P) и (I) от времени (t), прошедшего 
после введения препаратов. Графическая интер
претация выражений (1), (2) и (3) представлена на 
рис. 1, 2 и 3.

На рис. 1, 2 и 3 результаты моделирования ко
личественных изменений признаков (S), (P) и (I) 
от времени (t) показывают, что выражения (1), (2) 
и (3) информационно способны и статистически 
значимы. Так, для модели (1) значения критерия 
Фишера (F), уровень значимости (р) и коэффици
ент детерминации (R2) составили: 238,45; <0,01; 
92,59, соответственно. Для модели (2) значения 

критерия Фишера (F), уровень значимости (р) 
и коэффициент детерминации (R2) составили: 
41,80; <0,01; 89,95, соответственно. Для модели (3) 
значения критерия Фишера (F), уровень значи
мости (р) и коэффициент детерминации (R2) со
ставили: 39,32; <0,01; 89,39, соответственно. 

Представленная на рис. 1, а зависимость изме
нений признака (S) от (t) демонстрирует, что на 
фоне 5дневного введения препаратов отмечает  
ся достаточно быстрая динамика снижения зна
чений признака, которая достигает уровня поряд
ка 1 балла и, далее, сохраняется на этом уровне в 
течение 365 дней (рис. 1, б). Это означает, что при 
исходном значении размеров полипа 2,2±0,2 бал
ла инъекционное введение рекомбинантного ин  
терферона (Интерфераль) в сочетании с γDглу
тамилLтриптофаном (Бестим) в полипозную 
ткань обеспечивают стабильный уровень ремис  

Т а б л и ц а  1
Статистические характеристики параметров модели, описывающей количественные изменения 

размера полипа (S) у больных с хроническим полипозным риносинуситом после 5дневного введения 
рекомбинантного интерферона (Интерфераль) в сочетании с γDглутамилLтриптофаном (Бестим)

Обозначения 
коэффициентов модели

Значения коэффициентов 
и их стандартная ошибка

t-критерий 
(Стьюдента)

F-критерий 
(Фишера)

Уровень 
значимости, р

Коэффициент 
детерминации, R2

X0 1,118 ± 0,024 46,35

283,45 < 0,01 92,59
X1t –0,002 ± 0,0005 –3,32

X1exp(–t) 1,058 ± 0,043 24,77

Х1t2 0,000004 ± 0,000001 3,04

Примечание к табл. 1, 2 и 3. t — продолжительность наблюдений, дни; X0, X1 — коэффициенты модели.

Т а б л и ц а  2
Статистические характеристики параметров модели, описывающей количественные изменения 

отечности слизистой оболочки носа (P) у больных с хроническим полипозным риносинуситом 
после 5дневного введения рекомбинантного интерферона (Интерфераль) в сочетании 

с γDглутамилLтриптофаном (Бестим)

Обозначения 
коэффициентов модели

Значения коэффициентов 
и их стандартная ошибка

t-критерий 
(Стьюдента)

F-критерий 
(Фишера)

Уровень 
значимости, р

Коэффициент 
детерминации, R2

X0 2,075 ± 0,214 9,68

41,80 < 0,01 89,95
X1t 0,009 ± 0,003 3,53

X1sqrt(t) –0,226 ± 0,058 –3,92

Х1exp(–t) 0,817 ± 0,26 3,12

Т а б л и ц а  3
Статистические характеристики параметров модели, описывающей количественные изменения 

выраженности симптома выделения из носа (I) у больных с хроническим полипозным риносинуситом 
после 5дневного введения рекомбинантного интерферона (Интерфераль) 

в сочетании с γDглутамилLтриптофаном (Бестим)

Обозначения 
коэффициентов модели

Значения коэффициентов 
и их стандартная ошибка

t-критерий 
(Стьюдента)

F-критерий 
(Фишера)

Уровень 
значимости, р

Коэффициент 
детерминации, R2

X0 2,885 ± 0,115 25,07

39,32 < 0,01 89,39
X1t 0,031 ± 0,005 6,31

X1t2 –0,00002 ± 0,000007 –3,41

Х1sqrt(t) –0,467 ± 0,053 –8,83
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сии патологического процесса в течение одного 
года.

Представленная на рис. 2 зависимость измене
ний признака (Р) от (t) показывает, что на фоне 5 
дневного введения препаратов в течение 150 дней 
наблюдается устойчивая динамика снижения 
отечности слизистой оболочки нижних носовых 
раковин и достигает уровня 0,65 баллов. Далее, в 
интервале времени наблюдений от 150го до 365го 
дня, происходит очень медленная динамика уве
личения значений данного признака, которая к 
концу года достигает уровня порядка 1,0 балла. 
Это означает, что при исходном уровне признака 
(Р) 2,8±0,4 балла применение препаратов реком
бинантного интерферона (Интерфераль) в соче
тании с γDглутамилLтриптофаном (Бестим) 
снижает отечность слизистой оболочки нижних 
носовых раковин до 0,65–1,0 балла и свидетельст
вует об эффективности консервативной терапии. 

Представленная на рис. 3 зависимость изме
нений признака (I) от (t) показывает, что на фоне 
5дневного введения препаратов в течение 60 дней 
отмечается быстрая динамика уменьшения вы
делений из носа с исходного уровня 2,9±0,3 балла 
до 1,0 балла. Далее, в интервале времени с 60го 
до 80го дня, наблюдается непродолжительный 
период стабилизации данного показателя на уров  
не 1,0 балла, а затем, с 80го дня исследования, 
отмечается повышение его значений, которые к 
концу периода наблюдений достигают исходного 
уровня. Это означает, что однократный курс вве

дения препаратов рекомбинантного интерферона 
(Интерфераль) в сочетании с γDглутамилL
триптофаном (Бестим) обеспечивает только крат
ковременный эффект снижения данного призна  
ка. Возможно, что для достижения стабильного 
низкого уровня значений этого признака целесо
образно назначение пациентам с ХПРС дополни
тельного 5дневного курса введения указанных 
препаратов.

Исследованная динамика выраженности кли
нических симптомов ХПРС на основе оценки раз
меров полипозной ткани (S), отечности слизистой 
оболочки носа (P) и интенсивности выделений из 
носа (I) после проведенной консервативной им
мунокорригирующей терапии показала, что ко
личественные изменения этих симптомов имеют 
нелинейную зависимость от времени наблюдений 
(t). Для адекватной оценки изменений этих при
знаков оправдано применение нелинейных рег
рессионных уравнений, полученных в виде (1), (2), 
(3). С их помощью можно с достаточной точностью 
представить как медленную, так и быструю ди
намику количественных изменений признаков, а 
также определить временные интервалы, в кото
рых отмечается стабильный уровень признака, его 
монотонное возрастание или уменьшение. Если 
использовать традиционный клинический подход 
для анализа этих симптомов, например, до нача
ла лечения и после лечения, то линейные оценки 
указанных признаков не отражают реальную ди
намику их изменений как во время лечения, так и 

Рис. 2. Зависимость изменений отечности слизистой оболочки 
нижних носовых раковин у больных с хроническим полипозным 

риносинуситом от 5-дневного инъекционного введения 
рекомбинантного интерферона (Интерфераль) в сочетании 

с γ-D-глутамил-L-триптофаном (Бестим)

По оси абсцисс — продолжительность наблюдения, дни. По оси ординат — 
отечность слизистой оболочки нижних носовых раковин (Р), баллы.

Рис. 3. Зависимость изменений выраженности симптома 
выделения из носа у больных с хроническим полипозным 
риносинуситом от 5-дневного инъекционного введения 

рекомбинантного интерферона (Интерфераль) в сочетании 
с γ-D-глутамил-L-триптофаном (Бестим)

По оси абсцисс — продолжительность наблюдения, дни. По оси ординат — 
выраженность симптома выделения из носа (I), баллы.

Баллы Баллы
3 3

1 1

2 2

0 0
0 0 6060 3030 9090 120120 150150 180180 240240 270270 300300 210210 330330 360360

Рис. 1. Зависимость изменений размера полипа у больных с хроническим полипозным риносинуситом от 5-дневного 
инъекционного введения рекомбинантного интерферона (Интерфераль) в сочетании с γ-D-глутамил-L-триптофаном (Бестим) 

в интервале времени наблюдений от 0 до 30 дней (а) и от 30 до 365 дней (б)

По оси абсцисс — продолжительность наблюдения, дни. По оси ординат — размер полипа (S), баллы.
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в более длительный период наблюдений. Поэто  
му на основе традиционного клинического подхо
да невозможно провести надежную оптимизацию 
процесса лечения, например, назначение повтор  
ного курса терапии, изменение дозы препарата и 
т. д. 

