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СОВРЕМЕННЫЕ НАПРАВЛЕНИЯ В БИОМЕДИЦИНЕ
ADVANCED TARGETS IN BIOMEDICINE

Оригинальная исследовательская статья

АНАЛИЗ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ АДИПОЦИТОВ  
В ЖИРОВОЙ ТКАНИ У ПАЦИЕНТОВ  
С МЕТАБОЛИЧЕСКИМ СИНДРОМОМ

О. В. Воронкова, И. Д. Беспалова, И. Е. Есимова, И. А. Осихов*

Сибирский государственный медицинский университет, 
634050, Россия, Томск 

* Автор-корреспондент: osikhov.25-88@yandex.ru

Резюме: Адипоциты, иммунные клетки и стромально-васку-
лярные элементы являются источником большого количества 
биологически активных веществ. Эффекты большинства ади-
поцитокинов хорошо изучены, однако роль отдельных моле-
кул, секретируемых жировой тканью, в патогенезе воспале-
ния при метаболическом синдроме (МС) и ассоциированных 
с ним заболеваний окончательно не выяснена и часто тракту-
ется специалистами неоднозначно.

Цель — оценка экспрессии генов адипоцитокинов в биоптатах 
(фрагментах) висцеральной жировой ткани большого сальни-
ка у больных с МС.

Материалы и методы. В исследовании приняли участие 
19 человек: основная группа — 14 пациентов с МС, группа 
сравнения — 5 пациентов без МС. В биоптатах жировой ткани 
большого сальника, полученных во время плановой эндоско-
пической холецистэктомии, исследовали уровень экспрессии 
генов цитокинов (IL1B, IL6, IL8, TNF-α) и пептидных гормонов 
(LEP (лептин), NAMPT (висфатин), RETN (резистин), ADIPOQ 
(адипонектин)) по уровню матричной РНК с помощью коли-
чественной ПЦР в реальном времени с предварительной на-
работкой комплементарной ДНК в реакции обратной транс-
крипции.

Результаты. Значимых различий по уровню мРНК IL-1B, -6, -8, 
TNF-α, а также гормонов LEP, NAMPT, RETN в жировой ткани 
у пациентов с МС и лиц группы сравнения выявлено не было 
(р > 0,05). Статистически значимые различия были установ-
лены только по уровню экспрессии гена ADIPOQ: у пациен-
тов с МС уровень экспрессии гена ADIPOQ в жировой ткани 
оказался в среднем в 2,8 раза ниже, чем в группе сравнения 
(2,34 и 0,81 усл. ед. соответственно, р < 0,05). 

Заключение. Анализ профилей экспрессии генов ключевых 
адипоцитокинов, функциональных и метаболических осо-
бенностей висцеральной жировой ткани представляется пер-
спективным для поиска диагностических и прогностических 
и маркеров МС и ассоциированных с ним заболеваний.

Ключевые слова: метаболический синдром, жировая ткань, 
адипоцитокины, экспрессия генов

Для цитирования:

Воронкова О. В., Беспалова И. Д., 
Есимова И. Е., Осихов И. А. Анализ 
экспрессии генов адипоцитов 
в жировой ткани у пациентов 
с метаболическим синдромом. 
Современные направления в биомеди-
цине. 2026;2(1):6—16.
https://doi.org/10.5922/ATB-2026-2-1-1

Поступила
19.01.2026 г.
Прошла рецензирование
23.02.2026 г.
Принята к печати
25.02.2026 г.
Опубликована
09.09.2026 г.

© Воронкова О. В., Беспалова И. Д., 
Есимова И. Е., Осихов И. А., 2026
© Оформление, БФУ им. И. Канта, 
2026

mailto:osikhov.25-88@yandex.ru


Advanced targets in Biomedicine 2026, https://doi.org/10.5922/ATB-2026-2-1-1                           www.ATB-2026-2-1-1

СОВРЕМЕННЫЕ НАПРАВЛЕНИЯ В БИОМЕДИЦИНЕ
ADVANCED TARGETS IN BIOMEDICINE

Original research article

ADIPOCYTOKINE GENE EXPRESSION ANALYSIS  
IN ADIPOSE TIS SUE IN PATIENTS WITH METABOLIC 
SYNDROME

O. V. Voronkova, I. D. Bespalova, I. Е. Esimova, I. А. Оsikhov*

Siberian State Medical University,  
634050 Tomsk, Russia

* Correspondence: osikhov.25-88@yandex.ru

Abstract: Adipocytes, immune cells, and cells of the stromal vascu
lar fraction are sources of many biologically active substances. The 
effects of most adipocytokines are well studied; however, the role 
of individual molecules secreted by adipose tissue in the patho
genesis of inflammation associated with metabolic syndrome (MS) 
and related diseases has not been fully elucidated and remains 
a matter of debate.

Aim — To evaluate the expression of adipocytokine genes in biop
sies (fragments) of visceral adipose tissue of the gastrocolic omen
tum in patients with MS.

Materials and methods. The study included 19 patients: the main 
group — 14 patients with MS, the comparison group — 5 patients 
without MS. The level of expression of cytokine genes (IL1B, IL6, 
IL8, TNF-α) and peptide hormones (LEP (leptin), NAMPT (visfatin), 
RETN (resistin), ADIPOQ (adiponectin)) was studied in biopsies of 
adipose tissue of the greater omentum obtained during planned 
cholecystectomy for medical reasons by the level of matrix RNA 
using quantitative real-time PCR with preliminary development of 
complementary DNA in the reverse transcription reaction.

Results. There were no significant differences in the level of mRNA 
of IL-1B, -6, -8, TNF-α, as well as the hormones LEP, NAMPT, RETN 
in adipose tissue in patients with MS and in the comparison group 
(р > 0.05). Statistically significant differences were established only 
in the level of ADIPOQ gene expression: the level of ADIPOQ gene 
expression in adipose tissue was on average 2.8 times lower than in 
the comparison group (2.34 and 0.81 units, respectively, p < 0.05).

Conclusion. Analysis of the expression profiles of genes encoding 
key adipocytokines and of the functional and metabolic characte
ristics of visceral adipose tissue appears promising for identifying 
diagnostic and prognostic markers of MS and associated diseases.

Keywords: metabolic syndrome, adipose tissue, adipocytokines, 
gene expression
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Введение

Долгое время считалось, что жировая ткань выполняет лишь депонирующую функ-
цию, в частности выступает в качестве резервного источника субстратов для энергети-
ческого обмена. В настоящее время доказано, что адипоциты обладают высокой секре-
торной активностью, а белая жировая ткань, являясь источником гормоноподобных 
веществ, реализует свои системные эффекты и значимо влияет на патогенез сердеч-
но-сосудистых, неврологических, эндокринных и других заболеваний [1—3].

Хронический субклинический воспалительный процесс в висцеральной жировой 
ткани при ее избыточном накоплении является одним из патогенетических факторов 
метаболического синдрома (МС) — комплекса гормональных и метаболических нару-
шений у больных с атеросклерозом, гипертонией, ожирением и сахарным диабетом 
2-го типа [4; 5].

Секреторный профиль адипоцитов характеризуется широким спектром биологи-
чески активных молекул с про- и противовоспалительными свойствами. К ним отно-
сятся пептидные гормоны (лептин, адипонектин, апелин, резистин, оментин, васпин, 
компоненты ренин-ангиотензиновой системы и др.), вазоактивные вещества (проста-
гландины, лейкотриены и др.), хемокины и цитокины [6—8].

Эффекты большинства адипоцитокинов хорошо изучены, однако роль отдельных 
молекул, секретируемых жировой тканью, в патогенезе воспаления при МС и связан-
ных с ним патологий окончательно не выяснена и часто трактуется специалистами 
неоднозначно. Например, общепринятым является представление об адипонектине 
как о гормоне с антиатерогенными, противовоспалительными и инсулинсенситизи-
рующими свойствами [9]. В последние годы в научной литературе обсуждается фено-
мен под названием «адипонектиновый парадокс», демонстрирующий неканонические 
провоспалительные эффекты адипонектина [10; 11]. В ряде исследований была обна-
ружена положительная взаимосвязь высокой сывороточной концентрации адипоне-
ктина с частотой неблагоприятных исходов у больных с хронической сердечной не-
достаточностью, развитием воспалительных и аутоиммунных заболеваний, таких как 
ревматоидный артрит, сахарный диабет 1-го типа, хроническая обструктивная болезнь 
легких и др., а также некоторых видов рака [12—14].

Таким образом, сведения о физиологической и патологической роли адипокинов по-
полняются, однако механизмы реализации их плейотропных эффектов до конца не из-
учены [9]. На наш взгляд, это связано с особенностями методических подходов к оценке 
секреторного потенциала клеточных элементов жировой ткани, поскольку в большин-
стве исследований их секреция исследуется по уровню концентрации анализируемых 
веществ в крови [14; 15]. Такой подход не позволяет в полной мере охарактеризовать 
секреторную активность непосредственно адипоцитов, поскольку сходный спектр, на-
пример интерлейкинов, характерен для клеток иммунной системы, эндотелиоцитов, 
фибробластов и др. [4]. Кроме того, при исследовании патогенетических факторов та-
кого сложного симптомокомплекса, как МС, необходимо учитывать еще и такие аспек-
ты, как коморбидный фон пациента, глубина нарушений обмена веществ (углеводного: 
уровень глюкозы, инсулина, индекс инсулинорезистентности (HOMA-IR); липидного: 
уровень общего холестерола, липопротеинов низкой плотности, триацилглицеролов), 
а также степень выраженности субклинического хронического воспаления, например 
по уровню белков острой фазы в крови: С-реактивного белка, неоптерина, фибриноге-
на и др. [16].

Анализируя плейотропные эффекты адипокинов, также следует принимать во 
внимание локализацию экспрессирующих их адипоцитов [17]. Например, при абдо-
минальном — метаболически неблагополучном — варианте ожирения выраженная 
гипертрофия адипоцитов сопровождается накоплением в жировой ткани иммунных 
клеток (макрофагов и лимфоцитов), функциональная, в том числе секреторная, актив-
ность которых может значимо влиять на спектр продуцируемых адипоцитарных гомо-
нов и других биологически активных веществ [18—20].
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Цель исследования 

Цель исследования — оценить экспрессию генов адипоцитокинов в биоптатах вис-
церальной жировой ткани у лиц с метаболическим синдромом.

Материалы и методы

В исследовании приняли участие 19 человек в возрасте от 26 до 70 лет (19 женщин), 
распределенных на 2 группы: в основную группу вошли пациенты с МС (всего 14 жен-
щин, средний возраст — 45,7 ± 4,1 лет, индекс массы тела (ИМТ) 38,1 ± 2,4 кг/м2), в группу 
сравнения — пациенты без признаков МС (5 женщин), средний возраст — 38,6 ± 5,5 лет, 
ИМТ 23,5 ± 4,3 кг/м2). Диагностика составляющих МС проводилась в соответствии с ре-
комендациями Консенсуса Российского кардиологического общества и Российского 
научного медицинского общества терапевтов по критериям (на 2025 г.) при обнару-
жении трех показателей: одного основного и двух дополнительных. Основной крите-
рий — абдоминальное ожирение, при котором окружность талии составляет > 80 см 
у женщин. Дополнительные критерии: артериальная гипертензия (артериальное дав-
ление ≥ 130/80 мм рт. ст. или прием гипотензивных препаратов), повышение концен-
трации холестерола липопротеидов низкой плотности (> 3,0 ммоль/л), снижение кон-
центрации холестерола липопротеидов высокой плотности (< 1,2 ммоль/л), повышение 
уровня триацилглицеролов (≥ 1,7 ммоль/л), гипергликемия натощак (концентрация 
глюкозы в плазме крови натощак ≥ 6,1 ммоль/л), нарушение толерантности к глюкозе 
(концентрация глюкозы в плазме крови через 2 ч после нагрузки глюкозой в пределах 
≥ 7,8 и < 11,1 ммоль/л).

Все обследованные лица были госпитализированы в хирургический стационар 
для проведения плановой холецистэктомии по медицинским показаниям (желчно-
каменная болезнь (ЖКБ)). Исследование было утверждено на заседании локального 
этического комитета СибГМУ (рег. № 2862 от 28.11.2011). Критерии исключения: нали-
чие активного воспалительного процесса в желчном пузыре; присутствие осложнений 
ЖКБ и воспалительных процессов другой локализации, развитие злокачественных но-
вообразований, системных заболеваний соединительной ткани, прием гормональных 
препаратов. Все пациенты, участвовавшие в исследовании, подписали информирован-
ное согласие. 

Материалом для исследования были биоптаты висцеральной жировой ткани 
из большого сальника, которые получали в ходе эндоскопической операции. Биоптаты 
висцеральной жировой ткани в объеме 1 см3 замораживали при – 70 °С в растворе для 
стабилизации РНК и хранения образцов (RNA-later, Thermo FS, США). Оценку уровня 
экспрессии мРНК адипоцитокинов клетками висцеральной жировой ткани проводи-
ли с применением количественной ПЦР в реальном времени. Из образцов жировой 
ткани выделяли общую РНК с помощью набора «Qiagen RNeasy Mini Kit Lipid Tissue» 
(«QIAGEN», США). Оценку качества тотальной РНК определяли электрофоретиче-
ским методом по соотношению плотности бэндов, равноценных большой (28S) и ма-
лой (18S) рибосомным субъединицам рРНК.

В реакции обратной транскрипции с использованием обратной транскриптазы ви-
руса лейкемии мышей Молони (Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase, 
M-MLV RT) («Медиген», Россия) нарабатывали комплементарную ДНК. Далее осу-
ществляли постановку ПЦР в реальном времени с использованием прямого и обратно-
го праймеров для генов адипоцитокинов («Биосинтез», Россия): 

— ИЛ-1β (ген IL1B: for 5’-ATG-GAC-AAG-CTG-AGG-AAG-ATG-3’; 
— rev 5’-CCC-ATG-TGT-CGA-AGA-AGA-TAG-G-3’); 
— ИЛ-6 (ген IL6: for 5’-GAC-AGC-CAC-TCA-CCT-CTT-C-3’;
— rev 5’-GTG-CCT-CTT-TGC-TGC-TTT-C-3’);
— ИЛ-8 (ген IL8: for 5’-GGA-CAA-GAG-CCA-GGA-AGA-AA-3’;
— rev 5’-GGG-TGG-AAA-GGT-TTG-GAG-TAT-3’);
— TNF-α (ген TNF-α: for 5’-CAG-GCA-GTC-AGA-TCA-TCT-TCT-C-3’;
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— rev 5’-CTG-GTT-ATC-TCT-CAG-CTC-CAC-3’);
— адипонектин (ген ADIPOQ: for 5’-CAT-CTC-CTC-CTC-ACT-TCC-ATT-C-3’;
— rev 5’-GTC-GTG-GTT-TCC-TGG-TCA-T-3’);
— лептин (ген LEP: for 5’-AAG-CTG-TGC-CCA-TCC-AAA-3’;
— rev 5’-GTC-CAA-ACC-GGT-GAC-TTT-CT-3’);
— резистин (ген RETN: for 5’-AAT-GAG-AGG-ATC-CAG-GAG-GT-3’;
— rev 5’-CTG-GCA-GTG-ACA-TGT-GGT-3’);
— висфатин (ген NAMPT: for 5’-GTG-GAG-GTT-TGC-TAC-AGA-AGT-3’;
— rev 5’-TGG-GTC-CTT-GAA-GAC-GTT-AAT-C-3’). 
ПЦР проводили в детектирующем термоциклере (MiniOpticon «Biorad», США). В ка-

честве нормировочного гена использовали β-actin (бета-актин) (for 5’-CTG-GCA-CCC-
AGC-ACA-ATG-3’; rev 5’-AGC-GAG-GCC-AGG-ATG-GA-3’). Количество ДНК в пробах 
было представлено в виде процентов от количества бета-актина (сравнительный Сt- ме-
тод). При анализе результатов ПЦР в реальном времени оперировали абсолютными 
значениями концентраций (копий на мл), полученными по прибору. Производили 
расчет средних значений для дублей по бета-актину в отдельности для каждого образ-
ца ДНК. Вслед за этим значения концентраций по каждому гену для данного образца 
делили на среднее значение для дублей по бета-актину для этого образца. По получен-
ным процентным значениям рассчитывали средние для дублей и использовали эти 
показатели в последующих исследованиях (усл. ед.) [21]. 

Результатом циклического процесса ПЦР является экспоненциальное увеличе-
ние количества специфического фрагмента ДНК, которое можно описать формулой 
А = М · 2n, где А — количество специфических (ограниченных праймерами) продук-
тов реакции амплификации после завершения цикла n; М — начальное количество 
ДНК-мишеней; n — число циклов амплификации; 2 — коэффициент эффективности 
реакции ПЦР (эффективность ПЦР). Реальное значение эффективности отдельных ци-
клов амплификации может быть, по некоторым данным, от 78 до 97 %. Если в про-
бе присутствуют ингибиторы реакции, то имеющиеся значение могут быть намного 
меньше, поэтому фактическое количество специфических продуктов амплификации 
описывали по формуле А (n) = М · (1 + Е)n, 0 < E < 1, где Е — значение эффективности ре-
акции. В процессе амплификации на исходной цепи синтезируются также и длинные 
фрагменты, но их накопление происходит в арифметической прогрессии по формуле 
К (n) = M · n, где K (n) — количество длинных продуктов амплификации (фрагментов), 
полученных после цикла n [22; 23].

При оценке полученных данных были использованы методы статистического опи-
сания, а также методы проверки статистических гипотез. Статистическую обработку 
полученных результатов проводили путем создания единой электронной базы дан-
ных с использованием пакета «Microsoft Office Access 2016» и последующей обработ-
кой полученных результатов с использованием пакета программ STATISTICA 10.0 
(StatSoft, Inc., USA). Количественные данные, не подчиняющиеся нормальному зако-
ну, представляли в виде медианы, интерквартильного размаха 25-го и 75-го процен-
тилей — Ме (LQ; UQ). Проверку нормальности распределения проводили методом 
Шапиро — Уилка и представляли в виде среднего и стандартного отклонения (M ± SD). 
При отсутствии нормального распределения при сравнении средних групповых ко-
личественных признаков применяли тест Манна — Уитни (U-тест) или t-критерия 
Стьюдента. Различие двух сравниваемых величин полагали достоверным при уровне 
значимости р < 0,05. Качественные признаки были представлены в виде n, % (число 
больных с данным признаком, % от их количества в группе). Для оценки статистиче-
ской взаимосвязи между показателями вычисляли коэффициент ранговой корреля-
ции Спирмена (r). Для анализа связи между независимыми переменными и зависимой 
переменной использовали логистический регрессионный анализ (с целью приведения 
распределения к нормальному, применяли логарифмическое преобразование дан-
ных), определяя коэффициент корреляции (R). 
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Результаты

Способность синтезировать и секретировать большое количество медиаторов, вклю-
чая цитокины, хемокины, белки внеклеточного матрикса, гормоны, факторы роста 
и вазоактивные вещества, определяет функциональный плейотропизм висцеральной 
жировой ткани и ее системное влияние на различные физиологические и патологиче-
ские процессы в организме [24; 25].

Доказано, что воспаление жировой ткани представляет важный компонент МС [4; 5]. 
Морфологическую основу такого воспаления составляют как гипертрофированные 
адипоциты, так и иммунокомпетентные клетки: лейкоциты — нейтрофильные грану-
лоциты, лимфоциты, макрофаги с провоспалительным фенотипом (М1), инфильтри-
рующие жировую ткань [26; 27]. 

В ходе проведенного исследования было выявлено, что экспрессия генов провоспа-
лительных цитокинов и пептидных гормонов происходит в висцеральной жировой 
ткани как у пациентов с МС, так и у лиц без проявлений МС (табл. 1). Статистически 
значимых различий по уровню мРНК IL-1B, -6, -8, TNF-α, а также гормонов LEP, NAMPT, 
RETN в жировой ткани у пациентов с МС и лиц группы сравнения выявлено не было.

Таблица 1

Уровень экспрессии мРНК адипоцитокинов в жировой ткани большого сальника  
у пациентов с метаболическим синдромом, Me (LQ; UQ)

Table 1

The level of adipocytokine mRNA expression in the adipose tissue of the greater omentum  
in patients with metabolic syndrome, Me (LQ; UQ)

Анализируемый параметр
Обследованные пациенты

р
Без МС (n = 5) С МС (n = 14)

Ген IL1B (ИЛ-1β), усл. ед. 0,75 (0,27; 0,81) 0,37 (0,31; 0,56) > 0,05
Ген IL6 (ИЛ-6), усл. ед. 1,27 (0,33;1,32) 0,66 (0,39; 2,38) > 0,05
Ген IL8 (ИЛ-8), усл. ед. 0,05 (0,001; 0,22) 0,05 (0,01; 0,15) > 0,05
Ген TNF (TNF-α), усл. ед. 1,94 (1,45; 1,98) 1,36 (1,07; 1,96) > 0,05
Ген LEP (лептин),  усл. ед. 0,20 (0,02; 0,31) 0,16 (0,05; 0,31) > 0,05
Ген NAMPT (висфатин), усл. ед. 0,21 (0,17; 0,21) 0,16 (0,14; 0,20) > 0,05
Ген RETN (резистин), усл. ед. 0,14 (0,143; 0,28) 0,17 (0,14;0,22) > 0,05
Ген ADIPOQ (адипонектин), усл. ед. 2,34 (2,26; 2,54) 0,81 (0,59; 1,34) < 0,05

Примечание: р — статистическая значимость межгрупповых различий. 

Note: p — statistical significance of intergroup differences.

Статистически значимые различия были обнаружены только по уровню экспрессии 
гена ADIPOQ. Так, в группе пациентов с МС уровень экспрессии гена ADIPOQ в жиро-
вой ткани оказался в среднем в 2,8 раза ниже, чем в группе сравнения (р < 0,05).

Обсуждение

Ряд научно-исследовательских работ свидетельствует о том, что в отличие от других 
адипоцитокинов уровень продукции адипонектина в висцеральной жировой ткани 
при МС и ожирении и его концентрация в крови снижаются [28—31]. 

Установлено, что только в зрелых клетках висцеральной жировой ткани (адипоци-
тах) осуществляется экспрессия гена ADIPOQ. При этом реализуется аутокринный 
эффект адипонектина — дифференцировка адипоцитов развивается быстрее [29; 31]. 
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Следовательно, снижение продукции адипонектина при ожирении носит компенса-
торный характер и составляет часть механизмов, ориентированных на ограничение 
роста жировой ткани [32]. Помимо этого адипонектин способен оказывать влияние 
на метаболические процессы за счет цитокиноподобного действия. Так, в эксперимен-
те на мышах — моделях ожирения было продемонстрировано, что гиперэкспрессия 
гена адипонектина вызывала снижение инфильтрации жировой ткани мононуклеар-
ными лейкоцитами и стимулировала угнетение секреции провоспалительных цитоки-
нов [33; 34]. Таким образом, снижение экспрессии гена ADIPOQ при метаболическом 
синдроме можно рассматривать как один из патогенетических факторов, способствую-
щих развитию метаболического воспалительного процесса в жировой ткани. 

Согласно литературным источникам, некоторые цитокины, такие как ИЛ-6, TNF-α, 
тормозят экспрессию гена адипонектина [35—37]. Мы не выявили изменений в экс-
прессии генов биоптатов жировой ткани в отношении провоспалительных цитокинов 
(ИЛ-1β, -6, -8, TNF-α), вероятно, ввиду методологических ограничений исследования. 
Был проведен анализ мРНК — начальный этап экспрессии генов [38], а также исполь-
зованы образцы висцеральной жировой ткани только одной локализации (большой 
сальник) и малый объем выборки (19 человек). Однако наши результаты в отношении 
экспрессии генов ADIPOQ, IL-6 и TNF-α в жировой ткани большого сальника согласу-
ются с данными, полученными L. Litvinova et al. [39]. Авторы исследовали особенности 
экспрессионной активности жировой ткани различной локализации у пациентов с МС 
и при сравнении экспрессии генов адипокинов в жировой ткани большого сальника, 
брыжейки и подкожного жирового депо зарегистрировали повышенный уровень экс-
прессии генов IL6 и TNF-α только в брыжеечной жировой ткани. 

В работе М. А. Василенко отмечено, что непосредственно функциональная актив-
ность жировой ткани брыжейки тонкого кишечника (а не подкожной жировой ткани 
или большого сальника) играет значимую роль в патогенезе инсулинорезистентности 
при ожирении, что доказано повышенным уровнем экспрессии в биоптатах генов LEP, 
SERPINA12, RARRES2, IL6 и TNF-α, кодирующих соответственно лептин, васпин, хи-
мерин, ИЛ-6 и TNF-α [40]. Эти данные соответствуют современным представлениям 
о функциональной гетерогенности различных жировых депо [41; 42].

Заключение

В результате сравнительного анализа экспрессии генов адипоцитокинов нами было 
установлено снижение более чем в 2,5 раза экспрессии гена ADIPOQ в жировой тка-
ни большого сальника у пациентов с метаболическим синдромом при сопоставимых 
с контрольными значениями уровнях экспрессии генов, кодирующих провоспали-
тельные цитокины (ИЛ-1β, -6, -8, TNF-α), лептин, висфатин и резистин. Особенности 
клеточного состава жировой ткани (адипоциты, стромальные клетки, макрофаги, лим-
фоциты, гранулоциты) и широкий спектр секретируемых биологически активных ве-
ществ (компоненты экстрацеллюлярного матрикса, гормоны, цитокины, хемокины, ва-
зоактивные вещества) определяют необходимость использования дифференциальных 
подходов к анализу метаболической и функциональной активности жировой ткани 
разной локализации. Анализ профилей экспрессии генов ключевых адипоцитокинов, 
функциональных и метаболических особенностей висцеральной жировой ткани пред-
ставляется перспективным для поиска диагностических и прогностических и маркеров 
метаболического синдрома и сопряженных с ним патологий.
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Аннотация: Современные данные убедительно подтвержда-
ют ключевую роль тучных клеток в запуске провоспалительных 
реакций и регенераторные свойства фибробластов на этапе 
разрешения воспалительного процесса. Тем не менее вопросы 
их синергии в острой фазе воспалительного ответа, включая 
влияние белков острой фазы на межклеточную коммуника-
цию, остаются малоисследованными. В рамках настоящей ра-
боты при помощи проточной цитометрии и количественной 
флюоресцентной оценки клеточной адгезии мы смогли пока-
зать, что стимуляция Fcγ-рецепторнов тучных клеток линии 
HMC-1 специфическими лигандами (C-реактивный белок, 
агрегированные иммуноглобулины G, сывороточный P-ком-
понент амилоида) приводит к усилению адгезивных свойств 
клеток к элементам стромы — фибробластам и межнеклеточ-
ному матриксу. Примечательно, что нативные тучные клетки 
HMC-1 не демонстрируют секреторного ответа на стимуля-
цию C-реактивного белка в виде высвобождения гистамина. 
Способность к запуску дегрануляционной реакции с выделе-
нием гистамина при контакте с C-реактивным белком связана 
с экспрессией высокоаффинных FcγRI-рецепторов, индуци-
руемой на мембране тучных клеток под действием IFNγ. Эти 
данные раскрывают новые аспекты регуляции межклеточных 
взаимодействий в условиях острого воспаления, подчеркивая 
роль цитокиновой модуляции в реализации эффекторных 
функций иммунокомпетентных клеток.

Ключевые слова: тучные клетки, воспаление, С-реактивный 
белок, Fcγ-рецепторы
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Abstract: Current evidence convincingly supports the key role of 
mast cells in triggering pro-inflammatory reactions, and of fibro-
blasts in tissue regeneration during the resolution phase of inflam-
mation. Nevertheless, questions concerning their synergy during 
the acute phase of the inflammatory response — including the in-
fluence of acute-phase proteins on intercellular communication — 
remain poorly studied. In this work, using flow cytometry and 
quantitative fluorescence-based assessment of cell adhesion, we 
demonstrate that stimulation of Fcγ receptors on HMC-1 mast cells 
with specific ligands (C-reactive protein, aggregated immunoglo
bulin G, and serum amyloid P component) enhances the adhesive 
properties of these cells toward stromal elements — fibroblasts 
and the extracellular matrix. Notably, native HMC-1 mast cells did 
not show a secretory response to C-reactive protein stimulation in 
the form of histamine release. The ability to trigger a degranula-
tion response with histamine release upon contact with C-reactive 
protein was associated with the expression of high-affinity FcγRI 
receptors, induced on the mast cell membrane by IFNγ. These 
findings reveal new aspects of the regulation of intercellular inte
ractions under conditions of acute inflammation, highlighting the 
role of cytokine modulation in the effector functions of immuno-
competent cells.
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Введение

Тучные клетки (мастоциты) (ТК) представляют собой полифункциональные элемен-
ты иммунной системы, участвующие не только в аллергических реакциях, но и в широ-
ком спектре физиологических и патологических процессов. Эволюционно эти клетки 
возникли рано: их аналоги обнаружены у асцидий и членистоногих, где они выполня-
ют функции, сходные с тучными клетками млекопитающих [1]. Современные иссле-
дования расширили представления о роли мастоцитов, подтвердив их участие в про-
тивовирусном и антибактериальном ответе, формировании иммунной толерантности, 
ангиогенезе и репарации тканей. Их дисфункция ассоциирована с развитием ревмато-
идного артрита [2], рассеянного склероза [3] и фиброзных заболеваний [5].

Локализация мастоцитов в организме имеет выраженную специфику. Они концен-
трируются вблизи эпителиальных барьеров — кожи, слизистых желудочно-кишечно-
го тракта и воздухоносных путей. Примечательно, что их распределение подчиняется 
двум закономерностям: плотность возрастает ближе к эпидермису и в дистальных зо-
нах (кожа лица, ладоней), что коррелирует с повышенным риском контакта с патоге-
нами [6]. В отличие от других гемопоэтических клеток зрелые мастоциты не циркули-
руют в крови, а резидентно закрепляются в тканях. Механизмы их миграции остаются 
предметом дискуссий, однако ключевую роль в этом процессе играют взаимодействия 
адгезивных молекул с компонентами внеклеточного матрикса [7]. 

Фибробласты как основные стромальные клетки соединительной ткани формиру-
ют микроокружение для созревания и функционирования мастоцитов. Активация 
последних инициирует каскад воспалительных реакций: через выделение медиаторов 
(гистамин, цитокины) усиливается сосудистая проницаемость, что клинически прояв-
ляется классической тетрадой воспаления: гиперемией, отеком, гипертермией и бо-
лью [8].

Особый интерес представляют пентраксины — белки острой фазы, включая 
С-реактивный белок (CRP) и сывороточный амилоидный P-компонент (SAP). Эти оли-
гомерные структуры выполняют опсонизирующую функцию, связывают апоптотиче-
ские клетки и регулируют активность комплемента [9]. Динамика их синтеза при вос-
палении различается: уровень CRP возрастает в 100—1000 раз (до 200 мкг/мл), тогда как 
концентрация SAP колеблется незначительно (около 30 мкг/мл) [10]. CRP взаимодей-
ствует с широким спектром лигандов, включая фибронектин, ламинин и патоген-ассо-
циированные молекулы, что указывает на его роль в модуляции межклеточных взаи-
модействий [11].

Несмотря на обширные данные о провоспалительной активности мастоцитов и ре-
паративной функции фибробластов, их кооперация на ранних стадиях воспаления из-
учена недостаточно. Дискуссионным остается вопрос о рецепторных механизмах, опо-
средующих влияние CRP на клетки соединительной ткани. 

Цель исследования 

Целью настоящего исследования стало изучение роли CRP в регуляции взаимо-
действий мастоцитов с фибробластами и эндотелием, а также оценка участия Fcγ-
рецепторов в этих процессах.

Материалы и методы

Культуры клеток

Линия тучных клеток НМС-1 были любезно предоставлены профессором 
Дж. Г. Баттерфилдом (Mayo Clinic, Рочестер, США). Клетки культивировали в Iscove’s 
Modified Dulbecco’s Medium (IMDM, «Биолот», Санкт-Петербург) с добавлением 
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10%- ной фетальной телячьей сыворотки (FCS), гентамицина (40 мкг/ мл) и 1,2 мМ моно-
тиоглицерола. Пересев клеток производили каждые 3—4 дня при достижении плотно-
сти клеток 1,5—2 · 106 клеток/мл.

Фибробласты человека были любезно предоставлены Д. А. Могиленко. Фибробласты 
были выделены из крайней плоти здоровых доноров. EA.hy926 — перевиваемая линия 
клеток эндотелия человека была любезно предоставлена доктором К.-Дж.С. Эджелл 
(Университет Северной Калифорнии, США). Как эндотелиальные клетки EA.hy926, 
так и фибробласты — адгезионные культуры. Клетки культивировали в среде DMEM 
(Sigma) с добавлением 10%-ного ЭТС (Gibco), 40 мкг/мл сульфата гентамицина («Биолот», 
Санкт-Петербург, РФ) и 2 мМ L-глутамина («Биолот», Санкт-Петербург, РФ). Пересев 
производили по достижении конфлюэнтного монослоя, 2—3 раза в неделю. Для де-
зинтеграции монослоя использовали раствор трипсина-версена 1 : 1 («Биолот», Санкт-
Петербург, РФ).

Все использованные в работе клеточные культуры инкубировали в полистироло-
вых флаконах объемом 50 мл («Orange Scientific», Бельгия) при 37 °С в присутствии 
5%- ного СО2.

Оценка токсического эффекта исследуемых препаратов на клетки НМС-1

В работе использовались препараты CRP (Calbiochem) и агрегированного нагревани-
ем при 63 °С IgG (ИмТэк). Производили тестирование возможного влияния различных 
доз препаратов, применяемых в экспериментах, на жизнеспособность клеток линии 
HMC-1. Оценку цитотоксичности проводили при помощи проточной цитометрии 
по появлению клеток с гиподиплоидным набором ДНК при помощи окраски клеток 
йодистым пропидием. Препараты CRP и aIgG исследовали в финальных концентраци-
ях 5, 10 и 50 мкг/мл.

По завершении инкубации клеток с исследуемыми веществами клетки отмывали 
избытком забуференного физиологического раствора (ЗФР). Полученный осадок ресу-
спендировали в 100 мкл ЗФР и добавляли 900 мкл 70° этанола, охлажденного до – 20 °С. 
Непосредственно перед анализом клетки осаждали центрифугированием (7 мин при 
300 g) и переводили в ЗФР. После этого в образцы вносили 0,1%-ный раствор йодистого 
пропидия и проводили окраску в течение 30 мин в темноте при комнатной темпера-
туре. По завершении инкубации проводили цитофлуорометрический учет на проточ-
ном цитофлуориметре Navios (Beckman Coulter Inc., США).

Проточная цитометрия

Оценку экспрессии различных поверхностных молекул на клетках производили 
на проточном цитометре Navios (Beckman-Coulter) с использованием моноклональных 
антител. Для каждого из моноклональных антител (CD16, CD32, CD64, CD11b и CD54) 
были использованы соответствующие изотипические контроли. Все антитела и изоти-
пические контроли, использованные в данной работе, были производства компании 
Beckman Coulter Inc. (США). Окраску поверхностных антигенов антителами производи-
ли в соответствии с инструкциями производителя. Результаты экспериментов выражали 
в условных единицах MFI (среднее геометрическое), характеризующих среднюю интен-
сивность флюоресценции.

Оценка активации тучных клеток по выходу гистамина методом Шора

Для оценки способности лигандов Fcγ-рецепторов вызывать дегрануляцию тучных 
клеток отбирали нужное количество клеток, отмывали раствором Хэнкса (Биолот) 
и ресуспендировали в растворе Хэнкса, содержащем 0,1 % бычьего сывороточного аль-
бумина (БСА, Sigma). Затем к клеткам добавляли интересующие нас вещества, в каче-
стве положительного контроля использовали вещество 48/80 (Sigma) в концентрации 
20 мкг/мл. После 30-минутной инкубации при 37 °С клетки осаждали центрифугиро-
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ванием (5 мин 300 g), надосадочную жидкость отбирали и замораживали при – 20 °С. 
Для тотального выхода гистамина из тучных клеток (ТК) клетки разводили деионизи-
рованной водой и разрушали замораживанием / оттаиванием.

