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РЕЗЮМЕ
Цель. Исследовали сократительную активность сосудистых сегментов легочной артерии крысы с интактным 

эндотелием в неизоосмотических растворах и вклад Na+, K+,2Cl- котранспорта (NKCC) в развитие сокращения.
Материал и методы. Влияние неизоосмотических растворов и блокатора NKCC на сократительную 

активность сосудистых сегментов исследовали с использованием четырехканальной механографической 
установки MyobathII и аппаратно-программного комплекса LAB-TRAX-4/16 (Германия). Гиперосмотическое 
сжатие вызвали добавлением в раствор Кребса 50-300 мM сахарозы, гипоосмотическую среду создавали 
снижением концентрации NaCl с 70 мМ до 40 мМ. В качестве блокатора NKCC использовали буметанид. 
Амплитуду сократительных ответов оценивали в процентах от контрольного сокращения на гиперкалиевый 
раствор.

Результаты. Добавление 50-300 мM сахарозы к инкубационному раствору Кребса вызывало дозозависимое 
развитие поддерживаемых сократительных ответов. Амплитуда гиперосмотической стрикции увеличивалась 
при ингибировании NKCC. Помещение сегментов в гипоосмотическую среду вызывало развитие транзиторных 
сократительных ответов, амплитуда которых снижалась в присутствии ингибитора NKCC.

Заключение. Помещение сегментов легочной артерии в гипер- и гипосмотчиескую среду приводит к 
развитию сократительных ответов, амплитуда которых зависит от активности NKCC.

Ключевые слова: легочная артерия, гладкомышечные клетки, Na+, K+, 2Cl- - котранспорт, 
объем клеток

ROLE OF NA+, K+, 2CL- - COTRANSPORT IN REGULATION 
OF THE PULMONARY ARTERY TONE

Gusakova S. V.1, Gusakova V. S.1, Smaglii L. V.1, Golovanov E. A.1, Chibisov E. E.1, 
Goryanova A. M.1, Baikov A. N.2, Medvedev M. A.2

1Biophysics and Functional Diagnostics Department, 2Normal Physiology Department, Siberian State Medical 
University, Tomsk, Russia

SUMMARY
Purpose. We studied the role of Na+, K+, 2Cl- cotransport (NKCC) in contractile activity of pulmonary artery seg-

ments with intact endothelium induced by incubation in nonisosmotic solutions.
Materials and methods. The influence of nonisosmotic solutions and blocker of NKCC on vascular segments 

mechanical tension was studied in isometric regime with organ bath technique performed with the 4-channel Myobath 
II and software complex LAB-TRAX-4/16 (Germany). Hyperosmotic shrinkage was induced by adding 50-300 mM su-
crose to the Krebs solution, the hypoosmotic environment was created by reducing the concentration of NaCl from 70 
mM to 40 mM. Bumetanide was used as an NKCC blocker. The amplitude of the contractile responses was evaluated 
as a percentage of the control contraction in highpotassium solution.

Results. The addition of 50-300 mM sucrose to the Krebs incubation solution caused a development of dose-
dependent of sustained contractile responses. The amplitude of hyperosmotic striction increased with inhibition of 
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NKCC. Incubation of segments in hypoosmotic solution caused the development of transient contractile responses, 
the amplitude of which decreased in the presence of NKCC inhibitor.

Conclusion. Iincubation of pulmonary artery vascular segments in hyper- and hyposmotic solutions induces con-
tractile responses, the amplitude of which depends on the NKCC activity.

Key wоrds: pulmonary artery, smooth muscle cells, Na+, K+, 2Cl- -cotransport, cell volume.

Развитие сердечно-сосудистых заболеваний 
связано с нарушением регуляции сократитель-
ной активности гладкомышечных клеток (ГМК) 
сосудов. Среди патологий сердечно-сосудистой 
системы особое место занимает легочная ги-
пертензия, сопровождающаяся стойким и про-
грессирующим повышением сосудистого сопро-
тивления. Одним из механизмов регуляции сосу-
дистого тонуса является изменение клеточного 
объема. Показано, что при легочной гипертен-
зии наблюдается набухание ГМК легочной ар-
терии, сопровождающееся ремоделированием 
сосудов [1]. Регуляция объема клеток связана с 
механизмами перераспределения ионов, прежде 
всего Na+, K+ и Cl-, а также Са2+, ответственного 
за развитие констрикции вследствие сжатия или 
набухания клеток [2].

Ранние исследования показали, что гипо-
осмотическая среда вызывает сокращение ар-
терий, сопровождающееся деполяризацией и 
увеличением [Ca2+]i, вовлекающим активацию 
Cav1.2 каналов [3]. 