Полученные результаты демонстрируют, что 
рекомбинантный интерферон α2b в сочетании с 
γDглутамилLтриптофаном являются патоге
нетически обоснованными средствами консерва
тивного лечения больных с ХПРС с исходными 
показателями: распространенностью полипозного 
процесса на уровне 2,2±0,2 балла; отечностью — 
на уровне 2,8±0,4 балла; количеством отделяемо
го — на уровне 2,9±0,3 балла. Однократное 5днев
ное введение указанных препаратов оказывает 
позитивное влияние на выраженность изменений 
размеров полипозной ткани и отечности слизи  
стой носа в течение года наблюдений. Возможно, 
что эти эффекты связаны со снижением активно
сти воспалительного и пролиферативного процес  
са слизистой оболочки носа и околоносовых па
зух. При оценке динамики симптома выделения 
из носа показано, что увеличение выраженности 
этого признака происходит через 90 дней после 
иммунокорригирующего лечения, что свидетель
ствует о целесообразности повторного примене  
ния указанных препаратов и дальнейшей опти
мизации консервативного лечения хронического 
полипозного риносинусита.

Результаты проведенных исследований позво
ляют сделать следующие выводы:

1. Динамическая оценка изменений выражен
ности клинических симптомов хронического по
липозного риносинусита на основе распространен  
ности полипозного процесса (S), отечности сли  
зистой оболочки носа (P) и интенсивности выде
лений из носа (I) имеет нелинейную направлен
ность и, соответственно, должна базироваться на 
построении нелинейных моделей, обеспечиваю  
щих получение более реалистичной картины из
менений этих признаков во время и после лече  
ния.

2. Консервативная терапия хронического поли
позного риносинусита на основе рекомбинантного 
интерферона α2b в сочетании с γDглутамилL
триптофаном дает позитивный лечебный эффект, 
который сопровождается выраженным снижени  
ем указанных клинических симптомов данного за  
болевания в течение года. 

3. Дальнейшая оптимизация консервативного 
иммунокорригирующего лечения хронического 
полипозного риносинусита на основе рекомбинант
ного интерферона α2b в сочетании с γDглутамил
Lтриптофаном должна базироваться на включе  
нии в лечебный процесс дополнительных 5днев
ных курсов введения указанных препаратов и ди 
намической оценке изменений симптомов заболе
вания на более продолжительных сроках наблю
дений.
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Applying of recombinant interferon α2b (Interferal), and γDglutamilLtryptophan 
in treatment of chronic rhinosinusitis with nasal polyps

E.V. Bezrukova 1, V.G. Konusova 2, 
E.V. Vorobeychikov 3, A.S. Simbirtsev 2, 4

1 I.I. Mechnikov North-Western State Medical University, St. Petersburg; 
2 State Research Institute of Highly Pure Biopreparations, St. Petersburg; 

3 "Polifarm" Ltd., St. Petersburg; 
4 Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg

The efficacy of recombinant interferon α2b (Interferal) and γDglutamylLtryptophan (Bestim) for con  
servative treatment of chronic rhinosinusitis with nasal polyps (CRS with NP) was evaluated. Recom
binant interferon α2b at a dose of 1 million units, and γDglutamylLtryptophan at a dose of 0.1 mg 
were administered into nasal polyps for five days. To assess the results of the study, regression analysis 
was used to compare the following clinical signs: size of polypous tissue; the swelling of the mucous 
membrane and intensity of the secretions from the nose. It was shown that conservative therapy of 
CRS with NP based on the introduction of recombinant interferon α2b with γDglutamylLtryptophan 
into polypous tissue gives a positive therapeutic effect, which is accompanied by a marked decrease in 
the size of polypous tissue, swelling of the mucosa and nasal secretions during the year. (Cytokines and 
Inflammation. 2019. Vol. 18. № 1–4. P. 97–102.)

Key words: chronic rhinosinusitis with nasal polyps, interferon α2b, 
γ-D-glutamil-L-tryptophan.
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Иммуноориентированная терапия 
в комплексном лечении острого панкреатита

известно, что ведущую роль в патогенезе ОП 
играют медиаторы воспаления: провоспалитель  
ные цитокины, такие как IL1, IL 6, IL8 и TNFα 
[1, 10]. Результатами их влияния являются увели
чение сосудистой проницаемости, миграция лей  
коцитов, локальное повреждение тканей, генера
лизация воспалительной реакции, повреждение 
органов естественной детоксикации с развитием 
полиорганной недостаточности [2, 9]. Когда им
мунная система борется против инфекционных 
агентов, цитокины сигнализируют иммунным 
клетками, таким как Тлимфоциты и макрофаги, 
чтобы они направились в участок инфекции. В до
полнение цитокины стимулируют клетки к еще 
большей продукции цитокинов. Эта положитель
ная обратная связь становится бесконтрольной, и 
слишком много активированных иммунных кле  
ток накапливается в одном месте. Таким образом, 
становится понятным механизм, посредством ко
торого выброс большого количества цитокинов 
способствует прогрессированию тяжелого ССВР 
при ОП [13]. Использование препаратов с имму  

М.М. Абдурахманов, Ш.Т. Ураков, 
С.С. Сафаров, Г.Н. Кулдашев

Бухарский Государственный медицинский институт, 
Бухарский филиал Республиканского научного центра экстренной 

медицинской помощи, Республика Узбекистан

Изучены иммуноориентированные эффекты полиоксидония и иммуномодулина в комплексной те  
рапии больных с острым панктеатитом (ОП). У больных с ОП с первых дней заболевания выявле  
ны нарушения иммунного статуса в виде развития иммунодефицита. Комплексная терапия, вклю
чающая иммуномодулин или полиоксидоний, позволила приближению уровня цитокинов к пока
зателям здоровых доноров. Результаты исследования позволяют рекомендовать включение в ба
зисную, комплексную консервативную терапию больных с ОП полиоксидоний и иммуномодулин с 
целью иммуноориентированной терапии. (Цитокины и воспаление. 2019. Т. 18. № 1–4. С. 103–107.)

Ключевые слова: острый панкреатит, иммунокоррекция, иммуномодулин, полиоксидоний.

Острый панкреатит (ОП) представляет собой 
деструктивный процесс ткани поджелудочной 
железы различной степени выраженности. Рас
сматривая ОП как эволюционирующий во вре
мени процесс, по ходу которого наблюдается за
кономерная смена периодов и фаз заболевания, 
можно выделить ряд осложнений, типичных как 
для фазы панкреатогенной токсемии, так и для 
фазы деструктивных осложнений. Синдром си
стемной воспалительной реакции (ССВР) может 
иметь место в любую фазу течения панкреатита 
и быть основным синдромом, в то время как его 
патогенетическую основу будут определять со
вершенно разные механизмы [12, 14]. В общих 
чертах ССВР — абсолютная нормальная реакция 
на инвазию. Однако вследствие сверхактивности 
происходящих процессов ССВР может поставить 
под угрозу функционирование различных орга  
нов и систем, что приводит к синдрому полиорган
ной недостаточности [7, 8]. На сегодняшний день 
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нотропной активностью у больных с ОП открыло 
новые возможности для повышения эффективно
сти проведения консервативной терапии, опера
тивных вмешательств больных с ОП, уменьшения 
летальности и сроков пребывания в стационаре 
[3–5]. Большой интерес представляют такие пре
параты, как полиоксидоний (синтетический гете  
роцепной алифатический полиамин) и иммуно
модулин — препарат полипептидной природы. 
Первый обладает выраженной иммуномодулиру
ющей, детоксикационной, мембраностабилизиру
ющей и антиоксидантной активностью, снижает 
цитотоксичность химических, лекарственных ве  
ществ и инфекционных агентов. Применение по  
лиоксидония в комплексном лечении ряда хирур
гических заболеваний позволяет повысить эф
фективность терапии, снизить дозу антибакте 
риальных средств, сократить длительность лече
ния [5]. Иммуномодулин — отечественный имму
ностимулятор (ООО «Immunomed», Республика 
Узбекистан), в виде раствора для инъекций 0,01 % 
1 мл, который содержит комплекс высококаче
ственных природных тимусных пептидов или их 
аналогов 100 мкг. Представляя комплекс высо
кокачественных природных тимусных пептидов 
или их аналогов, иммуномодулин корректирует 
функции иммунной системы, стимулирует про
дукцию эндогенного интерферона, систему деток
сикации в печени, процессы регенерации, эритро 
и лейкопоэз, восстанавливает биоритмы иммун
ной системы. При вторичных иммунодефицитных 
состояниях иммуномодулин восстанавливает со
держание в крови Тлимфоцитов, Тсупрессоров, 
Тхелперов, фагоцитов и снижает интенсивность 
клеточных иммунных реакций, направленных 
против собственных органов и тканей, стимулиру  
ет иммунный ответ против инфекционных аген  
тов (вирусов, грибков, бактерий, паразитов), про
цессы детоксикации в печени, а также регенера  
цию тканей организма. Препарат совместим с ан
тибиотиками и другими препаратами базисной 
терапии. Иммунотерапия является необходимым 
компонентом лечебной терапии острого панкреа
тита наряду с базисной терапией.