Количество высвободившегося гистамина определяли модифицированным ме-
тодом Шора. Результат выражали в виде отношения RFU в надосадочной жидкости 
к сумме RFU в надосадке и RFU оставшегося в клетках гистамина. 

Оценка адгезии клеток друг к другу

Интенсивность адгезии клеток линии НМС-1 к адгезионным культурам определяли 
следующим образом: в лунки 96-луночного планшета к монослою адгезионных кле-
ток добавляли клетки линии HMC-1, предварительно меченые CFSE. Совместная ин-
кубация меченных CFSE суспензионных клеток с монослоем Фб или эндотелиальных 
клеток продолжалась 30 мин, после чего монослой отмывали от неприкрепившихся 
клеток и производили учет реакции. 

Если изучали влияние лигандов Fcγ-рецепторов на адгезивные свойства суспензион-
ных клеток, то клетки стимулировали в течение суток изучаемым препаратом, после 
чего отмывали и метили CFSE. Если изучали изменение адгезивных свойств фиброб-
ластов или клеток EA.hy926 под действием стимуляторов, то вносили индукторы, раз-
веденные в среде без эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС), с 1 % БСА за сутки 
до добавления клеток, меченых CFSE. Учет адгезии производили при помощи спек-
трофлюориметра при длине волны возбуждения 480, эмиссии — 535 нм. По яркости 
флюоресценции судили о количестве прикрепившихся клеток, то есть об интенсивно-
сти адгезии. Результат выражали в RFU. 

При изучении адгезии клеток друг к другу в присутствии индукторов после мечения 
клеток CFSE их вносили в лунки к адгезионным клеткам в 50 мкл культуральной среды, 
после чего сразу же добавляли стимуляторы в 50 мкл той же среды.

Связывание С-реактивного белка c клетками 
Мечение С-реактивного белка биотином

Для того чтобы пометить CRP биотином, дважды диализовали коммерческий 
препарат CRP против ЗФР. После чего к CRP добавляли 1%-ный раствор биотина 
(sulphosuccinimidyl-6[biotin]hexanoate (Sulpho-NHS-LS-Biotin), Pierce) в dH2O таким об-
разом, что молярное отношение количества С-реактивного белка к количеству биотина 
было 1:20. После тридцатиминутной инкубации при комнатной температуре триж-
ды диализовали меченый С-реактивный белок против ЗФР для удаления из раствора 
не связавшегося биотина; последний диализ проходил с добавлением 0,2 % азида на-
трия (Serva).

Связывание С-реактивного белка с тучными клетками линии НМС-1

Связывание CRP с ТК линии НМС-1 оценивали на проточном цитометре. Для этого 
ТК собирали, отмывали раствором Хэнкса, содержащим 0,1 % БСА и 0,2 % NaN3. Затем 
к клеткам добавляли меченый биотином CRP в различных концентрациях и инкуби-
ровали 30 мин при комнатной температуре. После этого дважды отмывали от несвя-
завшегося CRP, добавляли по 0,5 мкл раствора стрептавидина, меченого аллофикоци-
анином (APC), инкубировали в темноте при комнатной температуре в течение 15 мин. 
По окончании инкубации клетки трижды промывали ЗФР, содержащим 10%-ный ЭТС, 
и определяли интенсивность флюоресценции клеток на проточном цитометре. 

Также проводили эксперименты по изучению конкуренции за связывание с клетка-
ми биотинилированного и немеченого CRP либо aIgG. В этих случаях к клеткам одно-
временно добавляли 50 мкг/мл меченного биотином CRP и различные концентрации 
немеченого CRP или aIgG, затем инкубировали в течение 30 мин, после чего отмывали, 
добавляли стрептавидин, меченый APC, и производили учет уровня флюоресценции 
клеток на проточном цитометре. Концентрация меченого биотином CRP была выбра-
на исходя из того, что в данной концентрации происходит связывание CRP с клетками 
хорошо отличимое от контроля, но еще без насыщения (рис. 1, а). 
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a                                                                б

          

в                                                                г

Рис. 1. Связывание С-реактивного белка с клетками линии НМС-1: 
а — связывание CRP с клетками HMC-1, по оси абсцисс — концентрация CRP, мкг/мл, 

по оси ординат — уровень флюоресценции клеток, 
окрашенных стрептавидином-АРС, MFI; б — оценка специфичности связывания CRP 
с тучными клетками НМС-1: вытеснение меченого биотином CRP антителами к FcγR, 

по оси ординат — MFI; в — вытеснение меченого биотином CRP возрастающими 
концентрациями немеченого CRP, по оси абсцисс — концентрация немеченого CRP, мкг/мл, 

по оси ординат — MFI; г — оценка специфичности связывания CRP 
с тучными клетками НМС-1: вытеснение меченого биотином CRP возрастающими 

концентрациями aIgG, по оси абсцисс — концентрация aIgG, мкг/мл, 
по оси ординат — MFI

Fig. 1. Binding of C-reactive protein to HMC-1 cells:
a — CRP binding to HMC-1 cells; abscissa — CRP concentration, μg/ml; 

ordinate — fluorescence intensity of cells stained with streptavidin-APC, MFI. 
b — evaluation of the specificity of CRP binding to HMC-1 mast cells: displacement 

of biotin-labeled CRP by antibodies against FcγR; ordinate — MFI. c — displacement 
of biotin-labeled CRP by increasing concentrations of unlabeled CRP; 
abscissa — concentration of unlabeled CRP, μg/ml; ordinate — MFI. 

d — evaluation of the specificity of CRP binding to HMC-1 mast cells: displacement 
of biotin-labeled CRP by increasing concentrations of aIgG; 
abscissa — concentration of aIgG, μg/ml; ordinate — MFI 

Трансфекция

Для оценки активации NF-κB-сигнального пути тучные клетки HMC-1 трансфе-
цировали плазмидами pNF-κBluc и pCMVL при помощи реагента «Lipofectamine 
2000» (Invitrogen), согласно инструкции производителя. Плазмида pNF-κBluc 
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представляла собой конструкцию, содержащую ген люциферазы (luc), сцеплен-
ный с минимальным синтетическим промотором, содержащим пять цис-элемен-
тов для белков NF-κB (Stratagene, США). Плазмида pCMVL содержала ген бета-га-
лактозидазы, находящийся под промотором цитомегаловируса (CMV) человека. 
Плазмиды были выделены из бактериальных клеток E. coli методом щелочного 
лизиса. Через сутки после трансфекции проводили инкубацию клеток в течение 
24 ч с CRP человека (Calbiochem MD Biochemicals), сывороточным Р-компонентом 
амилоида (SAP) человека (Calbiochem) и агрегированным IgG человека (Имтэк, 
Москва). После окончания инкубации со стимуляторами клетки трижды отмывали 
ЗФР, собирали и лизировали в 20 мкл лизирующего буфера («Promega»).

Статистическая обработка 

Статистическую обработку нормально распределенных данных проводили с помо-
щью пакета программ «MS Excel 2010» (Microsoft, США). Анализ характера распределе-
ния данных проверяли по критериям Шапиро — Уилка и Колмогорова — Смирнова. 
Результаты представляли в виде среднего арифметического и его стандартной ошиб-
ки (M ± m). Значимость различий между группами оценивали в ходе однофакторного 
дисперсионного анализа (ANOVA Уэлча). Для анализа множественных сравнений ис-
пользовали апостериорный тест Даннета (при сопоставлении с контрольной группой) 
и тест Тамхейна Т2 (для всех попарных сравнений). Достоверными считали различия 
при уровне значимости p < 0,05.

Результаты

1. Исследование токсического эффекта различных доз препаратов 
С-реактивного белка и агрегированного IgG человека  
на клетки перевиваемой линии HMC-1

В рамках исследования выполнены эксперименты, направленные на оценку по-
тенциальной цитотоксичности С-реактивного белка (CRP) и агрегированных чело-
веческих IgG-антител (aIgG) в диапазоне концентраций 5—50 мкг/мл. В качестве от-
рицательного контроля применяли бычий сывороточный альбумин в концентрации 
100 мкг/мл. Согласно данным, представленным в таблице 1, 24-часовое воздействие 
исследуемых лигандов Fcγ-рецепторов не привело к статистически значимому уве-
личению апоптотической активности клеток HMC-1. Это свидетельствует об отсут-
ствии прямого токсического действия CRP и aIgG на клеточную жизнеспособность 
в выбранных концентрациях. Следовательно, наблюдаемые в дальнейших экспери-
ментах ингибирующие эффекты нельзя объяснить неспецифической гибелью клеток 
посредством некроза или апоптоза.

Таблица 1

Результаты исследования токсического эффекта 
различных доз CRP и aIgG на клетки HMC-1 

Table 1

Toxic effect of different doses of CRP and aIgG on HMC-1 cells

Стимулятор Клетки, 
несущие гиподиплоидный набор ДНК, %

Контроль: БСА, 100 нг/мл 7,9 ± 1,5
CRP, 5 мкг/мл 6,2 ± 2,1
CRP, 10 мкг/мл 6,9 ± 3,5
CRP, 50 мкг/мл 7,0 ± 1,2
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Стимулятор Клетки, 
несущие гиподиплоидный набор ДНК, %

aIgG, 5 мкг/мл 7,7 ± 1,4
aIgG, 10 мкг/мл 6,3 ± 3,6
aIgG, 50 мкг/мл 8,3 ± 2,6

Примечание: Данные представлены в виде M ± m; n = 6.

Note: Data are presented as M ± m; n = 6.

2. Экспрессия Fcγ-рецепторов на клетках исследуемых линий

Методом проточной цитофлуориметрии проведен анализ поверхностных маркеров 
клеток. Было установлено, что клетки линии HMC-1 характеризуются выраженной экс-
прессией CD32 (FcγRII). Умеренные уровни CD64 (FcγRI) выявлены на их поверхности, 
в то время как CD16 (FcγRIII) отсутствует (рис. 2). 

a б в

Рис. 2. Экспрессия Fcγ-рецепторов клетками НМС-1: 
а — связывание клеток НМС-1 с антителами против СD16 (FcγRIII); 
б — связывание клеток НМС-1 с антителами против CD32 (FcγRII); 
в — связывание клеток НМС-1 с антителами против CD64 (FcγRI)

Примечание: серым цветом обозначен уровень связывания клеток с антителами изотипическо-
го контроля, черным — уровень связывания антител против соответствующих Fcγ-рецепторов. 
По оси абсцисс уровень флюоресценции в MFI; по оси ординат — количество клеток.

Fig. 2. Expression of Fcγ receptors by HMC-1 cells: 
a — binding of HMC-1 cells to anti-CD16 antibodies (FcγRIII); 
b — binding of HMC-1 cells to anti-CD32 antibodies (FcγRII); 
c — binding of HMC-1 cells to anti-CD64 antibodies (FcγRI)

Note: gray indicates the level of cell binding to isotype control antibodies; black indicates binding of 
antibodies against the corresponding Fcγ receptors. The abscissa shows fluorescence intensity (MFI); 
the ordinate shows cell number.

3. Влияние IFNγ на экспрессию Fcγ-рецепторов клетками линии НМС-1

Исследования выявили, что инкубация клеток HMC-1 с интерфероном-гамма (IFNγ) 
индуцирует повышение уровня экспрессии высокоаффинного рецептора CD64 (FcγRI). 
Максимальная экспрессия наблюдалась через 24 ч после стимуляции (рис. 3, а). Эффект 
IFNγ был дозозависимым: при 1 нг/мл изменений не зафиксировано, тогда как 10 нг/ мл 

Окончание табл. 1
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вызывали увеличение экспрессии CD64 на 20 %, а 100 нг/мл — на 28 %. Дальнейшее по-
вышение дозы цитокина (до 1000 нг/ мл) не приводило к усилению ответа, что свиде-
тельствует о достижении плато (рис. 3, б).

a

б

Рис. 3. Экспрессия FcγRI тучными клетками линии НМС-1 под действием IFNγ: 
а — влияние продолжительности стимуляции. По оси абсцисс — продолжительность 

инкубации клеток с IFNγ (15 нг/мл), часов. По оси ординат — уровень флюоресценции клеток, 
окрашенных антителами против CD64, конъюгированными с FITC (MFI); 

б — зависимость экспрессии FcγRI на клетках линии НМС-1 от концентрации IFNγ. 
По оси абсцисс — концентрация IFNγ, по оси ординат — уровень флюоресценции клеток, 

окрашенных антителами против CD64, конъюгированными с FITC (MFI) 

Примечание: достоверность различий с контролем: * — p < 0,05, ** — p < 0,01, *** — p < 0,001.

Fig. 3. FcγRI expression by HMC-1 mast cells in response to IFNγ: a — effect of stimulation duration. 
Abscissa — duration of cell incubation with IFNγ (15 ng/ml), hours; 

ordinate — fluorescence intensity of cells stained with FITC-conjugated anti-CD64 antibodies (MFI). 
b — dependence of FcγRI expression on IFNγ concentration. Abscissa — IFNγ concentration; 

ordinate — fluorescence intensity of cells stained with FITC-conjugated 
anti-CD64 antibodies (MFI)

Note: significance of differences from control: * — p < 0.05, ** — p < 0.01, *** — p < 0.001.
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Воздействие IFNγ не оказывало значимого влияния на экспрессию низкоаффинных 
рецепторов CD32 (FcγRII) и CD16 (FcγRIII) (рис. 4, а, б).

          
a                                                                б

в

Рис. 4. Экспрессия Fcγ-рецепторов клетками НМС-1. Влияние IFNγ: 
а — экспрессия на клетках НМС-1 CD16 (FcγRIII); 
б — экспрессия на клетках НМС-1 CD32 (FcγRII); 

в — экспрессия на клетках НМС‑1 CD64 (FcγRI). Серым цветом обозначен уровень связывания 
антител против соответствующих Fcγ-рецепторов с интактными клетками, 

черным — связывания антител с клетками, активированными IFNγ

Примечание: по оси абсцисс уровень флюоресценции (MFI), по оси ординат — количество 
клеток.

Fig. 4. Expression of Fcγ receptors by HMC-1 cells. Effect of IFNγ: 
a — expression of CD16 (FcγRIII) on HMC-1 cells; b — expression of CD32 (FcγRII) on HMC-1 cells; 
c — expression of CD64 (FcγRI) on HMC-1 cells. Binding of antibodies against the corresponding Fcγ 

receptors to intact cells is shown in gray; binding to IFNγ-activated cells is shown in black

Note: the abscissa shows fluorescence intensity (MFI); the ordinate shows cell number.

4. Связывание С-реактивного белка с тучными клетками линии НМС-1

Наши экспериментальные данные продемонстрировали способность С-реактивного 
белка связываться с тучными клетками линии НМС-1 (рис. 5). Интересно, что данный 
процесс не требовал присутствия ионов Ca2+ или Mg2+ в среде, о чем свидетельствуют 
результаты, представленные в таблице 2.
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Рис. 5. Связывание С-реактивного белка с клетками линии НМС-1. 
С-реактивный белок был помечен биотином и добавлен к клеткам

в концентрации 100 мкг/мл, после 30-минутной инкубации 
была произведена отмывка от несвязавшегося белка 

и добавлен стрептавидин, конъюгированный 
с аллофикоцианином (APC) (темная гистограмма); 

светлая гистограмма — к клеткам был добавлен стрептавидин-АРС
 без предварительной инкубации с CRP (контроль)

Примечание: по оси абсцисс — уровень флуоресценции (MFI), по оси ординат — число клеток.

Fig. 5. Binding of C-reactive protein to HMC-1 cells. 
C-reactive protein was labeled with biotin 

and added to the cells at a concentration of 100 μg/ml; after a 30-minute incubation, 
unbound protein was washed off and APC-conjugated streptavidin was added 

(dark histogram); the light histogram shows streptavidin-APC added
 to cells without prior incubation with CRP (control)

Note: the abscissa shows fluorescence intensity (MFI); the ordinate shows cell number.

Таблица 2

Связывание CRP с тучными клетками НМС-1: независимость  
от наличия катионов и активации клеток IFNγ 

Table 2

CRP binding to HMC-1 mast cells: independence from cation availability  
and IFNγ cell activation

Состав среды Контроль После активации IFNγ
DPBS с катионами Ca2+ и Mg2+ 1,47 1,22
DPBS с 0,5 мМ ЭДТА 1,4 1,35

Примечание: Приведена интенсивность флуоресценции клеток, связавших CRP. Данные пред-
ставлены в MFI. DPBS — забуференный фосфатами раствор Дальбекко. Различия с контролем 
недостоверны (p > 0,05). 

Note: Fluorescence intensity of cells that bound CRP is shown. Data are expressed in MFI. DPBS — 
Dulbecco’s phosphate-buffered saline. Differences from the control are not significant (p > 0.05).
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Анализ показал отсутствие существенного влияния катионного состава среды и сти-
муляции интерфероном-гамма (IFNγ) на интенсивность связывания CRP с клеточной 
поверхностью (табл. 2). Для детекции взаимодействия использовали конъюгат стреп-
тавидин-АРС с последующим цитофлуориметрическим анализом. Пороговая кон-
центрация CRP, при которой регистрировалось специфическое связывание, составила 
12 мкг/мл. В диапазоне 12—100 мкг/мл наблюдали линейную зависимость между дозой 
белка и силой взаимодействия. При превышении 100 мкг/мл процесс достигал плато, 
а дальнейшее увеличение концентрации не вызывало статистически значимого роста 
интенсивности флуоресценции (см. рис. 1, а).

Блокирование Fcγ-рецепторов антителами оказывало модулирующий эффект. 
Инкубация с моноклональными антителами к CD64 снижала активность связывания 
CRP на 16 %, тогда как использование антител к CD32 уменьшало показатели на 20 %. 
Комбинированная обработка ингибиторами обоих рецепторов приводила к аддитив-
ному эффекту, снижая взаимодействие на 27 % (см. рис. 1, б).

Эксперименты с конкурентным ингибированием подтвердили селективность свя-
зывания С-реактивного белка с тучными клетками линии HMC-1. В системе, где ме-
ченный биотином CRP (50 мкг/мл) конкурировал с нативной формой белка, введение 
10 мкг/мл немодифицированного CRP вызывало уменьшение флуоресцентного сигна-
ла на 14 %. Увеличение концентрации конкурента до 50 мкг/мл усиливало ингибирую-
щий эффект, снижая связывание на 33 %. Максимальное подавление взаимодействия 
(48 %) наблюдалось при пятикратном молярном избытке немеченого белка относи-
тельно меченой формы (см. рис. 1, в).

Дополнительные исследования выявили влияние агрегированного IgG (aIgG) 
на связывание CRP на поверхности тучных клеток линии HMC-1. Совместная инкуба-
ция клеток с aIgG и биотинилированным CRP вызывала дозозависимое уменьшение 
флуоресценции. При концентрации aIgG 2 мкг/мл подавление связывания составля-
ло 8 %, тогда как 10 мкг/мл агрегированных иммуноглобулинов снижали показатель 
до 11 %. Максимальный ингибирующий эффект (20 %) регистрировался при 50 мкг/ мл 
aIgG, что свидетельствует о частичном конкурентном механизме взаимодействия 
(см. рис. 1, г).

5. Влияние С-реактивного белка на дегрануляцию тучных клеток  
линии НМС-1

Проведенные исследования выявили, что в диапазоне концентраций 0,03—
30 мкг/мл С-реактивный белок (CRP) не вызывал статистически значимого высво-
бождения гистамина из тучных клеток НМС-1 в отсутствие стимуляции. Однако 
в случае предварительной активации клеток интерфероном-гамма (IFNγ) наблю-
далась выраженная дозозависимая модуляция дегрануляции.

Так, введение CRP в концентрациях 0,03 и 0,3 мкг/мл сопровождалось увеличением 
секреции гистамина на 18 и 20 % соответственно относительно контроля. При повы-
шении дозы белка до 3 мкг/мл уровень дегрануляции возрастал на 33 %, а при концен-
трации CRP 30 мкг/мл секреция гистамина составляла 123 % от контрольных значений 
(рис. 6).
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Рис. 6. Влияние CRP на выход гистамина из тучных клеток НМС-1:  
зависимость от IFNγ. 

Клетки НМС-1 были инкубированы сутки с 15 нг/мл IFNγ (столбцы серого цвета) 
или без IFNγ (белые столбцы), после чего простимулированы CRP 

в различных концентрациях. По оси абсцисс: К — ЗФР (негативный контроль), 
48/80 — соединение 48/80 в концентрации 20 мкг/мл (позитивный контроль), 

цифры — концентрация CRP, мкг/мл. 
По оси ординат — индекс стимуляции (отношение выхода гистамина под действием 

стимулятора к негативному контролю). Уровень спонтанного выхода гистамина составлял 
в контроле без обработки IFNγ 0,220 ± 0,01,а после обработки IFNγ — 0,195 ± 0,02 (p < 0,05)

Примечание: достоверность различий с контролем: * — p < 0,05, ** — p < 0,01, *** — p < 0,001.

Fig. 6. Effect of CRP on histamine release from HMC-1 mast cells: dependence on IFNγ. 
HMC-1 cells were incubated for 24 hours with 15 ng/ml IFNγ (gray bars) or without IFNγ 

(white bars) and then stimulated with CRP at various concentrations. Abscissa: 
C — PBS (negative control); 48/80 — compound 48/80 at 20 μg/ml (positive control); 

numbers — CRP concentration, μg/ml. Ordinate — stimulation index 
(ratio of histamine release induced by the stimulator to the negative control). 

The level of spontaneous histamine release was 0.220 ± 0.01 in the control without IFNγ
 treatment and 0.195 ± 0.02 after IFNγ treatment (p < 0.05)

Note: significance of differences from control: * — p < 0.05, ** — p < 0.01, *** — p < 0.001.

6. Влияние лигандов Fcγ-рецепторов (С-реактивного белка, агрегированного 
IgG) на адгезивность клеток

6.1. Влияние С-реактивного белка и агрегированного IgG  
на адгезивные свойства тучных клеток линии НМС-1

Экспериментальные данные продемонстрировали, что 24-часовая инкубация туч-
ных клеток линии НМС-1 с С-реактивным белком вызывает статистически значимое 
усиление их способности к адгезии, зависящее от концентрации CRP. При использо-
вании CRP в дозе 10 мкг/мл адгезия ТК к нестимулированным фибробластам возрас-
тала на 27 % относительно контрольных значений. Увеличение концентрации белка 
до 50 мкг/ мл приводило к росту показателя на 54 %, причем различия между группами 
были статистически достоверны (p < 0,05) (рис. 7).
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Рис. 7. Адгезия стимулированных тучных клеток линии НМС-1  
к интактным или активированным TNF фибробластам

Примечание: белые столбцы — адгезия клеток НМС-1 к интактным Фб; серые — адгезия к Фб, 
активированным TNF (10 нг/мл). По оси абсцисс — активаторы тучных клеток и их концентра-
ция, по оси ординат — индекс стимуляции. Различия с контролем достоверны: ** — p < 0,01; 
*** — p < 0,001.

Fig. 7. Adhesion of stimulated HMC-1 mast cells to intact or TNF-activated fibroblasts

Note: white bars — adhesion of HMC-1 cells to intact fibroblasts; gray bars — adhesion to fibroblasts 
activated with TNF (10 ng/ml). Abscissa — mast cell activators and their concentrations; ordinate — 
stimulation index. Differences from control are significant: ** — p < 0.01; *** — p < 0.001.

Стимуляция ТК агрегированным IgG (aIgG) в концентрациях 10 и 50 мкг/мл также 
индуцировала усиление адгезии к фибробластам (Фб). В обоих случаях прирост адге-
зивной активности составлял приблизительно 60 % по сравнению с контролем.

Для имитации воспалительного процесса в тканях была применена раздельная 
стимуляция клеточных культур: фибробласты обрабатывали TNF в концентрации 
10 нг/ мл; а ТК инкубировали с CRP (10 или 50 мкг/мл), aIgG (аналогичные дозы) или 
TNF (10 нг/ мл). Результаты показали, что CRP и aIgG усиливали адгезию ТК к фибро-
бластам, причем взаимодействие с TNF-активированными Фб происходило значимо 
интенсивнее, чем с интактными клетками. По отношению к контролю CRP в концен-
трации 10 мкг/мл повышал показатель на 14 %, а 50 мкг/мл — на 38 %; aIgG в дозах 
10 и 50 мкг/мл увеличивал адгезию на 65 и 49 % соответственно.

Сравнение с базовым уровнем (интактные ТК + интактные Фб) продемонстрировало, 
что стимуляция CRP в дозе 10 мкг/мл усиливала адгезию к TNF-активированным Фб 
на 42 %, а в дозе 50 мкг/мл — на 73 %. Обработка aIgG (10 и 50 мкг/мл) вызывала увели-
чение адгезии на 120 и 100 % соответственно. Совместное воздействие TNF на фиброб-
ласты и лигандов FcγR на ТК проявляло аддитивный эффект, приводя к дополнитель-
ному 20%-ному усилению адгезии по сравнению с интактными Фб.

На основании результатов предыдущих экспериментов проведен анализ влияния 
CRP и aIgG на экспрессию адгезивных молекул CD11b (интегрин) и CD54 (ICAM-1) 
на поверхности тучных клеток НМС-1. Результаты продемонстрировали отсутствие 
значимых изменений в уровне экспрессии данных маркеров при инкубации клеток 
с CRP (10—50 мкг/мл) или aIgG (аналогичные концентрации) в течение заданного вре-
мени (рис. 8, а, б, г, д). В отличие от этого стимуляция TNF вызывала статистически зна-
чимое увеличение экспрессии CD54 на мембране ТК НМС-1 (рис. 8, в).
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Рис. 8. Экспрессия CD54 и CD11b клетками НМС-1 при стимуляции CRP, aIgG, TNF:
а, б, в — экспрессия ICAM-1 клетками НМС-1 под действием CRP (а), aIgG (б), TNF (в); 

г, д — экспрессия CD11b клетками при стимуляции CRP (г) или aIgG (д)

Примечание: серым цветом обозначен уровень связывания антител против ICAM-1 или CD11b 
интактными клетками, черным — уровень связывания антител со стимулированными клетками. 
По оси абсцисс — уровень флюоресценции, RFU, по оси ординат — количество клеток.

Fig. 8. Expression of CD54 and CD11b by HMC-1 cells stimulated with CRP, aIgG, and TNF: 
a, b, c — ICAM-1 expression by HMC-1 cells stimulated with CRP (a), aIgG (b), and TNF (c); 

d, e — CD11b expression by cells stim ulated with CRP (d) or aIgG (e)

Note: gray indicates binding of antibodies against ICAM-1 or CD11b to intact cells; black indicates 
binding of antibodies to stimulated cells. The abscissa shows fluorescence intensity (RFU); the ordinate 
shows cell count.

Сравнительный анализ гистограмм (рис. 8) подтвердил, что профили экспрессии 
CD54 в контрольной группе, а также при обработке CRP и aIgG полностью совпадают. 
В то же время активация клеток TNF приводила к выраженному сдвигу в гистограмме, 
указывающему на усиление экспрессии данного маркера.

6.2. Влияние С-реактивного белка и агрегированного IgG  
на адгезивность фибробластов для тучных клеток линии НМС-1 

Экспериментально установлено, что предварительная обработка фибробластов (Фб) 
CRP, несмотря на отсутствие у них Fcγ-рецепторов (раздел 3.2), индуцирует дозозави-
симое увеличение адгезии интактных тучных клеток НМС-1. При концентрации CRP 
5 мкг/мл адгезивные показатели оставались сопоставимыми с контролем, однако по-
вышение дозы до 10 и 50 мкг/мл вызывало усиление прикрепления ТК на 11 и 123 % со-
ответственно (p < 0,05) (рис. 9). В отличие от CRP инкубация Фб с агрегированным IgG 
(aIgG) в аналогичных концентрациях (10—50 мкг/мл) не приводила к статистически 
значимым изменениям адгезии (рис. 10).



32 of 138Современные направления в биомедицине 2026

Рис. 9. Адгезия тучных клеток линии НМС-1 к фибробластам, обработанным CRP. 
Роль активации клеток НМС-1 IFNγ

Примечание: по оси абсцисс — концентрация CRP, К — контроль (без обработки CRP). По оси 
ординат — индекс стимуляции. Белые столбцы — интактные ТК, серые — ТК, стимулированные 
IFNγ в течение 24 ч. Различия с контролем достоверны: * — p < 0,05; *** — p < 0,001.

Fig. 9. Adhesion of HMC-1 mast cells to fibroblasts treated with CRP. Role 
of HMC-1 cell activation by IFNγ

Note: the x-axis shows CRP concentration; K is the control (without CRP treatment).  
The y-axis shows the stimulation index. White bars — intact MCs; gray bars — MCs stimulated with 
IFNγ for 24 hours. Differences from control are significant: * — p < 0.05; *** — p < 0.001.

Рис. 10. Адгезия тучных клеток линии НМС-1 к фибробластам, 
обработанным aIgG или SAP

Примечание: по оси ординат — индекс стимуляции; *** — различия с контролем достоверны, 
p < 0,001.

Fig. 10. Adhesion of HMC-1 mast cells to fibroblasts treated with aIgG or SAP

Note: the ordinate shows the stimulation index. *** — differences from control are significant, 
p < 0.001.

С учетом данных о повышении экспрессии FcγRI на ТК НМС-1 под действием 
IFNγ исследовано влияние CRP на адгезию активированных интерфероном клеток. 
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Стимуляция CRP в дозах 5, 10 и 50 мкг/мл усиливала адгезию IFNγ-обработанных ТК 
на 8, 15 и 25 % соответственно (p < 0,05) (рис. 9). При этом IFNγ самостоятельно не влиял 
на адгезию ТК к Фб даже в присутствии CRP.

Результаты показали, что уже при дозе CRP 5 мкг/мл происходит достоверное 
усиление флюоресценции адгезировавших ТК, активированных интерфероном, 
на 8 % (p < 0,05). При концентрации CRP 10 мкг/мл прирост адгезии составлял уже 15 %, 
а при концентрации 50 мкг/мл — 25 %. Различия в эффекте CRP в концентрациях 5, 10 
и 50 мкг/мл по сравнению с контролем достоверны (p < 0,05) (рис. 9). 

Как видно из данных, представленных на рисунке 9, CRP способствует усилению ад-
гезии к Фб ТК, предобработанных IFNγ. Вместе с тем сам IFNγ практически не повы-
шает адгезивность ТК к Фб в присутствии CRP (рис. 9) Достоверно лишь то, что при-
сутствие CRP обеспечивает более высокую адгезию. Как IFNγ не влияет на связывание 
ТК с CRP, так он не влияет и на адгезию ТК к обработанным C-реактивным белком фи-
бробластам. Единственное отличие — в низкой концентрации, различия с контролем 
в случае IFNγ достоверны. 

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о том, что С-реактивный белок 
влияет не только на клетки иммунной системы, но и на фибробласты соединительной 
ткани, повышая их адгезивность для тучных клеток. Механизм влияния CRP на адгезив-
ность фибробластов, скорее всего, иной, чем для тучных клеток, так как фибробласты 
не экспрессируют Fc-рецепторы, через которые пентраксин обычно действует на клет-
ки. Этот механизм требует отдельного изучения и будет рассмотрен ниже. 

Как видно, в отличие от интактных ТК, ТК, стимулированные IFNγ, лишь несколь-
ко сильнее взаимодействуют с Фб, стимулированными CRP.  При стимуляции монос-
лоя Фб aIgG в концентрациях 10 и 50 мкг/мл также происходило достоверное усиле-
ние адгезии к ним клеток НМС-1, стимулированных IFNγ, на 20 и 10 % соответственно. 
Различия между разными концентрациями aIgG достоверны (p < 0,01) (рис. 11).

Рис. 11. Влияние aIgG на адгезивные свойства фибробластов

Примечание. К фибробластам добавляли aIgG в указанных концентрациях и инкубировали 
в течение суток. Затем к Фб добавляли интактные (белые столбцы) либо стимулированные 24 ч 
IFNγ (серые столбцы) ТК линии НМС-1. По оси ординат — индекс стимуляции; *** — различия 
с контролем достоверны, p < 0,001. Контроль (К) — адгезия к интактным Фб нестимулированных 
ТК (белый столбец) или ТК, стимулированных IFNγ (серый столбец).

Fig. 11. Effect of aIgG on the adhesive properties of fibroblasts

Note: aIgG was added to fibroblasts at the indicated concentrations and incubated for 24 hours. 
Intact (white bars) or 24-hour IFNγ-stimulated (gray bars) HMC-1 cells were then added to the fi-
broblasts. The ordinate shows the stimulation index; *** — differences from control are significant, 
p < 0.001. Control (C) — adhesion of unstimulated MCs (white bar) or IFNγ-stimulated MCs (gray bar) 
to intact fibroblasts.
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Несколько иная картина наблюдалась, если перед добавлением к монослою Фб, сти-
мулированному CRP, ТК линии HMC-1 производили «блокировку» Fcγ-рецепторов 
с помощью Fc-фрагментов IgG; для этого клетки HMC-1 инкубировали 20 мин 
на льду в ЗФР, содержащем Fc-фрагменты либо целые молекулы IgG в концентрации 
25 мкг/ мл. Блокировка Fcγ-рецепторов ТК с помощью Fc-фрагментов IgG (25 мкг/мл, 
20 мин, 4 °С) снижала их адгезию к CRP-стимулированным Фб до уровня спонтанного 
прикрепления к интактным клеткам, тогда как адгезия к TNF-активированным Фб оста-
валась неизменной (рис. 12, а). Аналогично предобработка IFNγ-стимулированных 
ТК Fc-фрагментами полностью нивелировала CRP-зависимое усиление адгезии  
(рис. 12, б).

Такая же блокировка FcγR тучных клеток не оказывала влияния на их адгезию к Фб, 
стимулированным TNF.

a                                                                б

Рис. 12. Адгезия тучных клеток линии НМС-1 к фибробластам, 
активированным CRP. Роль Fcγ-рецепторов клеток НМС-1 

Примечание. Фибробласты были активированы CRP в концентрации 50 мкг/мл, после чего 
к ним были добавлены либо интактные ТК (белые столбцы), либо ТК, инкубировавшиеся с Fc-
фрагментами IgG (серые столбцы): а — ТК, не стимулированные IFNγ; б — ТК НМС-1 были ак-
тивированы IFNγ в течение 24 ч. По оси ординат — RFU. Достоверность различий с контролем: 
* — p < 0,05; *** — p < 0,001; достоверность различий между интактными ТК и ТК, обработанными 
Fc-фрагментами IgG: # — p < 0,05, ## — p < 0,01.

Fig. 12. Adhesion of HMC-1 mast cells to fibroblasts activated with CRP. 
Role of Fcγ receptors on HMC-1 cells

Note: fibroblasts were activated with CRP at 50 μg/ml, after which either intact MCs (white bars) or 
MCs pre-incubated with IgG Fc fragments (gray bars) were added: a — MCs not stimulated with IFNγ; 
b — HMC-1 MCs activated with IFNγ for 24 hours. The ordinate shows RFU. Significance of differen
ces from control: * — p < 0.05; *** — p < 0.001; significance of differences between intact MCs and MCs 
treated with IgG Fc fragments: # — p < 0.05, ## — p < 0.01.

6.3. Влияние С-реактивного белка на адгезию тучных клеток  
линии HMC-1 к фибробластам в его присутствии

В рамках исследования изучали воздействие С-реактивного белка и агрегированного 
IgG на процесс адгезии тучных клеток линии HMC-1 к фибробластам в их присутствии. 
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В отличие от стандартного протокола С-реактивным белком не стимулировали иссле-
дуемые клеточные популяции заранее, а вводили непосредственно в смесь взаимодей-
ствующих клеток на весь период их совместного культивирования.

Экспериментальные данные выявили, что добавление CRP в концентрации 
50 мкг/ мл в среду кокультивирования приводило к усилению адгезии тучных клеток 
к фибробластам. Наблюдалась четкая зависимость уровня адгезии от длительности 
инкубации: в интервале от 20 до 50 мин количество прикрепившихся клеток возрас-
тало. Динамика процесса демонстрировала пик активности в первые 30 мин. Через 
20 мин после начала инкубации флуоресценция, характеризующая адгезию, увели-
чивалась на 25 % относительно контрольных образцов (без CRP). Максимальный эф-
фект регистрировали через 30 мин, когда количество присоединившихся клеток до-
стигало 186 % от контроля, что соответствовало 86%-ному повышению. Однако при 
дальнейшем увеличении времени кокультивирования различия между опытными 
и контрольными группами снижались: через 40 мин разница составляла 22 %, через 
50 мин — лишь 11 % (рис. 13).