Цель работы — изучение иммуноориентиро
ванных эффектов полиоксидония и иммуномоду
лина в комплексной терапии больных с ОП.

Материалы и методы

Под наблюдением находились 82 пациента (45 мужчин 
и 37 женщин) с ОП, комплексное клинико-лабораторно-ин-
струментальное обследование и лечение которых проводили 
в условиях хирургического отделения Бухарского филиала 
РНЦЭМП Республики Узбекистан. Длительность заболевания 
до момента госпитализации варьировала от нескольких ча - 
сов до 3 суток. Клинико-лабораторные признаки ССВР были 

выявлены при первичном осмотре у 5 больных с отечной фор-
мой ОП и у всех больных с острым деструктивным панкреа - 
титом (ОДП). Лечение всех больных проводили с включением 
антисекреторной (контривер, октреотид, квамател) и инфузи-
онной терапии. В соответствии с общепринятой классифика-
цией больные были распределены на 3 рандомизированные 
по полу, возрасту и проводимому лечению группы. 1-ю груп - 
пу составили 26 пациентов (17 — с отечным панкреатитом 
и 9 — с мелкоочаговым панкреонекрозом), получавших ле-
чение (инфузионная терапия со спазмолитиками и аналгети-
ками; блокаторы H2-гистаминовых рецепторов — квамател; 
антибактериальная терапия — цефаперазон-сульбактам, 
амикацин), не включавшее иммунокорригирующих препара - 
тов. 2-ю группу — 28 пациентов (19 — с отечным панкреа - 
титом и 9 — с мелкоочаговым панкреонекрозом), дополни-
тельно получавших полиоксидоний (100 мг внутримышечно 
10 раз, через 24 ч). В 3-ю группу были включены 28 больных 
(19 — с отечным панкреатитом и 9 — с мелкоочаговым пан-
креонекрозом), которые в составе комплексного лечения 
получали иммуномодулин (по 100 мкг внутримышечно, одна 
инъекция ежедневно, всего 10 инъекций, в суточной дозе 
1,0–1,5 мкг/кг). Контрольная группа пациентов состояла из 
20 здоровых доноров-добровольцев того же возраста.

В работе исследован иммунный статус больных и здоро - 
вых лиц с помощью наборов тестов I и II уровней по Р.В. Пет - 
рову. Фенотип лимфоцитов определяли методом иммуно-
ферментного анализа с помощью моноклональных антител 
(ООО «Сорбент», г. Москва) к структурам CD3 (общие Т-лим-
фоциты), CD22 (В-лимфоциты), CD4 (Т-хелперы), CD8 (цитоток-
сические клетки), CD16 (NK-клетки), CD25 (рецептор к IL-2). 
Содержание иммуноглобулинов классов IgM, IgG, IgA — ра-
диальной иммунодиффузией. Определение содержания в 
сыворотке периферической крови цитокинов (TNFα, IL-1, IL-6, 
IL-4) проводили до начала лечения, на 1-е–3-и сутки, 4–7-е 
сутки, позднее 7 суток при консервативной терапии отечной 
формы ОП и в те же сроки после операции при ОДП. Опреде - 
ление уровней цитокинов проводили в лаборатории иммуно-
логии репродукции Института иммунологии и геномики чело- 
века АН Республики Узбекистан методом иммуноферментно - 
го анализа с применением реагентов ООО «Цитокин» (Санкт-
Петербург). 

Результаты и обсуждение

Результаты исследования иммунного статуса 
больных с ОП показали, что до лечения достовер
но сниженным было абсолютное и относительное 
содержание общих Тлимфоцитов (CD3+), Tхел
перной (CD4+) и цитотоксической (CD8+) субпо
пуляций, относительного содержание NKклеток 
(CD16+). Повышенным был процент клеток, экс
прессирующих ранние (CD25+) маркеры актива
ции, а также относительный и абсолютный уро  
вень Влимфоцитов (CD22+) (табл. 1).

На фоне традиционного лечения установлено 
повышение процентного и абсолютного числа об
щих Тлимфоцитов даже по сравнению со здоро
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выми донорами, нормализация содержания CD4+ 
и CD8+ лимфоцитов, при этом уровни CD16+, CD25+, 
CD22+ лимфоцитов оставались такими же, как и у 
больных до лечения (табл. 2).

Применение иммуномодулина нормализовало 
относительный и абсолютный уровни CD3+ кле  
ток, абсолютное количество Bлимфоцитов и про
центное содержание Tхелперов, NKклеток и 
клеток, экспрессирующих ранние маркеры акти
вации. При этом сниженным, даже по сравнению 
с традиционным лечением, оставалось абсолют  
ное содержание CD4+ и CD8+ лимфоцитов, а про
центные уровни Тхелперов и Влимфоцитов бы  
ли такими же, как и после традиционного лече  
ния (см. табл. 2). 

После применения полиоксидония относитель
ное и абсолютное содержание CD3+, CD4+, CD8+, 
CD22+ клеток не отличалось от показателей здо
ровых доноров, исключение составляли CD16+ и 
CD25+ лимфоциты, уровни которых были ниже, 
чем в контрольной группе (см. табл. 2).

На момент поступления в стационар, а также 
после применения различных схем лечения, кон
центрация IgM достоверно не изменялась. Содер
жание IgG, IgA было повышенным. Традицион  
ная терапия снижала уровень IgG и повышала 
концентрацию IgA по сравнению с показателя
ми больных до лечения, но при этом нормализа
ции показателей после лечения не происходило. 
Включение иммуномодулина в комплексную кон
сервативную терапию снижало до уровня здоро
вых доноров концентрацию IgG, содержание IgA 
изменялось так же, как и в группе больных, полу
чавших традиционное лечение. Полиоксидоний 
нормализовал концентрации IgG, IgA. 

На момент поступления у больных с ОП обна
ружено существенное повышение в плазме кро

ви уровня основной доминирующей секреторной 
формы IL1, а именно, IL1β (в 2,1 раза), который 
является основным медиатором развития мест  
ной воспалительной реакции, острофазного отве  
та на уровне организма [9]. 

Традиционное лечение и лечение с включени  
ем иммуномодулина не изменяли повышенный 
уровень плазменного IL1. Нормализация пока
зателя происходила только под влиянием поли
оксидония (табл. 3).

Еще в большей степени у больных с ОП повы
шался (в 5,6 раза) уровень TNFα — первичного 
медиатора воспаления, играющего значительную 
роль в координации воспалительного ответа и 
цитокинового каскада, включая IL1, IL6 и IL4. 
Традиционное лечение почти на 50 % снижало 
концентрацию TNFα, применение иммуномоду
лина аналогичным образом влияло на изученный 
показатель; более эффективным оказался поли
оксидоний, на фоне применения которого кон
центрация TNFα снижалась в большей степени, 
но не до уровня здоровых доноров. Выявлено по
вышение IL6 в плазме крови больных на момент 
поступления в 2,6 раза. Традиционное лечение 
снижало его содержание, но не до уровня конт
рольной группы. В группах больных, получавших 
в составе комплексной терапии иммуномодулин 
и полиоксидоний, концентрация IL6 нормализо
валась (см. табл. 3). Многочисленные биологиче  
ские функции IL4 включают индукцию переклю
чения продукции иммуноглобулинов плазмати
ческими клетками на продукцию IgE и стимуля  
цию субпопуляции Tхелперов (Th2) второго ти  
па. В наших наблюдениях уровень IL4 у больных 
с ОП на момент поступления был выше в 4,2 ра
за, чем у здоровых доноров. Так же как и в пре
дыдущих случаях, после традиционного лечения 

Т а б л и ц а  1 
Показатели клеточного звена иммунитета в периферической крови больных 

с острым панкреатитом (%, М ± m)

Группы больных n CD3+ CD4+ CD8+ CD16+ CD25+ CD22+

Контроль 20 24,3 ± 2,5 38,1 ± 3,1 22,1 ± 2,3 11,6 ± 2,2 13,8 ± 1,4 21,4 ± 1,8

Больные с острым панкреатитом 82 16,7 ± 2,3 24,1 ± 2,5 16,9 ± 2,1 7,9 ± 1,3 29,2 ± 1,2 39,1 ± 2,4

Т а б л и ц а  2 
Показатели клеточного звена иммунитета в периферической крови больных с острым панкреатитом 

в результате иммуноориентированной терапии (%, М ± m)

Группы больных n CD3+ CD4+ CD8+ CD16+ CD25+ CD22+

Традиционное лечение 26 23,8 ± 2,6 39,3 ± 2,1 23,7 ± 2,6 11,8 ± 2,4 13,4 ± 1,2 21,9 ± 1,6

Традиционное лечение + иммуномодулин 28 24,6 ± 2,2 30,1 ± 2,7 22,9 ± 2,3 12,9 ± 1,3 13,2 ± 1,2 19,9,1 ± 2,4

Традиционное лечение + полиоксидоний 28 23,6 ± 2,3 38,7 ± 3,3 22,6 ± 2,5 10,3 ± 1,4 12,3 ± 1,4 22,8 ± 2,9
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Иммуноориентированная терапия в лечении острого панкреатита

концентрация снижалась, но не до уровня нормы; 
после комплексной терапии, включавшей имму
номодулин или полиоксидоний, уровень цитокина 
не отличался от показателей здоровых доноров 
(см. табл. 3). 

Таким образом, у больных с острым панкреа
титом обнаружены значительные нарушения им  
мунного статуса. Полученные данные во многом 
перекликаются с работами ряда авторов и впи
сываются в картину системного воспалительного 
ответа [11, 13, 14]. Результаты наших исследова  
ний позволяют рекомендовать включение в ба
зисную, комплексную консервативную терапию 
больных с острым панкреатитом, полиоксидоний 
и иммуномодулин с целью иммуноориентирован
ной терапии. 

Выводы

1. При остром панкреатите патологические из
менения в органах и системах носят генерализо
ванный характер и проявляются синдромом си
стемной воспалительной реакции. 

2. У больных с острым панкреатитом с первых 
дней заболевания выявляются нарушения им
мунного статуса в виде развития иммунодефицита. 

3. Полученные результаты исследований по
зволяют нам рекомендовать включение в базис  
ную, комплексную консервативную терапию боль  
ных с острым панкреатитом полиоксидоний и им
муномодулин с целью иммуноориентированной 
терапии и контроля над синдромом системной 
воспалительной реакции. 

Т а б л и ц а  3 
Содержание цитокинов периферической крови у больных с острым панкреатитом 

в динамике комплексной и иммуноориентированной терапии (пг/мл, М ± m)

Группы больных n

Цитокины

TNFα IL-1 IL-6 IL-4

До лечения 82 62,2 ± 2,0 65,8 ± 1,2 43,5 ± 8,7 58,7 ± 1,2

Традиционное лечение 26 32,2 ± 0,5 56,9 ± 1,40 29,7 ± 1,1 36,5 ± 1,4

Традиционное лечение + иммуномодулин 28 23,1 ± 1,4 45,1 ± 0,2 18,2 ± 9,8 16,8 ± 1,2

Традиционное лечение + полиоксидоний 28 18,1 ± 1,2 35,1 ± 0,2 17,2 ± 9,8 14,9 ± 1,4

Контроль 20 10,9 ± 0,5 32,1 ± 0,2 16,3 ± 0,6 14,2 ± 4,5
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The use of immunocorrectors in complex therapy of acute pancreatitis

M.M. Abdurakhmanov, Sh.T. Urakov, S.S. Safarov, G.N. Kuldashev
Bukhara State Medical Institute, Bukhara Branch of Republican Scientific Center 

for Emergency Medicine, Republic of Uzbekistan

The immunooriented effects of polyoxidonium and immunomodulin in the complex treatment of pa
tients with acute pancreatitis were studied. In patients, from the first days of the disease, changes in 
the immune status in the form of the development of immunodeficiency were detected. Complex the  
rapy, including immunomodulin or polyoxidonium, allowed approximation of cytokine levels to those 
of healthy donors. The results of the study make it possible to recommend the addition of polyoxido
nium and immunomodulin to the basic, comprehensive conservative therapy of patients with acute 
pancreatitis for the purpose of immunooriented therapy. (Cytokines and Inflammation. 2019. Vol. 18. 
№ 1–4. P. 103–107.)
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Елена Андреевна Корнева родилась 5 декабря 1929 г. 
в городе КзылОрда. В 1953 г. окончила 1й Ленинград
ский медицинский институт им. акад. И.П. Павлова, 
в 1956 г. —аспирантуру при кафедре физиологии. 
В 1956–1975 г. — младший, затем старший научный 
сотрудник отдела экологической физиологии Инсти  
тута экспериментальной медицины. С 1975 г. — руко
водитель лаборатории нейрогуморальной регуляции 
специфической резистентности, в 1982–2014 г. — ру
ководитель отдела общей патологии и патофизиологии 
Института. В настоящее время — главный научный 
сотрудник отдела общей патологии и патофизиологии 
ФГБНУ «ИЭМ». С 1995 г. — профессор кафедры па
тологии Медицинского факультета СанктПетербург  
ского государственного университета.

Членкорреспондент РАМН с 1986 г., академик РАМН 
с 1997 г., академик РАН c 2013 г. — Отделение меди
цинских наук.

Академик Е.А. Корнева — один из основателей но
вой научной дисциплины — нейроиммунофизиологии, 
развитие которой было в немалой степени иницииро  
вано сделанным ею открытием о влиянии определен  
ной структуры мозга на интенсивность иммунного от
вета. Свойство гипоталамических структур мозга при 
повреждении угнетать, а при раздражении — стиму
лировать иммунный ответ — было открыто Е.А. Корне
вой и Л.М. Хай в 1961 г. Эти работы положили начало 
новому направлению, которое сформировалось и вы  
росло в научную дисциплину — нейроиммунофизиоло
гию (психонейроиммунологию). В изданной в США кни  
ге «Основы психонейроиммунологии» (1986) Е.А. Кор
нева — международно признанный основоположник 
этой научной дисциплины.

Е.А. Корнева разработала концепцию многоуровне  
вой иерархической организации системы нейрогумо
ральной регуляции иммунологических процессов. Ве
сомый вклад в развитие научных знаний в этой обла  
сти связан с исследованием механизмов реакции цент
ральной нервной системы на антигенный стимул, вы
явлением закономерностей вовлечения определенных 
структур мозга в процесс реализации иммунного ответа.

Важнейшим шагом в изучении проблемы являются 
результаты, продемонстрировавшие участие орексин
содержащих нейронов гипоталамуса в механизмах ре  
ализации нейроиммунных взаимодействий, что впер  
вые позволило констатировать связь орексинсодержа
щих нейронов A и B типов с процессом реализации от
ветов мозга на антигенный стимул, показать изменение 
этих реакций при стрессе и димиелинизирующих про

цессах. Ею предложены новые методы прогнозирова  
ния развития заболеваний, вызванных нарушением 
нейроиммунных взаимодействий. Применение этих 
методов в клинической практике открывает реальные 
перспективы разработки новых способов лечения.

Е.А. Корнева — организатор многих отечественных 
и международных научных форумов. Начиная с 2007 
по 2019 г. в СанктПетербурге совместно с Институтом 
нейробиологии Общества Макса Планка (Германия) 
проведено 8 международных симпозиумов «Взаимо  
действие нервной и иммунной систем в норме и па
тологии», которые определили новые пути развития 
нейроиммунофизиологии. Она — один из основателей 
двух международных научных обществ: «Neuroimmu
nomodulation» и «Psychoneuroimmunology», а также 
международных журналов «Neuroimmunomodulation», 
«Brain, Behavior and Immunity».

Е.А. Корнева — руководитель крупной научной шко 
лы, она воспитала известных ученых, которые возглав
ляют научные подразделения в России и зарубежных 
странах — ею подготовлено 13 докторов и 37 кандида
тов наук. 

Автор более 470 публикаций, в т. ч. 7 монографий, 
свидетельства на открытие (диплом № 69, 1970 г.), ав  
тор и редактор научного «Руководства по Нейроимму
нофизиологии» и книги «NeuroImmune Biology. Vol. 6: 
Cytokines and the Brain», Elsevier, 2008. Соредактор 
журнала «Патогенез»; входила и входит в состав ред
коллегий журналов «Advances in Neuroimmune Biolo  
gy», «Integrative Immunobiology and Vaccines», «Меди
цинский академический журнал», «Медицинская им  
мунология», «Клиническая патофизиология», «Цитоки
ны и воспаление». В 1986–2014 г. была председателем 
СанктПетербургского отделения Общества иммуно
логов. 

Почетный Директор Фонда по психонейроиммуно
логии (США, 1993–1996), член НьюЙоркской акаде  
мии наук, почетный член Общества патофизиологов 
Японии.