Рис. 13. Адгезия тучных клеток линии НМС-1 к Фб при кокультивировании смеси клеток 
в присутствии С-реактивного белка. Зависимость от времени

Примечание: белые столбцы — спонтанная адгезия тучных клеток к Фб; серые — адгезия 
в присутствии CRP, 50 мкг/мл. Достоверность различий с контролем: * — p < 0,05, *** — p < 0,001.

Fig. 13. Adhesion of HMC-1 mast cells to Fb during co-culture of a cell mixture in the presence 
of C-reactive protein. Time dependence

Note: white bars — spontaneous adhesion of mast cells to Fb; gray bars — adhesion in the presence 
of CRP, 50 μg/ml. Significance of differences from control: * — p < 0.05, *** — p < 0.001.

6.4. Влияние С-реактивного белка на адгезивность эндотелиальных клеток 
линии EA.hy926 для тучных клеток линии НМС-1

Эксперименты продемонстрировали, что активация эндотелиальных клеток ли-
нии EA.hy926 С-реактивным белком (CRP) вызывала усиление адгезии тучных клеток 
HMC- 1. Эффект CRP коррелировал с дозой: при концентрации 10 мкг/мл адгезивная 
активность увеличивалась на 50 %, а при 50 мкг/мл достигала 80 % относительно кон-
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троля (нестимулированные эндотелиальные клетки). Статистический анализ под-
твердил значимость различий между воздействием CRP в указанных концентрациях 
(p < 0,05) (рис. 14).

Аналогичное усиление адгезии фиксировалось при стимуляции эндотелия агреги-
рованным IgG (aIgG). При концентрации 10 мкг/мл aIgG интенсивность флуоресцен-
ции, отражающая количество прикрепившихся тучных клеток, возрастала на 60 %, 
а при 50 мкг/мл — на 43 %. Оба значения достоверно отличались от негативного кон-
троля (адгезия к интактному эндотелию, p < 0,05), однако различия между группа-
ми, обработанными разными дозами aIgG, не достигали статистической значимости 
(p > 0,05) (рис. 14).

Рис. 14. Влияние С-реактивного белка и агрегированного IgG 
на адгезивные свойства эндотелия линии EA.hy926 

для тучных клеток НМС-1

Примечание. По оси ординат — индекс стимуляции. Различия с контролем достоверны: 
** —  < 0,01, *** — p < 0,001.

Fig. 14. Effect of C-reactive protein and aggregated IgG 
on the adhesive properties of EA.hy926 endothelium 

for HMC-1 mast cells

Note: the ordinate shows the stimulation index. Differences from control are significant: ** — 
p < 0.01, *** — p < 0.001.

Кроме того, в экспериментальных условиях адгезия тучных клеток HMC-1 к эндоте-
лию, активированному провоспалительным цитокином TNF-α (10 нг/ мл), повышалась 
в 1,5 раза по сравнению с контролем (рис. 14).

7. Влияние С-реактивного белка на активацию транскрипционного фактора 
NF-κB в тучных клетках линии HMC-1

Клетки НМС-1, трансфецированные плазмидой pNF-κBluc, реагировали на стиму-
ляцию CRP синтезом люциферазы — люминесценция в клетках, стимулированных 
CRP, увеличивалась на 40 % по сравнению с контрольными (рис. 15).
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Рис. 15. Влияние C-реактивного белка человека на экспрессию репортерного 
гена люциферазы, находящегося под промотором NF-κB в клетках НМС-1, 

трансфецированных конструкцией pNF-κBluc

Примечание. По оси ординат — интенсивность люминесценции люциферазы в условных еди-
ницах (RLU); ** — различия с контролем достоверны, p < 0,01; *** — различия с контролем досто-
верны, p < 0,001.

Fig. 15. Effect of human C-reactive protein on expression of the luciferase reporter gene driven 
by the NF-κB promoter in HMC-1 cells transfected with the pNF-κBluc construct

Note: the ordinate shows luciferase luminescence intensity in relative luminescence units (RLU); 
** — differences from control are significant, p < 0.01; *** — differences from control are significant, 
p < 0.001.

Обсуждение

Результаты исследования подтверждают, что тучные клетки линии HMC-1 экспрес-
сируют низкоаффинные Fcγ-рецепторы CD32 (FcγRII). Согласно литературным дан-
ным, интактные человеческие ТК, полученные из CD34+ клеток крови, также экспресси-
руют CD32, но содержат минимальное количество мРНК CD64 (FcγRI) и CD16 (FcγRIII) 
в цитоплазме. При стимуляции интерфероном-γ (IFNγ) наблюдается индукция высо-
коаффинного FcγRI (CD64), тогда как экспрессия низкоаффинных рецепторов остается 
неизменной [11]. Наши данные согласуются с этим: интактные ТК линии HMC-1 де-
монстрируют базальную экспрессию CD64, которая усиливается под действием IFNγ. 
Максимальная экспрессия FcγRI регистрировалась через 24 ч после стимуляции, после 
чего ее уровень снижался.

Стоит отметить, что в ряде исследований утверждается, что единственным Fcγ-
рецептором на ТК HMC-1 является CD32 [12]. В наших экспериментах мы не име-
ли возможности использовать антитела, которые позволяли бы различать подтипы 
FcγRII — CD32a, CD32b и CD32c, поэтому мы не можем с уверенностью утверждать, 
какой из подтипов CD32 экспрессируется на ТК линии НМС-1. Ингибирующий рецеп-
тор CD32b, возможно, отсутствует на ТК человека, в отличие от базофилов крови. На ТК 
мышей, напротив, CD32b экспрессируется, причем его активация генерирует ингиби-
торный сигнал и ингибирует активацию, вызванную агрегацией FcεRI (высокоаффин-
ного рецептора для IgE) [13]. В наших экспериментах как aIgG, так и CRP в основном 
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активировали ТК и во всяком случае не оказывали подавляющего действия ни на одну 
из функций ТК, поэтому мы говорим о том, что aIgG и CRP взаимодействуют с активи-
рующим, а не ингибирующим Fcγ-рецептором.

Эксперименты выявили дозозависимое связывание CRP на поверхности ТК. 
Интересно, что связывание усиливалось в отсутствие Ca2+ и Mg2+. CRP, будучи каль-
ций-зависимым белком, меняет конформацию при насыщении ионами Ca2+, что регу-
лирует его взаимодействие с лигандами. Например, связывание с фосфорилхолином 
требует Ca2+, тогда как взаимодействие с поликатионами/полианионами подавляет-
ся [10]. Это позволяет предположить, что CRP связывается с Fcγ-рецепторами через 
участки, не связанные с фосфорилхолин-специфичными сайтами.

Интересно, что связывание усиливалось в отсутствие Ca2+ и Mg2+. Из литературных 
данных известно, что CRP, будучи кальций-зависимым белком, меняет конформацию 
при насыщении ионами Ca2+, что регулирует его взаимодействие с лигандами [10]. 
Показано, что ионы кальция регулируют взаимодействие молекулы CRP с разными ли-
гандами, переключают специфичность пентраксина с одного лиганда на другой. Так, 
например, для взаимодействия CRP с фосфорилхолин (ФХ)-содержащими лигандами 
(пневмококковым полисахаридом С и т. п.) насыщение молекулы CRP ионами кальция 
необходимо, оно ведет к открытию ФХ-специфичных сайтов, вместе с тем открывается 
площадка для посадки C1q. Поэтому молекула CRP, связавшая ФХ-содержащий ли-
ганд, привлекает C1q и активирует комплемент по классическому пути. В то же время 
связывание пентраксином лигандов другого типа, таких как поликатионы и полиани-
оны (например, гистонов, полирибонуклеотидов), напротив, тормозится ионами каль-
ция. При насыщении молекулы CRP кальцием взаимодействие с лигандами этого типа 
блокируется вследствие того, что заряженные пептидные участки CRP, ответственные 
за контакт с поликатионами и полианионами, перестают экспонироваться на поверх-
ности молекулы. Взаимодействие CRP с поликатионами/полианионами не сопро-
вождается и активацией комплемента. Принимая во внимание регулирующую роль 
ионов кальция в экспонировании ФХ-связывающих и заряженных сайтов CRP, можно 
заключить, что CRP связывается с Fcγ-рецепторами через участки, не связанные с фос-
форилхолин-специфичными сайтами, и что связывание, скорее всего, осуществляется 
обратной стороной молекулы CRP, на которой расположены кластеры заряженных 
аминокислотных остатков [10]. 

Разрешающая способность метода позволяла зафиксировать связывание CRP, ме-
ченого биотином, c ТК, начиная с 12,5 мкг/мл (проточная цитометрия, стрептавидин, 
конъюгированный с АРС). При концентрации CRP выше 100 мкг/ мл дальнейшего уси-
ления связывания с тучными клетками не происходило, что, скорее всего, обусловлено 
насыщением рецепторов на клетках, способных взаимодействовать с CRP. В присут-
ствии как не меченого биотином CRP, так как и IgG связывание С-реактивного белка 
с клетками снижалось, что говорит о специфичности связывания и об общем рецепто-
ре для CRP и aIgG на тучных клетках (см. рис. 6, в, г).

Несмотря на то что IFNγ вызывал усиление экспрессии FcγRI на ТК, он не оказы-
вал влияния на связывание CRP с ТК. Возможно, это можно объяснить тем, что FcγRII 
представлен на клетках в большем количестве (см. рис. 2) и усиление экспрессии FcγRI 
проявляется несущественным изменением связывания CRP при измерении с помощью 
проточной цитометрии. 

Показано, что стимуляция FcγRII тучных клеток человека не приводит к выходу 
гистамина из человеческих ТК. Кроме того, показано, что стимуляция НМС-1 aIgG 
не приводит к выходу TNF [12].

Таким образом, в норме FcγRII является единственным рецептором к иммуноглобу-
лину G на тучных клетках человека, а значит, стимуляция ТК IgG не приводит к дегра-
нуляции совсем либо вызывает ее в малой степени. Известно, что после стимуляции 
IFNγ ТК приобретают способность отвечать на IgG [14]. Наши данные не противоречат 
этому. Так, интактные клетки НМС-1 не отвечали на добавление в среду CRP достовер-
ным выходом гистамина. Но если клетки были активированы сутки IFNγ, то в ответ 
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на стимуляцию CRP наблюдался выход гистамина. По данным литературы концентра-
ция aIgG, при которой степень дегрануляции ТК максимальна, — 1 мкг/мл [14]. В на-
ших экспериментах наибольший выход гистамина наблюдался при стимуляции CRP 
в концентрации 3 мкг/мл, то есть при концентрации CRP того же порядка.

ТК способны к дегрануляции не только при агрегации FcεRI, но и при агрегации 
CD64 (FcγRI). FcγRI-зависимая дегрануляция может быть вызвана не только действием 
антител к рецептору, но и при добавлении aIgG, а также при предварительной «сен-
сибилизации» человеческим иммуноглобулином IgG1 с последующим добавлением 
мышиных антител против человеческого IgG1 [14]. Интересно заметить, что подклассы 
IgG2 и IgG3 с соответствующими антителами анти-IgG не обладали способностью вы-
зывать дегрануляцию ТК. Особенно интересно, что IgG3 не обладал способностью вы-
зывать дегрануляцию ТК, стимулированных IFNγ, хотя этот подкласс имеет сродство 
к FcγRI, сравнимое с IgG1. Высвобождение гистамина из ТК под действием IgG4/ ан-
ти-IgG4 имело место, но было на порядок слабее, чем в случае IgG/IgG1 [14]. 

Из литературы известно о дегрануляции ТК в пораженных участках ткани при на-
личии отложения иммунных комплексов. Активированные ТК были обнаружены, 
например, в воспаленной синовиальной оболочке у больных ревматоидным артри-
том и склеродермией, в депозитах при васкулите IgG [14]. Известно, что для ряда 
бактериальных и вирусных инфекций характерно повышенное содержание IFNγ 
в тканях [15]. Становится ясен механизм, посредством которого происходит вовлече-
ние ТК в патогенез таких заболеваний. Например, при псориазе в местах поражения 
наблюдается повышенное содержание IFNγ и ТК [16]. Кроме того, показано, что на 
этих клетках экспрессируются FcγRI [17]. Возможно, что таким образом ТК участвуют 
в поражении тканей, при которых показана патологическая роль ТК, а также повы-
шенное содержание иммунных комплексов и CRP, например при псориазе [16] и рев-
матоидном артрите [18].

Таким образом, антиген-зависимый ответ ТК возможен не только при Th2-
ассоциированном иммунном ответе, когда под действием IL-4 и IL-13 происходит син-
тез иммуноглобулинов класса IgE, но и при Th1-ответе, при котором секретируется 
IFNγ, вызывающий повышение экспрессии CD64 на клетках и синтез Ig G. 

Как показали наши опыты, CRP и aIgG в концентрациях 10 и 50 мкг/мл оказыва-
ли стимулирующее действие на адгезивные свойства тучных клеток. Из литературных 
данных видно, что для С-реактивного белка характерно проявление провоспалитель-
ной активности [10]. Кроме того, показано, что агрегация Fcγ-рецепторов на поверх-
ности мышиных тучных клеток приводит к усилению их адгезии к фибронектину [19].

Известно, что ТК всегда присутствуют в фиброзной ткани и что с ними связано раз-
витие фиброза, однако механизмы, связывающие ТК с фиброзом, изучены недостаточ-
но. Показано, что ТК стимулируют профибротические виды активности фибробластов 
путем образования контактов с фибробластами, активации их пролиферации и кон-
тракции коллагеновой сети [20]. ТК влияют на экспрессию на фибробластах рецепто-
ров гистамина, серотонина, TNF, триптазы, а также на выброс фибробластами хемоки-
нов CCL8, CCL13, CXCL4 и CXCL6 [20]. 

Как показали наши опыты, при стимуляции фибробластов С-реактивным белком 
все же происходит некоторое усиление адгезии к ним тучных клеток (см. рис. 9), не-
смотря на отсутствие на фибробластах рецепторов к CRP (то есть Fcγ-рецепторов). 
Как известно, растущие в культуре фибробласты продуцируют белки матрикса, созда-
вая вокруг себя белковое микроокружение. У CRP имеются сайты связывания с различ-
ными белками матрикса соединительной ткани, в частности с фибронектином и ла-
минином [9; 10]. На обратной же стороне молекулы CRP находятся сайты связывания 
с Fcγ-рецепторами [10]. В связи с этим мы предположили, что в случае предынкубации 
фибробластов с CRP этот пентраксин может способствовать их адгезии с тучными клет-
ками не прямо, то есть не путем непосредственного связывания с фибробластами и их 
активации, а косвенно — связываясь с компонентами межклеточного матрикса (фи-
бронектином и другими белками). Когда же происходит добавление тучных клеток, 
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то они, в свою очередь, связываются своими FcγR с CRP, ассоциированным с матриксом, 
и таким образом происходит усиление адгезии. Это предположение согласуется с тем, 
что ответственные за контакт с белками матрикса фибронектином и ламинином сайты 
CRP — это ФХ-специфичные сайты, расположенные на одной поверхности плоской 
дискоидной молекулы CRP, а сайты связывания с Fcγ-рецепторами — на другой [10]. 

Это подтверждается результатом следующего эксперимента. ТК перед добавлением 
к Фб, инкубировавшимся с CRP в концентрации 50 мкг/мл (или с TNF в концентрации 
10 нг/мл) в течение суток, обработали Fc-фрагментами иммуноглобулина класса G, что-
бы «блокировать» на них Fcγ R. Адгезия обработанных Fc-фрагментами тучных клеток 
к фибробластам, активированным CRP, была достоверно ниже по сравнению с адгези-
ей ТК с незаблокированными Fcγ-рецепторами и была на уровне адгезии интактных 
ТК к необработанным фибробластам, тогда как на степень прикрепления ТК к Фб, ак-
тивированным TNF, блокировка Fcγ-рецепторов ТК не влияла (см. рис. 12). 

Если CRP выступает в адгезии ТК к Фб в качестве якоря, то можно было предполо-
жить, что, если инкубацию Фб с ТК проводить в присутствии CRP, то интенсивность ад-
гезии ТК к Фб повысится. И действительно, при совместной инкубации ТК и Фб в при-
сутствии CRP наличие в среде CRP приводило к достоверному увеличению степени 
адгезии (см. рис. 13).

Таким образом, было подтверждено предположение, что С-реактивный белок не 
активизирует фибробласты, а, скорее, является якорем для ТК в матриксе соедини-
тельной ткани. В литературе было описано, что мембранная форма CRP, экспресси-
руемая человеческими моноцитами, способна выполнять функцию молекулы клеточ-
ной адгезии, участвуя во взаимодействии моноцитов и фибронектина [21]. Известно 
также, что связывание CRP c фибронектином препятствует связыванию Фб с фиброне-
ктином, и это ингибирование Са2+-зависимо [10]. Зависимость такого ингибирования 
от ионов Са2+ говорит о том, что CRP связывается с фибронектином своим эпитопом, 
отвечающим за взаимодействие с ФХ (ингибирование фосфорилхолином связывания 
CRP с фибронектином продемонстрировано в той же работе), сайт связывания с Fcγ-
рецепторами располагается на обратной стороне, но на Фб Fcγ-рецепторы отсутствуют, 
поэтому происходит ингибиция адгезии Фб на фибронектин. В это же время клетки, 
экспрессирующие на своей поверхности Fcγ-рецепторы, по нашим данным, наоборот, 
в присутствии CRP активнее адгезируют к белкам внеклеточного матрикса (рис. 16). 

a б в

Рис. 16. Стимуляция CRP-адгезии клеток к межклеточному матриксу:
а — фибробласты и синтезированный ими внеклеточный матрикс; 

б — CRP связался с белками (например, фибронектином и ламинином) межклеточного 
матрикса стороной, на которой располагаются сайты 

Са2+-зависимого связывания с лигандами; в — клетки, взаимодействуя 
с CRP при помощи FcγR, заякориваются в тканях

Fig. 16. CRP stimulation of cell adhesion to the extracellular matrix: 
a — fibroblasts and the extracellular matrix they synthesize; b — CRP bound to extracellular matrix 

proteins (e. g., fibronectin and laminin) via the face bearing the Ca²⁺-dependent ligand-binding sites; 
c — cells interacting with CRP via FcγR anchor themselves in tissue.
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 В литературе показано, что CRP индуцирует активацию NF-κB в культуре мезанги-
альных клеток почечных клубочков человека. В концентрациях 12,5–100 мкг/мл CRP до-
зозависимо повышал способность NF-κB связываться с ДНК в ядре с максимумом через 
3 ч после инкубации клеток с CRP in vitro. Инкубация мезангиальных клеток с CRP уси-
ливала также NF-κB-зависимый процесс экспрессии мРНК макрофагального хемотак-
тического протеина-1 (MCP-1). Также под влиянием CRP возрастала внутриклеточная 
концентрация кальция и образование реактивных форм кислорода [22].

В исследованиях, посвященных изучению роли CRP в атерогенезе и развитии сердеч-
но-сосудистых осложнений, показано, что CRP действует на клетки сосудистой стенки 
как провоспалительный индуктор, активирующий эндотелиальные клетки к приобре-
тению так называемого воспалительного фенотипа и проатерогенных свойств. В част-
ности, установлено, что его провоспалительное действие в отношении эндотелиальных 
клеток проявляется в усилении экспрессии адгезионных молекул VCAM-1 и CD40, обе-
спечивающих приток и прикрепление лейкоцитов к стенке сосуда. CRP стимулировал 
экспрессию мРНК VCAM-1, синтез и экспрессию молекулы VCAM-1, а также экспрес-
сию CD40 и активировал промотор гена VCAM-1, причем эти эффекты CRP происхо-
дили при участии протеинкиназы С, митогенактивируемой протеинкиназы р38MAPK, 
тирозинкиназы и транскрипционного фактора NF-κB. Ингибиторы перечисленных ки-
наз и ингибиторы NF-κB (партенолид, пирролидинтиокарбамат) отменяли индукцию 
VCAM-1 С-реактивным белком [23].

Показано, что активирующее действие CRP на экспрессию адгезионной молекулы 
VCAM-1 эндотелиальными клетками аорты in vitro, опосредуемое через активацию 
фактора NF-κB, происходит при участии Fcγ-рецепторов II типа. Это было подтверж-
дено путем ингибиции мРНК CD32 с помощью нескольких сайленс-РНК, направлен-
ных против участка мРНК CD32 длиной 21 нуклеотид. Клетки, инкубированные с сай-
ленс-РНК, не экспрессировали CD32 и не отвечали усилением экспрессии VCAM-1 
на стимуляцию С-реактивным белком [23].

NF-κB-зависимый путь включается и при активации клеток другими лигандами 
Fc-рецепторов, в частности их классическим лигандом — иммуноглобулинами клас-
са Ig G. Так, показано, что в дендритных клетках человека, полученных из моноцитов 
крови, активация Fcγ-рецепторов II типа (FcγRII, CD32) агрегированным (иммоби-
лизованным) IgG индуцирует дифференцировку и синтез цитокинов (IL-10), а также 
вызывает появление способности индуцировать пролиферацию аллогенных Т-клеток. 
Эти реакции дендритных клеток на сшивку FcγRII происходят при участии NF-κB-
зависимого пути, с перемещением белков NF-κB p65 и c-Rel из цитоплазмы в ядро. 
Ответ дендритных клеток на IgG отменялся в присутствии блокирующих антител про-
тив CD32 [24]. 

Показано, что стимуляция С-реактивным белком приводит к усилению адгезивных 
свойств тучных клеток и клеток эндотелия (см. рис. 7, 14, табл. 3). Как видно из на-
ших данных (см. рис. 1, г) и данных литературы, у С-реактивного белка и aIgG одни 
и те же рецепторы — FcγR I и II типов [25]. Результаты наших экспериментов также 
показали стимулирующее влияние aIgG на адгезию клеток. Таким образом, можно 
сделать заключение, что активация FcγRII приводит к запуску сигнального каскада, 
результатом которого является активация генов, отвечающих за адгезию клеток друг 
к другу или к иным субстратам, например к белкам матрикса соединительной ткани. 
Подобное действие CRP, в частности, было показано на эндотелиальных клетках, вы-
деленных из орты [25]. Кроме того, авторы показали, что при выключении гена CD32 
при помощи siRNA происходит снижение адгезивных свойств клеток эндотелия от-
носительно интактных клеток, обработанных CRP. Такого же эффекта авторы достига-
ли при добавлении в среду к эндотелиальным клеткам блокирующих антител против 
CD32 или против CD64.
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Таблица 3

Влияние С-реактивного белка и агрегированного IgG на адгезию клеток исследуемых 
линий (степень усиления по сравнению с контролем), % 

Table 3

Effect of C-reactive protein and aggregated IgG on the adhesion of the studied cell lines 
(percentage increase relative to control), %

Обработаны CRP или aIgG Не обработаны ничем CRP аIgG
НМС-1 Фибробласты 54 60
EA.hy926 НМС-1 80 43

Примечание: CRP и aIgG использованы в концентрации 50 мкг/мл. Контроль — уровень адге-
зии при использовании соответствующей пары необработанных клеток. 

Note: CRP and aIgG were used at a concentration of 50 μg/ml. Control: adhesion level for the 
corresponding pair of untreated cells.

Таким образом, наши опыты продемонстрировали, что основными рецепторами 
для CRP на эндотелиальных клетках EA.hy926 (как и на эндотелиальных клетках, выде-
ленных из аорты или пупочной вены, что известно из литературы), а также на тучных 
клетках НМС-1 служат рецепторы к иммуноглобулину класса G — низкоаффинные 
FcγRI I. 

Кроме того, действуя на FcγR ТК, CRP вызывает цепь внутриклеточных процессов, 
результатом которых является изменение их адгезивных свойств, не связанное с усиле-
нием экспрессии адгезионных молекул CD54 и СD11b, следовательно, механизм уси-
ления адгезивности ТК под действием CRP и aIgG еще требует дальнейшего изучения. 

Высокоаффинный рецептор FcγRI также выступает рецептором для CRP на имму-
нокомпетентных клетках, но в отличие от FcγRII, экспрессируемого практически всеми 
клетками гемопоэтического происхождения и эндотелием, представлен только на мо-
ноцитах и макрофагах, а после стимуляции IFNγ тучные клетки так же начинают его 
экспрессировать. При этом стимуляция ТК линии НМС-1 IFNγ приводит к экспрессии 
CD64, активация которого CRP приводит к дегрануляции ТК.
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Резюме: Гликогеновая болезнь типа Ib относится к редким 
наследственным заболеваниям углеводного обмена и характе-
ризуется сочетанием тяжелых метаболических и иммунологи-
ческих нарушений. В статье представлен клинический случай 
ребенка с гликогеновой болезнью типа Ib, осложненной хрони-
ческой нейтропенией, рецидивирующими инфекционно-вос-
палительными поражениями кожи и признаками иммунной 
дисрегуляции. Проведена комплексная оценка клинических, 
лабораторных, инструментальных и иммунологических пока-
зателей, включая функциональную активность нейтрофилов, 
иммунофенотипирование лимфоцитов, анализ митохондри-
альной активности и исследование сигнального пути NF-κB. 

Полученные данные демонстрируют системный характер им-
мунных нарушений при глюкогеновой болезни типа Ib и под-
черкивают клиническую значимость расширенного иммуно-
логического мониторинга у данной категории пациентов.

Ключевые слова: гликогеновая болезнь типа Ib, клинический 
случай, нейтропения, иммунный статус, сукцинатдегидроге-
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Abstract: Glycogen storage disease type Ib is a rare inherited met-
abolic disorder characterized by a combination of severe metabol-
ic abnormalities and immune dysfunction. This article presents 
a clinical case of a pediatric patient with glycogen storage disease 
type Ib, complicated by chronic neutropenia, recurrent infectious 
and inflammatory skin lesions, and signs of immune dysregu-
lation. A comprehensive clinical, laboratory, instrumental, and 
immunological assessment was performed, including evaluation 
of neutrophil functional activity, lymphocyte immunophenotyp-
ing, mitochondrial activity analysis, and assessment of the NF-κB 
signaling pathway. The findings demonstrate the systemic nature 
of immune alterations in GSD Ib and highlight the clinical rele-
vance of extended immunological monitoring in affected patients.
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Введение

Врожденные нарушения обмена веществ представляют собой гетерогенную группу 
наследственных заболеваний, которые могут манифестировать в различные возраст-
ные периоды и характеризуются широкой вариабельностью клинических проявлений, 
часто маскирующихся под более распространенные патологические состояния. В связи 
с этим данные заболевания нередко диагностируются с задержкой, что повышает риск 
развития тяжелых метаболических и органных осложнений. В клинической практике 
принципиально важно учитывать возможность наследственных метаболических де-
фектов при проведении дифференциальной диагностики у детей с сочетанным пора-
жением печени, нарушениями роста и рецидивирующими инфекциями [1].

Гликогеновая болезнь (ГБ) относится к группе наследственных заболеваний углево-
дного обмена, обусловленных дефектами ферментов или транспортных белков, уча-
ствующих в метаболизме гликогена. Гликогеновая болезнь типа Ib является редкой 
аутосомно-рецессивной формой заболевания, связанной с недостаточностью микросо-
мального транспортного белка транслоказы глюкозо-6-фосфатазы (T1), что приводит 
к избыточному накоплению гликогена нормальной структуры преимущественно в пе-
чени, почках и слизистой оболочке кишечника [1; 2].

Мутации гена SLC17A4, локализованного в области 11q23.3, лежат в основе молеку-
лярного патогенеза ГБ типа Ib и определяют не только метаболические, но и иммуно-
логические нарушения, характерные для данного заболевания. Распространенность ГБ 
типа Ib составляет около 1 : 20 000 новорожденных, что относит его к категории орфан-
ных заболеваний [3].

Классическими клиническими проявлениями ГБ типа Ib являются гипогликемия 
и гепатомегалия, однако по мере прогрессирования заболевания формируется муль-
тисистемное поражение, включающее дислипидемию, поражение почечных каналь-
цев, остеопению, задержку физического развития и выраженные инфекционно-воспа-
лительные осложнения [4].

Особое место в клинической картине ГБ типа Ib занимают иммунологические на-
рушения. Специфическим признаком данной формы заболевания является нейтро-
пения, сопровождающаяся снижением функциональной активности нейтрофилов, 
включая нарушение хемотаксиса и респираторного взрыва [5]. Современные данные 
свидетельствуют о том, что иммунная дисфункция при ГБ типа Ib не ограничивается 
врожденным иммунитетом, а затрагивает также адаптивные звенья, что способствует 
формированию хронического воспаления и аутоиммунных проявлений [5—12]. 

Показано наличие признаков митохондриальной дисфункции, степень выраженно-
сти которых зависит от типа гликогеноза у детей, причем активность ферментов лим-
фоцитов коррелирует с основными параметрами оценки тяжести состояния пациен-
тов [13].

Метаболические абберации лежат в основе многих хронических заболеваний и мо-
гут усугублять течение патологий, что связано со сбоем нормальных биохимических 
процессов в организме [13—15]. Известно, что ядерный фактор каппа B (NF-κB) участву-
ет в координации врожденного и адаптивного иммунитета, воспалительных реакций 
и других процессов, при этом показано, что наличие митохондриальной дисфункции 
может существенно влиять на активность NF- κB [14]. При нарушении работы мито-
хондрий происходит активация апоптотических путей, накопление активных форм 
кислорода, нарушение энергетического обмена, изменение баланса про- и противо-
воспалительных цитокинов [16]. Эти изменения могут приводить к усиленной акти-
вации NF-κB, поддержанию хронического воспаления, нарушению иммунного ответа 
[16—18].

В связи с редкостью заболевания и ограниченным числом наблюдений представле-
ние детальных клинических случаев с углубленной иммунологической характеристи-
кой имеет большое значение для расширения представлений о патогенезе ГБ типа Ib 
и оптимизации подходов к ведению пациентов.
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Клинический случай

Статья, написана в рамках диссертационного исследования, получено одобрение 
локальным независимым этическим комитетом (ЛНЭК) — протокол № 5 от 01.06.2023, 
что подтверждает соблюдение этических норм (Хельсинкская декларация) при работе 
с пациентами или биологическим материалом.

Ребенок Д., имеющий возраст на момент текущей госпитализации 5 лет 9 месяцев, 
наблюдается с диагнозом гликогеновая болезнь типа 1b, печеночная форма. Вторичный 
миелодиспластический синдром (хроническая нейтропения, нормохромная анемия 
смешанного генеза легкой степени тяжести). Белково-энергетическая недостаточность 
умеренной степени. Рецидивирующее гнойно-воспалительное поражение кожи (фу-
рункулез). Фиброз печени F1 по шкале METAVIR. Диагноз гликогеновой болезни типа 
Ib верифицирован молекулярно-генетически: у пациента выявлена мутация в гене 
SLC37A4 (c.1015G > T; p.Gly339Cys), приводящая к аминокислотной замене глицина 
на цистеин в позиции 339 белка G6PT и ассоциированная с нарушением транспорта 
глюкозо-6-фосфата.

Жалобы при поступлении включали увеличение объема живота, наличие распро-
страненных фурункулов, беспокойство ребенка, задержку моторного, речевого и пси-
хического развития.

Анамнез заболевания отягощен частыми инфекционно-воспалительными эпизо-
дами. В период до госпитализации у ребенка отмечались множественные рецидивы 
фурункулеза (до 7 эпизодов в течении жизни), острый бронхит, правосторонняя пнев-
мония, ветряная оспа, шигеллез Shigella flexneri 2а (гастроэнтероколитический вариант, 
тяжелая форма), эпизоды одышки в покое и судорожный синдром на фоне гипогли-
кемии.

При поступлении состояние средней степени тяжести. Кожные покровы с призна-
ками распространенного гнойно-воспалительного поражения. По данным лаборатор-
ного обследования в общем анализе крови выявлены анемия (Hb 99 г/л), эритропения 
(3,4 · 1012/л), относительный ретикулоцитоз, тромбоцитоз (601 · 109/л), выраженная ней-
тропения (0,67 · 109/л), ускорение СОЭ до 59 мм/ч. Остальные показатели клеточного 
состава крови находились в пределах возрастного референсного интервала.

В биохимическом анализе крови отмечались признаки цитолиза (АЛТ 45 Ед/л, АСТ 
35 Ед/л) при нормальных маркерах холестаза, повышение общего белка до 83 г/л, дефи-
цит железа (4,9 мкмоль/л) на фоне повышенного ферритина (168 нг/мл), гипергамма-
глобулинемия (IgG 15,7 г/л, IgM 1,8 г/л, IgA 2,8 г/л), повышение уровня С-реактивного 
белка до 62 мг/л, снижение креатинина до 10 мкмоль/л и мочевины до 1,7 ммоль/л, ги-
погликемия (3,4 ммоль/л).

Печень заметно увеличена, выступает из-под края реберной дуги по передней под-
мышечной линии + 9 см, по средино-ключичной линии на + 9 см. По данным ультраз-
вукового исследования органов брюшной полости выявлены признаки выраженной 
гепатомегалии, диффузных паренхиматозных изменений печени, спленомегалии 
и вторичных изменений поджелудочной железы. Фиброэластография печени пока-
зала эластичность от 4,4 до 10,0 кПа (IQR 3,9; S-rate 100 %), что соответствует слабому 
фиброзу печени (F1 по шкале METAVIR). Оценка костного возраста по данным рентге-
нографии кистей выявила отставание от календарного возраста на 6—8 месяцев.

Иммунологическая характеристика

Оценка функциональной активности нейтрофилов проводилась методом проточ-
ной цитометрии с использованием набора FagoFlowEx® Kit («ЭКСБИО Прага, а. с.», 
Чешская Республика). У пациента выявлено выраженное снижение индекса фагоци-
тарной активности до 27,3 по сравнению с условно здоровым донором (57,8), что свиде-
тельствует о значимом нарушении врожденного иммунного ответа (рис. 1).
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а                                                                б

Рис. 1. Показатели фагоцитарной активности у условно здорового донора, 
индекс стимуляции  =  57,8 (а) и у пациента Д. с ГБ типа 1b, индекс стимуляции  =  27,3 (б)

Fig. 1. Indicators of phagocytic activity in a conditionally healthy donor (а)  
and in patient D. with GB1b (б)

Иммунофенотипирование лимфоцитов периферической крови проводили на про-
точном цитофлуориметре CYTOMICS FC500 (Beckman Coulter, США) с использо-
ванием моноклональных антител, меченных флуорохромами: CD3-PC-5, CD4-FITC, 
CD127-PE, CD161-PE, CD25 PE-Cy7, CD45-PerCP, CD45-PC7 (Beckman Coulter, США). 
Иммунофенотипирование лимфоцитов периферической крови выявило повышение 
абсолютного количества Т-лимфоцитов, Т-цитотоксических лимфоцитов и NK-клеток 
при снижении относительного содержания Т-хелперов и В-лимфоцитов, что привело 
к снижению соотношения CD4+/CD8+ до 0,62 (табл. 1). Отмечалось значимое увеличе-
ние доли активированных Т-лимфоцитов, экспрессирующих маркеры ранней (CD25+) 
и поздней активации (HLA-DR+, табл. 1). Содержание Т-хелперов 17-го типа превыша-
ло верхнюю границу возрастных референсных значений в 1,7 раза (табл. 1).

Таблица 1 

Показатели иммунофенотипирования лимфоцитов  
периферической крови пациента Д.

Table 1

Indicators of immunophenotyping of peripheral blood lymphocytes of the patient D.