Заслуженный деятель науки РФ. Награждена орде
ном «Знак Почета», орденом Дружбы, Знаком «Отлич  
ник здравоохранения». Удостоена Золотой медали Рос  
сийского иммунологического общества. Отмечена дип
ломом Международного научного Общества по нейро
иммуномодуляции (ISNIM) за служение человечеству. 
Лауреат премии принца Ольденбургского — за цикл 
работ в области иммунофизиологии.

Руководимая ею лаборатория удостоена Бронзового 
знака, как показательная лаборатория мира.

УДК 61(092) Корнева
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Доктор медицинских наук (1970), профессор (1971), член-корреспондент (1994), 
действительный член Петровской Академии наук и искусств Санкт-Петербурга (2002)

Александр Анатольевич Смородинцев родился 27 декаб
ря 1929 г. в семье врачей. В 1941 г. перед началом Великой 
Отечественной войны он окончил 4й класс. Во время бло
кады Ленинграда в 1941–1942 г. вместе со сверстниками 
защищал от немецких зажигательных бомб здания Инсти
тута акушерства и гинекологии им. Отта, где жил вместе с 
матерью, Смородинцевой Татьяной Владимировной, кото  
рая с начала войны работала врачомпсихиатром в Госпи
тале на 14й линии Васильевского острова. В октябре 1942 г., 
вместе с матерью, был эвакуирован из Ленинграда в Моск
ву. Там окончил с серебряной медалью 10й класс средней 
школы и в 1948 г. возвратился с родителями в Ленинград. 

В 1954 г. окончил 1й Ленинградский медицинский ин
ститут им. И.П. Павлова с дипломом «врачалечебника» по 
специальностям «терапия», «хирургия», «акушерство» со 
специализацией по «инфекционным болезням» и был на
правлен в аспирантуру Центрального рентгенорадиоло  
гического института МЗ СССР. В 1958 г. защитил кандидат
скую диссертацию на тему «Развитие экспериментальных 
вирусных инфекций и иммунитет у животных на фоне 
лучевой болезни». В этот период принимал участие в раз
работке живой вакцины против полиомиелита на базе отде
ла вирусологии Института экспериментальной медицины 
(ИЭМ) Академии медицинских наук СССР, где выполнял 
часть своей диссертационной работы.  

В 1959 г. избран по конкурсу на должность старшего 
научного сотрудника в лабораторию гриппа НИИ эпиде  
миологии и микробиологии имени Пастера. Разработал ме
тодику получения новых культур тканей из почек эмбрио  
нов человека для выделения мало известных тогда пара
гриппозных вирусов, установив их высокую значимость 
среди ОРВИ у детей в Ленинграде.

В 1962 г. избран старшим научным сотрудником в отдел 
вирусологии ИЭМ АМН СССР, где разработал методы 
культивирования почти неизвестного в то время вируса 
гепатита В. Тогда же, впервые в СССР, Ал.А. Смородинцев 
организовал цикл работ по исследованию недавно откры  
того интерферона.

В 1967 г. Ал.А. Смородинцев стал одним из организаторов 
Всесоюзного НИИ Гриппа Министерства здравоохранения 
СССР, где возглавил лабораторию интерферона. В связи с 
этими исследованиями в 1967–1968 г. получил стипендию 
от Welcome Research Foundation для работы в г. Солсбери 
(Англия) в Центре по изучению простудных заболеваний 
(Common Cold Research Unit). На людяхволонтерах с экс
периментальными гриппозными, риновирусными и пара
гриппозными инфекциями проводил оценку формирования 
интерферона. Находясь по одному месяцу в лабораториях 
фирм Imperial Chemical Industries и Glaxo Laboratories, 
провел количественные биохимические исследования ин
терферона в образцах, полученных ранее от волонтеров.

В 1970 г. Ал.А. Смородинцев защитил докторскую дис
сертацию, посвященную новому направлению в науке — 
индукции интерферона у людей и различным группам 
индукторов интерферона в ходе эпидемий гриппа в нашей 
стране. В 1971 г. ему присвоено ученое звание профессора.

В 1976 г. приказом МЗ СССР переведен из ВНИИ гриппа 
в Ленинградский НИИ эпидемиологии и микробиологии 
имени Пастера и назначен руководителем лаборатории дет  
ских вирусных инфекций. Руководил работами по созда  
нию, совершенствованию и внедрению в практику вакцин 
против кори, паротита и краснухи. Обосновал целесооб
разность коревой ревакцинации, которая при поддержке 
ГИСК им. Л.А. Тарасевича была введена с 1986 г. в нашей 
стране как обязательная для всех детей перед поступлени
ем в школу. Это снизило 10кратно заболеваемость корью в 
России. Затем были проведены работы по восстановлению 
и испытаниям нового коревого вакцинного штамма «Л16», 
который заменил в 1993 г. старую ослабевшую вакцину. Это 
привело тогда почти к полной ликвидации кори в России.

Под руководством Ал.А. Смородинцева был восстанов  
лен краснушный штамм «Орлов», созданный ранее Вален
тиной Николаевной Мешаловой под руководством ака
демика Анатолия Александровича Смородинцева (отца 
Алек сандра Анатольевича). На основе штамма «Орлов» 
был создан и испытан новый штамм для краснушной вак
цины «АВ1», депонированный в 1991 г. в государственную 
коллекцию Института вирусологии им. Д.И. Ивановского.

В 1978 г. Ал.А. Смородинцеву удалось спасти от унич
тожения вакцину против эпидемического паротита «Л3» 
и с 1981 г. подготовить повторное ее введение в практику 
здравоохранения.  

В 1994 г. Ал.А. Смородинцева избирают членомкорре
спондентом, а в 2002 г. — действительным членом Петров
ской Академии наук и искусств СанктПетербурга. В кон  
це XX — начале XXI века Александр Анатольевич Смо  
родинцев был включен в число 20 000 известных медиков 
нашей планеты в сборник «Marquis Who’sWho in Medicine 
and Healthcare» (1999–2000). В 2001 г. ученый избран адъ
юнктпрофессором кафедры тропической медицины Уни
верситета им. Дж. Вашингтона (США).

Ал.А. Смородинцев награжден знаком «Отличник здра
воохранения СССР», медалью «За доблестный труд» и 12 
медалями как ветеран Великой Отечественной войны.

Он автор и соавтор более 190 научных статей в отечест
венных и зарубежных научных журналах, пяти моногра  
фий, семи научнопопулярных книг, 10 изобретений и од  
ного патента РФ; под его руководством защищено 14 кан
дидатских диссертаций.

В настоящее время Александр Анатольевич работает 
как писатель, создавая новые научнопопулярные книги о 
вирусологии. 

УДК 616(092) Смородинцев
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На 89-м году жизни скончался видный отечественный терапевт, член-корреспондент РАН, 
заслуженный деятель науки РФ, профессор кафедры госпитальной терапии ФГБОУ ВО 
«Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени 
академика И.П. Павлова» Министерства здравоохранения Российской Федерации 
Глеб Борисович Федосеев. 

Памяти Глеба Борисовича 
Федосеева 

(04.09.1930–11.05.2019)

НЕКРОЛОГ

Вся научная, врачебная и педагогическая деятель
ность Г.Б. Федосеева была связана с кафедрой го
спитальной терапии 1го ЛМИ/ПСПбГМУ им. акад. 
И.П. Павлова, которую он возглавлял в течение 27 лет 
(1975–2001). В 1973–1993 г. он был одновременно заме
стителем директора по научной работе Всесоюзного 
НИИ пульмонологии МЗ СССР в Ленинграде. 

Г.Б. Федосеев — один из создателей отечественной 
научной школы пульмонологов и аллергологов. Его 
научные исследования были посвящены бронхиальной 
астме, ее этиологии, патогенезу, клинике, диагностике, 
лечению, профилактике. Он внес большой вклад в за 
ложенное классиками учение о наследственной пред 
расположенности к заболеваниям. Тезис М.В. Черно
руцкого о роли конституции в формировании болез  
ни получил дальнейшее развитие и научное обосно
вание в трудах руководимой Г.Б. Федосеевым кафед
ры, эволюционировав в преставление об особенностях 
реактивности организма, затем в понятие «предболез
ни» и, наконец, в концепцию «биологических дефек  
тов».

Г.Б. Федосеев обосновал диверсификацию бронхи
альной астмы в соответствии с ведущими механиз
мами патогенеза и выделил новые клиникопатоге
нетические варианты заболевания, чем существенно 
дополнил и расширил классификацию бронхиальной 
астмы, предложенную А.Д. Адо и П.К. Булатовым. Усо
вершенствованная Г.Б. Федосеевым классификация 
бронхиальной астмы сохраняет свое значение до на
стоящего времени, является для врачей инструментом 
тонкой нюансировки диагноза и опорой при выборе 
адекватной индивидуализированной терапии.