Субпопуляция Фенотип Показатель Референсные 
значения

Т-лимфоциты, кл/мкл CD3+CD19– 6080 1610—4230
Т-лимфоциты, % CD3+CD19– 70,73 62—80 %
Т-хелперы, кл/мкл CD3+CD4+CD45+ 1916 900—2860
Т-хелперы, % CD3+CD4+CD45+ 22,29 35—51 %
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Субпопуляция Фенотип Показатель Референсные 
значения

Т-цитотоксические лимфоциты, 
кл/мкл CD3+CD8+CD45+ 3099 630—1910

Т-цитотоксические лимфоциты, 
% CD3+CD8+CD45+ 36,05 22—38 %

ТNK-клетки CD3+CD16+56+CD45+ 397
ТNK-клетки,% CD3+CD16+56+CD45+ 4,62 0—10 %
Индекс CD4+/CD8 0,62 1,0—2,1
NK-клетки, кл/мкл CD3–CD56+CD16+CD45+ 1368 276-896
NK-клетки, % 15,92 7,5—19,5 %
В-лимфоциты, кл/мкл CD19+CD3– 1148 700—1300
В-лимфоциты, % CD19+CD3– 13,35 21—28 %
Активированные Т-лимфоциты, 
кл/мкл CD3+HLA-DR+CD45+ 2043

Активированные Т-лимфоциты, % CD3+HLA–DR+CD45+ 23,77 3—14 %
Активированные T-хелперы, 
кл/мкл CD4+CD25+CD127+CD45+ 538 68—104

Активированные T-хелперы, % от 
CD4+ CD4+CD25+CD127+CD45+ 28,1 4,4—7,8 %

Регуляторные Т-лимфоциты, 
кл/мкл CD4+CD25+CD127–CD45+ 195 108—156

Регуляторные Т-лимфоциты, 
% от CD4+ CD4+CD25+CD127–CD45+ 10,2 6,7—11,3 %

Т-хелперы 17, кл/мкл CD3+CD4+CD45+CD161+ 439 144—168
Т-хелперы 17, % от CD4+ CD3+CD4+CD45+CD161+ 22,9 9,9—13,4 %

Активность сукцинатдегидрогеназы (СДГ) в основных и малых популяциях лим-
фоцитов определяли иммуноцитохимическим методом на проточном цитометре 
CYTOMICS FC500 [19]. Метод основан на увеличении гранулярности клеток (показа-
тель бокового светорассеяния — SSС) после проведения цитохимической реакции для 
выявления активности фермента в пермеабилизированных и окрашенных монокло-
нальными антителами клетках. Активность сукцинатдегидрогеназы в Т-лимфоцитах 
находилась в пределах референсных значений (185,8; референсные значения — 
190,6 ± 3,4 [181—203]), в В-лимфоцитах была снижена (144,8 при референсном интерва-
ле [156—171]), тогда как в NK-клетках отмечалось повышение митохондриальной ак-
тивности (199,2 при референсном интервале [136—166]), что отражает метаболическую 
гетерогенность лимфоцитарных популяций.

Оценку количества клеток с транслокацией NF-κB проводили методом проточной 
цитометрии с визуализацией (Amnis ImageStreamX Mk II, Millipore, США) с применени-
ем набора Amnis NF-κB Translocation Kit (Luminex, США). Визуализацию и запись кле-
ток выполняли при 40-кратном увеличении и низкой скорости потока. Анализировали 
изображения отдельных клеток в хорошем фокусе. Для двойных позитивных кле-
ток — NF-κB+/7-AAD+ определяли процент клеток с транслокацией NF-κB в популя-
циях лимфоцитов (% активированных клеток). Оценку активности NF-κB проводили 
в два этапа: исследовали нативный образец крови и образец с добавлением 4β-форбол-
12-миристат-13-ацетата (ФМА) (рабочий раствор концентрацией 0,5 мкг/ мл) (Sigma-
Aldrich, США). Исследование транслокации NF-κB продемонстрировало повышение 
доли активированных Т-лимфоцитов и NK-клеток в нативных образцах крови по срав-
нению с референсными значениями, а также сохраненную способность клеток к допол-
нительной активации при стимуляции ФМА (рис. 2).

Окончание табл. 1
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Т-лимфоциты В-лимфоциты NK-клетки
% клеток с транслокацией 

NF-κB = 20,6 
Норма 13,1—18,8

% клеток с транслокацией 
NF-κB после стимуляции 

ФМА = 62,3

% клеток с транслокацией 
NF-κB = 69,8

Норма 65,5—84,6
% клеток с транслокацией 
NF-κB после стимуляции 

ФМА = 95,7

% клеток с транслокацией 
NF-κB = 45,6

Норма 20,4—36,4
% клеток с транслокацией 
NF-κB после стимуляции 

ФМА = 59,6

Рис. 2. Доля субпопуляций лимфоцитов с транслокацией NF-κB 
в ядро до и после стимуляции ФМА

Fig. 2. The proportion of lymphocyte subpopulations with NF-kB translocation  
into the nucleus before and after FMT stimulation

Специфическое лечение ГБ до настоящего времени не разработано. Основным 
видом патогенетической терапии является режим питания и диета, направленные 
на предупреждение и борьбу с гипогликемией, метаболическим ацидозом, кетозом, 
гиперлипидемией, коррекцию нарушений функционального состояния гепатобили-
арной системы и ЖКТ. При условии адекватной диетотерапии возможно минимизиро-
вать метаболические нарушения, связанные с течением болезни, а также снизить риск 
развития отсроченных осложнений. Соотношение основных пищевых веществ в пита-
нии больных с различными типами гликогеноза отлично от такового у здоровых детей  
из-за повышения содержания углеводов и белка и снижения доли животного жира. 

На фоне проводимого лечения отмечается отчетливая положительная динамика 
в виде улучшения состояния кожных покровов, регрессирования пустул в крестцовой 
области, уменьшения количества фурункулов, в динамике постепенная нормализация 
воспалительных маркеров (СРБ 62 – > 104 – > 44 – > 6 мг/л, СОЭ 59 – > 41 – > 5 мм/ч), повыше-
ние уровня гемоглобина (Hb 99 – > 106 г/л), однако сохраняются лейкопения, нейтропе-
ния, в связи с чем проведено несколько введений стимулятора гемопоэза (филграсти-
ма) из расчета 5 мг/кг/сут.

Обсуждение

Представленный клинический случай демонстрирует типичное сочетание метабо-
лических и иммунологических нарушений, характерных для гликогеновой болезни 
типа Ib с выраженным преобладанием инфекционно-воспалительных проявлений. 
Наличие тяжелой хронической нейтропении в сочетании с функциональной неполно-
ценностью нейтрофилов определяет высокий риск бактериальных осложнений и ре-
цидивирующих гнойно-воспалительных поражений кожи. Представленный клиниче-
ский случай демонстрирует, что гликогеновая болезнь типа Ib представляет собой не 
только метаболическое, но и иммуновоспалительное заболевание с мультиуровневой 
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дисрегуляцией врожденного и адаптивного иммунитета. Несмотря на традиционное 
представление о ключевой роли нейтропении, современные данные указывают на бо-
лее сложные механизмы иммунных нарушений при данной патологии [5; 7].

Выявленные нарушения фагоцитарной активности нейтрофилов согласуются с со-
временными представлениями о патогенезе нейтрофильной дисфункции при ГБ типа 
Ib, связанной с накоплением 1,5-ангидроглюцит-6-фосфата и нарушением энергети-
ческого обмена гранулоцитов [5; 6]. Известно, что при ГБ типа Ib дефект транспорте-
ра глюкозо-6-фосфата (G6PT), кодируемого геном SLC37A4, приводит к накоплению 
1,5-ангидроглюцит-6-фосфата в нейтрофилах, что вызывает нарушение энергетическо-
го метаболизма, усиление апоптоза и снижение функциональной активности клеток 
[5]. Это объясняет развитие нейтропении и снижение фагоцитарной активности, вы-
явленные у пациента Д. При этом даже на фоне терапии G-CSF возможно сохранение 
функциональной неполноценности нейтрофилов, включая снижение продукции анти-
микробных пептидов и нарушение формирования внеклеточных ловушек [6].

Особый интерес представляют изменения в адаптивном иммунном ответе, включая 
дисбаланс субпопуляций Т-лимфоцитов, повышение доли Th17-клеток и активацию 
NK-клеток. Подобные изменения могут способствовать формированию хронического 
воспаления и участвовать в прогрессировании поражения печени [7; 9; 12]. Вместе с тем 
иммунные нарушения при ГБ типа Ib не ограничиваются врожденным иммунитетом. 
В представленном наблюдении выявлен выраженный дисбаланс Т-клеточных субпо-
пуляций, включая снижение относительного содержания CD4+ Т-хелперов и увели-
чение цитотоксических Т-лимфоцитов, что привело к снижению индекса CD4+/CD8. 
Аналогичные изменения описаны у детей с печеночными формами гликогеновой бо-
лезни и рассматриваются как отражение хронической иммунной активации [9; 11; 12]. 
Особого внимания заслуживает повышение уровня Th17-клеток. Известно, что Th17-
ответ играет ключевую роль в поддержании хронического воспаления и ассоциирован 
с поражением слизистых оболочек, включая развитие воспалительных заболеваний 
кишечника, характерных для ГБ типа Ib [7; 9]. Выявленный Th17-сдвиг в данном случае 
может отражать один из ключевых механизмов формирования хронического воспали-
тельного процесса.

Важным наблюдением является изменение метаболической активности лимфо-
цитов. Нарушения активности сукцинатдегидрогеназы в различных субпопуляциях 
клеток подтверждают участие метаболических механизмов в регуляции иммунного 
ответа. Данные результаты согласуются с современными представлениями об имму-
но-метаболической регуляции, согласно которым функциональное состояние иммун-
ных клеток тесно связано с их энергетическим обменом [8; 13].

Активация сигнального пути NF-κB у пациента может рассматриваться как ключе-
вое патогенетическое звено, объединяющее метаболические нарушения и иммунную 
дисрегуляцию. Известно, что NF-κB играет центральную роль в регуляции воспали-
тельного ответа, апоптоза и клеточного метаболизма, а его гиперактивация приводит 
к усилению синтеза провоспалительных цитокинов и поддержанию хронического вос-
паления [14; 15].

Дополнительно, в соответствии с данными международных баз редких заболеваний, 
ГБ типа Ib рассматривается как мультисистемное заболевание с сочетанием метабо-
лических и иммунных нарушений, включая нейтропению, дисфункцию нейтрофи-
лов и склонность к воспалительным заболеваниям кишечника. Согласно базе данных 
Orphanet, иммунные нарушения являются неотъемлемым компонентом заболевания 
и во многом определяют клиническое течение и прогноз у пациентов с ГБ типа Ib [20].

Заключение

Таким образом, представленный клинический случай подтверждает, что при гли-
когеновой болезни типа Ib формируется сложный патогенетический каскад, включа-
ющий метаболические нарушения, дефекты врожденного иммунитета и активацию 
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адаптивного иммунного ответа. Полученные данные согласуются с современными ли-
тературными данными, свидетельствующими о системной иммунной дисрегуляции 
при данном заболевании.
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Оригинальная исследовательская статья

ЦИТОКИНОВАЯ ДИСРЕГУЛЯЦИЯ  
В ПАТОГЕНЕЗЕ ЭНДОМЕТРИОЗА,  
МИОМЫ МАТКИ И ИХ СОЧЕТАННОЙ ФОРМЫ

Д. А. Мусаходжаева1*, З. Ш. Азизова1, Л. М. Исанбаева2, 
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Резюме: Эндометриоз и миома матки относятся к гормоноза-
висимым заболеваниям, патогенез которых тесно связан с хро-
ническим воспалением и нарушением иммунной регуляции.

Цель — определить характер изменений сывороточного цито-
кинового профиля у женщин с эндометриозом, интрамураль-
ной миомой матки и их сочетанной формой. 

Материалы и методы. В исследование включены 88 женщин 
репродуктивного возраста, распределенные на четыре груп-
пы. Сывороточные уровни IL-2, IL-6, IL-8 и IL-10 определяли 
методом иммуноферментного анализа. 

Результаты. Установлено, что при эндометриозе и миоме 
матки наблюдается дисбаланс цитокинов, характеризующий-
ся снижением IL-2 и повышением провоспалительных меди-
аторов. Наиболее выраженные изменения выявлены при со-
четанной патологии, где отмечено максимальное повышение 
IL-6 и IL-8 на фоне значительного снижения IL-2 и IL-10.

Заключение. Полученные данные свидетельствуют о ведущей 
роли иммуновоспалительной дисрегуляции в патогенезе дан-
ных заболеваний и подчеркивают клинико-патогенетическую 
значимость оценки цитокинового профиля.

Ключевые слова: цитокины, коморбидность, ангиогенез, дис-
регуляция, эндометриоз, миома матки
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Abstract: Endometriosis and uterine fibroids are hormone-de-
pendent gynecological disorders whose pathogenesis is closely 
associated with chronic inflammation and impaired immune reg-
ulation.

Aim — to determine the pattern of changes in the serum cytokine 
profile in women with endometriosis, intramural uterine fibroids, 
and their combination.

Materials and methods. The study included 88 women of repro-
ductive age divided into four groups. Serum levels of IL-2, IL-6, IL-
8, and IL-10 were measured using enzyme-linked immunosorbent 
assay.

Results. A cytokine imbalance was identified in patients with 
endometriosis and uterine fibroids, characterized by decreased 
IL-2 levels and increased pro-inflammatory mediators. The most 
pronounced alterations were observed in the combined patholo-
gy, with maximal elevations of IL-6 and IL-8 accompanied by a 
marked reduction in IL-2 and IL-10.

Conclusion. The findings indicate a leading role of immunoin-
flammatory dysregulation in the pathogenesis of these conditions 
and highlight the clinical and pathogenetic relevance of assessing 
the serum cytokine profile.
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endometriosis, uterine fibroids 
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Введение

Эндометриоз и миома матки относятся к наиболее распространенным гормонозави-
симым заболеваниям, сопровождающимся хронической тазовой болью, нарушениями 
менструальной функции и снижением фертильности. По данным ВОЗ, эндометриоз 
встречается примерно у 10 % женщин репродуктивного возраста, а диагностическая 
задержка способствует хронизации воспаления и формированию репродуктивных по-
терь [1]. Клинические рекомендации рассматривают эндометриоз как системное вос-
палительное состояние с вовлечением иммунных и сосудисто-ремоделирующих меха-
низмов, что обосновывает поиск сывороточных биомаркеров [2].

Миома матки, несмотря на доброкачественный характер, часто приводит к аномаль-
ным маточным кровотечениям, анемии и неблагоприятным репродуктивным исходам. 
Показано, что рост и симптомность узлов поддерживаются не только гормональными 
влияниями, но и иммуновоспалительной средой с участием цитокинов, хемокинов 
и факторов ремоделирования внеклеточного матрикса [2; 3].

Клинически значима сочетанная форма эндометриоза и миомы матки, для кото-
рой описана эпидемиологическая ассоциация и возможная общность патогенетиче-
ских механизмов: хронического воспаления, ангиогенеза и тканевого ремоделирования 
[4; 5]. Коморбидность чаще сопровождается более выраженными симптомами и ре-
продуктивными нарушениями, что усиливает потребность в биомаркерах, отражаю-
щих активность воспалительного каскада и позволяющих осуществлять стратифика-
цию пациенток.

В патогенезе как эндометриоза, так и миомы матки ключевую роль играет цито-
киновая регуляция, определяющая баланс провоспалительных и противовоспалитель-
ных сигналов, клеточную миграцию, ангиогенез и фиброзирование. В крупных работах 
по циркулирующим воспалительным биомаркерам при эндометриозе показано, что 
измеряемые в крови цитокины и хемокины ассоциируются с клиническими характери-
стиками заболевания и фенотипом поражения, однако результаты неоднородны и за-
висят от дизайна, критериев включения и структуры выборок [6]. Метааналитические 
данные также поддерживают повышение отдельных сывороточных интерлейкинов 
при эндометриозе, но подчеркивают необходимость унифицированных протоколов 
и сопоставимых клинических групп [7]. Параллельно для миомы матки демонстриру-
ется участие цитокинов в формировании воспалительно-ангиогенной среды и наруше-
нии рецептивности эндометрия, что делает системную оценку цитокинового профиля 
патогенетически обоснованной [3].

Таким образом, исследование сывороточного цитокинового профиля при эндоме-
триозе, миоме матки и их сочетанной форме сохраняет высокую актуальность. Оно по-
зволяет более точно соотнести выраженность иммуновоспалительной дисрегуляции 
с клиническими фенотипами заболевания, выделить показатели, которые могут быть 
использованы для стратификации пациенток по активности процесса и риску неблаго-
приятных репродуктивных исходов, а также обосновать выбор направлений персона-
лизированной противовоспалительной и антиангиогенной коррекции в составе ком-
плексного ведения гормонозависимой гинекологической патологии.

Цель исследования 

Определить характер и направленность изменений сывороточных уровней интер-
лейкинов у женщин с эндометриозом, интрамуральной миомой матки и сочетанной 
патологией по сравнению с контролем.

Материалы и методы

В исследование были включены 88 женщин репродуктивного возраста от 20 
до 38 лет, распределенные на четыре группы: 20 пациенток с эндометриозом, 18 па-
циенток с интрамуральной миомой матки, 22 женщины с сочетанной формой па-
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тологии (эндометриоз в сочетании с миомой матки), а также контрольная группа, 
состоящая из 28 женщин без гинекологических заболеваний, сопоставимых по воз-
расту.

У пациенток с эндометриозом заболевание соответствовало I—II степени тяжести 
согласно классификации rAFS/ASRM [2], что было подтверждено клинико-инстру-
ментальными методами. В группу женщин с миомой матки включались пациентки 
с интрамуральной формой миомы, которая была наиболее распространенным морфо-
логическим вариантом. В группе сочетанной патологии диагностировалось одновре-
менное наличие эндометриоза I—II степени и интрамуральной миомы.

Материал для исследования был собран на базе клиники «Premium Medline» 
(г. Карши, Кашкадарьинская область, Узбекистан), где пациентки проходили ком-
плексное клинико-инструментальное обследование с последующим лабораторным 
исследованием. Исследование проведено в соответствии с принципами Хельсинкской 
декларации. Протокол исследования одобрен локальным этическим комитетом (№ 48 
от 10.2025 г); до включения в исследование у всех участниц получено письменное ин-
формированное согласие.

Диагноз эндометриоза устанавливался по клиническим проявлениям (хроническая 
тазовая боль, дисменорея, диспареуния, менструальные нарушения), данным гинеко-
логического осмотра, трансвагинального УЗИ, а в отдельных случаях — лапароскопии 
с гистологическим подтверждением. Диагноз миомы матки основывался на клини-
ке (аномальные маточные кровотечения, симптомы сдавления), результатах осмотра 
и УЗИ органов малого таза с определением количества, локализации и размеров узлов. 
Сочетанная форма диагностировалась при одновременном выявлении признаков эн-
дометриоза и миомы.

В исследование включались женщины репродуктивного возраста с установленным 
диагнозом эндометриоза, миомы или их сочетанной формы при отсутствии гормо-
нальной терапии и применения иммунотропных препаратов за 3 месяца до включе-
ния; обязательным условием было письменное информированное согласие.

Критериями исключения служили беременность и лактация, злокачественные но-
вообразования, острые воспалительные процессы органов малого таза, тяжелые хрони-
ческие аутоиммунные и эндокринные заболевания в стадии декомпенсации (сахарный 
диабет, аутоиммунный тиреоидит), а также прием гормональных контрацептивов или 
иммуномодуляторов менее чем за 3 месяца до исследования.

Иммунологические исследования проводились в лаборатории Иммунологии ре-
продукции Института иммунологии и геномики человека АН РУз.

Образцы крови брались после установления первичного диагноза. Кровь собира-
лась утром натощак, сыворотка отделялась центрифугированием и замораживалась 
при – 20 °С до анализа. 

Определение сывороточного уровня про- (IL-2, IL-6, IL-8) и противовоспалительных 
(IL-10) цитокинов проводили методом твердофазного иммуноферментного анализа 
с использованием тест-систем АО «ВЕКТОР-БЕСТ» (Россия) в соответствии с рекомен-
дациями производителя. Количественную оценку результатов проводили методом 
построения калибровочной кривой, отражающей зависимость оптической плотности 
от концентрации для стандартного антигена, что позволяло сравнивать исследуемые 
образцы. 

Статистическую обработку данных выполняли в программе Statistica 6.0. Распре
деление количественных показателей в каждой группе проверяли критерием Ша
пиро — Уилка. При нормальном распределении результаты представляли как 
Mean ± SD. Сравнение показателей проводили между четырьмя независимыми груп-
пами методом однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) с последующи-
ми множественными попарными сравнениями по тесту Тьюки; при необходимости 
применяли поправку Бонферрони для контроля ошибки множественных сравнений. 
Во всех случаях использовали двусторонние критерии, статистически значимыми счи-
тали различия при p < 0,05.
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Результаты и обсуждение

Проведенное исследование позволило проанализировать особенности сывороточ-
ного цитокинового профиля у женщин с эндометриозом, миомой матки и их соче-
танной формой по сравнению с контрольной группой. Полученные данные отражают 
характер дисрегуляции провоспалительных и противовоспалительных цитокинов, что 
дает возможность оценить их роль в патогенезе указанных заболеваний.

Результаты сывороточного содержания изученных медиаторов иммунного ответа 
представлены в таблице.

Уровень сывороточных про- и противовоспалительных цитокинов  
в группах обследованных женщин (Mean ± SD)

Serum levels of pro- and anti-inflammatory cytokines in the groups  
of examined women (Mean ± SD)

Показатель,
пг/мл

Контроль 
(n = 28)

1 группа 
(n = 20)

2 группа
(n = 18)

3 группа
(n = 22)

IL-2 12,12 ± 0,45 6,94 ± 0,49* 8,96 ± 0,32* 4,93 ± 0,27*
IL-6 7,45 ± 0,51 19,05 ± 1,10* 11,77 ± 0,47* 21,31 ± 1,17*
IL-8 20,46 ± 0,86 44,39 ± 2,26* 24,94 ± 1,78* 52,67 ± 1,93*
IL-10 5,83 ± 0,36 4,13 ± 0,29* 5,14 ± 0,28^ 2,45 ± 0,19*

Примечание: * — различия достоверны по сравнению с контрольной группой; ^ — разница 
статистически недостоверна.

Note: * — differences are significant compared to the control group; ̂  — the difference is statistically 
insignificant.

Интерлейкин-2 (IL-2) является ключевым цитокином, продуцируемым Т-хелперами, 
который регулирует пролиферацию Т-клеток, поддерживает активность NK-клеток 
и играет важную роль в развитии адаптивного иммунного ответа [8; 9]. 

В 1-й группе женщин с эндометриозом уровень IL-2 был достоверно снижен по срав-
нению с контрольной группой и составил 6,94 ± 0,49 пг/мл против 12,12 ± 0,45 пг/мл 
в контроле (p < 0,001), что указывает на выраженное угнетение Т-клеточной регуляции. 
Во 2-й группе пациенток с миомой матки также отмечалось статистически значимое 
снижение концентрации IL-2 до 8,96 ± 0,32 пг/ мл по сравнению с контролем (p < 0,001), 
однако степень снижения была менее выраженной, чем при эндометриозе. В 3-й груп-
пе при сочетании эндометриоза и миомы матки выявлены минимальные значения 
IL-2 — 4,93 ± 0,27 пг/мл, что достоверно ниже контрольного уровня (p < 0,001) и отража-
ет наиболее выраженное нарушение Т-клеточного звена иммунного ответа.

Интерлейкин-6 (IL-6) относится к провоспалительным цитокинам и является одним 
из ключевых медиаторов системного воспаления; он участвует в индукции острой фазы 
воспалительного ответа, активации В-лимфоцитов и формировании патологического 
ангиогенеза [10; 11]. 

В 1-й группе уровень IL-6 был существенно повышен по сравнению с контрольной 
группой и составил 19,05 ± 1,10 пг/мл против 7,45 ± 0,51 пг/мл (p < 0,001), что свиде-
тельствует об активации системного провоспалительного ответа при эндометриозе. 
Во 2-й группе женщин с миомой матки концентрация IL-6 также была достоверно выше 
контрольных значений и достигала 11,77 ± 0,47 пг/мл (p < 0,001), однако повышение но-
сило менее выраженный характер по сравнению с 1-й группой. В 3-й группе при соче-
танной патологии уровень IL-6 достигал максимальных значений — 21,31 ± 1,17 пг/ мл, 
что достоверно превышало показатели контрольной группы (p < 0,001) и отражало уси-
ление хронического воспаления при коморбидном течении заболевания.
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Интерлейкин-8 (IL-8) является хемоаттрактантом нейтрофилов, активно участвует 
в ангиогенезе и тканевом ремоделировании, а также считается важным фактором па-
тогенеза эндометриоза и миомы [12]. 

В 1-й группе женщин с эндометриозом концентрация IL-8 была достоверно повы-
шена по сравнению с контролем и составила 44,39 ± 2,26 пг/мл против 20,46 ± 0,86 пг/ мл 
(p < 0,001), что указывает на активацию хемотаксических и ангиогенных механизмов. 
Во 2-й группе при миоме матки уровень IL-8 также превышал контрольные значения 
и достигал 24,94 ± 1,78 пг/мл (p < 0,001), однако степень повышения была умеренной по 
сравнению с эндометриозом. В 3-й группе отмечено наиболее выраженное увеличение 
IL-8-до 52,67 ± 1,93 пг/мл, что достоверно выше контрольного уровня (p < 0,001) и отража-
ет усиление ангиогенеза и воспалительного рекрутирования при сочетанной патологии.

Интерлейкин-10 (IL-10) является ключевым противовоспалительным цитокином, 
регулирующим продукцию провоспалительных медиаторов и предотвращающим из-
быточную активацию иммунной системы [13; 14]. 

В 1-й группе концентрация противовоспалительного цитокина IL-10 была достовер-
но снижена по сравнению с контрольной группой и составила 4,13 ± 0,29 пг/ мл против 
5,83 ± 0,36 пг/мл (p < 0,001), что указывает на ослабление противовоспалительных меха-
низмов. Во 2-й группе женщин с миомой матки уровень IL-10 составил 5,14 ± 0,28 пг/ мл 
и не отличался от контрольных значений статистически значимо, что свидетельству-
ет об относительной сохранности противовоспалительной регуляции. В 3-й группе 
при сочетании эндометриоза и миомы матки выявлено выраженное снижение IL-10 
до 2,45 ± 0,19 пг/ мл по сравнению с контролем (p < 0,001), отражающее глубокое исто-
щение противовоспалительно-регуляторного звена иммунного ответа.

Таким образом, анализ сывороточного цитокинового профиля выявил разнона-
правленные изменения, где отмечено снижение IL-2 и IL-10 при одновременном ро-
сте IL-6 и IL-8, особенно выраженные при сочетанной форме эндометриоза и миомы. 
Вероятно, такое соотношение отражает глубокий дисбаланс между провоспалитель-
ными и противовоспалительными звеньями иммунного ответа. Можно предположить, 
что именно эта цитокиновая дисрегуляция способствует прогрессированию заболева-
ния, хронизации воспалительного процесса, усилению ангиогенеза и формированию 
более тяжелого клинического течения сочетанной гинекологической патологии.

Заключение

Проведенное исследование позволило выявить характерные особенности сыворо-
точного цитокинового профиля у женщин с эндометриозом, миомой матки и их со-
четанной формой. У женщин с эндометриозом, интрамуральной миомой матки и их 
сочетанием выявлены различия сывороточного цитокинового профиля по сравнению 
с контролем. Для всех клинических групп характерны снижение IL-2 и повышение IL-6 
и IL-8, при этом снижение IL-10 отмечалось при эндометриозе и сочетанной патоло-
гии, тогда как при изолированной миоме его уровень существенно не отличался от 
контроля. Наиболее выраженный дисбаланс зарегистрирован при сочетании эндоме-
триоза и миомы, что отражает максимальную провоспалительную активацию при от-
носительном дефиците противовоспалительной регуляции. Полученные данные под-
тверждают значимость системной цитокиновой дисрегуляции в патогенезе указанных 
заболеваний и обосновывают использование оценки цитокинового профиля для стра-
тификации пациенток и дальнейших исследований прогностических маркеров.

Выводы

1. Установлено, что при эндометриозе характерно снижение IL-2 и IL-10 при одно-
временном повышении IL-6 и IL-8 по сравнению с контролем (для всех указанных раз-
личий p < 0,001). 
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2. Выявлено, что интрамуральная миома матки сопровождается снижением IL-2 
и повышением IL-6 и IL-8 относительно контроля (p < 0,001), тогда как уровень IL-10 
статистически значимо не отличается от контроля (p > 0,05). 

3. Определено, что при сочетанной форме наблюдается максимальная выражен-
ность цитокинового дисбаланса, где наиболее низкие значения установлены в уровнях 
IL-2 и IL-10 на фоне наиболее высоких концентраций IL-6 и IL-8 по сравнению с кон-
тролем (p < 0,001). 

4. Следовательно, совокупный профиль изменений при всех формах патологии 
указывает на преобладание провоспалительной активации (рост IL-6 и IL-8) на фоне 
дефицита регуляторно-Т-клеточного звена и противовоспалительной активности (сни-
жение IL-2 и/или IL-10), при этом коморбидное течение ассоциировано с наибольшей 
степенью дисрегуляции.
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СОВРЕМЕННЫЕ НАПРАВЛЕНИЯ В БИОМЕДИЦИНЕ
ADVANCED TARGETS IN BIOMEDICINE

Обзор

СОВРЕМЕННЫЕ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ  
К ПОИСКУ БИОМАРКЕРОВ ЭФФЕКТИВНОСТИ  
И БЕЗОПАСНОСТИ ИММУНОТЕРАПИИ В ОНКОЛОГИИ

И. В. Кравцов, А. С. Сюткина, Т. Л. Нехаева*

НМИЦ онкологии им. Н. Н. Петрова,  
197758, Россия, Санкт-Петербург

* Автор-корреспондент: nehaevat151274@mail.ru

Резюме: Иммунотерапия является мощной клинической 
стратегией лечения злокачественных новообразований. Коли-
чество одобренных иммуноонкологических препаратов неу-
клонно растет, а множество новых методов лечения находятся 
на стадии клинических и доклинических испытаний. Несмо-
тря на успехи, ключевой проблемой для широкого внедрения 
иммунотерапии остается сложность контролируемой актива-
ции иммунной системы. Существующие подходы могут вы-
зывать серьезные побочные эффекты, включая аутоиммунные 
реакции и неспецифическое воспаление. В связи с этим пони-
мание механизмов, позволяющих увеличить долю пациентов, 
позитивно отвечающих на терапию, является решающим фак-
тором как для повышения эффективности лечения, так и для 
контроля нежелательных явлений.

Цель настоящего обзора — анализ и обобщение данных о про-
гностической и предиктивной значимости биомаркеров, ассо-
циированных с эффективностью и безопасностью иммуноте-
рапии солидных злокачественных новообразований. В работе 
рассмотрены молекулярно-генетические изменения (включая 
циркулирующую опухолевую ДНК), раково-тестикулярные 
антигены, антигены главного комплекса гистосовместимости, 
белок PD-1 и его лиганды, а также третичные лимфоидные 
структуры. Отдельное внимание уделено показателям си-
стемного и локального иммунного ответа. Показано, что кле-
точный состав микроокружения опухоли и периферической 
крови тесно связан с прогнозом заболевания, а уровни цитоки-
нов и растворимых иммунных факторов могут предсказывать 
эффективность иммунотерапии и вероятность развития по-
бочных эффектов. В статье также рассмотрены реакция гипер-
чувствительности замедленного типа и современные методы 
обнаружения биомаркеров, используемые для оценки специ-
фического противоопухолевого иммунного ответа. 

Авторы отмечают, что наиболее перспективным направлени-
ем является одновременный анализ нескольких видов биомар-
керов с применением современных вычислительных методов. 
Это позволит повысить эффективность и безопасность имму-
нотерапии и приблизит переход к персонализированному ле-
чению пациентов.

Ключевые слова: иммунотерапия, солидные злокачественные 
новообразования, биомаркеры злокачественных новообразо-
ваний, HLA-антигены, цитокиновый профиль, раково-тести-
кулярные антигены, иммунный ответ
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Immunotherapy is a powerful clinical strategy for the treatment of 
malignant tumours. The number of approved immuno-oncology 
drugs is growing, and many new therapeutic ap-proaches are cur-
rently at the stages of clinical and preclinical trials. Despite these 
ad-vances, a key challenge for the widespread use of immunother-
apy remains the difficulty of controlled activation of the immune 
system. Existing approaches may cause serious side effects, includ-
ing autoimmune reactions and nonspecific inflammation. In this 
regard, understanding the mechanisms that can increase the pro-
portion of patients who respond to the therapy is a crucial factor 
both for improving treatment efficacy and for controlling its side 
effects.

The aim of this research is to examine and summarize data on the 
prognostic and predictive significance of biomarkers associated 
with the efficacy and safety of immunotherapy in malignant tu-
mours. The study examines molecular genetic alterations (includ-
ing circulat-ing tumour DNA), cancer-testis antigens, the PD-1 
protein and its ligands, as well as ter-tiary lymphoid structures. 
Special attention is given to biomarkers of systemic and local re-
sponses. It has been shown that the cellular composition of the tu-
mour microenvironment and peripheral blood is associated with 
disease prognosis, while levels of cytokines and soluble immune 
factors may predict the effectiveness of immunotherapy and the 
likelihood of side effects. The article also discusses delayed-type 
hypersensitivity reactions and modern methods for detecting bi-
omarkers, which are used to evaluate the specific anti-tumor im-
mune response.

The authors conclude that the most promising direction is the si-
multaneous analysis of multiple types of biomarkers using mod-
ern computational methods. This approach may improve the effec-
tiveness and safety of immunotherapy and facilitate a transition to 
per-sonalized treatment.

Keywords: immunotherapy, solid malignant tumours, cancer bi-
omarkers, HLA antigens, cytokine profile, cancer-testis antigens, 
immune response
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Введение

Иммунотерапия зарекомендовала себя как одно из ключевых клинических направ-
лений в лечении онкологических заболеваний. Растущее число одобренных иммуноо-
нкологических препаратов и расширение данных о проведенных доклинических и кли-
нических исследованиях подтверждают высокий потенциал данного подхода. Известно, 
что иммунная система способна распознавать опухоль и генерировать как локальный, 
так и системный иммунный ответ, направленный на подавление опухолевого роста [1]. 
Состояние иммунной системы пациента и способность лечения модулировать эффек-
торное и супрессорное звенья иммунитета во многом определяют прогноз заболева-
ния и успех различных видов противоопухолевой терапии — таргетной, химиотерапии 
и иммунотерапии [2]. Однако широкое внедрение иммунотерапевтических стратегий 
сдерживается сложностью контролируемой модуляции иммунного ответа: активация 
иммунной системы сопряжена с риском серьезных нежелательных явлений, таких как 
аутоиммунные реакции и системное воспаление. В связи с этим понимание механизмов, 
позволяющих увеличить долю ответивших на терапию пациентов, является решающим 
фактором как для повышения эффективности лечения, так и для контроля его токсично-
сти. Одним из подходов к решению этой проблемы выступает активный поиск иммуно-
логических предиктивных и прогностических биомаркеров различных типов опухолей. 
В работе продемонстрирована прогностическая значимость определенных популя-
ций иммунокомпетентных клеток в опухолевом микроокружении. При этом значение 
как стабильных, так и динамических иммунологических параметров у пациентов, полу-
чающих клеточную иммунотерапию, изучено в значительно меньшей степени [1—3].

Настоящий обзор посвящен анализу современных иммунологических подходов к по-
иску биомаркеров, ассоциированных с эффективностью и безопасностью иммунотера-
пии злокачественных новообразований (ЗНО). Рассмотрены биомаркеры, связанные 
с опухолью, системные и локальные иммунные параметры (клеточный состав, цито-
киновый профиль), а также современные методы обнаружения биомаркеров и функ-
циональные тесты, используемые для оценки специфического противоопухолевого 
ответа. На рисунке представлена схема основных типов биомаркеров эффективности 
и безопасности иммунотерапии в онкологии. Поиск проведен в базах PubMed, Scopus, 
Web of Science и eLibrary.ru (2015—2025) по ключевым словам: immunotherapy, solid 
malignant tumors, biomarkers, PD-1/PD-L1, HLA, cytokine profile, cancer-testis antigens, 
tumor microenvironment, tertiary lymphoid structures. Включены оригинальные исследо-
вания, систематические обзоры и клинические работы на русском или английском язы-
ке. Исключены единичные клинические случаи, тезисы и исследования на животных.

Рис. Схема основных типов биомаркеров эффективности 
и безопасности иммунотерапии в онкологии

Fig. 1. Schematic overview of the main types of biomarkers associated  
with the efficacy and safety of immunotherapy in oncology
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1. Биомаркеры, ассоциированные с опухолью

1.1. Молекулярно-генетические маркеры: циркулирующая опухолевая ДНК 

Циркулирующая опухолевая ДНК (цоДНК) представляет собой небольшие фраг-
менты нуклеиновой кислоты (~160 п. н.) и обнаруживается в клетках опухолевой ткани 
у больных онкологическими заболеваниями. Она составляет лишь небольшую часть 
(0,1—10 %) свободно циркулирующей в крови нуклеиновой кислоты и образуется 
в результате гибели опухолевых клеток [4; 5]. Данная ДНК используется в качестве не-
инвазивного онкоиммунологического биомаркера [6]. Этот биомаркер отражает мо-
лекулярный профиль опухоли, поскольку характеризуется генетическими и эпигене-
тическими изменениями, которые присутствуют только в опухолевых клетках, и может 
быть обнаружен в таких жидкостях организма, как кровь, моча, кал, слюна, мокрота, 
конденсат выдыхаемого воздуха [7; 8]. Фрагментам цоДНК присущ малый период по-
лужизни, что позволяет использовать их для мониторинга динамики болезни в реаль-
ном времени [9], а применение цифровой ПЦР и NGS дает возможность выявлять ред-
кие мутации, что позволяет использовать цоДНК в качестве биомаркера для раннего 
обнаружения опухоли [10].

Данный показатель представляет собой важный маркер в ходе оценки эффективно-
сти иммунотерапии. Так, изменение его уровня связано с ответом опухоли на лечение 
и может использоваться в качестве биомаркера, определяющего клинический исход 
[11]. Снижение концентрации этих фрагментов в ходе терапии связано с увеличением 
общей выживаемости (ОВ), в то время как повышение концентрации — с прогресси-
рованием заболевания [12]. Это было подтверждено в нескольких исследованиях. Так, 
было показано, что высокое содержание цоДНК понижает такие показатели, как ОВ 
и выживаемость без прогрессирования (ВБП) у пациентов с меланомой, проходящих 
иммунотерапию [7]. В случае изучения немелкоклеточного рака легкого метаанализ 
52 исследований продемонстрировал, что обнаружение этого биомаркера связано 
со снижением безрецидивной выживаемости, где такой показатель, как отношение 
рисков (ОР), составлял 2,23 [8]. После лечения онкологических больных значение ОР 
доходило до 4,17, что было связано с ухудшением ОВ [8]. В то же время анализ 53 ис-
следований с участием более 3700 пациентов с диффузной В-крупноклеточной лим-
фомой показал риск прогрессирования опухоли при высоком содержании цоДНК, 
где значение ОР достигало 2,5 [13]. Еще в одном исследовании было обнаружено, что 
анализ этой нуклеиновой кислоты в крови может выявлять прогрессирование опу-
холи на 140 дней раньше, чем другие подходы, в частности радиологические методы 
визуализации ЗНО [14].

Таким образом, цоДНК представляет собой клинически значимый биомаркер с вы-
сокой прогностической ценностью. 

1.2. Раково-тестикулярные антигены

В основе адаптивного противоопухолевого иммунного ответа лежит презентация 
опухолеассоциированных антигенов — специфических пептидов, образующихся при 
злокачественной трансформации клеток. Раково-тестикулярные антигены (РТА) пред-
ставляют собой большое семейство белков, которые экспрессируются не только в яичке 
и плаценте, но и аберрантно активируются в различных опухолях [15; 16]. Гены, отно-
сящиеся к одному подсемейству РТА, как правило, локализуются кластерно в соседних 
участках хромосом и кодируют белки со сходной доменной организацией и структур-
ными характеристиками.

Прогностическое значение РТА варьируется в зависимости от типа опухоли. 
Согласно данным недавнего метаанализа, повышенный уровень экспрессии MAGE-A4, 
NY-ESO-1 и LAGE-1 при раке желудка связан с плохим прогнозом (ОР 1,5—2,5) [17]. 
Высокая экспрессия NY-ESO-1 ассоциирована со снижением общей выживаемости 
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(ОР = 2,15; 95 % ДИ 1,42—3,27; p = 0,0003) [18]. Одновременная экспрессия нескольких 
РТА также коррелирует со снижением ВБП: ОР = 1,89 (95 % ДИ 1,28—2,79; p = 0,001) [18]. 
Данные обзорных исследований подтверждают, что прогностическое значение РТА за-
висит от гистологического типа сарком, что объясняется различной частотой экспрес-
сии этих антигенов при разных новообразованиях [19].

В опухолевых тканях представители одного подсемейства РТА нередко коэкспрес-
сируются и участвуют в реализации сходных клеточных функций. В частности, белки 
семейства антигенов меланомы (MAGE) содержат высококонсервативный домен гомо-
логии MAGE (MHD), который играет значимую роль в клеточном ответе на стрессовые 
воздействия, а также вовлечен в процессы опухолевой прогрессии. Широкая экспрес-
сия MAGE при различных типах злокачественных новообразований послужила осно-
вой для разработки терапевтических вакцин, часть из которых уже находится на стадии 
клинических испытаний для лечения меланомы, рака легкого и других онкологических 
заболеваний [20]. Углубленное изучение структурно-функциональных характеристик 
подсемейств РТА представляет собой перспективное направление для идентификации 
высокоспецифичных мишеней иммунотерапии.

Клиническая значимость РТА как мишеней подтверждается успехами иммунотера-
пии. В августе 2024 г. FDA впервые одобрило TCR-T-препарат afamitresgene autoleucel, 
направленный против MAGE-A4, для HLA-A*02-положительных пациентов с синови-
альной саркомой. В исследовании SPEARHEAD-1 объективный ответ достиг 39—43 %, 
а медиана длительности ответа превысила 11 месяцев [21]. Метаанализ 73 клинических 
исследований РТА-вакцин (n = 1435) подтвердил скромную, но статистически значи-
мую пользу: общий показатель объективного ответа составил 13 %, показатель кон-
троля заболевания — 39 %. В рандомизированных исследованиях отмечено улучшение 
общей выживаемости (ОР = 0,80) без значимого влияния на безрецидивную выживае-
мость [22]. Эти данные подчеркивают, что высокий уровень экспрессии РТА не только 
прогностически важен, но и открывает путь к созданию высокоэффективных персона-
лизированных вакцин.

Таким образом, можно ожидать, что высокий уровень экспрессии РТА в опухоли 
ассоциирован с более выраженным иммунным ответом на эти антигены и, как след-
ствие, с большей эффективностью нацеленных на них методов терапии. Поэтому опре-
деление экспрессии РТА у онкологических пациентов целесообразно для выбора опти-
мальной стратегии лечения.

2. Антигены главного комплекса гистосовместимости (HLA)

Особую роль в диагностике онкологических заболеваний играют антигены главно-
го комплекса гистосовместимости (HLA). Локус HLA (человеческий лейкоцитарный 
антиген) представляет собой высокополиморфный кластер генов, расположенный на 
коротком плече 6-й хромосомы (6p21.3). HLA подразделяется на три класса — I, II и III, 
каждый из которых выполняет свои функции в иммунной системе.

Поскольку основные вариации сосредоточены в экзонах, кодирующих пептидсвя-
зывающую бороздку и участок взаимодействия с Т-клеточным рецептором (ТКР), 
различия в структуре молекул HLA определяют их разную избирательность в связы-
вании пептидов [23]. Таким образом, вариации в генах HLA обеспечивают презента-
цию чрезвычайно разнообразной группы пептидов как CD4+, так и CD8+ Т-клеткам. 
Генетический полиморфизм молекул HLA играет ключевую роль в презентации опу-
холевых антигенов и формировании противоопухолевого иммунного ответа.

В зависимости от аллельного варианта HLA в процессе иммунного ответа презен-
тируются различные пептидные фрагменты (эпитопы), при этом их количество и аф-
финность связывания с HLA и ТКР неодинаковы, что ведет к разной иммунной реак-
тивности [24; 25]. Изучение взаимосвязи генетического варианта HLA и мутационного 
ландшафта опухолей позволяет предположить влияние аллельного типа HLA на им-
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муноредактирование опухоли, в связи с чем определение генетических вариантов HLA 
I класса рассматривается как важный инструмент для оценки иммуногенности опухо-
ли и прогнозирования эффективности иммунотерапии [26; 27].

Кроме того, при анализе локусов HLA класса I (A/B/C) у пациентов с саркомами 
мягких тканей выявлена связь определенных аллелей с ОВ и ВБП. Наличие аллелей 
HLA-A02, B18 и C*07 у пациентов с саркомами мягких тканей ассоциировано со сни-
жением ОВ и ВБП. Аллели HLA-A*02, B40 и C03 также связаны со снижением ОВ у па-
циентов с меланомой и снижением ВБП у пациентов с саркомой мягких тканей [28]. 
Таким образом, вариабельность молекул HLA, благодаря их центральной роли в им-
мунном ответе, может служить прогностическим и предиктивным маркером при им-
мунотерапии опухолей.

Недавние результаты метаанализов показали, что уровень экспрессии HLA, а также 
его генетический полиморфизм и гетерозиготность имеют важное значение для выжи-
ваемости пациентов и эффективности иммунотерапии. Так, результаты метаанализа 
продемонстрировали значимость отдельных аллелей. Обнаружение HLA-A*03 было 
связано с худшей выживаемостью при терапии ингибиторами контрольных точек 
(immune checkpoint inhibitors, ICI): значение ОР для ОВ и ВБП составляло 1,3—1,5, од-
нако при отсутствии иммунотерапии аналогичной ассоциации не выявлено [29; 31]. 

Таким образом, продемонстрировано, что HLA может использоваться в качестве как 
прогностического, так и предиктивного биомаркера в онкоиммунологии.

3. Белок PD-1 и его лиганды (PD-L1/PD-L2)

PD-1 представляет собой трансмембранный белок, экспрессирующийся на поверх-
ности Т-лимфоцитов, В-клеток и NK-клеток, тогда как его лиганды (PD-L1 и PD-L2) 
обнаруживаются на опухолевых и иммунных клетках. Взаимодействие PD-1 со свои-
ми лигандами лежит в основе уклонения опухоли от иммунного ответа [30]. Блокада 
данного сигнального пути лежит в основе иммунотерапии, направленной на ингиби-
рование контрольных точек иммунного ответа, и позволяет увеличить общую выжи-
ваемость онкологических пациентов [31]. Так, использование ингибиторов сигнально-
го пути PD-1/PD-L1 позволило увеличить ОВ пациентов с немелкоклеточным раком 
легкого, меланомой и раком почки [32]. В настоящее время PD-1/PD-L1 используется 
также в качестве биомаркера для прогнозирования эффективности иммунотерапии. 
Высокий уровень экспрессии PD-L1 связан с повышенной чувствительностью опухоли 
к иммунотерапии ICI [33]. Например, при высокой экспрессии PD-L1 частота объек-
тивного ответа может достигать 45 %, тогда как при низкой экспрессии она составляет 
менее 15 % [34]. Однако даже при высоком уровне экспрессии PD-L1 повышенная эф-
фективность иммунотерапии наблюдается не всегда [35].

Таким образом, сигнальный путь PD-1/PD-L1 играет ключевую роль в механизмах 
уклонения опухоли от иммунного надзора. Его блокада с помощью ICI является эф-
фективной стратегией иммунотерапии, улучшающей ОВ при ряде ЗНО. Хотя уровень 
экспрессии лиганда PD-L1 служит важным прогностическим биомаркером ответа 
на терапию, его предсказательная ценность ограничена, поскольку высокая экспрессия 
не всегда гарантирует клиническую эффективность.

4. Третичные лимфоидные структуры

Третичные лимфоидные структуры (ТЛС) представляют собой лимфоидные агре-
гаты, которые обнаруживаются в микроокружении солидных опухолей в условиях 
хронического воспаления. В настоящее время ТЛС рассматриваются в качестве пер-
спективных биомаркеров в онкоиммунологии. Идентификация ТЛС отражает функ-
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циональное состояние адаптивного иммунного ответа на уровне микроокружения 
опухоли. Обнаружение данных структур в ткани опухоли, как правило, связано с бла-
гоприятным прогнозом и улучшенным ответом на иммунотерапию [36].

Однако многочисленные исследования показали, что прогностическое значение 
ТЛС в значительной степени зависит от их зрелости, плотности и пространственно-
го расположения. Степень зрелости ТЛС определяет их функциональную активность. 
Так, Т- и В-клетки, входящие в состав незрелых ТЛС, часто не способны обеспечивать 
полноценный иммунный ответ, тогда как зрелые ТЛС с герминативными центрами 
представляют собой место пролиферации и дифференцировки В-клеток, продукции 
высокоавидных антител и активации Т-клеточного ответа [37]. В крупном ретроспек-
тивном полногеномном анализе ЗНО наличие зрелых ТЛС было связано с улучшенной 
выживаемостью и ответом на иммунотерапию вне зависимости от экспрессии PD-L1 
или плотности CD8+ Т-клеток [38].

ТЛС можно использовать в качестве биомаркера ответа на иммунотерапию, осо-
бенно на фоне применения ICI [39]. Во Франции в 2022 г. было проведено много-
центровое исследование PEMBROSARC (фаза II), в ходе которого была осуществле-
на проспективная валидация ТЛС как предиктивного биомаркера [40]. У пациентов 
с ТЛС-положительными опухолями наблюдались значительно более высокие показа-
тели объективного ответа, ВБП и ОВ. Например, ВБП у таких пациентов составила 40 % 
по сравнению с 4,9 % в группе пациентов, отобранных без учета ТЛС-статуса [40].

На сегодняшний день использование ТЛС в качестве биомаркера в рутинной клини-
ческой практике связано с рядом трудностей, одна из которых — отсутствие стандарти-
зированных подходов к их оценке [41]. Тем не менее недавно были предложены первые 
унифицированные подходы. Так, окрашивание гематоксилином-эозином и обнару-
жение герминативных центров в сочетании с иммуногистохимическим выявлением 
CD20+ B-клеточных зон и CD23+ фолликулярных дендритных клеток дает возможность 
идентифицировать зрелые ТЛС в различных типах опухолей [36]. Активно разрабаты-
ваются алгоритмы глубокого обучения для автоматизированной оценки ТЛС [42; 43]. 
Однако не все ТЛС функционально эквивалентны: существуют и иммуносупрессив-
ные варианты. Например, у пациентов с гепатоцеллюлярной карциномой наблюда-
лись нарушения метаболизма, блокирующие дифференцировку В-клеток и созрева-
ние ТЛС. В данном случае обнаружение ТЛС было связано с прогрессией опухоли [44]. 
Кроме того, есть опухоли, в которых ТЛС встречаются редко. Так, лишь приблизитель-
но у 15 % пациентов с глиобластомой обнаруживаются ТЛС, часто локализованные 
вблизи мозговых оболочек или желудочков [38]. Это ограничивает использование ТЛС 
в качестве биомаркера при определенных нозологических формах ЗНО.

5. Биомаркеры системного и локального иммунного ответа

5.1. Анализ субпопуляционного состава иммунных клеток в опухоли и 
периферической крови

Результаты недавно выполненных метаанализов демонстрируют связь высокой плот-
ности TIL, особенно CD8+ клеток, с улучшением ОВ и ВБП [45]. Метаанализы по изу-
чению иммунорегуляторных клеток показали противоположные результаты. Так, об-
наружение Treg (FoxP3+) было связано с неблагоприятным прогнозом (ОР 1,45—1,92) 
и подавлением цитотоксического иммунного ответа. 

Циркулирующие иммунные клетки также обладают прогностической значимостью. 
Результаты метаанализа продемонстрировали, что повышенные уровни NK-клеток 
могут быть связаны с улучшением прогноза: значение ОР для ОВ составило 0,34 [46]. 

Для оценки противоопухолевого иммунитета традиционно используется определе-
ние количественного содержания и субпопуляционного состава клеток иммунной си-
стемы как в опухолевом микроокружении, так и в периферической крови. Присутствие 
эффекторных клеток в опухолевом очаге, их локализация и отсутствие иммуносу-
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прессорных популяций связаны с реализацией эффективного иммунного ответа [47]. 
Т-хелперы представляют собой гетерогенную группу клеток и могут как стимулиро-
вать, так и подавлять активность иммунной системы. Известно, что Th2-клетки участву-
ют в активации M2-макрофагов, способствующих росту опухоли [48]. 

Другая группа исследователей показала, что иммунологическая оценка опухоле-
вого микроокружения отражает его функциональное состояние и позволяет иденти-
фицировать подгруппы пациентов с различной чувствительностью к иммунотерапии. 
Интеграция иммунных и клинико-патологических параметров обеспечивает значимое 
улучшение прогностической точности, что подчеркивает необходимость внедрения 
иммунных биомаркеров в клиническую практику [49]. Кроме того, данные метаанали-
за подтверждают корреляцию наличия CD3+ и CD8+ Т-клеток в опухоли с улучшением 
выживаемости [50].

Изучение субпопуляционного состава периферической крови также дает важную 
информацию. Так, отношение количества нейтрофилов к лимфоцитам (NLR) служит 
прогностическим фактором при различных солидных опухолях [51]. Аналогичное зна-
чение показано для соотношения лимфоцитов и моноцитов [52; 53]. Субпопуляционный 
состав лимфоцитов у онкологических пациентов отличается от такового у здоровых лиц. 
В масштабной оценке иммунных статусов 558 пациентов (3040 измерений), проведен-
ной в НМИЦ онкологии им. Н. Н. Петрова, лишь в 0,1 % наблюдений показатели были 
в пределах нормы: в 51,7 % отмечалось снижение относительного количества лимфо-
цитов, часто наблюдалось уменьшение содержания CD3+, CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов, 
увеличение количества CD4+CD8+ клеток и доли Treg [54]. Важной практической зада-
чей остается определение границ значимости изменений этих параметров.

Таким образом, анализ клеточного состава иммунной системы в опухоли и перифе-
рической крови позволяет оценить локальный и системный противоопухолевый ответ 
и в комбинации с другими методами формирует комплексную картину, необходимую 
для прогнозирования эффективности терапии.

5.2. Цитокиновый профиль и растворимые факторы

Цитокиновый профиль опухолевого микроокружения имеет большое значение 
в регуляции взаимодействия опухолевых клеток с компонентами иммунной систе-
мы, оказывая влияние на развитие опухоли, метастазирование и эффективность тера-
пии [55]. Оценка специфического противоопухолевого иммунного ответа предполагает 
определение поляризации иммунного микроокружения в направлении противоопу-
холевого фенотипа, что связано с определенным профилем секреции цитокинов. IL-2 
выполняет двойственную функцию: с одной стороны, он активирует пролиферацию 
Т-лимфоцитов и NK-клеток, усиливая противоопухолевый иммунитет; с другой — 
в высоких концентрациях IL-2 может способствовать прогрессии опухоли [55]. 

IL-6 участвует в активации сигнального пути JAK/STAT3 и пролиферации опухоле-
вых клеток, а также подавляет иммунный ответ, способствуя развитию ЗНО. IL-8 игра-
ет важную роль в ангиогенезе, инвазии и метастазировании. Повышенное содержание 
этих цитокинов связано с неблагоприятным прогнозом [55; 56]. Также показано, что 
IL-10 способствует уклонению опухоли от иммунной системы, подавляя противоопу-
холевый иммунный ответ. Однако выявлено, что в некоторых случаях данный цитокин 
может подавлять развитие сосудов, питающих опухоль и способствующих ее разви-
тию [55].

В исследованиях у пациентов с меланомой, получавших комбинацию ниволумаба 
и ипилимумаба, установлено, что высокий уровень IL-23 связан с устойчивым клини-
ческим ответом на терапию (ОР = 3,47; 95 % ДИ 1,22—9,85; р = 0,019) [57], в то время как 
высокий уровень IL-10 ассоциирован с его отсутствием (ОР = 0,27; 95 % ДИ 0,10—0,74; 
р = 0,011) [57]. Высокий исходный уровень IL-8 (≥ 23 pg/mL) коррелирует с меньшей эф-
фективностью ICI [58]. Более того, повышенное содержание IL-6 и IL-8 связано с раз-
витием нежелательных явлений [59]. Другое крупное семейство цитокинов — хемо-
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кины — способствует привлечению CD8+ Т-лимфоцитов в микроокружение опухоли. 
Повышенное содержание этих молекул связано с формированием так называемых «го-
рячих» опухолей, которые характеризуются высокой иммунной инфильтрацией и бла-
гоприятным клиническим прогнозом [60].

Таким образом, определение профиля цитокинов и других сигнальных молекул 
дает важную информацию о состоянии иммунной системы пациента с ЗНО, процес-
сах взаимодействия опухоли с микроокружением и позволяет прогнозировать ответ 
на иммунотерапию, а также оценивать ее эффективность.

6. Реакция гиперчувствительности замедленного типа

Реакция гиперчувствительности замедленного типа (ГЗТ) широко используется для 
оценки эффективности активации клеточного иммунного ответа при иммунотера-
пии, особенно вакцинотерапии. Тест заключается во внутрикожном введении неболь-
ших количеств опухолевого антигена. В ответ антиген-презентирующие клетки кожи 
секретируют цитокины, привлекающие CD4+ Т-клетки памяти, которые активиру-
ют макрофаги и цитотоксические лимфоциты. Возникающая эритема и/или уплот-
нение оцениваются через 24—72 ч. Дополнительно возможно проведение биопсии 
кожи с иммуногистохимическим окрашиванием для выявления антиген-специфичных 
Т-лимфоцитов [61].

Благодаря доступности и простоте выполнения метод накопил обширную базу кли-
нических данных. Корреляция положительной реакции ГЗТ с улучшением общей вы-
живаемости показана при вакцинотерапии глиомы [62] и рака поджелудочной железы 
[63], рака почки [64] и меланомы [65].

В исследовании Т. Л. Нехаевой и соавт. (2024) была проведена оценка прогностиче-
ского значения реакции ГЗТ у 277 пациентов с меланомой (n = 143) и саркомами мяг-
ких тканей (n = 134), получавших аутологичную дендритно-клеточную вакцину (ДКВ). 
Конверсия реакции ГЗТ (увеличение размера папулы более чем на 10 мм на фоне те-
рапии) была признана независимым прогностическим фактором. В многофакторной 
регрессионной модели Кокса наличие конверсии ГЗТ снижало риск смерти на 46 % 
(95 % ДИ 21—64 %; p = 0,02) и риск прогрессирования на 39 % (95 % ДИ 20—55 %; 
p = 0,001). Полученные данные свидетельствуют о возможности использования реак-
ции ГЗТ для оценки эффективности иммунотерапии, в частности вакцинотерапии 
ДКВ [65].

В рандомизированном исследовании с участием 42 пациентов, в котором сравнили 
иммунологическую эффективность аутологичных ДКВ и вакцин на основе опухолевых 
клеток, положительная реакция ГЗТ была связана с более длительной выживаемостью: 
медиана составила 43,4 месяца по сравнению с 20,5 месяца (95 % ДИ от 18,6 до > 60 про-
тив 9,3—32,3 месяца) и снижением риска смерти на 70 % (ОР = 0,304; p = 0,0053; 95 % ДИ 
0,131—0,702). Наиболее распространенными нежелательными явлениями были мест-
ные реакции в месте инъекции от легкой до умеренной степени тяжести и гриппопо-
добные симптомы, однако при применении аутологичных вакцин на основе опухоле-
вых клеток нежелательные явления 2-й степени тяжести возникали чаще [66].

В 2023 г. при терапии ДКВ против WT1 (Wilms Tumor 1) у пациентов с глиомой поло-
жительная реакция ГЗТ динамически коррелировала с улучшением иммунного про-
филя (снижение отношения нейтрофилов к лимфоцитам, NLR) и напрямую отражала 
состояние противоопухолевого иммунитета, что делает тест перспективным неинва-
зивным индикатором. Это подтверждает потенциал ГЗТ не только как скринингово-
го, но и как динамического биомаркера для мониторинга клеточной иммунотерапии. 
Согласно данным обзора, опубликованного в 2023 г., применение WT1-направленных 
ДКВ сопровождается индукцией WT1-специфического иммунного ответа, при этом 
положительная реакция ГЗТ у пациентов коррелирует с клинической эффективно-
стью [67]. Однако в других работах такой корреляции выявлено не было.
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Противоречивость результатов может быть связана с различиями иммуномодулиру-
ющих сигналов в микроокружении опухоли и периферических тканях. К недостаткам 
метода относятся отсутствие стандартизированной дозы антигена и порога положи-
тельного ответа, что ведет к вариабельности результатов. Кроме того, положительный 
ответ может быть неспецифическим (например, на компоненты вакцины), а у части 
пациентов без внешних проявлений ГЗТ в биоптатах наблюдается Т-клеточная ин-
фильтрация [68]. В связи с низкой специфичностью реакция ГЗТ может рассматри-
ваться лишь как метод предварительного скрининга, результаты которого требуют 
подтверждения более точными иммунологическими тестами.

С учетом разнородности рассмотренных биомаркеров — от молекулярно-генетиче-
ских (цоДНК, РTA) до клеточных (TIL, ТЛС) и гуморальных (цитокины, HLA) — нами 
была составлена сравнительная характеристика их прогностической значимости, а так-
же чувствительности/специфичности. Данные систематизированы в таблице.

Сравнительная характеристика биомаркеров эффективности  
и безопасности иммунотерапии в онкологии

Comparative analysis of biomarkers of the efficacy 
 and safety of immunotherapy in oncology

Биомаркер Тип Прогностическая 
значимость

Чувствитель-
ность / специфич-

ность

Основные 
ограниче-

ниия

Ключевые 
исследова-

ния
цоДНК Биомаркер, 

ассоциирован-
ный с опухолью 
(молекуляр-
но-генетиче-
ский)

Высокий уровень 
связан со сниже-
нием ОВ и ВБП. 
Снижение уровня 
во время терапии 
коррелирует с от-
ветом на лечение 

Высокая анали-
тическая чувстви-
тельность при 
использовании 
ПЦР и NGS

Требуются 
стандарти-
зированные 
методы 
анализа

Chen et al., 
2025 [8]; 
Schroeder et 
al., 2024 [12]; 
Forghani et 
al., 2025 [13]

РТА 
(MAGE-A4, 
NY-ESO-1, 
LAGE-1)

Биомаркер, 
ассоциирован-
ный с опухо-
лью 

Высокая экспрес-
сия связана с 
неблагоприятным 
клиническим тече-
нием заболевания 
и худшими пока-
зателями выжива-
емости

Средняя. Зависит 
от типа опухоли 
и уровня экспрес-
сии

Зависи-
мость от 
типа опу-
холи

Wang et al., 
2019 [18]; 
D’Angelo 
et al., 2024 
[22]

HLA-I Иммунологиче-
ский маркер

Отдельные алле-
ли (например, 
HLA-A*03) ассоци-
ированы с худшей 
выживаемостью 
при ICI; гетеро-
зиготность может 
повышать эффек-
тивность терапии

Умеренная Вариабель-
ность

Naranbhai et 
al., 2022 [29]; 
Correale 
et al., 2020 
[26];
Tanegashima 
et al., 2024 
[27]

PD-L1 Иммунологи-
ческий биомар-
кер 

Высокая экспрес-
сия связана с боль-
шей вероятностью 
ответа на ингиби-
торы контрольных 
точек

Ограниченная Низкая 
специфич-
ность

Zhang et al., 
2025 [33]; 
Oisakede et 
al., 2025 [34]
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Биомаркер Тип Прогностическая 
значимость

Чувствитель-
ность / специфич-

ность

Основные 
ограниче-

ниия

Ключевые 
исследова-

ния
ТЛС Иммунологи-

ческий биомар-
кер

Очень высокая. 
Наличие зрелых 
ТЛС связано с 
улучшением ОВ, 
ВБП и ответа на 
ICI

Высокая в случае 
ряда опухолей

Нет единых 
критериев 
оценки зре-
лости

Italiano et al., 
2022 [40];
Liu et al., 
2025 [38]

CD8+ TIL Иммунный 
инфильтраци-
онный маркер 
микроокруже-
ния опухоли

Высокая. Высокая 
плотность связана 
с улучшением ОВ 
и ВБП

Высокая чувстви-
тельность в случае 
выявления «горя-
чих» опухолей

Зависи-
мость от 
методики 
подсчета

Gooden 
M.J.M. et al., 
2011 [50]

NK-клетки Иммунологи-
ческий биомар-
кер 

Высокая. Высокое 
содержание связа-
но с лучшей ОВ

Умеренная Зависи-
мость от 
методики 
подсчета

Nersesian 
et al., 2021 
[46]

IL-6 Цитокиновый 
биомаркер 

Средняя. Повы-
шенный уровень 
связан с про-
грессированием 
опухоли и токсич-
ностью ICI

Умеренная Высокая из-
менчивость

Wang et al., 
2021 [56]

IL-8 Цитокиновый 
биомаркер 

Средняя. Высокий 
уровень связан с 
низкой эффек-
тивностью ICI и 
неблагоприятным 
прогнозом

Высокая Высокая из-
менчивость

Wang et al., 
2021 [56]

IL-10 Цитокиновый 
биомаркер 

Средняя. Низкий 
уровень ассоции-
рован с лучшим 
ответом на имму-
нотерапию

Умеренная Высокая из-
менчивость

Wang et al., 
2021 [56];
Chen et al., 
2025

IL-23 Цитокиновый 
биомаркер 

Средняя. Высокий 
уровень ассоции-
рован с устойчи-
вым клиническим 
ответом на имму-
нотерапию

Умеренная Высокая из-
менчивость

Wang et al., 
2021 [56]

ГЗТ Функциональ-
ный иммуноло-
гический тест 

Низкая. Положи-
тельная реакция 
связана с уве-
личением ОВ и 
снижением риска 
прогрессирования 

Высокая чувстви-
тельность, но 
низкая специфич-
ность

Низкая 
специфич-
ность

Nekhaeva et 
al., 2024 [65];
Ogasawara
et al., 2024 
[67]

7. Современные методы обнаружения биомаркеров

Выявление биомаркеров эффективности и безопасности иммунотерапии может 
быть затруднено из-за их низкой концентрации в анализируемых образцах. В насто-
ящее время для обнаружения биомаркеров ЗНО используются методы проточной 

Окончание табл.
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цитофлюориметрии (включая внутриклеточное окрашивание), ИФА и его модифика-
ция ELISPOT (enzyme-linked immunospot), количественная ПЦР, FISH, а также мульти-
плексные иммунологические методы.

При использовании FISH флуоресцентно-меченый зонд гибридизуется с ДНК 
для обнаружения изменений числа копий гена (например, амплификации гена HER2) 
или слияния генов в опухолевых клетках. Выделяют также многоцветный FISH (спек-
тральное кариотипирование), позволяющий идентифицировать одновременно все 
хромосомы за счет уникального окрашивания каждой из них. Данный метод характе-
ризуется высокой чувствительностью и позволяет выявлять хромосомные аномалии. 
Многоцветный FISH может быть использован для обнаружения биомаркеров, диагно-
стирующих и прогнозирующих эффективность лечения, особенно при гематологиче-
ских злокачественных новообразованиях, саркомах, карциномах и опухолях головного 
мозга [69].

Особое место в онкоиммунологии занимает ELISPOT — высокочувствительный ме-
тод обнаружения и подсчета клеток, секретирующих индивидуальные белки in vitro. 
Метод предназначен для идентификации и определения количества клеток, секрети-
рующих цитокины. Высокая разрешающая способность ELISPOT позволяет оцени-
вать антиген-стимулированную продукцию цитокинов, что крайне важно для оценки 
специфического противоопухолевого иммунного ответа [70]. К преимуществам метода 
ELISPOT относятся определение продукции цитокинов на уровне каждой отдельной 
клетки, что дает возможность вычислять частоту цитокин-продуцирующих клеток; бо-
лее высокая чувствительность по сравнению с ИФА (ELISPOT способен выявлять одну 
цитокин-продуцирующую клетку среди 300 000 клеток популяции); возможность ис-
следования живых клеток, а не биологических жидкостей (в отличие от ИФА); объек-
тивный и быстрый анализ количества цитокин-продуцирующих клеток (пятен, spots) 
и относительного количества цитокина на одну клетку (размера пятна). Таким обра-
зом, метод дает как качественную (тип иммунного белка), так и количественную (число 
отвечающих клеток) информацию [71; 72].

Благодаря уникально высокой чувствительности ELISPOT-анализа идентификация 
малочисленных клеточных популяций (например, при антиген-специфических отве-
тах), которая ранее была недоступна, стала относительно простой задачей. Высокая 
чувствительность во многом обусловлена тем, что детектируемый продукт в момент 
анализа находится на поверхности секретирующей клетки (будучи связан с ее рецеп-
торами) до того, как он растворится в супернатанте или деградирует [72]. Это делает 
ELISPOT значительно более чувствительным, чем ИФА, и полезным для мониторинга 
антиген-специфических ответов в различных областях иммунологии: исследования 
рака, трансплантация органов, инфекционные и аутоиммунные заболевания, раз-
работка вакцин [73]. На сегодняшний день существует модификация данного мето-
да, FluoroSpot, дающая возможность одновременно выявлять несколько цитокинов, 
что позволяет более детально проанализировать функциональность иммунной систе-
мы [74].

В онкологии ELISPOT применяется для определения эффективности антиген-спец-
ифического лечения (по выработке интерферона-гамма, интерлейкинов, гранзима В, 
перфорина и других цитокинов иммунокомпетентными клетками), а также для под-
бора дозы, длительности и сроков введения препарата у больных, получающих клеточ-
ную иммунотерапию, химиотерапию или комбинированное лечение. 

Помимо ELISPOT в настоящее время разрабатываются новые методы машинного 
обучения, позволяющие диагностировать онкологические заболевания. Так, подход 
TARGETS на основе искусственного интеллекта позволяет диагностировать и прогно-
зировать реакцию на конкретные лекарственные препараты [75]. Кроме того, прово-
дятся испытания биосенсоров для повышения чувствительности и специфичности 
обнаружения биомаркеров. Биосенсоры представляют собой устройства, регистриру-
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ющие биомаркер с помощью химического процесса, который преобразуется датчиком 
в электрический сигнал с последующей обработкой и усилением. Разрабатываемые 
биосенсоры могут быть использованы для выявления таких биомаркеров ЗНО, как 
циркулирующая опухолевая ДНК, РНК, микроРНК (например, miR-141 в сыворотке 
крови больных раком предстательной железы) [76], метилирование ДНК в цоДНК [77], 
белки, циркулирующие опухолевые клетки в биологических жидкостях [78]. Недавно 
был описан новый биосенсор на основе флуоресцентного резонансного переноса энер-
гии (FRET), позволяющий выявлять РНК теломеразы в опухолевых клетках молочной 
железы [79]. Данный подход дает возможность выявлять опухолевые клетки и осущест-
влять раннюю диагностику онкологических заболеваний. Для обнаружения биомар-
керов ЗНО также разрабатываются микрофлюидные чипы [80], например существу-
ют микрофлюидные чипы для выявления белков, ассоциированных с раком полости 
рта [81].

Заключение

Представленные в обзоре данные свидетельствуют о том, что современная онкоим-
мунология располагает широким спектром потенциальных биомаркеров, ассоцииро-
ванных с эффективностью и безопасностью иммунотерапии. Генетические особенности 
системы HLA, цоДНК, экспрессия РТА, сигнальный путь PD1/PD-L1, ТЛС, клеточный 
состав опухолевого микроокружения и субпопуляционный состав периферической 
крови, цитокиновый профиль и реакция ГЗТ — каждый из этих подходов отражает 
отдельные грани сложного взаимодействия опухоли и иммунной системы.

Критическое сравнение прогностической силы различных биомаркеров показыва-
ет их существенную неоднородность. Наиболее высокую предсказательную ценность 
демонстрируют третичные лимфоидные структуры (ТЛС) и динамические показате-
ли циркулирующей опухолевой ДНК (цоДНК), в то время как рутинно используемый 
PD-L1 характеризуется ограниченной специфичностью и внутриопухолевой гетеро-
генностью. Цитокиновые маркеры (IL-6, IL-8) отражают текущий воспалительный 
статус, но страдают от высокой изменчивости, а HLA-генотипирование, хотя и ста-
бильно, обладает умеренной прогностической силой, ограниченной определенными 
аллелями.