В 2002 г. по инициативе Г.Б. Федосеева был создан 
центр «Доклиническая диагностика и первичная про
филактика бронхиальной астмы» на базе ПСПбГМУ 
им. акад. И.П. Павлова и НИИ акушерства и гинеколо
гии им. Д.О. Отта в Петербурге. В задачи центра вхо
дили разработка и совершенствование методов ранней 
диагностики угрозы возникновения бронхиальной аст
мы у лиц, имеющих большой риск ее развития (члены 
семьи больного, особенно дети матерей, которые стра
дают бронхиальной астмой), совершенствование ме  
тодов первичной профилактики и лечения больных на 
ранних этапах развития заболевания, обучение прак
тических врачей методам ранней диагностики и про
филактики бронхиальной астмы.

С 1978 г. Г.Б. Федосеев был внештатным главным 
аллергологом Ленинграда и СанктПетербурга, а с 
2003 г. — главным внештатным терапевтом Северо 
Западного ФО. В 2002 г. он положил начало и многие 
годы был главным организатором ежегодных конгрес  
сов терапевтов Петербурга и СевероЗападного ФО, 
посвященных актуальным вопросам современной ме
дицины.

В течение последних 25 лет Г.Б. Федосеев — бес
сменный председатель Правления СанктПетербург
ского общества терапевтов им. С.П. Боткина и член 
Президиума Российского научного медицинского об
щества терапевтов. Он был активным участником кон
грессов Европейского респираторного общества, чле  
ном Международной академии пульмонологов, Аме
риканского колледжа пульмонологов.

С 1992 г. под редакцией Г.Б. Федосеева выходи
ли «СанктПетербургские врачебные ведомости» (с 
1997 г. — «Новые СанктПетербургские врачебные ве
домости»), журнал для врачей общей практики. 

Научное наследие Г.Б. Федосеева велико. Он — ав  
тор книги «Мелочи жизни? Аутопатогения и здоровье», 
в которой предложил термин «аутопатогения» для 
обозначения таких состояний, как алкоголизм, куре
ние, наркомания и др., автор, соавтор и редактор 18 мо  
нографий, сборников научных трудов, 460 статей, 
7 изобретений, фармакотерапевтического электрон  
ного справочника для практикующих врачей. 

Он был членом ред. советов «Терапевтического ар
хива» и «Пульмонологии», членом редколлегии «Рос
сийского аллергологического журнала». Выпустил 
28 докторов и 73 кандидата наук. Его ученики работа  
ют во многих городах России и за рубежом. Многие 
стали крупными учеными. 

Врачебная, научная, педагогическая и организатор
ская деятельность Г.Б. Федосеева была удостоена мно  
гих наград, среди которых «Знак Почёта», орден Тру
дового Красного Знамени и «Орден Почёта», серебря  
ная и золотая медали ВДНХ за исследования брон
хиальной астмы и разработку методов ее лечения и 
мн. др. В 2011 г. он был избран почетным доктором 
ПСПбГМУ им. акад. И.П. Павлова.

Глеб Борисович Федосеев останется в нашей памя  
ти как успешный и деятельный ученый, обаятельный, 
высокоинтеллигентный, блестящий человек, прекрас
ный врач и мудрый учитель. 

УДК 612.017.1(092) Федосеев
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Ушел из жизни известный отечественный иммунолог, ведущий специалист страны в 
области цитокинов, член-корреспондент РАН, лауреат премии Правительства РФ, доктор 
биологических наук, профессор Сергей Александрович Кетлинский. 

Памяти Сергея Александровича 
Кетлинского 

(21.07.1940–12.06.2019)

НЕКРОЛОГ

С.А. Кетлинский родился в Ленинграде в семье писа
телей. Пережил блокаду, войну, работая фрезеровщи
ком на Ленинградском металлическом заводе, окончил 
вечернюю школу рабочей молодежи, служил в рядах 
Советской Армии. В 1962–1968 г. учился в 1м Ленин
градском медицинском институте им. акад. И.П. Павло  
ва, совмещая учебу с работой на скорой помощи. 

В 1968–1982 г. работал научным сотрудником, а за  
тем заведующим лабораторией экспериментальной 
ги стологии в Институте экспериментальной медици
ны. Здесь защитил кандидатскую, а затем докторскую 
диссертацию, посвященную изучению структуры и 
функции кейлонов (chalones) — тогда нового класса 
тканеспецифических регуляторов пролиферации, дав
ших толчок к развитию цитокинологии (монография 
С.А. Кетлинского «Кейлоны и регуляция деления кле
ток», 1984). С 1990 г. С.А. Кетлинский — профессор.

С 1982 г. С.А. Кетлинский работал в Гос. НИИ особо 
чистых биопрепаратов, возглавлял лабораторию им  
мунофармакологии, развивая молекулярные аспек
ты иммунологии. Под его руководством была создана 
библиотека кДНК из активированных мононуклеаров 
донорской крови, на основе которой создавались диаг
ностические тесты для определения цитокинов при 
различных заболеваниях человека, а также рекомби
нантные цитокины, предназначенные для профилак  
тики и лечения многих болезней.

В 1990 г. С.А. Кетлинский был назначен заместите  
лем директора Гос. НИИ ОЧБ по научной работе. Ра 
ботая на этой должности, он предложил программу 
изучения цитокинов и создания на этой основе генно
инженерных лекарственных препаратов для лечения 
патологических процессов, возникающих на фоне им
мунодефицита, в т. ч. радиационных поражений, инток
сикаций, состояния после проведения химиолучевой те  
рапии опухолей и др. В результате было создано про
изводство рекомбинантных цитокинов (ИЛ1α, ИЛ1β, 
раИЛ1, ИЛ8, эритропоэтин и др.), сертифицированное 
по международным требованиям GMP, разработаны 
и внедрены в клиническую практику лекарственные 
средства для лечения ряда социально значимых за  
болеваний. Созданный им и соавторами рекомбинант  
ный препарат интерлейкина1β человека «Беталей
кин» показал высокую радиопротекторную и лечебную 
эффективность, прошел доклинические и клинические 
исследования, был зарегистрирован в РФ и до настоя

щего времени является единственным реально сущест
вующим отечественным средством ранней (экстренной) 
патогенетической терапии радиационных поражений. 

В 2005 г. С.А. Кетлинский был избран членомкор
респондентом РАМН (ныне РАН). В 2007 г. в составе ав  
торского коллектива удостоен премии Правительства 
РФ в области науки и техники за конструирование бак  
териальных продуцентов, организацию биотехнологи
ческого производства субстанций и препаратов на ос
нове рекомбинантных цитокинов человека и внедрение 
разработанного медицинского препарата «Беталейкин». 

В последние годы его научная деятельность была 
посвящена изучению роли цитокинов в патологии, ис
следованию иммунопатогенеза ВИЧинфекции, раз  
работке гемосорбентов для удаления провоспалитель
ных цитокинов, исследованию иммунопатогенеза ате
росклероза, созданию молекулярной вакцины против 
этого заболевания. 

С.А. Кетлинский создал школу исследователейеди
номышленников. Среди его учеников 5 докторов и 10 
кандидатов наук, множество научных работников и 
врачейиммунологов. Он автор и соавтор более 200 на
учных статей и обзоров, 6 монографий, 21 патента на 
изобретения. Его монография «Эндогенные иммуномо  
дуляторы» (1992), первая в России книга о цитоки
нах, была отмечена дипломом РАМН и премией акад. 
Н.Ф. Гамалеи, а монография «Цитокины» (2008) получи  
ла широкое признание коллег и уже стала библиогра
фической редкостью. Он был членом Международного, 
Европейского и Российского цитокиновых обществ, 
Президиума правления Российского научного общест  
ва иммунологов, членом редколлегии журналов «Цито
кины и воспаление», «Медицинский академический жур
нал», «Иммунодефициты и СПИД», членом нескольких 
диссертационных советов.

Сергей Александрович был открытым и жизнерадо
стным человеком, его уважали коллеги, любили друзья 
и ученики. Память о нем навсегда останется в наших 
сердцах, а его книги и статьи еще долго будут востребо
ваны учеными и практикующими врачами. 

Российское цитокиновое общество 
Российское научное общество иммунологов 

Радиобиологическое общество РАН
Редколлегия и редакционный совет журнала 

«Цитокины и воспаление»

УДК 61(092) Кетлинский
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На 82-м году жизни скончался крупный отечественный фармаколог, член-корреспон-
дент РАН, профессор, заслуженный деятель науки РФ, почетный доктор Института 
экспериментальной медицины, лауреат премии им. принца А.П. Ольденбургского 
Николай Сергеевич Сапронов. 