Ни один из рассмотренных маркеров на сегодняшний день не обладает достаточ-
ной предсказательной силой для рутинного клинического использования в качестве 
единственного прогностического критерия. Основными ограничениями являются гете-
рогенность опухолей, вариабельность иммунного статуса пациентов и отсутствие стан-
дартизации методологии. Перспективным направлением представляется интеграция 
данных, полученных разными методами — особенно комбинация ТЛС (исходная стра-
тификация) и цоДНК (динамический мониторинг), — с применением алгоритмов ма-
шинного обучения для построения комплексных прогностических моделей для каждо-
го пациента.

Особую важность решение этой проблемы приобретает в контексте развития кле-
точной иммунотерапии (ДКВ, CAR-T, TCR-T, TIL), где контроль качества клеточного 
продукта, его персистенции и функциональной активности требует разработки спец-
ифических динамических биомаркеров. Дальнейшие проспективные исследования, 
направленные на валидацию комбинированных панелей биомаркеров, в сочетании 
с интеграцией HLA-генотипирования, цитокинового профиля и ГЗТ-тестов с ИИ-
моделями, позволят перейти к истинно персонализированному управлению иммуно-
терапией, максимизируя эффективность и пользу для пациентов с солидными опухо-
лями при одновременном снижении ее токсичности.
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МОДУЛИРОВАНИЕ ВОСПАЛИТЕЛЬНОЙ РЕАКЦИИ  
В ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ МОДЕЛЯХ 
 У МЫШЕЙ РАЗЛИЧНЫХ ЛИНИЙ  
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ СИНТЕТИЧЕСКИХ ЛИГАНДОВ TLR9
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Резюме: Внеклеточная ДНК животных и человека обладает 
иммуномодулирующими свойствами и в основе механизма ее 
действия может лежать связывание с рецепторами распозна-
вания образов, например TLR9. В результате активации этих 
рецепторов инициируется воспаление и увеличивается про-
дукция провоспалительных цитокинов. Представляется акту-
альным изучение влияния активации TLR9-рецептора специ-
фическим агонистом ODN 1826 на изменение уровней вкДНК 
и продукцию TNF-α в ответ на экзогенный провоспалитель-
ный стимул у мышей C57BL/6 и Balb/c, оппозитных линий — 
в ответ на развитие воспаления и продукцию TNF-α — в ответ 
на экзогенный провоспалительный стимул.

Установлено, что введение агониста рецептора TLR9 — оли-
гонуклеотида ODN 1826 — увеличивает у мышей показатели 
интенсивности воспаления при введении LPS, характеризу-
ющиеся повышением концентрации TNFα и вкДНК в крови 
и уменьшением содержания вкДНК, ковалентно связанной с 
белками на поверхности клеток. На раннем этапе развития 
воспаления реакция мышей Balb/c на LPS качественно не от-
личалась от аналогичной реакции у мышей линии C57BL/6. 
Результаты дают основание предполагать, что способные ак-
тивировать TLR9 препараты могут оказаться эффективными 
фармакологическими средствами при лечении иммунопато-
логических процессов, при которых требуется коррекция Th1/
Th2-баланса.

Ключевые слова: внеклеточная ДНК, TLR9, олигонуклеоти-
ды, воспаление, TNF-α, LPS
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Abstract: Cell-free DNA (cfDNA) from animals and humans pos-
sesses immunomodulatory properties, and the underlying me
chanism of its action may involve binding to pattern recognition 
receptors such as TLR9. Activation of these receptors initiates in-
flammation and increases the production of proinflammatory cy-
tokines. It is therefore relevant to study the effect of TLR9 receptor 
activation by the specific agonist ODN 1826 on changes in blood 
cfDNA levels and TNF-α production in response to an exogenous 
proinflammatory stimulus in C57BL/6 and Balb/c mice — strains 
known to differ in their response to the development of inflam-
mation.

It was found that administration of the TLR9 receptor agonist 
ODN 1826 increased inflammation intensity in LPS-treated mice, 
as characterized by increased TNF-α and cfDNA concentrations in 
the blood and a decrease in the content of cfDNA covalently bound 
to proteins on the cell surface. At the early stage of inflammation 
development, the response of Balb/c mice to LPS was not qualita-
tively different from that of C57BL/6 mice. 

These results suggest that agents capable of activating TLR9 may 
prove to be effective pharmacological tools for the treatment of im-
munopathological processes requiring correction of the Th1/Th2 
balance.
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TNF-α, LPS
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Введение

Вклад в развитие и поддержание иммунного воспаления, патологической аутоим-
мунной реакции могут вносить общебиологические процессы (апоптоз, нетоз), эпиге-
нетическая регуляция [1—3]. На сегодняшний день существует достаточное количество 
исследований, которые свидетельствуют об изменениях содержания внеклеточной ДНК 
(вкДНК) в крови при определенных патологических процессах, а также об использова-
нии этого показателя в качестве диагностического критерия при некоторых заболева-
ниях [1; 4—7]. Кроме того, в некоторых работах [8; 9] предполагается, что вкД НК живот-
ных и человека обладает иммуномодулирующими свойствами и в основе механизма ее 
действия может лежать связывание с рецепторами распознавания образов, например 
TLR9 [1]. Белки TLR9 входят в обширное семейство толл-подобных рецепторов (toll-like 
receptors), естественными лигандами которых являются определенные консервативные 
участки в молекулах патогенных бактерий и вирусов, объединяемых под названием па-
тоген-ассоциированных молекулярных фрагментов [10]. Благодаря способности распоз-
навать такие фрагменты белки этого семейства играют важную роль в создании первой 
линии защиты от инфекционных агентов, обеспечивая инициацию реакций врожден-
ного иммунитета и развитие неспецифического воспаления при попадании в организм 
инфекционных агентов. Параллельно с этим TLR-белки способны активировать меха-
низмы последующего специфического иммунного ответа на конкретные патогены, уча-
ствуя тем самым в регуляции направления и интенсивности иммунных реакций [10; 11].

TLR9 экспрессируются главным образом в клетках иммунной системы, таких как 
B-клетки, дендритные клетки и моноциты / макрофаги, и активируются в ответ на 
ДНК, содержащую неметилированные CpG-мотивы, которые характерны для бак-
териальной ДНК, участвуя в регуляции реакций врожденного противоинфекцион-
ного иммунитета [11—13]. При определенных условиях TLR9 могут распознавать и 
ауто-ДНК, в результате чего происходит активации этих рецепторов, инициируется 
воспаление и увеличивается продукция провоспалительных цитокинов [14]. Благодаря 
этому TLR9-белки могут принимать участие в развитии аутоиммунных реакций. Было 
обнаружено, что нокаут гена TLR9 у мышей с иммунокомплексным люпус-подобным 
нефритом приводит к значительному усилению проявлений болезни, в то время как 
гиперэкспрессия этого гена в В-клетках заметно тормозит развитие нефрита [15].

Исходя из представленных данных, представлялось актуальным изучить влияние 
активации TLR9 специфическим агонистом ODN 1826 на изменения уровней вкДНК 
в крови мышей и продукцию TNF-α в ответ на экзогенный провоспалительный стимул, 
а также выяснить возможность модуляции экспрессии гена TLR9 в клетках иммунной 
системы синтетическими лигандами этого рецептора, в том числе вкДНК крови, уро-
вень которой существенно возрастает в ранней фазе воспалительного ответа. 

Следует иметь в виду, что иммунная система контролирует развитие и интенсивность 
воспалительных реакций, так что сдвиг баланса хелперов в сторону Th1-лимфоцитов, 
продуцирующих провоспалительные цитокины, является постоянным элементом ре-
акций организма на индуцирующие воспаление внешние воздействия [16].

В связи с этим естественно ожидать, что во многих случаях изменение уровня вкДНК 
в крови может быть значимо связано с величиной Th1/Th2-соотношения в организме, 
что во многом определяет патогенез воспалительных процессов при различных забо-
леваниях. 

Материалы и методы

Объекты исследования

В качестве экспериментальных животных были выбраны линии мышей C57BL/6 
и Balb/c, оппозитных, как известно из данных литературы [17], в отношении ответа 
на развитие воспаления. В опыты были включены здоровые половозрелые 6—8-недель-
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ные мыши, содержавшиеся в виварии в условиях, соответствующих требованиям экс-
перимента. Животные получали гранулированный комбикорм, сбалансированный по 
потребностям в белках, жирах, углеводах, витаминах, минеральных веществах и ми-
кроэлементах в рациональных дозах (ГОСТ Р 50258-92). Все эксперименты проводили 
в стандартных условиях содержания животных, соблюдения температурного режима, 
освещенности. В работе использовали самок мышей линий C57BL/6 и Balb/c (виварий, 
г. Томск). Экспериментальные исследования выполнены в полном соответствии с тре-
бованиями Международной конвенции по гуманному обращению с подопытными 
животными (Европейской Конвенции о защите позвоночных животных, используе-
мых для экспериментов или в иных научных целях (г. Страсбург, 1986) и Директивой 
№ 2010/63/ЕС Европейского парламента и совета ЕС о защите животных, использую-
щихся для научных целей (г. Страсбург, 2010). Исследование на экспериментальных 
животных одобрено локальным этическим комитетом НИИФКИ (протокол № 92 
от 10.11.2015). 

Мыши каждой из исследуемых линий были разделены на четыре группы (по 6 жи-
вотных):

1-я — интактные мыши;
2-я — животные с воспалительной реакцией, вызванной введением LPS (контроль);
3-я — мыши, которым помимо LPS был введен специфический лиганд TLR9 — ODN 

1826, содержащий в своей структуре два CpG-динуклеотида;
4-я — мыши, которым помимо LPS был введен другой лиганд TLR9 — ODN 1982, где 

CpG-динуклеотиды отсутствуют. 
Всем животным экспериментальных групп (группы 2—4) однократно внутрибрюш-

инно вводили LPS E. coli штамма 111:B4 (Sigma, США) в дозе 1 мкг/ мышь. Животным, 
входящим в группу 1, вводился соответствующий объем PBS. Мышам в группах 3 и 4 
двукратно до инъекции липополисахарида (LPS) подкожно 2 раза с интервалом в два 
дня вводили ODN 1826 или в качестве контроля ODN 1982 в дозе 25 мкг/мышь. Через 
4 ч после введения LPS мышей забивали, забирали у них кровь для последующих ис-
следований. 

Методы исследования

Выделение и количественное определение вкДНК проводили согласно методике 
[18]. Кровь собирали в пробирки, содержащие 3 × PBS (PBS — 10 мМ фосфатный буфер 
рH 7,4, 0,15 М NaCl) и 15 mМ ЭДТА в качестве антикоагулянта. Плазму отделяли цен-
трифугированием при 400 g в течение 20 мин. К осажденным клеткам добавляли девя-
тикратный объем PBS с 5 mM ЭДТА, супернатант отделяли центрифугированием при 
400 g в течение 20 мин. Для определения вкДНК, связанной с клеточной поверхностью, 
клетки инкубировали 5 мин с 0,25%-ным раствором трипсина, реакцию останавливали 
добавлением ингибитора трипсина из соевых бобов (Sigma, США) и центрифугиро-
ванием отделяли супернатант, содержащий вкДНК. Выделение ДНК из полученных 
фракций проводили на колонках компании «БиоСилика» (Новосибирск) согласно при-
лагаемой инструкции. Определение ДНК осуществляли с помощью флюоресцентного 
красителя PicoGreen (Invitrogen, США). ДНК рассчитывалась по калибровочной кри-
вой, построенной для известных концентраций стандартной двухцепочечной λ ДНК. 

Количество TNFα в сыворотке крови мышей определяли иммуноферментным мето-
дом с помощью набора Mouse TNF-alpha Quantikine ELISA kit (R&D Systems, Inc, США). 

Определение количества мРНК гена TLR9 осуществлялось методом ПЦР в режиме 
«реального времени» на приборе CFX96 Thermal Cycler (Bio-Rad, США).

Статистическая обработка

Результаты в таблицах и на рисунках приведены в виде средних величин. 
Достоверность выявленных различий и величину связей между измеренными па-
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раметрами оценивали методом непараметрической статистики с использованием 
U-критерия Манна — Уитни. Различия между группами считались статистически зна-
чимыми при достигнутом уровне p < 0,05.

Результаты и обсуждения

Оценка влияния синтетических лигандов TLR9 на развитие воспалительной 
реакции у мышей линий C57BL/6 и Balb/c

В задачу исследования входила оценка уровня вкДНК и продукции TNFα у интакт-
ных и LPS-стимулированных экспериментальных животных и изучение влияние оли-
гонуклеотида ODN 1826 (агониста TLR9) на уровень вкДНК и синтез TNFα у мышей 
линий C57BL/6 и Balb/c.

В ранее проведенных исследованиях [19—21] нами было обнаружено, что концен-
трация вкДНК в плазме крови существенно увеличивается при ответе на небольшую 
дозу LPS и, следовательно, этот параметр может служить одним из показателей ин-
тенсивности воспалительных процессов в организме. Такой хорошо согласующийся 
с имеющимися литературными данными вывод был сделан нами на основании резуль-
татов экспериментов, проведенных на других линиях мышей. Результаты настояще-
го исследования на мышах C57BL/6 и Balb/c свидетельствуют, что повышение уровней 
вкДНК в плазме крови на ранней стадии развития воспалительных реакций наблюда-
ется у животных этих линий (графа 1 в таблицах 1 и 2). Этот показатель хорошо корре-
лировал с повышением уровня TNF-a в ответ на воспалительный стимул как у мышей 
C57BL/6 (р = 0,51, р < 0,05), так и у Balb/c (р = 0,44, р < 0,05).

Таблица 1

Влияние лигандов рецептора TLR9 на показатели LPS-стимулированного  
воспалительного ответа у мышей линии C57BL/6

Table 1

The effect of TLR9 receptor ligands on LPS-stimulated inflammatory response in C57BL/6 mice

Группа
Внеклеточная ДНК, 

нг/мл
Соотношение «вкДНК, 

связанная с поверхностью 
клеток / суммарная вкДНК»

N/L TNF-a, 
пг/мл

1 2 3
1. Интактные мыши 25 255 3302 0,9 0,17 12,49
2. + LPS 249 86* 1412 0,83 0,46** 174,4**
3. + ODN 1826 + LPS 852 137 1367 0,64 0,33 476,1##

4. + ODN 1982 + LPS 436 151 827# 0,6# 0,42 217,7

Примечание. Обозначения фракций вкДНК в столбце «Внеклеточная ДНК»: 1 — плазма; 2 — 
буфер; 3 — вкДНК, связанная с поверхностью клеток; N/L — соотношение «нейтрофилы / лим-
фоциты» в крови.

Достоверное отличие от группы 1 (контроль): * — р < 0,05; ** — р < 0,01.
Достоверное отличие от группы 2 (+LPS): # — р < 0,05; ## — р < 0,01.

Note: Designations of cfDNA fractions in the “Cell-Free DNA” column: 1 — plasma; 2 — buffer; 3 — 
cell-surface-bound cfDNA; N/L — neutrophil / lymphocyte ratio in the blood. 

Significant difference from group 1 (control): * — p < 0.05; ** — p < 0.01. 
Significant difference from group 2 (+LPS): # — p < 0.05; ## — p < 0.01.
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Другим значимым следствием развития в организме животных воспалительной ре-
акции можно считать снижение количества вкДНК, ковалентно связанной с белками 
на поверхности клеток крови, и, соответственно, уменьшение соотношения «вкД НК, 
связанная с поверхностью клеток / суммарная вкДНК», что видно из результатов, 
представленных в таблицах 1, 2. При этом у линии Balb/c эти изменения достоверны 
(табл. 2).

Таблица 2

Влияние лигандов рецептора TLR9 на показатели LPS-стимулированного 
воспалительного ответа у мышей линии Balb/c

Table 2

The effect of TLR9 receptor ligands on LPS-stimulated inflammatory response  
in Balb/c mice

Группа
Внеклеточная ДНК,

нг/мл
Соотношение «вкДНК, 

связанная с поверхностью 
клеток / суммарная вкДНК»

N/L TNF-a,
 пг/мл

1 2 3
1. Интактные мыши 39 140 4807 0,96 0,6 21,9
2. + LPS 491** 142 2501* 0,8** 0,29 690,3**
3. + ODN 1826 + LPS 1601## 421# 3119 0,61## 0,16# 1458,1
4. + ODN 1982 + LPS 767 126 1532 0,63# 0,35 352,5

Примечание. Обозначения фракций вкДНК в столбце «Внеклеточная ДНК»: 1 — плазма; 2 — 
буфер; 3 — вкДНК, связанная с поверхностью клеток; N/L — соотношение «нейтрофилы / лим-
фоциты» в крови.

Достоверное отличие от группы 1 (контроль): * — р < 0,05; ** — р < 0,01.
Достоверное отличие от группы 2 (+ LPS): # — р < 0,05; ## — р < 0,01.

Note: Designations of cfDNA fractions in the “Cell-Free DNA” column: 1 — plasma; 2 — buffer; 3 — 
cell-surface-bound cfDNA; N/L — neutrophil/lymphocyte ratio in the blood. 

Significant difference from group 1 (control): * — p < 0.05; ** — p < 0.01. 
Significant difference from group 2 (+ LPS): # — p < 0.05; ## — p < 0.01.

В данной работе было исследовано влияние на вышеуказанные параметры двух 
лигандов TLR9: олигонуклеотида ODN 1826, содержащего в своей структуре два CpG-
динуклеотида, что должно обеспечивать выраженную активацию TLR9, и олигону-
клеотида ODN 1982, в котором CpG-динуклеотиды отсутствуют. Оба использованных 
препарата представляли собой фосфотиоатные производные соответствующих олиго-
нуклеотидов, что обеспечивает их устойчивость к разрушению эндогенными нуклеаза-
ми [22]. 

Из приведенных в таблицах 1, 2 данных видно, что ODN 1826 — агонист TLR9 — 
существенно увеличивает интенсивность воспалительного ответа на LPS, оцениваемую 
с помощью исследованных нами параметров (уровни TNF-a и вкДНК в плазме, уро-
вень связанной с поверхностью клеток вкДНК и отношение связанной с поверхностью 
клеток вкДНК к суммарной вкДНК). Это согласуется с имеющимися литературными 
данными и может быть истолковано, как способность активированного TLR9 влиять 
на Th1/Th2-соотношение, сдвигая этот баланс в провоспалительную сторону. Из работ 
других авторов известно, что агонисты этого рецептора могут стимулировать продук-
цию IL-12 дендритными клетками [23] и подавлять Th2-зависимые иммунные реакции 
при аллергии [24] и аутоиммунных процессах [10; 25]. 

Не содержащий CpG олигонуклеотид (ODN 1982) не воздействовал на показатели 
воспалительной реакции, такие как уровень TNF-a и количество вкДНК в плазме у мы-
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шей обеих линий. Однако фракция вкДНК, связанной с поверхностью клеток, значи-
тельно снижена, что приводит к изменению индекса, то есть соотношения этой фрак-
ции к общему количеству вкДНК, что может косвенно свидетельствовать о том, что 
не только фрагменты ДНК, богатые неметилированными CpG-динуклеотидами, могут 
быть лигандами TLR9. При этом нельзя исключать и другие потенциальные механиз-
мы активации или блокировки данного рецептора, что, конечно, требует дополнитель-
ных исследований.

Выявленные нами изменения параметров воспалительного ответа у мышей исследо-
ванных линий не позволяют охарактеризовать мышей Balb/c как генетически предрас-
положенных к иному варианту ответа на воспалительные стимулы, нежели наблюдае-
мый у мышей линии C57BL/6. Следует отметить, что у мышей Balb/c, даже у интактных 
животных, уровни TNF-α и вкДНК в плазме почти в два раза выше, чем у мышей 
C57BL/6 (табл. 1, 2), тогда как на фоне воспалительной реакции и под действием ODN 
1826 эти показатели в группах 2 и 3 у линии Balb/c выше в 3—4 раза, чем у C57BL/6. 
Можно предположить, что различия ответа на активацию TLR9 проявляются в силе 
реакции, а не в разнонаправленности эффектов. В обеих линиях наблюдается значи-
тельное снижение содержания вкДНК, ковалентно связанной с белками на поверхно-
сти клеток, и, соответственно, уменьшение соотношения «вкДНК, связанная с поверх-
ностью клеток / суммарная вкДНК», что видно из результатов соотношения «трипсин / 
суммарная вкДНК» (табл. 1, 2).

В качественном отношении выявленные изменения оцениваемых параметров сход-
ны у обеих линий мышей, то есть различия ответа на активацию TLR9 проявляются не 
в разнонаправленности действия, как предполагалось изначально, а в выраженности 
реакции.

Этот вывод формально противоречит известной оппозитности указанных линий 
в отношении иммунного ответа на Т-зависимые антигены (у Balb/c выше Th2- зависи-
мый гуморальный ответ, в то время как у C57BL/6 выше Th1-зависимая реакция ГЗТ) 
и результатам недавней работы группы китайских авторов [17]. В их исследовании 
было установлено, что при развитии воспалительного процесса концентрация вкДНК 
в плазме крови мышей Balb/c, измеряемая в течение нескольких дней после зараже-
ния животных, заметно ниже, чем у C57BL/6 при аналогичных условиях эксперимента. 
В нашей работе такое отличие не наблюдалось и даже интенсивность ответа на LPS 
у Balb/c была несколько выше, чем у C57BL/6. Однако на деле между полученными 
нами и литературными данными нет реального противоречия, поскольку, во-первых, 
в цитируемой работе речь идет о тяжелом септическом процессе с гибелью почти всех 
экспериментальных животных, в то время как в ранее выполненных нами эксперимен-
тах вызванное LPS-воспаление имело умеренную интенсивность с возвращением всех 
показателей к исходному уровню через 24 ч после введения липополисахарида [20]. Во-
вторых, и это главное, как было показано в исследовании китайских авторов, в первые 
сутки после заражения постепенное увеличение концентрации вкДНК в крови про-
исходит совершенно одинаково у обеих исследованных линий мышей [17], что полно-
стью совпадает с результатами нашей работы.

Следует предполагать, что величина и направление конкретных изменений в орга-
низме этих животных при дальнейшем развитии воспаления обусловлены совокуп-
ным действием многих регуляторных факторов, одним из которых может быть сте-
пень экспрессии TLR9 у мышей различных линий и его активации при различных 
воздействиях. 

Результаты проведенных экспериментов и данные литературы дают основание пред-
полагать, что способные активировать TLR9 препараты бактериальной ДНК и синтети-
ческие лиганды этого рецептора (со свойствами как его агонистов, так и антагонистов) 
могут оказаться эффективными фармакологическими средствами при лечении им-
мунопатологических процессов, при которых требуется коррекция Th1/Th2-баланса. 
Выяснение их терапевтических возможностей представляется актуальной задачей 
дальнейших исследований.



96 of 138Современные направления в биомедицине 2026

Оценка экспрессии гена TLR9 у мышей различных линий  
при воздействии синтетических лигандов этого рецептора

После изучения эффектов синтетических лигандов TLR9 на развитие воспаления 
в экспериментальной модели и выяснения того факта, что уровни вкДНК и TNFa в кро-
ви мышей — как C57BL/6 (Th1), так и Balb/c (Th2) — существенно зависят от воздействия 
на TLR9, было исследовано влияние этих лигандов на экспрессию гена TLR9 (количе-
ство мРНК TLR9) и сделана попытка выявить взаимосвязь этого процесса с уровнем 
вкДНК при разных типах иммунологического ответа Th1 и Th2 у мышей линии C57BL/6 
и Balb/c.

Данные, полученные в экспериментах, в которых изучалось возможное влияние ли-
гандов TLR9 на экспрессию гена TLR9 в спленоцитах мышей двух оппозитных линий, 
представлены в таблице 3.

Таблица 3

Изменения уровней мРНК гена TLR9 в спленоцитах мышей линий Balb/c 
 и C57BL/6 под влиянием LPS и лигандов данного рецептора

Table 3

Changes in TLR9 mRNA levels in splenocytes of Balb/c and C57BL/6 mice under  
the influence of LPS and ligands of this receptor

Группа
Уровень мРНК, усл. ед.

Balb/c C57BL/6
1. Контроль (n = 6) 0,96 ± 0,12 1,30 ± 0,26
2. + LPS (n = 6) 1,21 ± 0,09 (26 %↑) 1,69 ± 0,27 (30 %↑)
3. + ODN 1826 + LPS (n = 6) 1,29 ± 0,07 (34 %↑) 1,23 ± 0,19 (5 %↓)
4. + ODN 1982 + LPS (n = 5) 2,35 ± 0,54 (≥ 2 раза) 1,49 ± 0,28 (15 %↑) 

Примечание: %↑↓ — относительно контрольных групп соответствующих линий мышей.

Note: %↑↓ — relative to the control groups of the corresponding mouse strains.

Отличия между исследованными группами, которые представлены в таблице 3, 
не позволяют считать, что использованные нами искусственные лиганды могут суще-
ственно влиять на транскрипцию мРНК TLR9 в иммунокомпетентных клетках (спле-
ноцитах), так как изменения недостоверны. То же можно сказать и о соответствующем 
влиянии вкДНК на этот параметр (по крайней мере в ранней фазе воспалительного 
ответа на введение LPS, когда уровень вкДНК в крови существенно возрастает). 

Следовательно, наблюдаемые эффекты лигандов TLR9 на развитие воспалительной 
реакции нельзя объяснить изменениями количества мРНК этого рецептора, а, види-
мо, можно связать с активацией уже существующих TLR9. Этот факт, разумеется, не 
исключает возможности влияния лигандов данного рецептора (в том числе и вкДНК 
крови) на его экспрессию в более поздние периоды после их воздействия. Однако про-
верка такого предположения требует проведения специальных экспериментов.

Заключение

В экспериментах на мышах линий Balb/c и C57BL/6 продемонстрирована возмож-
ность модулирования воспалительной реакции в ответ на LPS с использованием 
синтетических лигандов рецептора TLR9. Введение агониста TLR9 — ODN 1826 — 
увеличивало у мышей показатели интенсивности воспаления при введении LPS, харак-
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теризующиеся повышением концентрации TNFα и вкДНК в крови животных и умень-
шением содержания вкДНК, ковалентно связанной с белками на поверхности клеток. 
Не содержащий CpG олигонуклеотид ODN 1982 в меньшей степени воздействовал на 
показатели воспалительной реакции. На раннем этапе развития воспаления реакция 
мышей Balb/c на LPS качественно не отличалась от аналогичной реакции у мышей ли-
нии C57BL/6. Результаты проведенных экспериментов и данные литературы дают ос-
нование предполагать, что способные активировать TLR9 препараты бактериальной 
ДНК и синтетические лиганды этого рецептора (со свойствами как его агонистов, так 
и антагонистов) могут оказаться эффективными фармакологическими средствами при 
лечении иммунопатологических процессов, при которых требуется коррекция Th1/
Th2-баланса. Исследование их терапевтических возможностей представляется актуаль-
ным и перспективным направлением.

В то же время обнаружено, что лиганды TLR9 (как синтетические лиганды, так и 
вкД НК плазмы крови, уровень которой существенно возрастает после стимуляции 
острой воспалительной реакции у этих животных) не приводят к достоверным изме-
нениям экспрессии гена TLR9 в спленоцитах мышей, по крайней мере в ранней фазе 
воспалительного ответа на введение LPS. Однако не исключается возможность влияния 
лигандов данного рецептора (в том числе и вкДНК крови) на экспрессию гена TLR9 
в более поздние периоды после их воздействия. 
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СОВРЕМЕННЫЕ НАПРАВЛЕНИЯ В БИОМЕДИЦИНЕ
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Оригинальная исследовательская статья

ВЛИЯНИЕ ХЕЛИДОНОВОЙ КИСЛОТЫ ПРИРОДНОГО 
ПРОИСХОЖДЕНИЯ НА МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНОЕ 
СОСТОЯНИЕ ВНУТРЕННИХ ОРГАНОВ В ЭКСПЕРИМЕНТЕ

А. В. Горохова, Т. Ф. Насибов, А. Ю. Рыжкова,  
А. В. Лешенкова, Е. Д. Порохова, А. Н. Дзюман,  
Е. Ю. Авдеева, М. В. Белоусов, И. А. Хлусов*

Сибирский государственный медицинский университет, 
634050, Томск, Россия

* Автор-корреспондент: khlusov63@mail.ru

Резюме: Впервые проведена комплексная in vivo оценка вли-
яния длительного (45 суток) ежедневного внутрижелудочного 
введения мышам линии Balb/c водного раствора хелидоновой 
кислоты (ChA) — малой молекулы природного происхожде-
ния — на морфофункциональное состояние ключевых систем, 
участвующих в метаболизме и экскреции ксенобиотиков (же-
лудок, печень, почки), а также иммунокомпетентного органа 
(селезенка). Результаты демонстрируют отсутствие патологи-
ческих изменений в тканях при использовании вещества в кон-
центрации 10 мг/кг в 0,2 мл растворителя (дистиллированная 
вода). При этом, как установлено ранее, ChA и ее кальциевая 
соль в указанной дозе обладают специфической (остеогенной) 
активностью в отношении мезенхимных стромальных / ство-
ловых клеток как in vitro, так и in vivo. Полученные данные 
свидетельствуют об отсутствии общетоксического действия на 
изученные органы низкой концентрации вещества при перо-
ральном назначении линейным мышам. Это открывает пер-
спективы дальнейших испытаний для регистрации активной 
фармацевтической субстанции отечественного происхожде-
ния, имеющей существенное значение для развития арсенала 
регенеративной биомедицины, в первую очередь в отношении 
биоинженерии костной ткани. 

Ключевые слова: соссюрея спорная, хелидоновая кислота, пе-
роральное введение, желудок, печень, почки, селезенка, мор-
фометрический анализ
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ACID ON THE MORPHOFUNCTIONAL STATUS  
OF INTERNAL ORGANS: AN EXPERIMENTAL STUDY 
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Abstract: For the first time, a comprehensive in vivo evaluation of 
the effects of long-term (45 days) daily intragastric administration of 
water solution of naturally occurring small molecules of chelidonic 
acid (ChA) to Balb/c mice was conducted. The study was focused 
on the morphofunctional state of several key organs involved in 
xenobiotic metabolism and excretion, including the stomach, liver, 
kidneys, as well as an immunocompetent organ (spleen). The 
obtained results demonstrate the absence of pathological changes 
in these organs when the substance was administered orally at a 
concentration of 10 mg/ kg in 0.2 ml of solvent (distilled water) for 
45 days. Moreover, as previously established, ChA and its calcium 
salt at the indicated dose exhibit specific (osteogenic) activity 
against mesenchymal stromal/stem cells both in vitro and in vivo. 
These findings indicate an absence of general toxicity to studied 
organs of a low concentration of ChA in lineage mice, suggesting 
that it may be a promising candidate for future clinical use. 
This opens up promising opportunities for further research and 
development of an active pharmaceutical substance that is entirely 
domestic in origin. This is of great importance for the advancement 
of the field of regenerative biomedicine, primarily in the area of 
bone tissue engineering.

Keywords: Saussurea controversa, chelidonic acid, oral admi
nistration, stomach, liver, kidneys, spleen, morphometric analysis
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Введение

Малые молекулы (ММ) — это органические соединения с низкой молекулярной 
массой, меньше 1000 Да, к которым относятся некоторые метаболиты, лекарственные 
препараты, моносахариды, вторичные мессенджеры и ксенобиотики [1]. Их примене-
ние в биомедицине и фармакологии обусловлено рядом преимуществ, определяющих 
перспективность использования: (1) благодаря низкой молекулярной массе ММ эф-
фективно преодолевают клеточные мембраны, что обеспечивает их взаимодействие 
не только с внеклеточными, но и с внутриклеточными мишенями, включая регуляцию 
сигнальных путей [2—5]; (2) высокая диффузионная способность ММ способствует их 
накоплению в тканях с ограниченной васкуляризацией, что расширяет терапевтиче-
ские возможности [4; 5]; (3) большинство ММ не требует сложных схем приема, а глав-
ный способ применения — пероральный [4; 5]; (4) быстрая абсорбция и предсказуемая 
фармакокинетика позволяют легче дозировать содержащие ММ препараты и гибко 
корректировать режимы терапии [4; 5]. Кроме того, синтез ММ в лабораторных усло-
виях или их выделение из природных источников требуют меньших затрат по срав-
нению с макромолекулярными соединениями [6; 7] а их стабильность при хранении 
и транспортировке упрощает логистику [8; 9], делая ММ доступными даже для неболь-
ших исследовательских центров.

Хелидоновая кислота (ChA, молекулярная масса 184,1) — одна из ММ, весьма пер-
спективная для биомедицинских приложений вследствие широкого спектра фарма-
кологической активности [10]. Экспериментальные данные свидетельствуют о высокой 
иммуномодулирующей активности ChA на моделях воспалительных заболеваний, та-
ких как язвенный колит у мышей, где она улучшала состояние животных, снижая уров-
ни провоспалительных цитокинов IL- 6, TNF-α, а также экспрессию COX-2 и HIF-1α [11]. 
Ее противовоспалительные свойства также продемонстрированы в культуре человече-
ских кератиноцитов, где ChA нормализовала концентрации IL-1β, IL-6, IL-8 и TNF-α 
[12]. Кроме того, ChA показала противоаллергическое действие, снижая реакцию на 
аллергены, количество эозинофилов и уровни IL-1β и COX-2 у мышей с ринитом [13]. 
Эти данные согласуются с исследованиями на крысах, где она уменьшала тканевую ин-
фильтрацию эозинофилами и уровень IgE [14]. 

Другие работы указывают на анальгетический и противовоспалительный потенци-
ал ChA, сравнимый с действием ацетилсалициловой кислоты и индометацина [15], что 
было подтверждено в последующих экспериментах [16]. В неврологии ChA проявля-
ет тимолептический эффект, увеличивая экспрессию нейротрофического фактора и 
влияя на уровни серотонина, дофамина и норадреналина [17], а ее производные могут 
ингибировать образование бета-амилоида при болезни Альцгеймера [18]. ChA моду-
лирует глутаматергическую нейротрансмиссию через ингибирование глутаматдеги-
дрогеназы [19]. 

Наши предыдущие исследования расширили эти данные, демонстрируя специфи-
ческую активность ChA и ее производного хелидоната кальция (ChACa) при стиму-
лировании остеогенной дифференцировки и созревания мезенхимных стромальных / 
стволовых клеток (МСК), а также процессов минерализации in vitro [20] и в тесте эк-
топического остеогенеза in situ [21]. Хелидонаты также активируют гемопоэз и остео-
генез, что подтверждается анализом баз данных in silico [22; 23]. Недавно выполненное 
компьютерное моделирование показало перспективные молекулярные мишени (мета-
болические пути и таргетные гены), опосредующие остеогенный эффект ChA [23; 24]. 

Однако, несмотря на растущий интерес к терапевтическому потенциалу ChA, до-
ступных данных о безопасности применения этой малой молекулы, особенно в ус-
ловиях курсового (длительного) введения, недостаточно. Это создает проблемы 
в продвижении на фармацевтический рынок потенциальных лекарственных форм, 
разрабатываемых на основе Ch A. Вещество является слабой кислотой, но при хрони-
ческом применении может оказывать негативные побочные эффекты. В этом плане 
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органы пищеварения и выделения представляют наибольший интерес, поскольку при 
пероральном введении первыми контактируют с ксенобиотиком и участвуют в его 
элиминации из организма.

Цель исследования 

Изучить влияние природной формы хелидоновой кислоты, выделенной из расте-
ния соссюрея спорная, при курсовом пероральном введении на морфологическое со-
стояние желудка, печени, селезенки и почек мышей.