Памяти Николая Сергеевича 
Сапронова 

(11.09.1937–30.06.2019)

НЕКРОЛОГ

Николай Сергеевич родился во Владивостоке. 
В 1962 г. он окончил Ленинградский Санитарноги
гиенический медицинский институт и 2 года работал 
главным санитарным врачом одного из целинных 
районов Оренбургской области. Еще студентом он 
увлекался фармакологией и в 1964 г. поступил в 
аспирантуру Института экспериментальной меди
цины (ИЭМ) к выдающемуся отечественному фар
макологу академику С.В. Аничкову. После защиты 
кандидатской диссертации (1968) вся научная дея
тельность Н.С. Сапронова была связана с ИЭМ, где 
он прошел путь от младшего научного сотрудника 
до директора института. В 1980 г. защитил доктор
скую диссертацию, в 1990 г. стал заместителем ди  
ректора института по научной работе, а в 1992 г. 
возглавил отдел нейрофармакологии имени акад. 
С.В. Аничкова. В 1992 г. ему присвоено звание про
фессора по специальности «фармакология». За вы
сокие достижения и вклад в развитие отечествен  
ной науки он удостоен почетного звания Заслужен
ного деятеля науки Российской Федерации (1996), 
а в 1999 г. он был избран членомкорреспондентом 
РАМН.

Научные труды Н.С. Сапронова посвящены ней
рофармакологии и нейроэндокринологии. Его рабо  
ты по новым нейротропным средствам для фарма
кокоррекции поражений нервной системы и забо
леваний внутренних органов, в генезе которых ве  
дущим является нейрогенный фактор, широко из
вестны в стране и за рубежом. Наиболее крупные 
его достижения связаны с изучением роли моноами

нергических структур мозга в регуляции эндокрин
ных функций организма и участия гормональных 
факторов в формировании высших функций мозга. 
Они суммированы в монографиях «Фармакология 
гипофизарнонадпочечниковой системы» (1998), 
«Гормоны гипоталамогипофизарнотиреоидной си  
стемы и мозг» (2002), «Гормоны гипоталамогипо
физарнонадпочечниковой системы и мозг» (2005), 
«Гормоны гипоталамогипофизарноовариальной 
системы и мозг» (2009), «Фармакология новых холи
нергических средств» (2015).

Н.С. Сапронов — автор около 600 научных работ, 
в числе которых 13 монографий и книг, 16 патентов 
на новые лекарственные препараты и способы лече
ния различных заболеваний, более 190 зарубежных 
публикаций, он был организатором и участником 
многих отечественных и зарубежных научных фо
румов. Под его руководством и при его консультиро
вании подготовлено более 25 докторов и кандидатов 
наук.

Н.С. Сапронов был членом правления Российско  
го и Председателем СанктПетербургского научно
го общества фармакологов, членом НьюЙоркской 
Академии наук, инициатором создания и Прези
дентом Российской ассоциации психонейроэндо
кринологов, членом ряда отечественных и меж  
дународных научных обществ, членом редколле  
гий и редакционных советов ряда научных журна  
лов. 

Память о Николае Сергеевиче останется в серд  
цах всех, кто его знал.

УДК 615(092) Сапронов
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Нобелевская премия по физиологии 
или медицине 2019 года

7 октября 2019 года Нобелевскую премию по физиологии или медицине «за открытие 
того, как клетки чувствуют кислород и адаптируются к его доступности» получили Уильям 
Кейлинмладший (William G. Kaelin Jr.), сэр Питер Ретклифф (Sir Peter J. Ratcliffe) и Грегг 
Семенза (Gregg L. Semenza). (https://www.nobelprize.org/all2019nobelprizes/)

Работы Уильяма Кейлина-млад-
шего, сэра Питера Ретклиффа и Грег - 
га Семенза, расшифровывающие 
сложные механизмы регуляции от-
вета клеток на дефицит кислорода, 
перекликаются с рядом предыдущих 
открытий, отмеченных Нобелевским 
комитетом, поэтому не будет преуве-
личением назвать кислород «Нобе-
левским газом». Так, в 1931 г. Отто 
Генрих Варбург получил Нобелев - 
скую премию за открытие дыхатель-
ных ферментов, использующих кис-
лород как один из субстратов. И хо - 
тя биохимическая гипотеза Варбур - 
га о том, что раковые клетки получа - 
ют энергию за счет бескислородно - 
го (анаэробного) гликолиза, а при-
чина возникновения рака заключа-
ется в снижении митохондриального 
(аэроб ного) дыхания, была ошибоч-
ной (путающей причину и следствие), 
следует отметить, что в условиях де - 
фицита кислорода (гипоксии) гипок-
сия-индуцибельный фактор-1альфа 
(HIF-1α), открытый Греггом Семенза, 
активирует транскрипцию генов ря - 
да ферментов анаэробного гликоли-
за. Такой путь адаптации к гипоксии 
клеток, в том числе и опухолевых, 
обусловлен тем, что при дефиците 
кислорода получение энергии в ви - 
де АТФ возможно только за счет ана-
эробного гликолиза, а включение в 
катаболизм жирных кислот и амино-
кислот возможно только с участием 
кислорода. В 1978 г. Питер Деннис 
Митчелл за открытие хемоосмотиче-
ского механизма синтеза АТФ (окис-
лительного фосфорилирования) по - 
лучает Нобелевскую премию по хи- 
мии. В 1938 г. Корней Жан Франсуа 

Хейманс получает Нобелевскую пре-
мию «за открытие роли синусного и 
аортального механизмов в регуляции 
дыхания». При этом следует отме-
тить, что до открытия Нобелевских 
лауреатов 2019 г. хеморецепторы 
каротидного синуса считались един-
ственными клетками, чувствитель-
ными к парциальному напряжению 
кислорода. В работе Грегга Семенза 
было убедительно показано, что у 
мышей с дефицитом HIF-1α отсутст - 
вует реакция каротидного тела на 
дефицит кислорода [8]. В 1962 г. 
Марк Фердинанд Перутц и Джон Коу-
дери Кендрю удостоены Нобелев - 
ской премии по химии за рентгено-
структурный анализ глобулярных 
белков, а именно гемоглобина и мио-
глобина, обеспечивающих транспорт 
и хранение кислорода. Феномен уси - 
ления созревания эритроцитов, пе - 
реносящих кислород за счет гемо-

глобина, в условиях сниженного со-
держания кислорода высокогорных 
районов был описан еще в 1882 г. 
Полем Бертом. Тренировки в высо-

КАК ВКЛЮЧИТЬ АДАПТАЦИЮ К ГИПОКСИИ С ПОМОЩЬЮ ВЫКЛЮЧЕНИЯ
КИСЛОРОДНОЖЕЛЕЗНОГО ВЫКЛЮЧАТЕЛЯ?

William G. Kaelin, Jr.
(1957, New York, NY, USA)

Photo: A. Mahmoud © Nobel Media.

Sir Peter J. Ratcliffe
(1954, Lancashire, United Kingdom)

Photo: A. Mahmoud © Nobel Media.

Gregg L. Semenza
(1956, New York, NY, USA)

Photo: A. Mahmoud © Nobel Media.
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когорьях до сих пор используются 
для увеличения выносливости, а ре-
комбинантный эритропоэтин (Epo) — 
гормон, отвечающий за увеличение 
числа эритроцитов в кровотоке, 
используется как антианемический 
препарат и, нелегально, как допинг. 
Лишь в конце 80-х годов прошлого 
века в нескольких независимых ра - 
ботах групп под руководством Мо-
риса Бондурна, Марка Коури и Джей - 
ми Каро было показано, что при ги - 
поксии на уровне транскрипции ге - 
на Epo увеличивается его синтез в 
почках. Однако механизм чувстви-
тельности почек к парциальному 
давлению кислорода был на тот мо - 
мент еще неизвестен и многие кол-
лективы безуспешно искали молеку-
лу, которая является «кислородным 
сенсором» [9]. В рассматриваемом 
процессе адаптации к гипоксии нуж-
но было найти зависящий от железа 
и кислорода выключатель, выклю - 
чение которого приводит к включе-
нию гена Epo.

Грегг Семенза родился в 1956 г. в 
Нью-Йорке. Получил степень Бака-
лавра биологии в Гарвардском Уни-
верситете (г. Бостон). В 1984 г. полу-
чил степень Доктора медицины (PhD) 
на Медицинском факультете Уни-
верситета Пенсильвании, Филадель - 
фия. Прошел подготовку по педиат-
рии в Университете Дьюка (г. Да - 
рем). Был постдоком в Университете 
Джона Хопкинса (г. Балтимор), где 
организовал свою группу, в 1999 г. 
там же стал профессором, а с 2003 г. 
является директором Сосудистой 
исследовательской программы в Ин-
ституте клеточной инженерии. Ин - 
декс Хирша на конец 2019 года — 
152. В период 1989–1991 г. при ис-
следовании линий мышей, трансген-
ных по длинным фрагментам гена 
Epo человека, Грегг Семенза иденти-
фицировал 50-нуклеотидный фраг-
мент ДНК, расположенный в 3’-конце - 
вом участке гена Epo, который обес-
печивал специфическую для пе чени 
гипоксия-индуцибельную экспрес-
сию Epo человека [10, 11].