Материалы и методы

Содержание животных

Дизайн эксперимента одобрен комиссией IACUC Центральной научно-исследо-
вательской лабораторией СибГМУ (Заключение № 1 от 03.04.2023), признан соответ-
ствующим базовым биоэтическим требованиям. Все процедуры с участием лаборатор-
ных животных проводились в соответствии с Директивой Европейского парламента 
2010/63/ ЕС о защите животных, используемых в научных целях. Исследование прово-
дилось на базе вивария Центра доклинических исследований (ЦДИ) центральной на-
учно-исследовательской лаборатории (ЦНИЛ) СибГМУ на 30 самцах мышей линии 
Balb/c в возрасте 12 недель, массой 20—25 г, после 7-дневного карантина в амбиентных 
условиях. Животных содержали в специальных промаркированных клетках, по пять 
особей, при температуре воздуха 20—26 °С и относительной влажности воздуха 40—
70 %, в условиях искусственного освещения и принудительной вентиляции, на под-
стилке из предварительно простерилизованной сухой древесной стружки. Для корм-
ления животных использовали промышленный сертифицированный корм Биопро 
(ДельтаФидс, Россия) с установленным сроком годности. Питьевую воду животные 
получали в неограниченном количестве. Критерием невключения в эксперимент 
служили признаки нездоровья животных, установленные ветеринарным врачом при 
внешнем осмотре (вялость, отсутствие аппетита, выпадение шерсти, зуд и покраснение 
кожи и слизистых оболочек).

Тестируемая субстанция

ChA получали из экстрактов растения Saussurea controversa DC (семейство Asteraceae), 
как описано ранее [20]. Видовая принадлежность образца установлена сотрудником ка-
федры ботаники Томского государственного университета М. Н. Шуруповой (гербарный 
образец № TK-004605). Природная ChA получена в виде бесцветных кристаллов, структу-
ра соединения доказана методом рентгеноструктурного анализа (дифрактометр Bruker 
KAPPA APEX II с двумерным детектором (излучение MoKα с графитовым монохромато-
ром, ω-φ-сканирование). На хроматограммах, полученных с помощью высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии (хроматограф Shimadzu LC-20AD, колонка PerfectSil 
Target ODS-3), присутствует один пик, соответствующий Ch A. Отсутствие остаточных 
органических растворителей, используемых в процессе получения ChA, доказано мето-
дом газожидкостной хроматографии (газовый хроматограф «Хромос ГХ-1000). Вещество 
в кристаллической форме хранили в амбиентных условиях и растворяли водой непо-
средственно перед внутрижелудочным зондовым введением лабораторным животным.

Дизайн эксперимента

Животные были распределены случайным образом на три группы, по 10 самцов 
в каждой. Контрольная группа (Cont) состояла из интактных животных, не получавших 
каких-либо вмешательств или введений. Вторая группа (ContW) служила контролем 
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процедуры введения и получала однократное внутрижелудочное введение дистилли-
рованной воды посредством желудочного зонда. Основная экспериментальная группа 
(ExpChA) подвергалась внутрижелудочному введению водного раствора ChA в дози-
ровке 10 мг/кг массы лабораторных животных в 0,2 мл растворителя (воды). В данной 
концентрации ChA проявляет специфическую остеогенную активность в отношении 
МСК [20], в том числе при длительном (35 суток) пероральном введении вещества [21]. 
В связи с этим первичная оценка безопасности курсового назначения ChA представля-
ла несомненный интерес. Процедура введения тестируемых жидкостей двум группам 
(ContW и ExpChA) выполнялась один раз в сутки на протяжении всего периода назна-
чений (45 дней). 

По окончании указанного срока животных выводили из эксперимента методом кон-
тролируемой асфиксии углекислым газом. Сразу после эвтаназии у всех подопытных 
особей были извлечены внутренние органы для последующего гистологического ана-
лиза. В перечень отобранных образцов для гистологического наблюдения вошли желу-
док, печень, селезенка и почки.

Гистологическое и морфометрическое исследование

Гистологическое исследование внутренних органов мышей осуществляли на базе 
кафедры морфологии и общей патологии СибГМУ (Томск). Извлеченные из каждого 
животного целевые органы фиксировали в 10%-ном забуференном растворе формали-
на (pH 7,4, Biovitrum, Санкт-Петербург, Россия) на протяжении минимум 24 ч. Затем 
из фиксированного материала вырезали стандартные фрагменты тканей, которые по-
следовательно промывали в проточной воде в течение 24 ч и дегидратировали в шести 
сменах раствора IsoPrep на основе изопропанола (Biovitrum, Санкт-Петербург, Россия) 
согласно протоколу производителя. Обезвоженные образцы заключали в парафино-
вую среду HISTOMIX (Biovitrum, Санкт-Петербург, Россия). С использованием полуав-
томатического микротома МЗП 01 (Техном, Москва, Россия) получали серийные срезы 
толщиной 5 мкм, которые монтировали на предметные стекла.

Для оценки влияния ChA на морфологическое состояние целевых органов приме-
няли рутинное окрашивание гематоксилином Джилла (Biovitrum, Санкт-Петербург, 
Россия) и водным раствором эозина (Biovitrum, Санкт-Петербург, Россия), а также ги-
стохимический метод окрашивания по Эйнарсону [25]. Окраска по Эйнарсону направ-
лена на выявление нуклеиновых кислот и позволяет оценить синтетическую активность 
клеток по распределению красителя в ядре и цитоплазме. Все этапы приготовления 
гистологических препаратов проводили в унифицированных условиях, что обеспечи-
вает сопоставимость результатов и позволяет интерпретировать выявленные морфо-
функциональные различия как отражение истинных структурных изменений в тканях.

Изучение гистологических препаратов внутренних органов проводили с использо-
ванием светового микроскопа Axioscope 40 (Zeiss, Hilden, Germany). Цифровые микро-
фотографии получали в строго стандартизированных условиях освещения, применяя 
фотоаппарат Canon PowerShot G5 X (разрешение 14,1 Мп; Canon Inc., Китай) и специ-
ализированное программное обеспечение AxioVision 4.8.2 (Zeiss, Hilden, Germany) для 
захвата и первичной обработки изображений.

На основе полученных микрофотографий выполняли оценку общей гистоархитек-
тоники, а также проводили анализ специфических морфологических признаков, ха-
рактерных для каждого исследуемого органа.

При исследовании желудка оценивали целостность слизистой оболочки и функци-
ональное состояние покровного эпителия, глубину желудочных ямок, морфологию 
и плотность расположения желез, наличие, степень выраженности и клеточный состав 
воспалительного инфильтрата в собственной пластинке слизистой оболочки и подсли-
зистой основе.
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При исследовании печени анализировали сохранность дольковой структуры, оце-
нивали состояние гепатоцитов, включая признаки жировой дистрофии и некроза. 
Изучали состояние ядер, включая количество двуядерных клеток, а также состояние 
портальных трактов и синусоидов.

При исследовании селезенки определяли соотношение белой и красной пульпы 
и их структурные особенности. В белой пульпе оценивали состояние лимфоидных 
фолликулов, в том числе наличие и активность герминативных центров, а также струк-
туру периартериолярных лимфоидных муфт и маргинальной зоны. В красной пульпе 
анализировали степень кровенаполнения синусов. 

Для паренхимы почек визуальная оценка включала состояние клубочкового аппара-
та — целостность капсулы и клеточность почечных телец, а также морфологию прок-
симальных и дистальных канальцев (наличие дистрофических изменений эпителио-
цитов, признаков некроза или цилиндров в просветах). Дополнительно описывалось 
состояние интерстициальной стромы, в частности наличие отека или очагов воспали-
тельной инфильтрации.

Морфометрический анализ выполняли с использованием программных комплексов 
AxioVision 4.8.2 (Zeiss, Hilden, Germany) и ImageJ (версия 1.38, Национальный институт 
здоровья, Бетезда, США; http://www.rsb.info.nih.gov/ij), руководствуясь принципами 
компьютерной морфометрии цифровых изображений, изложенными в методической 
литературе [26] и позволяющими получить количественные характеристики изуча-
емых объектов. Для количественной оценки определяли ряд параметров: для почек 
измеряли относительные площади коркового и мозгового вещества, а также количе-
ство и площадь почечных телец; для печени подсчитывали процентное соотношение 
двуядерных гепатоцитов к общему числу клеток; для селезенки определяли соотноше
ние белой и красной пульпы и число лимфоидных фолликулов в белой пульпе (на пло-
щадь поперечного среза ~ 20 мм2).

Статистическая обработка данных

Статистический анализ данных проводился с помощью языка программирова-
ния R (версия 4.4.0) в среде RStudio (версия 2023.12.0 + 369). Количественные призна-
ки проверялись на соответствие закону нормального распределения с помощью те-
ста Шапиро — Уилка с поправкой Ройстона для больших выборок (Royston AS R94, 
3 ≤ n ≤ 5000) [27].

Описание количественных нормально распределенных признаков приводится 
в виде выборочного среднего и выборочного стандартного отклонения (X ± SD), количе-
ственных признаков, не соответствующих нормальному распределению, в виде медиа-
ны и первого и третьего квартилей (Me (Q1; Q3)). 

Для множественного сравнения количественных нормально распределенных при-
знаков применялся однофакторный дисперсионный анализ Уэлча (Welch’s ANOVA). 
Выбор данного критерия основывался на следующих факторах: (а) Welch’s ANOVA 
не требует равенства дисперсий сравниваемых групп и, как следствие [28; 29], 
(б) не требует проведения предварительного теста на равенство дисперсий (критерием 
Бартлетта, Bartlett’s test), что приводит к уменьшению возникновения ошибки первого 
рода; (в) мощность Welch’s ANOVA сопоставима с обыкновенным односторонним од-
нофакторным дисперсионным анализом (ANOVA) при равных дисперсиях и выше при 
существовании отличий между ними (дисперсиями) [29—32]. В качестве апостериор-
ного теста использовался критерий Геймса — Хоувела (Games — Howell post-hoc test), 
обладающий достаточной мощностью и необходимым уровнем контроля возникнове-
ния ошибки первого рода [33]. 

Для ранговых и количественных, не согласующихся с нормальным законом, не-
зависимых данных множественное сравнение проводились при помощи критерия 
Ван дер Вардена (Van der Waerden test). Выбор теста Ван дер Вардена основывается 
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на том, что он обеспечивает высокую мощность (на уровне ANOVA, при которой вы-
полняются предположения о нормальности) [34] и вместе с тем обладает достаточной 
надежностью [35; 36]. В качестве апостериорного теста использовался критерий Стил — 
Дваса (Steel — Dwass post-hoc test), обладающий необходимой мощностью и достаточ-
ным уровнем контроля возникновения ошибки первого рода [37; 38].

Результаты и обсуждение

Общее состояние животных 

Общее состояние животных во всех группах (Cont, ContW, ExpChA) на протяже-
нии всего 45-суточного эксперимента оставалось удовлетворительным, без видимых 
отклонений от нормы. У всех мышей сохранялись активность, аппетит и нормаль-
ное потребление воды, а их масса тела соответствовала возрастной норме для линии 
Balb/c. Внешний осмотр животных ветеринаром ЦДИ ЦНИЛ СибГМУ не выявил та-
ких визуальных признаков нездоровья, как вялость, выпадение шерсти, зуд или по-
краснение кожных покровов. Не наблюдалось изменений в поведенческих реакциях, 
не было зафиксировано случаев гибели животных, что указывает на хорошую пере-
носимость процедуры ежедневного внутрижелудочного введения как растворителя 
(воды), так и изучаемого вещества. Таким образом, хроническое введение ChA в ис-
пользованной дозировке не оказало негативного влияния на общее состояние подо-
пытных мышей.

Морфофункциональное состояние желудка

При гистологическом исследовании стенка желудка во всех группах сохраняла нор-
мальное строение (рис. 1). В контрольных группах (Cont, ContW) слизистая оболочка не 
имела повреждений, имела типичный рельеф из складок, полей и ямок. Желудочные 
ямки имели правильную конфигурацию и равномерную глубину, в железах фундаль-
ного отдела отсутствовали признаки острого или хронического воспаления (рис. 1, а, б). 
Слизистая оболочка желудка выстлана однослойным призматическим эпителием 
с выраженной клеточной полярностью.

а                                                       б                                                   в
 

Рис. 1. Участок желудка мышей в группах Cont (а), ContW (б) и ExpChA (в). 
Окрашивание гематоксилином и эозином. Увеличение × 100

Fig. 1. Stomach section of mice in the Cont (а), ContW (б), and ExpChA (в) groups. 
Hematoxylin and eosin staining. Magnification × 100

В группе животных, получавших ChA (ExpChA), патологических изменений в же-
лудке также не обнаружено (рис. 1, в). Слизистая оболочка оставалась интактной, без 
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эрозий или изъязвлений. Подслизистая основа и мышечные слои не имели признаков 
отека, фиброза или дистрофии. Железистый аппарат сохранял характерные плотность 
и морфологию. В собственной пластинке слизистой отмечалась умеренная диффузная 
полиморфноядерная клеточная инфильтрация без формирования очаговых лимфоид-
ных скоплений. Таким образом, гистологическая картина соответствовала сохранной 
архитектонике желудочной стенки; обусловленные реакцией стресс или раздражаю-
щим действием кислоты эрозивно-язвенные или выраженные воспалительные процес-
сы отсутствовали.

Морфофункциональное состояние печени

Морфологическая оценка печени не выявила патологических отклонений ни в од-
ной из исследованных групп. У интактных животных (Cont) и мышей, получавших воду 
(ContW), орган имел обычные макроскопические характеристики: стандартные разме-
ры, красно-коричневый цвет, гладкую капсулу без видимых очагов некроза или кро-
воизлияний. При микроскопии после стандартного окрашивания гематоксилином и 
эозином паренхима печени была представлена классическими печеночными дольками 
с сохранной гистоархитектоникой (рис. 2, а, б). Гепатоциты имели центрально распо-
ложенные ядра без признаков кариопикноза или кариорексиса, их цитоплазма была 
гомогенной, без вакуолизации (рис. 2, а, б). Соединительнотканные прослойки по ходу 
портальных трактов оставались тонкими, без морфологических признаков развития 
токсического фиброза печени (рис. 2, а, б). 

а                                                       б                                                   в
 

Рис. 2. Участок печени мышей в группах Cont (а), ContW (б) и ExpChA (в). 
Окрашивание гематоксилином и эозином. Увеличение × 200

Fig. 2. Liver section of mice in the Cont (а), ContW (б), and ExpChA (в) groups. 
Hematoxylin and eosin staining. Magnification × 200

Аналогичная картина наблюдалась в группе, получавшей ChA (ExpChA) (рис. 2, в). 
Внутрижелудочное введение ChA на протяжении 45 суток не привело к развитию 
морфологических изменений. В паренхиме печени и в портальных трактах отсутство-
вали признаки дистрофии, фокального или массивного некроза гепатоцитов, холе-
стаза или воспалительной лейкоцитарной инфильтрации (рис. 2, в). Распределение 
двуядерных гепатоцитов в дольках было равномерным и соответствовало норме для 
данного вида животных — менее 30 % [39; 40] — во всех исследуемых группах (табл. 1). 
Так, в группе интактных животных (Cont) доля двуядерных гепатоцитов составляла 
14 (12; 15) % (абсолютное число двуядерных гепатоцитов — 414 (355; 444)), в контроле 
процедуры введения (ContW) — 13 (10; 15) % (389 (299; 448)), а у мышей, получавших 
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ChA (ExpChA), — 13 (11; 17) % (420 (355; 549)) (табл. 1). При множественном сравнении 
(Van der Waerden test, p = 0,68, табл. 1) статистически значимых различий между груп-
пами не обнаружено.

Таблица 1

Результаты морфометрического анализа цифровых изображений 
гистологических срезов печени в исследуемых группах

Table 1

Results of morphometric analysis of digital images of histological sections  
of the liver in the study groups

Группа N Доля двуядерных гепатоцитов, % 
от общего числа гепатоцитов Me (Q1;Q3)

Множественное 
сравнение 

Анализ 
post-hoc

Cont 10 14 (12; 15)
p = 0,68 —ContW 10 13 (10; 15)

ExpChA 10 13 (11; 17)

Примечание: N — объем выборки (число животных в группе). У каждого животного для под-
счетов использовали 10 уникальных полей зрения на увеличении ×200.

Note: N — sample size (number of animals in the group). For each animal, 10 unique fields of view 
were used for calculations at a magnification of ×200.

Таким образом, 45-дневное пероральное назначение ChA в дозе 10 мг/кг не влияет 
на регенераторную активность паренхимы печени, оцениваемую по уровню бинукле-
ации, что позволяет сделать вывод об отсутствии токсического действия ChA на ткань 
печени в условиях проведенного эксперимента.

Морфофункциональное состояние почек

Проведенное гистологическое исследование почек показало, что структура органа 
во всех экспериментальных группах соответствовала норме (рис. 3). 

У интактных животных (Cont) и мышей контрольной группы, получавших воду 
(ContW), наблюдалась типичная архитектоника с четкой дифференциацией на корко-
вое и мозговое вещество (рис. 3, а, б, в, г). Почечные тельца были сохранны, клубочки 
имели нормальную клеточность и форму, капсула Шумлянского — Боумена не была 
утолщена или деформирована (рис. 3, б, г). Канальцевый аппарат, включая прокси-
мальные и дистальные извитые канальцы, не имел признаков дистрофии, некроза или 
атрофии. Эпителий канальцев сохранял целостность, а просветы не содержали цилин-
дров (рис. 3, а, б, в, г). Строма органа была без признаков отека, очаговой лимфоидной 
инфильтрации или фиброза.

Длительное (45-дневное) внутрижелудочное введение ChA (группа ExpChA) не вы-
звало визуальных и микроскопических патологических изменений в почечной ткани. 
Гистологическая картина была полностью сопоставима с таковой в обеих контрольных 
группах (рис. 3). Как и в контрольных группах, отсутствовали вакуолизация или гиа-
линово-капельная дистрофия эпителия канальцев, склероз или гиалиноз клубочков, 
расширение (дилатация) канальцев или интерстициальный отек, воспалительная ин-
фильтрация (рис. 3, д, е). Отсутствие вышеуказанных признаков свидетельствует о том, 
что ChA не обладает раздражающим или иммунопатологическим эффектом на почеч-
ную паренхиму при выбранном режиме введения.

Данные гистологического анализа получили подтверждение в результатах мор-
фометрического исследования. Относительная площадь коркового вещества почки 
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у животных всех групп соответствовала норме для данного вида — 60—80 % [41; 42]. 
У интактных животных (Cont) она составила 65 (61; 70)%, в контрольной группе 
(ContW) — 67 (60; 71)%, у мышей, получавших ChA (ExpChA), — 66 (62; 71)%; статисти-
чески значимых различий между группами не выявлено (Van der Waerden test, p = 0,72, 
табл. 2). Удельное количество почечных телец также не имело отличий в сравнивае-
мых группах: 9 (7; 10) шт/ мм2 в группе Cont, 8 (6; 9) шт/мм2 в ContW и 8 (6; 10) шт/мм2 
в ExpChA (Van der Waerden test, p = 0,90, табл. 2). Средняя площадь одного почечно-
го тельца составила 1855,85 ± 245,63 мкм2 у интактных животных, 1920,41 ± 198,45 мкм2 
в контроле процедуры введения и 2053,20 ± 266,77 мкм2 в опытной группе. При множе-
ственном сравнении статистически значимых различий также не обнаружено (Welch’s 
ANOVA, p = 0,28, табл. 2). Исследуемые характеристики почечных телец также соотно-
сились с нормой [43; 44].
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Рис. 3. Участок почек мышей в группах Cont (а, б), ContW (в, г) и ExpChA (д, е). 
Окрашивание гематоксилином и эозином. Увеличение × 50 (а, в, д) и ×200 (б, г, е)

Fig. 3. Kidney section of mice in the Cont (а, б), ContW (в, г), and ExpChA (д, е) groups. 
Hematoxylin and eosin staining. Magnification × 50 (а, в, д) and ×200 (б, г, е)
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Таблица 2

Результаты морфометрического анализа цифровых изображений  
гистологических срезов почек в исследуемых группах

Table 2

Results of morphometric analysis of digital images of histological sections  
of kidneys in the study groups

Группа N

Площадь коркового 
вещества, % 

от общей 
площади почки 

Me (Q1;Q3)

Удельное количество 
почечных телец, 

шт/мм2 
Me (Q1;Q3)

Средняя площадь 
одного почечного 

тельца, мкм2 

X ± SD

Cont 10 65 (61; 70) 9 (7; 10) 1855,85 ± 245,63
ContW 10 67 (60; 71) 8 (6; 9) 1920,41 ± 198,45
ExpChA 10 66 (62; 71) 8 (6; 10) 2053,20 ± 266,77
Множественное срав-
нение p = 0,72 p = 0,90 p = 0,28

Анализ post-hoc — — —

Примечание: N — объем выборки (число животных в группе). Множественное сравнение 
и анализ post-hoc для признаков «Площадь коркового вещества» и «Удельное количество по-
чечных телец» выполнены с помощью Van der Waerden test и Steel — Dwass test соответствен-
но; для признака «Средняя площадь одного почечного тельца» — с помощью Welch’s ANOVA 
и Games — Howell test.

Note: N — sample size (number of animals per group). Multiple comparisons and post-hoc anal-
ysis for the Cortex area and Specific renal corpuscle count traits were performed using the Van der 
Waerden test and Steel — Dwass test, respectively; for the Average renal corpuscle area trait — Welch’s 
ANOVA and Games — Howell test.

Таким образом, 45-суточное внутрижелудочное введение ChA в дозе 10 мг/ кг не вли-
яет на морфофункциональное состояние почек, включая соотношение коркового 
и мозгового вещества, количество и размеры почечных телец, что свидетельствует 
об отсутствии у соединения нефротоксического действия в условиях проведенного экс-
перимента.

Морфофункциональное состояние селезенки

Гистологическое исследование селезенки не выявило наличие патологических изме-
нений, а также качественных и количественных различий в структуре органа ни в одной 
из исследуемых групп (рис. 4).

У животных контрольных групп (Cont, ContW) наблюдалась типичная гистоархи-
тектоника с четким разделением на белую и красную пульпу (рис. 4, а, г). Лимфоидные 
фолликулы белой пульпы были хорошо различимы, с заметными герминативными 
центрами (рис. 4, б, в, д), свидетельствующими об активном иммунном статусе. Кроме 
того, визуализировались периартериолярные лимфоидные муфты (рис. 4, б, в, е), окру-
жающие ветви центральной артерии. Маргинальная зона не имела признаков расши-
рения или истощения (рис. 4, б, в, д, е). Красная пульпа была представлена типичны-
ми синусоидными структурами с умеренным физиологическим кровенаполнением, 
без признаков застойных явлений, экстрамедуллярного кроветворения или скопления 
сидерофагов (рис. 4, а, б, в, г, д, е).
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У мышей, получавших ChA (группа ExpChA), картина была полностью сопоставима 
с контролем (рис. 4). Не отмечено изменений в соотношении белой и красной пульпы, 
а также в структуре лимфоидных образований (рис. 4, ж, з, и). Лимфоидные фолли-
кулы сохраняли высокую клеточность (рис. 4, з, и). Признаков атрофии лимфоидной 
ткани, гиперплазии или воспалительной инфильтрации в строме органа обнаружено 
не было (рис. 4, ж). Красная пульпа также не имела отличий от контроля: синусы были 
умеренно заполнены форменными элементами крови, трабекулы не были утолщены 
(рис. 4, ж, з, и).
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Рис. 4. Участок селезенки мышей в группах Cont (а, б, в), ContW (г, д, е) 
и ExpChA (ж, з, и). Окрашивание гематоксилином и эозином (а, б, г, д, ж, з), 
и по методу Эйнарсона (в, е, и). Увеличение × 50 (а, г, ж) и × 200 (б, в, д, е, з, и). 

Fig. 4. Spleen section of mice in the Cont (а, б, в), ContW (г, д, е) 
and ExpChA (ж, з, и) groups. Staining with hematoxylin and eosin (а, б, г, д, ж, з) 

and by the Einarson method (в, е, и). Magnification × 50 (а, г, ж) and × 200 (б, в, д, е, з, и).
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Результаты морфометрического анализа подтверждают описательные данные. Пло
щадь белой пульпы у интактных животных (Cont) составила 22 (17; 23)%, в контрольной 
группе (ContW) — 20 (18; 25)%, у мышей, получавших ChA (ExpChA), — 23 (20; 25)%; 
статистически значимых различий между группами не выявлено (Van der Waerden test, 
p = 0,85, табл. 3). Соотношение площадей белой и красной пульпы также не имело суще-
ственных отличий: 3,55 (3,35; 4,88) в группе Cont, 4,00 (3,00; 4,56) в ContW и 3,35 (3,00; 4,00) 
в ExpChA (Van der Waerden test, p = 0,67, табл. 3). При этом нормальная относительная 
площадь красной пульпы и ее отношение к белой для мышей составляют 70—90 % 
и 4/1 — 2,5/1 соответственно [45—47]. Число лимфоидных фолликулов на срез остава-
лось сопоставимым во всех трех группах: для интактной группы (Cont) — 10 (9; 13), для 
животных, получавших воду (ContW), — 11 (10; 13), а ChA (ExpChA) — 10 (8; 11) (Van der 
Waerden test, p = 0,41, табл. 3).

Таблица 3

Результаты морфометрического анализа цифровых изображений гистологических 
срезов селезенки в исследуемых группах

Table 3

Results of morphometric analysis of digital images of histological sections  
of the spleen in the study groups

Группа N

Площадь белой 
пульпы, % от общей 

площади среза
Me (Q1; Q3)

Отношение 
площадей белой 

и красной пульпы 
Me (Q1; Q3)

Число 
фолликулов 
на весь срез*
Me (Q1; Q3)

Cont 10 22 (17; 23) 3,55 (3,35; 4,88) 10 (9; 13)
ContW 10 20 (18; 25) 4,00 (3,00; 4,56) 11 (10; 13)
ExpChA 10 23 (20; 25) 3,35 (3,00; 4,00) 10 (8; 11)
Множественное сравнение 
Van der Waerden test p = 0,85 p = 0,67 p = 0,41

Анализ post-hoc 
Steel — Dwass test — — —

Примечание: N — объем выборки (число животных в группе); * — площади срезов не отлича-
лись в исследуемых группах и составляли около 20 мм2.

Note: N — sample size (number of animals in a group). (*) — Section areas did not differ between 
the study groups and were approximately 20 mm2.

Таким образом, 45-суточное внутрижелудочное введение ChA в дозе 10 мг/кг не вли-
яет на морфофункциональное состояние селезенки, что свидетельствует об отсутствии 
у тестируемого вещества повреждающего влияния на иммунокомпетентный орган 
в условиях проведенного эксперимента.

Обсуждение и выводы

ChA представляет значительный интерес как ММ с широким спектром фармако-
логической активности [10], включающей противовоспалительное [12; 16], противоал-
лергическое [13; 14], нейропротекторное [17; 18] и регенеративное [20—23] действие. 
Однако, несмотря на растущее количество данных о ее эффективности, систематиче-
ские исследования безопасности, особенно при длительном пероральном применении, 
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остаются фрагментарными. В частности, практически отсутствуют сведения о влиянии 
хронического введения ChA на морфофункциональное состояние органов пищеваре-
ния и выделения, что создает пробел в оценке ее общего терапевтического потенциала.

Результаты настоящей работы впервые демонстрируют, что ежедневное внутриже-
лудочное введение ChA в концентрации 10 мг/кг в течение 45 суток не вызывает па-
тологических структурных изменений в ключевых органах-мишенях (желудок, печень, 
почки) и не нарушает гистоархитектонику селезенки у мышей линии Balb/c.

Пероральный путь введения рассматривается как наиболее предпочтительный 
для терапевтического применения ММ, что обусловлено простотой применения, хо-
рошей биодоступностью и предсказуемой фармакокинетикой [4; 5]. Вместе с тем 
желудочно-кишечный тракт (ЖКТ), будучи первым барьером на пути ксенобиотика 
и обеспечивая не только транспорт, но и расщепление, переваривание и всасывание 
нутриентов, электролитов и воды, особенно уязвим к повреждающему действию ле-
карственных средств [48]. Данная проблема наиболее актуальна для соединений с про-
тивовоспалительной и анальгетической активностью, поскольку многие нестероидные 
противовоспалительные препараты ассоциированы с развитием гастропатий, эрозий 
и язв слизистой оболочки желудка [49]. 

ChA, согласно литературным данным, обладает фармакологическим профилем, ха-
рактерным для анальгетиков и противовоспалительных средств [11; 16]. Также следует 
принимать во внимание раздражающее действие органической кислоты. Это делает 
оценку ее потенциального влияния на состояние желудка достаточно важной для опре-
деления безопасности перорального применения.

Существующие сведения о переносимости ChA со стороны ЖКТ ограничены и но-
сят фрагментарный характер. В частности, имеющиеся данные о безопасности внутри-
желудочного введения вещества получены в краткосрочных экспериментах (до 75 мин) 
и носят скорее описательный характер в рамках исследований, сфокусированных на 
синтезе и первичной фармакологической оценке производных 4(1H)-пиридинона, 
к которым относится ChA [16].

Результаты проведенного гистологического анализа свидетельствуют о том, что дли-
тельное введение ChA не вызывало раздражения или повреждения слизистой оболоч-
ки желудка, а также не приводило к развитию воспалительных процессов в слизистом, 
подслизистом или мышечном слоях (см. рис. 1, в). Общая морфологическая картина 
соответствовала норме, что согласуется с имеющимися данными об отсутствии острых 
неблагоприятных реакций со стороны желудка после введения ChA [16]. Более того, 
полученные данные коррелируют с результатами исследований, демонстрирующих 
защитную роль ChA в модели язвенного колита, индуцированного декстрансульфатом 
натрия [11]. Можно предположить, что собственные противовоспалительные свойства 
ChA могут компенсировать потенциально раздражающее воздействие при ее хрониче-
ском контакте со слизистой оболочкой ЖКТ.

Печень играет центральную роль в метаболизме ксенобиотиков, выступая в качестве 
основного органа детоксикации благодаря наличию специализированных фермента-
тивных систем [50]. Эти системы включают комплекс ксенобиотик-биотрансформиру-
ющих ферментов I фазы (окисление, восстановление, гидролиз) и II фазы (конъюга-
ция), а также транспортные белки III фазы, ответственные за выведение метаболитов 
[51; 52]. Благодаря такой многоуровневой организации печень способна как к деактива-
ции потенциально опасных соединений [50; 53], так и, в некоторых случаях, к их мета-
болической активации в более реакционноспособные формы [53; 54].

Именно поэтому оценка состояния печени является критически важным элементом 
скрининга любых новых биологически активных веществ, поскольку этот орган из-за 
своей функциональной нагрузки часто становится основной мишенью для гепатоток-
сических эффектов [55]. Существующие данные о безопасности ChA для печеночной 
паренхимы носят ограниченный, но обнадеживающий характер. Публикации свиде-
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тельствуют об отсутствии признаков острой токсичности даже при введении высоких 
доз ChA (до 2000 мг/кг) в течение 14 дней, а также о хорошей переносимости при ее 
длительном применении в более низких дозах (до 40 мг/кг) на крысиных моделях [56]. 

Результаты настоящего исследования, в котором проводилась гистологическая оцен-
ка состояния печени после 45-дневного ежедневного внутрижелудочного введения ChA 
в дозе 10 мг/кг, полностью согласуются с этими данными. Проведенный анализ не вы-
явил каких-либо патологических отклонений от нормы (см. рис. 2, табл. 1). Отсутствие 
морфологических изменений в печени в нашем эксперименте, дополняя ранее полу-
ченные сведения о переносимости, укрепляет вывод о благоприятном профиле безо-
пасности ChA и отсутствии у нее выраженного гепатотоксического потенциала в изу-
ченном режиме дозирования.

В метаболизме и элиминации ксенобиотиков наряду с печенью активное участие 
принимают почки [57]. Этот орган обладает собственным спектром специфических 
ферментов, способных к биотрансформации лекарственных веществ, а также играет 
ключевую роль в их окончательном выведении из организма [58; 59]. Высокая уязви-
мость почек к лекарственной токсичности обусловлена рядом физиологических осо-
бенностей: интенсивным кровотоком, значительным потреблением кислорода, кон-
центрирующей функцией, активными процессами биотрансформации и выраженной 
активностью мембранных транспортных систем [60; 61]. Хотя для выявления повреж-
дения почек традиционно используются биохимические маркеры в моче [62—64], ги-
стологическое исследование предоставляет наиболее полную информацию, позволяя 
непосредственно оценить структурную целостность и морфологию почечной ткани 
[62; 65]. Учитывая определенную, хотя и ограниченную водорастворимость ChA, мож-
но говорить о том, что ее выведение предположительно осуществляется почечным пу-
тем, что делает оценку состояния почек критически важной.

Проведенные в настоящей работе гистологические и морфометрические исследо-
вания показали, что 45-суточное введение ChA в дозе 10 мг/кг не приводит к развитию 
нефропатии, воспалительной инфильтрации или дистрофических изменений в почеч-
ной ткани (см. рис. 3). Количественный морфометрический анализ также не выявил 
статистически значимых отличий от контрольных групп по таким параметрам, как от-
носительная площадь коркового и мозгового вещества, количество, а также средняя 
площадь почечных телец (см. табл. 2). Эти данные согласуются с результатами пре-
дыдущих исследований, в которых не было обнаружено признаков острой и субхро-
нической токсичности ChA даже при использовании значительно более высоких доз 
(до 2000 мг/кг) [56]. Косвенным свидетельством вовлеченности почек в метаболизм ChA 
являются наши данные о возможном взаимодействии этого соединения с транспор-
тером URAT1 (human urate transporter 1) [66], преимущественно экспрессирующимся 
в почках [67] и участвующим в реабсорбции мочевой кислоты [68].

Наличие такого потенциального механизма транспорта поднимает вопрос о воз-
можном влиянии ChA на почечную функцию, которое теоретически могло быть как 
позитивным (например, за счет конкурентного ингибирования URAT1), так и нега-
тивным (риск нефропатии или изменения экскреторных процессов). Хотя настоящее 
исследование не ставило целью прямое подтверждение участия URAT1 в транспорте 
ChA, полученные морфологические данные об отсутствии повреждений свидетель-
ствуют в пользу благоприятного профиля. Более того, имеющиеся литературные дан-
ные о способности ChA снижать нефротоксичность, индуцированную цисплатином, 
за счет модуляции воспалительных цитокинов [69] позволяют предположить, что ее 
влияние на почки при длительном введении может носить нейтральный или потенци-
ально протекторный характер.

Хотя селезенка не участвует напрямую в метаболизме ксенобиотиков, наличие 
у ChA выраженных иммуномодулирующих свойств, описанных в литературе, побу-
дило нас включить оценку ее гистоархитектоники в данную работу. Проведенное ис-
следование показало, что курсовое (45 суток) внутрижелудочное введение ChA в дозе 
10 мг/кг не привело к каким-либо структурным изменениям в селезенке. Не было от-
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мечено статистически значимых отличий в соотношении белой и красной пульпы 
(см. табл. 3), а также в структурной организации лимфоидных образований (см. рис. 4). 
Лимфоидные фолликулы сохраняли клеточную плотность и архитектонику (см. рис. 4). 
В строме органа отсутствовали признаки атрофии лимфоидной ткани, гиперплазии 
или очаговой воспалительной инфильтрации, что свидетельствует об отсутствии мор-
фологически выраженного воздействия на иммунный орган при систематическом вве-
дении соединения.

Интересно, что отсутствие структурных изменений на тканевом уровне контрасти-
рует с данными, демонстрирующими четкое функциональное иммуномодулирующее 
действие ChA в других экспериментальных моделях. Так, в исследованиях на мышах 
с аллергическим ринитом применение ChA приводило к значимому снижению па-
тологической реакции на аллергены, что коррелировало с уменьшением количества 
эозинофилов и тучных клеток в слизистых оболочках [13]. В другой работе на крысах 
внутрижелудочное введение ChA вызывало снижение тканевой эозинофильной ин-
фильтрации, уменьшение количества циркулирующих эозинофилов и уровня сыворо-
точного IgE, что в конечном итоге снижало смертность после иммунизации [14]. Таким 
образом, полученные нами данные позволяют предположить, что иммуномодулирую-
щий эффект ChA, по-видимому, реализуется на уровне регуляции конкретных клеточ-
ных популяций и гуморальных факторов без явных морфологических изменений, что 
может рассматриваться как благоприятный признак селективности ее действия.

Важно отметить, что данное исследование имеет определенные ограничения. В част-
ности, работа проводилась с использованием только одной, достаточно низкой, но ак-
тивной дозировки (10 мг/кг) и на одной модели животных — самцах мышей линии 
Balb/c. Это не позволяет судить о возможных дозозависимых эффектах ChA и экстра-
полировать полученные данные на другие виды млекопитающих. Тем не менее гисто-
логические методы проведенного анализа позволили получить объективные и репре-
зентативные доклинические результаты для данной экспериментальной модели.