Сэр Питер Рэдклифф родился в 
1954 г. в Ланкашире (Великобрита-
ния). Изучал медицину в колледже 
Гонвилл-энд-Киз Кембриджского 
университета, прошел подготовку 
по нефрологии в Оксфорде. Создал 

исследовательскую группу в Окс-
фордском университете и в 1996 г. 
стал профессором. Является дирек-
тором клинических исследований в 
Институте Фрэнсиса Крика (г. Лон-
дон), директором в TDI в Оксфорде 
и членом Людвигского института ис - 
следований рака. Индекс Хирша на 
конец 2019 г. — 99. В 1991 г. при 
культивировании в условиях гипок-
сии и нормоксии клеток гепатомы, 
трансфицированных плазмидами с 
различными участками 3’-концевого 
гена Epo мыши и альфа-глобинового 
репортера, Питер Рэдклифф иден-
тифицировал участок, активируе-
мый гипоксией [12]. В этой работе 
эффект культивирования клеток при  
1 %-ном содержании кислорода был 
сопоставим с эффектом от добавле-
ния в среду 50 мкМ соли кобальта 
при нормоксии (20 % кислорода). Ис - 
пользование солей кобальта как ми - 
метиков гипоксии позже было ис-
пользовано Греггом Семенза при пре-
паративном выделении HIF из клеток.

В 1993 г. коллективы под руко-
водством Грегга Семенза и Питера 
Ретклиффа независимо друг от дру - 
га публикуют данные о том, что от-
вечающий на гипоксию элемент (hy - 
poxia responsive element, HRE) гена 
Epo связывает HIF-1 не только в клет - 
ках, синтезирующих Epo [6, 13]. После 
этого ряд исследовательских групп 
начинают активный поиск генов, на - 
ходящихся под контролем HIF. Спе-
циалисты в области онкологии уде-
ляют HIF-1 особое внимание, по - 
скольку адаптация солидных опухо-
лей к гипоксии включает изменение 
метаболизма, ангиогенез, регуляцию 
pH, устойчивость к терапии и другие.

В 1995 г. Грегг Семенза и его пост - 
док Гуанг Вонг проводят титаниче-
скую работу. Используя смолу с им-
мобилизованным участком HRE про - 
мотора Epo, из 120 литров экстрак-
та трех граммов ядер клеток HeLa 
(культивированных в присутствии 
соли кобальта) они очищают 60 мик-
рограммов HIF-1 в 11 250 раз [14]. 
Анализ HIF-1 показал, что он являет - 
ся гетеродимером, состоящим из ра - 
нее неизвестной альфа-субъеди-
ницы и бета-субъединицы, которая 
уже была описана токсикологами 
как ARNT (или рецептор диоксинов). 
После клонирования гена, кодиру-

ющего HIF-1α, были открыты его го - 
мологи HIF-2α и HIF-3α. Оказалось, 
что именно HIF-2α, а не HIF-1α вы-
зывает экспрессию Epo в почках, од - 
нако это не умаляет важности от-
крытия Нобелевских лауреатов.

Несмотря на то, что были клони-
рованы гены, кодирующие субъе-
диницы HIF, было показано, что в 
условиях нормоксии альфа-субъе-
диница крайне быстро деградирует, 
молекулярный механизм, связываю-
щий кислород и нестабильность HIF 
оставался неизвестен до работ, про-
веденных под руководством Уилья- 
 ма Кейлина. 

Уильям Кейлин-младший родился 
в Нью-Йорке в 1957 г. Ему присвоена 
степень Доктора медицины в Уни-
верситете Дьюка (г. Дарем). Уильям 
Кейлин прошел подготовку по внут-
ренним болезням и онкологии в Уни-
верситете Джона Хопкинса (г. Бал - 
тимор), и в Институте Рака Дана- 
Фарбер (г. Бостон), где организовал 
свою лабораторию, а в 2002 г. стал 
профессором Гарвардской медицин-
ской школы. С 1998 г. он является ис-
следователем Медицинского инсти-
тута Говарда Хьюза. Индекс Хирша 
на конец 2019 г. — 112. В 1995 г. груп-
па Уильяма Кейлина показала, что 
белок фон Хиппель-Линдау (pVHL), 
мутации в гене которого приводят к 
карциноме почек (синдром фон Хип-
пель-Линдау), является опухолевым 
супрессором [1]. В 1996–1997 г. при 
коллаборации с группой Марка Голд-
берга они обнаруживают, что клет - 
ки со сверхпродукцией мутантного 
VHL синтезируют гены, находящие-
ся под контролем HIF, в том числе 
сосудистый эндотелиальный фактор 
роста (VEGF) [4]. И, наконец, практи-
чески одновременно группы Уилья- 
ма Кейлина и Питера Ретклиффа об - 
наруживают комплексы pVHL с фер-
ментами, участвующими в убиквити - 
нилировании белков, и взаимодей-
ствие HIF-1α c pVHL, а также иденти-
фицируют два остатка пролина, ко - 
торые при нормоксии подвергают-
ся гидроксилированию с помощью 
железо-зависимых ферментов [2, 3, 
7]. Пролил-гидроксилазы HIF (PHD) 
оказались ферментативными сенсо-
рами кислорода, активность кото - 
рых также зависит от пула лабиль-
ного железа в клетке, аскорбата и 

Нобелевская премия по физиологии или медицине 2019 года
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2-оксиглутарата, и запускает процес - 
сы направления альфа-субъедини-
цы HIF на убиквитинилирование и 
протеасомную деградацию. На тот 
момент были известны аскорбат- и 
железо-зависимые пролил-гидрокси - 
лазы коллагена, определяющие нор-
мальное посттрансляционное созре-
вание коллагена, нарушенное при 
цинге. В том же 2001 г. Грегг Семенза 
открывает ингибирующий HIF фак-
тор (FIH), который при нормоксии 
гидроксилирует остаток аспарагина 
HIF, нарушая связывание HIF-1 с 
коактиватором транскрипции (p300) 
[5]. Таким образом, именно PHD и FIH 
являются молекулярными сенсорами 
кислорода, а также железа и мито-
хондриального дыхания (рисунок).

К середине первой декады XXI 
века становится очевидным, что под 
контролем HIF-1 и HIF-2 находится 
более 200 генов-мишеней, отвечаю-
щих за метаболизм железа, эритро-
поэз, ангиогенез и тонус сосудов, 
транспорт и метаболизм углеводов, 
регуляцию pH, рост, дифференци-
ровку и выживание клеток в услови - 
ях стресса, в том числе апоптоз. Ак-
тивно описываются нокаутированные 
по генам HIF и PHD животные, в том 
числе с «тканеспецифическим» вы-
ключением транскрипции. Активно 
разрабатываются ингибиторы PHD, 
способные купировать последствия 

анемии, в том числе при различных 
вариантах почечной недостаточно-
сти. Варианты воздействий на HIF-
сигнальную систему признаны пер-
спективными подходами к терапии 
онкологических заболеваний, ней-
родегенеративных и ишемических 
поражений, в том числе гипоксии 
плода и преэклампсии. С начала ты - 

сячелетия число работ, посвящен - 
ных HIF, прогрессивно растет, что 
подтверждает исключительную важ-
ность процессов, контролируемых 
данным транскрипционным факто-
ром, и существенный вклад лауреа - 
тов Нобелевской премии 2019 года 
по физиологии или медицине в раз-
витие науки.

Рисунок. Кислород- и железо-зависимая регуляция стабильности HIF-α. 
В условиях нормоксии HIF-α гидроксилируется по остаткам пролина (P) и аспарагина (N) 

ферментами PHD и FIH, выполняющими роль сенсоров O2, ионов железа, аскорбата 
и 2-оксоглутарата (2-OG). Гидроксилированный HIF метится убиквитином (Ub) с участием 

белка фон Хиппель-Линдау (pVHL) и подвергается протеасомной деградации. 
При гипоксии процесс гидроксилирования HIF-α блокируется, в ядре образуется 

гетеродимер с HIF-β, который при участии коактиватора (p300) инициирует транскрипцию 
генов, промоторы которых содержат отвечающие на гипоксию элементы (HRE): VEGF, Epo, Cp, 

TfR, Tf, GAPDH, Glut 3, и многих других генов адаптации к гипоксическому стрессу.
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