Заключение

В данном исследовании впервые проведена комплексная оценка влияния длитель-
ного (45 суток) внутрижелудочного введения ChA на морфофункциональное состояние 
ключевых органов, участвующих в метаболизме и экскреции ксенобиотиков (желудок, 
печень, почки), а также иммунокомпетентного органа (селезенка). Полученные резуль-
таты демонстрируют отсутствие патологических структурных изменений во всех ис-
следуемых органах при использовании вещества в концентрации 10 мг/кг. При этом 
ChA и ее кальциевая соль в указанной дозе обладают специфической (остеогенной) 
активностью в отношении мезенхимных стромальных / стволовых клеток как in vitro, 
так и in vivo [20; 21].

Полученные данные свидетельствуют об отсутствии общетоксического действия низ-
кой концентрации вещества на линейных мышах, что открывает хорошие перспективы 
для дальнейших испытаний для регистрации активной фармацевтической субстанции 
полностью отечественного происхождения, имеющей существенное значение для раз-
вития арсенала регенеративной биомедицины, в первую очередь для биоинженерии 
костной ткани.
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Оригинальная исследовательская статья

ТАКСОНОМИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ ОРАЛЬНЫХ 
МИКРОБИОМОВ У ПАЦИЕНТОВ С ВОСПАЛИТЕЛЬНЫМИ 
ЗАБОЛЕВАНИЯМИ ПАРОДОНТА И ИХ ВЗАИМОСВЯЗЬ  
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Резюме: Обоснование роли пародонтопатогенных микроорга-
низмов при воспалительных заболеваниях пародонта и запу-
скаемого ими иммунного ответа в 1патогенезе может открыть 
новые возможности для диагностики, профилактики и лече-
ния данной патологии.

Цель — анализ взаимосвязей между таксономическими осо-
бенностями микробиома содержимого десневой борозды / па-
родонтального кармана и иммунологическими показателями 
у пациентов с гингивитом и хроническим генерализованным 
пародонтитом (ХГП) различной степени тяжести.

Материалы и методы. Проводили секвенирование гена 16S 
рРНК в соответствии с протоколом Illumina для определения 
видового состава микробиома содержимого десневой бороз-
ды и пародонтального кармана 84 пациентов. В отобранных 
образцах методом иммуноферментного анализа определяли 
концентрацию про- и противовоспалительных цитокинов. 
В периферической крови обследованных лиц оценивали со-
держание иммуноглобулинов A, M и G и фагоцитарной актив-
ности нейтрофилов. Статистическая обработка данных и их 
корреляционный анализ проводились с помощью программ-
ного пакета Statistica 10. 

Результаты и обсуждение. Установлено, что у пациентов 
с воспалительными заболеваниями пародонта в ротовой жид-
кости повышались уровни ИЛ-2, ФНОα и ИЛ-4, а также sIgA 
на фоне статистически значимого снижения уровней ИЛ-6 
и ИЛ-10. В периферической крови у пациентов с ХГП отмеча-
лись дисиммуноглобулинемия и снижение фагоцитарной ак-
тивности лейкоцитов. Выявлены значимая «положительная» 
корреляция между наличием в оральном микробиоме пред-
ставителей вида V. dispar и повышением уровней ФНОα, ИЛ-2, 
ИЛ-4 и sIgA (τ = 0,27…0,36, p < 0,05), а также «отрицательная» 
корреляция встречаемости ассоциации F. nucleatum, T. forsythia 
и F. alocis с рядом иммунологических показателей — ФНОα, 
ИЛ-2, ИЛ-4, sIgA, IgA, IgМ, IgG (τ = – 0,57… – 0,86, p < 0,01). 

Заключение. Присутствие в оральном микробиоме у па-
циентов с хроническим генерализованным пародонтитом 
P. gingivalis, F. nucleatum, F. alocis и V. dispar приводит к угнете-
нию клеточного и гуморального звеньев иммунитета и явля-
ется потенциальным биомаркером тяжелого прогрессиру-
ющего течения заболевания, что необходимо учитывать при 
проведении комплексной терапии.
Ключевые слова: гингивит, пародонтит, микробиом, 
Porphyromonas gingivalis, Filifactor alocis, Veillonella dispar, иммун-
ный статус, цитокины
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Abstract: Elucidating the role of periodontopathogenic microor
ganisms in inflammatory periodontal diseases and the immune 
response they trigger in the pathogenesis may open up new op
portunities for the diagnosis, prevention, and treatment of this pa
thology.

The aim is to analyze the relationships between the taxonomic fea
tures of the microbiome of the gingival sulcus/periodontal pocket 
contents and immunological indicators in patients with gingivitis 
and chronic generalized periodontitis (CGP) of varying severity.

Materials and methods. The 16S rRNA gene was sequenced ac
cording to the Illumina protocol to determine the species compo
sition of the microbiome in the gingival sulcus and periodontal 
pocket of 84 patients. The concentration of pro- and anti-inflam
matory cytokines was determined in the selected samples using 
enzyme-linked immunosorbent assay. The peripheral blood of the 
patients was evaluated for the content of immunoglobulins A, M, 
and G and the phagocytic activity of neutrophils. Statistical data 
processing and correlation analysis were performed using the Sta
tistica 10 software package.

Results and discussion. It was found that patients with inflam
matory periodontal diseases had increased levels of IL-2, TNFα, 
and IL-4 in their oral fluid, as well as sIgA, while there was a sta
tistically significant decrease in the levels of IL-6 and IL-10. In the 
peripheral blood of patients with CGP, there was a decrease in 
the phagocytic activity of leukocytes and dysgammaglobuline-
mia. A significant “positive” correlation was found between the 
presence of representatives of the V. dispar species in the oral 
microbiome and increased levels of TNFα, IL-2, IL-4, and sIgA 
(τ = 0.27...0.36, p < 0.05), as well as a negative correlation between 
the occurrence of F. nucleatum, T. forsythia, and F. alocis with a 
number of immunological parameters — TNFα, IL-2, IL-4, sIgA, 
IgA, IgM, IgG (τ = – 0.57... – 0.86, p < 0.01).

Conclusion. The presence of P. gingivalis, F. nucleatum, F. alocis, 
and V. dispar in the oral microbiome of patients with chronic ge
neralized periodontitis contributes to the suppression of cellular 
and humoral immunity and is a potential biomarker of severe and 
progressive disease, which should be taken into account during 
comprehensive therapy.

Keywords: gingivitis, periodontitis, microbiome, Porphyromonas 
gingivalis, Filifactor alocis, Veillonella dispar, immune status, cy-
tokines
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Введение

Воспалительные заболевания пародонта (ВЗП) (гингивит, пародонтит) относятся 
к одним из наиболее распространенных заболеваний челюстно-лицевой области, ко-
торые по мере прогрессирования способствуют повышению подвижности и потере 
зубов, что негативно сказывается на качестве жизни пациентов [1; 2]. В основе реци-
дивирования и генерализации данной патологии лежит хронический вялотекущий 
и плохо поддающийся купированию инфекционно-воспалительный процесс в тканях 
пародонта. При этом ключевая роль в этиологии и патогенезе указанных заболеваний 
принадлежит пародонтопатогенным микроорганизмам и их взаимодействию с гумо-
ральными и клеточными факторами иммунитета организма хозяина [3—5]. 

Микробиота / микробиом полости рта человека включает более 700 видов различных 
микроорганизмов, формирующих на поверхности зубов симбиотическую биоплен-
ку [6—8]. Возникающие в результате действия различных неблагоприятных факторов 
(нарушение гигиены полости рта, неправильные пищевые привычки, стрессовые воз-
действия и др.) дисбиотические сдвиги в оральной микробиоте, сопровождающиеся 
увеличением пула пародонтопатогенов, способствуют развитию и прогрессированию 
воспалительных заболеваний пародонта с переходом гингивита в хронический генера-
лизованный пародонтит [2]. 

Наиболее этиологически значимые при пародонтите микроорганизмы относятся 
к видам Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter ractinomycetecomitans и Tannerella forsythia, 
а также Treponema denticola, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Streptococcus 
intermedius, Campylobacter rectus, Peptostreptococcus micros, к роду Spirochetes и др. Все паро-
донтопатогены делятся на два порядка: I — включает P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans 
и T. forsythia, которые способствуют быстрому прогрессированию заболевания, по-
скольку их факторы патогенности / вирулентности причастны к деструкции тканей 
и внутриклеточному паразитированию возбудителей [9]; II — формируют T. denticola, 
F. nucleatum, P. intermedia, S. intermedius и др., которые играют существенную, но менее 
важную роль в развитии воспалительной патологии пародонта. Однако представители 
II порядка способны образовывать ассоциации с другими пародонтопатогенами, что 
в дальнейшем может приводить к воспалению. В такие ассоциации могут вовлекаться 
P. gingivalis и T. forsythia, что может инициировать воспалительный процесс в поддесне-
вой области, а консорциумы P. intermedia с другими пародонтопатогенами связывают 
с прогрессированием заболевания [10; 11]. 

Кроме того, в развитие ВЗП помимо комплекса дисбиотических сдвигов в структуре 
оральной микробиоты существенный вклад вносят патологические изменения иммун-
ного статуса [12—14], коррелирующие с тяжестью течения гингивита и пародонтита 
[15]. Стимулируемые поддесневым налетом иммунные клетки обширно инфильтриру-
ют соединительную ткань десны и секретируют множество цитокинов, которые играют 
ключевую роль в дополнительном привлечении иммунокомпетентных клеток, моду-
ляции активности остеокластов и контроле патогенных микроорганизмов [16]. Такие 
провоспалительные цитокины, как IL-1β и хемокин CXCL-6, оказывают выраженное ре-
гуляторное влияние на ответ иммунных клеток и воспалительный процесс, связанный 
с деструкцией и резорбцией твердых тканей пародонта [7; 17]. Следует подчеркнуть 
вовлеченность в патогенез ВЗП различных звеньев адаптивного иммунитета. Так, при 
экспериментальном моделировании пародонтита у крыс наблюдалось снижение пока-
зателей клеточного (общие Т-лимфоциты, Т-хелперы) и гуморального (В-лимфоциты) 
иммунитета [18]. 

Необходимо отметить, что пародонтопатогенные микроорганизмы вызывают вос-
паление и деструкцию в тканях пародонта напрямую, дезинтегрируя соответствующие 
гистоструктуры пораженного зуба, или опосредованно, когда в ответ на их агрессию 
запускается комплекс иммунопатологических механизмов, способствующих разру-
шению альвеолярной кости, что сопровождается изменением состава микробиоты 
и ростом пародонтопатогенов [19], в результате чего формируется «порочный пато-
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генетический круг», обеспечивающий поддержание и прогрессирование патологиче-
ского процесса в тканях пародонта. В литературе имеется сравнительно мало данных 
о корреляции между встречаемостью определенных видов микроорганизмов и изме-
нениями в показателях иммунного статуса, которые отражают прогрессирование па-
родонтита [20; 21]. При этом в фокусе таких исследований, как правило, оказывается 
узкий круг известных пародонтопатогенов, тогда как взаимоотношения других пред-
ставителей оральной микробиоты с иммунной системой человека при ВЗП остаются 
малоизученными.

Цель исследования 

Анализ взаимосвязей между таксономическими особенностями микробиома содер-
жимого десневой борозды / пародонтального кармана и иммунологическими показа-
телями у пациентов с гингивитом и хроническим генерализованным пародонтитом 
различной степени тяжести.

Материалы и методы

В исследовании были проанализированы составы микробиома содержимого десне-
вой борозды и пародонтального кармана и ряд иммунологических параметров у 84 па-
циентов, обратившихся за лечением к стоматологу в стоматологическую клинику 
«Примадент» г. Уфы за период c 2021 по 2023 г. Пациенты с клинически подтвержден-
ными диагнозами воспалительных заболеваний пародонта были разделены на 4 груп-
пы: 15 — с гингивитом (средний возраст 31,4 года); 30 — с ХГП легкой степени тяжести 
(49,8 года); 39 — с ХГП средней степени тяжести (53,4 года); в группу сравнения (кон-
троль) входил 21 здоровый человек без признаков ВЗП (29,1 года). При этом из рабо-
ты были исключены пациенты, в анамнезе которых имелись системные заболевания, 
острые и хронические соматические заболевания в стадии декомпенсации, онкологи-
ческие заболевания, наличие ВИЧ-инфекции, гепатитов В и С, прием антибиотиков, 
гормональных препаратов и цитостатиков за 4 месяца до исследования, беременность, 
кормление грудью, курение. От каждого участника было получено информированное 
согласие на участие в исследовании, гарантирующее добровольность и осознанность их 
участия в процессе. Данный подход обеспечил репрезентативность выборки и мини-
мизировал влияние посторонних факторов на результаты исследования.

Забор биоматериала проводился врачом-пародонтологом путем введения стериль-
ных бумажных конусных эндодонтических штифтов Absorbent Paper Points разме-
ром № 20 по ISO (META BIOMED, Южная Корея) на глубину десневой борозды или 
пародонтального кармана на 15 с. Штифты затем помещали в стерильные пробирки 
с транспортной средой (DNA/RNA Shield, Zymo Research, USA). Далее полученный ма-
териал доставляли в лабораторию, где для проведения молекулярно-генетических ис-
следований из образцов, предварительно гомогенизированных в лизирующем раство-
ре с шариками, осуществляли выделение ДНК методом сорбентной колонки (QIAamp 
DNA Mini Kit, Qiagen, Germantown, MD, USA) в соответствии с рекомендациями про-
изводителя. Секвенирование проводили в генетической лаборатории «Сербалаб» 
(Санкт-Петербург). Библиотеки для секвенирования 16S ДНК готовили в соответствии 
с протоколом Illumina по подготовке 16S метагеномных библиотек для секвенирова-
ния (16S Metagenomic Sequencing Library Preparation. Part #15044223 Rev. B). Наборы 
реагентов были приобретены у компании Illumina (Illumina, San Diego, CA, USA). 
Секвенирование проводили на платформе Illumina (модель устройства MiSeq) с длиной 
парных прочтений 2×300 п. н. Для амплификации целевого фрагмента гена 16S рРНК 
с помощью рекомендованных праймеров для области V3-V4 использовали 5 нг об-
щей ДНК на образец. Проводили 25 циклов ПЦР с использованием смеси KAPA HiFi 
HotStart ReadyMix (2 × двухстадийная ПЦР) (Roche Diagnostics, Цуг, Швейцария), обра-
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ботку полученных данных осуществляли с помощью биоинформатического пайплана 
на языках программирования R v.3.6 и Python3. На первом этапе обработки последова-
тельности праймеров для парных прочтений обрезались, а прочтения, которые не со-
держали праймеры, удалялись. Затем удалялись прочтения с плохим качеством (phred 
скор1 — менее 10) и короткие прочтения (меньше 200 п. н.), оставшиеся данные обра-
батывали с помощью конвейера DADA2 для выявления точных вариантов последова-
тельностей [22]. На каждый образец приходилось от 20 000 до 80 000 прочтений. Далее 
полученные последовательности использовали для таксономической идентификации 
по методу Naive Bayes с использованием референсной базы данных SILVA v138 [23]. 
Таксономическая идентификация полученных точных вариантов последовательностей 
выполнялась с использованием метода Naive Bayes, реализованного в функции пакета 
DADA2 в среде R, с применением референсной базы данных SILVA v138 [23].

Концентрацию цитокинов (ИЛ-2, ИЛ-4, ИЛ-6, ИЛ-10, ФНОα) и секреторного имму-
ноглобулина А (sIgA) в содержимом десневой борозды или пародонтального кармана 
определяли методом иммуноферментного анализа с использованием реактивов фир-
мы ЗАО «ВЕКТОР-БЕСТ» (Новосибирск). Также производили забор венозной крови 
из локтевой вены натощак; в сыворотке крови методом радиальной иммунодиффузии 
в геле по Манчини с использованием моноспецифических антисывороток определяли 
содержание IgA, IgM и Ig G. Для оценки неспецифического звена иммунитета устанав-
ливали фагоцитарную активность нейтрофилов с использованием метода с латексны-
ми частицами. 

Статистическая обработка данных проводилась с помощью программного пакета 
Statistica 10. Для оценки встречаемости бактерий у пациентов разных групп исполь-
зовали коэффициент корреляции Крамера (V) [24], при этом учитывались лишь те 
зависимости, у которых коэффициент находился в области не ниже средней степени 
и выше — от порядка 0,5 и более. Оценка иммунологических показателей у обследуе-
мых групп пациентов осуществлялась с применением дисперсионного анализа — па-
раметрического по Фишеру или непараметрического по Краскелу — Уоллесу, кото-
рый применялся в тех случаях, когда анализируемые данные не могли рассматриваться 
как модификации «нормального распределения» Гаусса. Для исследования корреля-
ции между встречаемостью бактерий определенного вида, а также их ассоциаций 
и иммунологическими показателями (уровни IL-2, IL-4, ИЛ-6, ИЛ-10, ФНОα, sIgA, кон-
центрации сывороточных IgA, IgМ и IgG, фагоцитарный показатель, фагоцитарный 
индекс) использовали τ-коэффициент ранговой корреляции Кендэла.

Результаты и обсуждение

В результате метагеномных исследований были определены доминирующие виды 
микроорганизмов у здоровых людей из группы сравнения, а также у пациентов с гин-
гивитом, ХГП легкой и средней степеней тяжести (ХГП-ЛС и ХГП-СС, соответственно). 

Так, у здоровых людей в содержимом десневой борозды обнаружено преобладание 
таких видов бактерий, как Streptococcus pseudopneumoniae, S. parasanguinis, Haemophilus 
haemolyticus, Lactobacillus fermetum / plantarum / reuteri / salivarius, которые встречались 
чаще, чем при ВЗП. У пациентов с гингивитом отмечалось преобладание видов Gemella 
haemolysans, Streptococcus anginosus, Aggregatibacter segnis, Veillonella parvula, Leptotrichia 
wadei, причем у них в низкой концентрации было идентифицировано большинство 
таксонов бактерий, которые не выявлялись у здоровых людей, но были характерны 
для микробиоты пародонтальных карманов пациентов с ХГП, в частности P. gingivalis, 
A. actinomycetemcomitans, T. forsythia, T. denticola, F. nucleatum, Filifactor alocis, Capnocytophaga 
sputigena. 
1 Phred скор (Phred quality score) — логарифмическая метрика надежности определения 
нуклеотидов при автоматическом секвенировании ДНК.
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Результаты корреляционного анализа свидетельствовали о наличии статистически 
значимой взаимосвязи между частотой встречаемости бактерий определенных видов 
и групповой принадлежностью пациентов с разными вариантами ВЗП, в том числе 
с учетом степени тяжести ХГП (табл. 1). В таблице представлены данные только по 
некоторым видам бактерий, коэффициенты корреляции которых с ВЗП находились 
на уровне средних значений и выше (V — 0,50 и более). 

Таблица 1

Частота встречаемости бактерий некоторых видов  
в десневой борозде / пародонтальном кармане у обследованных лиц  

и ее корреляция с групповой принадлежностью пациентов

Table 1

The frequency of occurrence of certain types of bacteria 
in the gingival sulcus / periodontal pocket in the examined individuals  

and its correlation with the group affiliation of the patients

Вид бактерий

Частота встречаемости бактерий данного вида 
у обследованных лиц в анализируемых группах, % Коэффициент 

корреляции 
Крамера (V) Здоровые

(n = 21)
Гингивит

(n = 15)
ХГП-ЛС
(n = 30)

ХГП-СС
(n = 39)

F. nucleatum 0 0 73 82 0,70
P. gingivalis 5 13 70 82 0,64
V. dispar 0 0 67 62 0,56
F. alocis 0 7 53 67 0,57
T. denticola 0 40 47 59 0,54
S. gordonii 0 7 37 51 0,54
L. fermetum / plantarum / 
reuteri / salivarius 86 80 3 15 0,71

Streptococcus spp. 100 93 53 41 0,50

Так, наиболее выраженная корреляционная взаимосвязь (V = 0,70, p << 0,0001) выяв-
лена между обнаружением в оральном микробиоме (десневая борозда / пародонталь-
ный карман) F. nucleatum и наличием у пациентов с ХГП. При этом бактерии данного 
вида были детектированы у большинства пациентов с ХГП-ЛС (73 %) и ХГП-СС (82 %), 
тогда как у больных гингивитом и здоровых лиц из группы сравнения они не обна-
руживались. Сходная корреляционная взаимосвязь (V = 0,64, p << 0,0001) наблюдалась 
при анализе частоты встречаемости бактерий вида P. gingivalis, которые регистриро-
вались у подавляющего большинства пациентов при ХГП легкой и средней степеней 
тяжести — 70 и 82 % соответственно. При переходе ХГП от легкой к средней степени тя-
жести данный пародонтопатоген встречался несколько чаще, хотя различия оказались 
статистически незначимыми (p > 0,23). Полученные результаты согласуются с данными 
других исследований [25; 26], что может свидетельствовать о значении вегетирования 
P. gingivalis в инициации нарушений гомеостатического баланса нормальной микро-
биоты полости рта с последующим развитием воспаления пародонта. 

Статистически достоверная корреляция (V = 0,56, p << 0,0001) выявлена между 
групповой принадлежностью обследованных лиц и частотой встречаемости V. dispar 
(табл. 1). Доли пациентов с ХГП разной тяжести, у которых были обнаружены бакте-
рии данного вида в изученных образцах, различались несущественно — 67 % в группе 
с легкой степенью и 62 % в группе со средней степенью патологии; при этом в мате-
риале от здоровых лиц и больных гингивитом указанные бактерии не регистрирова-
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лись. Аналогичное заключение относилось и к частоте встречаемости F. alocis (V = 0,57, 
p << 0,0001) — у пациентов с ХГП легкой и средней степенями тяжести бактерии это-
го вида встречались в 53 и 67 % случаев соответственно, тогда как у здоровых лиц они 
не выявлялись, а у больных гингивитом обнаруживались всего в 7 % случаев (табл. 1). 
В образцах содержимого десневой борозды здоровых людей T. denticola не была обна-
ружена, а в материале от пациентов с гингивитом и ХГП частота выявления бактерий 
данного вида была одинаково высокой (40—59 %, p > 0,05) и статистически значимо 
коррелировала с наличием ВЗП (V = 0,54, p << 0,0001). С наличием у пациентов ВЗП 
коррелировало обнаружение у них в оральном микробиоме бактерий вида S. gordonii 
(V = 0,54, p < 0,0001), причем они градиентно чаще встречались в ряду «гингивит — ХГП-
ЛС — ХГП-СС» (7, 37 и 51 % соответственно). Эти результаты указывают на причаст-
ность бактерий данных видов к развитию и прогрессированию воспалительной пато-
логии пародонта (табл. 1). 

Отметим, что диспропорция детектирования у обследованных лиц такого извест-
ного пародонтопатогена, как T. forsythia, оказалась менее выраженной, а корреляция 
с ВЗП — более слабой, чем в описанных выше случаях (V = 0,46, p < 0,0001), хотя и фик-
сировалось градиентное увеличение частоты встречаемости этих микроорганизмов 
в анализируемых группах — здоровые, пациенты с гингивитом, пациенты с ХГП-ЛС 
и ХГП-СС — от 10 до 85 %. 

Вместе с тем выявлена и «обратная» корреляционная связь наличия ВЗП с частотой 
встречаемости в исследуемом материале бактерий некоторых видов / родов, прежде 
всего таких представителей нормальной оральной микробиоты, как лактобациллы 
и стрептококки. Например, бактерии рода Lactobacillus обнаруживались у большинства 
здоровых лиц и пациентов с гингивитом (86 и 80 % случаев соответственно) и гораздо 
реже у пациентов с ХГП легкой и средней степеней тяжести — в 3 и 15 % случаев соот-
ветственно (V = 0,71, p << 0,0001). Подобная зависимость отмечалась и при анализе ча-
стоты встречаемости в ротовой полости бактерий рода Streptococcus (V = 0,50, p < 0,0001), 
которые у пациентов с ХГП выявлялись почти в два раза реже, чем у здоровых людей 
и больных гингивитом (табл. 1). Следует отметить, что стрептококки относятся к до-
минирующим микроорганизмам оральной нормобиоты, однако некоторые предста-
вители этого рода, в частности S. gordonii и S. intermedius, могут участвовать в развитии 
пародонтита [27]. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что прогрессирование ВЗП сопряжено 
с изменениями в видовом составе микробиома ротовой полости, которые выражают-
ся в преобладании вегетирования в указанном биотопе пародонтопатогенов на фоне 
снижения его колонизации лактобациллами и стрептококками. Это укладывается 
в логику патогенеза ВЗП, поскольку известно, что лактобациллы, обладая высокой 
адгезивной способностью и выраженной антагонистической активностью, могут кон-
курировать с пародонтопатогенными бактериями за рецепторы прикрепления к эпи-
телиальным клеткам, ингибировать образование ими биопленок и препятствовать их 
размножению [28—31]. Очевидно, «угнетение» пролиферации Lactobacillus spp. (воз-
можно, и некоторых видов бактерий рода Streptococcus) ассоциируется со снижением 
колонизационной резистентности орального биотопа, создавая благоприятные усло-
вия для роста и размножения пародонтопатогенов разной видовой принадлежности, 
что способствует развитию и прогрессированию ВЗП с вовлечением в патологический 
процесс иммунной системы организма.

В этой связи нами проведен анализ ряда иммунологических показателей у обсле-
дованных лиц, который показал, что у пациентов с ВЗП (гингивит и ХГП) уровни про- 
(ИЛ-2 и ФНОα) и противовоспалительных цитокинов (ИЛ-4), а также sIgA повыша-
лись на фоне снижения уровней ИЛ-10 и ИЛ-6 и параметров фагоцитарной активности 
(табл. 2).
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Таблица 2

Иммунологические показатели у обследованных лиц  
в анализируемых группах, Ме (Q1 и Q2)

Table 2

Immunological indicators in the examined individuals  
in the analyzed groups, Ме (Q1 and Q2)

Показатель

Значение иммунологических показателей  
у обследованных лиц в анализируемых группах

Здоровые 
(n = 21) Гингивит (n = 15) ХГП-ЛС 

(n = 30)
ХГП-СС 
(n = 39)

ИЛ-2, пг/мл 11,3 (11,0; 11,6) 12,8 (12,5; 13,1)* 15,4 (14,3; 16,2)* 26,5 (24,3; 27,0)*
ИЛ-4, пг/мл 3,3 (3,1; 4,0) 4,3 (4,3; 4,8) 4,6 (4,2; 4,9) 6,8 (6,1; 6,9)*
ИЛ-6, пг/мл 1,0 (0,9; 1,0) 0,9 (0,9; 1,0)* 0,9 (0,7; 1,0)* 0,8 (0,7; 0,8)*
ИЛ-10, пг/мл 9,5 (8,9; 9,8) 8,1 (7,8; 8,2)* 4,1 (3,9; 4,5)* 2,2 (2,0; 2,4)*
ФНО α, пг/мл 3,3 (2,7; 4,2) 9,5 (8,5; 15,6)* 19,4 (17,5; 23,2)* 44,8 (41,6; 48,8)*
sIgA, г/л 211,0 (159,8; 262,2) 176,0 (138,9; 213,1) 389,9 (327,7; 461,1)* 466,4 (393,3; 539,5)*
IgA, г/л 1,6 (1,4; 1,9) 1,8 (1,5; 2,3) 2,0 (1,5; 2,3)* 4,21 (3,7; 5,0)*
IgМ, г/л 1,4 (1,1; 1,6) 1,4 (1,0; 1,6) 1,3 (1,0; 1,6) 2,1 (1,1; 3,6)*
IgG, г/л 13,5 (12,0; 15,0) 12,9 (12,0; 13,8) 14, 0 (9,6; 14,4) 20,2 (15,8; 24,6)*
Фагоцитарный 
показатель, % 58 (56; 68) 56 (52; 68) 32 (27; 36)* 29 (26; 36)*

Фагоцитарный 
индекс, об./кл. 8 (7; 9) 9 (8; 9,5) 3 (3; 4)* 2,5 (2; 3)*

Примечание: достоверные изменения по сравнению с группой здоровых лиц (р < 0,05).

Note: significant changes compared to the group of healthy individuals.

При этом уровни содержания ИЛ-2, ИЛ-4, ИЛ-6, ИЛ-10 и ФНОα достоверно значимо 
зависели от наличия у пациентов той или иной формы ВЗП (χ2 = 64,2…88,2, p << 0,0001), 
причем динамика ИЛ-6 и ИЛ-10 носила «зеркальный» характер по отношению к изме-
нениям ИЛ-2, ИЛ-4 и ФНОα. Оценка количества в содержимом десневой борозды / па-
родонтальном кармане sIgA указывала на модификацию нормального распределения 
этого показателя (Dmax = 0,9, p > 0,20), в связи с чем анализ зависимости уровня sIgA 
от групповой принадлежности пациентов проводился параметрическим дисперсион-
ным анализом по Фишеру. Зависимость оказалась достаточно выраженной — η2 = 75 %, 
F = 97,5 (p << 0,0001). 

Кроме того, у пациентов с ХГП по сравнению со здоровыми людьми и больными 
гингивитом наблюдалось изменение функциональной активности лейкоцитов пери-
ферической крови (табл. 2), а степень снижения фагоцитарного показателя и фагоци-
тарного индекса зависела от групповой принадлежности обследованных лиц (соответ-
ственно χ² = 55,0 и χ² = 68,3, p << 0,0001)

Выявленные у пациентов с ХГП модификации «цитокинового статуса» и содержания 
sIgA, очевидно, отражают проявления «смешанного» воспалительного ответа с преоб-
ладанием провоспалительной реакции. На активный характер воспаления указывает 
повышение уровня провоспалительных цитокинов (ИЛ-2 и ФНОα), которое одновре-
менно сочеталось с увеличением содержания противовоспалительного цитокина ИЛ-4 
и sIgA, что может отражать «стремление» организма взять под регуляторный контроль 
течение воспалительного процесса. Вместе с тем снижение уровней ИЛ-10 (важного 
противовоспалительного цитокина) и ИЛ-6 (имеющего вариабельную функциональ-
ную активность), вероятно, подтверждает недостаточность противовоспалительного 
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контроля и указывает на дисбаланс в иммунном ответе со сдвигом в сторону воспа-
ления. В целом охарактеризованные отклонения этих иммунологических параметров, 
по-видимому, свидетельствуют о неэффективном подавлении уже сформированного 
и вялотекущего воспалительного процесса при ХГП. 

Обращает на себя внимание тот факт, что при переходе ХГП от легкой к сред-
ней степени тяжести наблюдалось повышение показателей системного гумораль-
ного иммунитета, в частности уровней сывороточных иммуноглобулинов A, M и G 
(табл. 2). Содержание в сыворотке периферической крови IgA и IgМ зависело от на-
личия у пациентов ВЗП — χ2 = 75,6 и χ2 = 48,6 соответственно (p << 0,0001). Уровень сы-
вороточного IgG также зависел от групповой принадлежности пациентов (η2 = 40 %, 
F = 22,6, p << 0,0001), причем существенный и значимый скачок среднего уровня IgG 
до 20,2 ± 4,4 г/л (p < 0,0001), как и в рассмотренных выше случаях, имел место лишь у па-
циентов с ХГП-СС.

Оценивая совокупность представленных данных об иммунологических параметрах 
обследованных лиц (здоровых и с воспалительной патологией пародонта), необходимо 
отметить, что наблюдаемые сдвиги иммунного статуса у пациентов с ХГП, очевидно, 
отражают нарушение у них баланса между врожденным и адаптивным иммунитетом 
с тенденцией к дисрегуляции иммунного ответа и свидетельствуют о формировании 
у больных с данной патологией вторичного иммунодефицита на фоне торпидного те-
чения воспаления с длительной антигенной стимуляцией пародонтогенными микро-
организмами.

Это предположение косвенно подтвердили результаты корреляционного анализа, 
которые выявили достоверные взаимосвязи между встречаемостью в ротовой полости 
некоторых видов бактерий, а также их ассоциаций и уровнем выраженности отдель-
ных иммунологических показателей. 

Так, наличие в оральном микробиоме бактерий V. dispar сопровождалось повыше-
нием уровней ФНОα, ИЛ-2, ИЛ-4 и sIgA (τ = 0,32, τ = 0,27, τ = 0,36, τ = 0,36 соответственно, 
p < 0,05), а также ассоциировалось со снижением фагоцитарной активности нейтрофи-
лов (τ = – 0,78, p < 0,01). В результате анализа взаимосвязей с иммунологическими пара-
метрами бактерий других видов, изолированно встречающихся в содержимом десне-
вой борозды / пародонтальном кармане, значимых корреляций выявлено не было. 

Вместе с тем установлено, что значения ряда иммунологических параметров корре-
лируют с вегетированием в ротовой полости двух и трехкомпонентных ассоциаций не-
которых микроорганизмов. В частности, выявлена «отрицательная» корреляция между 
наличием в оральном биотопе F. nucleatum, F. alocis, T. forsythia (в различных сочетаниях) 
и уровнями ФНОα, IL-2, IL-4 и sIgA (τ = – 0,57… – 0,86, p < 0,01), а также показателями 
гуморального иммунитета, а именно IgA, IgM и IgG (соответственно τ = – 0,67, τ = – 0,71 
и τ = – 0,57, p < 0,01). Не исключено, что пародонтопатогены могут выделять вещества, 
подавляющие продукцию цитокинов и синтез sIgA, их сорбцию и/или «деструкцию» 
(ферментативное расщепление протеазами), тем самым «извращая» иммунный ответ, 
что способствует персистенции возбудителей в организме и обусловливает хрониче-
ское течение и прогрессирование ВЗП. 

В то же время наблюдалась «отрицательная» корреляция присутствия в оральном 
микробиоме L. fermetum / plantarum / reuteri / salivarius с такими иммунологическими по-
казателями, как ИЛ-2, ИЛ-4, ФНОα и sIgA (соответственно τ = – 0,34, τ = – 0,28, τ = – 0,36, 
τ = – 0,32, p < 0,05), и «положительная» — с фагоцитарной активностью лейкоцитов 
(τ = 0,78, p < 0,01). Это, возможно, связано со способностью Lactobacillus spp. ингиби-
ровать патогенные микроорганизмы посредством запуска иммунного ответа [29—31] 
и/ или проявлять в отношении пародонтогенов антагонистическую активность.

Безусловно, требуется проведение дальнейших исследований, чтобы подтвердить 
выявленные закономерности и раскрыть механизмы, лежащие в основе наблюдаемых 
корреляционных взаимосвязей.
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Заключение

Результаты проведенного исследования указывали на существенные таксономиче-
ские изменения в оральной микробиоте у пациентов с гингивитом и хроническим ге-
нерализованным пародонтитом по сравнению со здоровыми людьми, свидетельствуя 
о развитии выраженных дисбиотических нарушений в ротовой полости при воспали-
тельных заболеваниях пародонта. Выявлены не только отдельные виды микроорганиз-
мов, но и их ассоциации, играющие, вероятно, решающую роль в этиологии и пато-
генезе воспалительных заболеваний пародонта. Полученные данные подтверждают 
необходимость проведения метагеномных исследований для изучения структуры 
орального микробиома, идентификации новых пародонтопатогенов и/или этиологи-
чески значимых многовидовых консорциумов микроорганизмов, а также для анализа 
характера их взаимодействия (антагонизм / синергизм) и оценки влияния оральной 
микробиоты на иммунный ответ макроорганизма и ее вклада в развитие сопутству-
ющих (системных) заболеваний с учетом наблюдаемых при воспалительных заболе-
ваниях пародонта изменений иммунологического статуса пациентов, затрагивающих 
как гуморальное, так и клеточное звено иммунитета и потенциально способствующих 
распространению (транслокации) инфекции из орального биотопа внутрь организма. 
Установленный уровень геномного разнообразия и выявленные отличительные харак-
теристики оральной микробиоты могут служить ценным инструментом для диагно-
стики и прогнозирования течения воспалительных заболеваний пародонта, а также 
для разработки персонализированных стратегий и повышения эффективности тера-
пии и профилактики данной патологии.
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