При осмотическом сжатии регуляторное 
увеличение объема клеток (Regulatory Volume 
Increase, RVI) связано с переносом в клетку Na+ 
и K+ посредством Na+-H+ антипорта и Cl−-HCO3− 
антипорта, а также Na+-K+-2Cl− котранспорта и 
Na+-Cl− котранспорта [4, 5, 6, 7]. При осмотиче-
ском набухании клеток регуляторное уменьше-
ние объема (Regulatory Volume Decrease, RVD) 
опосредовано выходящим транспортом K+ и Cl- 
через K+ и Cl− каналы, K+-Cl− котранспорт, K+-
H+ - обменник и Cl−-HCO3− обменник [4; 5; 6]. 
Осмотическое набухание также сопровождает-
ся активацией объем-чувствительных анионных 
каналов выходящего выпрямления / объем-регу-
лируемых ионных каналов [5; 8; 9]. Роль ионных 
транспортеров в регуляции объема показана для 
различных видов клеток: нейронов гиппокампа 
и мозжечка, симпатических нейронов, энтеро-
цитов, гепатоцитов [7]. Объем-чувствительные 
механизмы регуляции тонуса сосудов в гладко-
мышечных клетках легочной артерии практи-
чески не изучены. Известно, что вазоконстрик-
торы, повышающие [Ca2+], активируют Na+, K+, 
2Cl- котранспорт (NKCC) в ГМК сосудов [10]. 
Ингибирование этого переносчика наблюдается 
под влиянием вазодилататоров. Сократительная 
активность гладкомышечных клеток регулиру-
ется эндотелием, который продуцирует вазоак-
тивные вещества. В данной работе мы исследо-

вали роль NKCC в объем-зависимой регуляции 
сократительной активности ГМК легочной арте-
рии с интактным эндотелием.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Исследование проводили на кольцевых сег-

ментах легочной артерии крыс-самцов линии 
Wistar с интактным эндотелием методом меха-
нографии, описанным ранее в [11]. Измерение 
механического напряжения (МН) сосудистых 
сегментов проводилось с использованием че-
тырехканальной механографической установки 
MyobathII и аппаратно-программного обеспе-
чения LAB-TRAX-4/16 (Германия). Для мо-
делирования гиперосмотической стрикции в 
раствор Кребса добавляли непроникающий ос-
молит сахарозу (Sigma) в концентрации 50-300 
мM. Гипоосмотическую стрикцию получали 
помещением сегментов легочной артерии в мо-
дифицированный раствор Кребса, содержащий 
40-70 мМ NaCl. Для исследования вклада Na+, 
K+, 2Cl-  - котранспорта (NKCC) в сократитель-
ную активность ГМК использовали ингибитор 
NKCC буметанид (Sigma). Амплитуду сократи-
тельных ответов рассчитывали в процентах от 
амплитуды сокращения, вызванного гиперкали-
евым раствором Кребса, величину которого при-
нимали за 100%. Данные представлены в виде 
«медиана  ± квартельный интервал». Достовер-
ными считали различия при значении р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Исследование сократительной активности 

гладкомышечных сегментов легочной артерии, 
предсокращённых деполяризацией гладкомы-
шечных клеток

Деполяризацию гладкомышечных клеток 
вызывали инкубацией сосудистых сегментов в 
гиперкалиевом растворе Кребса. Гиперкалие-
вый раствор получали эквимолярным замеще-
нием NaCl на KCl. Эквимолярное замещение 
10- 60 мМ NaCl на KCl приводило к дозозави-
симому увеличению механического напряжения 
(Табл.  1). Амплитуду сократительных ответов 
на действие гиперкалиевого раствора в разных 
концентрациях рассчитывали в процентах от 
максимальной амплитуды сокращения, которая 
достигалась при действии гиперкалиевого рас-
твора, содержащего 60 мМ KCl. Для дальней-
ших исследований был выбран гиперкалиевый 
раствор с эквимолярным замещением NaCl на 
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KCl в концентрации 15 мМ, при котором наблю-
дался сократительный ответ, близкий к полумак-
симальному. 

Исследование сократительной активности 
сегментов легочной артерии крысы в неизоос-
мотических растворах.

Влияние гиперосмотической стрикции глад-
комышечных клеток на сократительную актив-
ность сегментов легочной артерии.

Сократительную активность ГМК легочной 
артерии крысы в гиперосмотической среде из-
учали помещением сосудистых сегментов в 
модифицированный физиологический раствор 

Таблица 1
Влияние гиперкалиевого раствора различной концентрации на сократительную активность 

легочной артерии

Эквимолярное замещение NaCl на KCl, мМ Амплитуда сократительного ответа, %
10 24,5 (21,0; 26,9)*
15 61,5 (58,6; 63,7)*
20 77,2 (75,5; 78,5)*
30 93,4 (92,6; 94,1)*
40 96,8 (96,3; 97,6)*
50 98,1 (97,8; 98,3)

Примечание: Величины сокращений рассчитаны в процентах (%) от контрольного гиперкалиевого 
сокращения (60 мМ KCl). * - статистически значимое отличие от амплитуды сократительного от-
вета на 60 мМ KCl (p<0,05, n=8)

Кребса, содержащий 50 - 300 мM сахарозы в 
качестве непроникающего осмолита. При уве-
личении концентрации сахарозы в растворе 
до 50 – 250 мМ наблюдалось статистически 
значимое увеличение сократительного ответа 
(p<0,05, n=8). Использование растворов с более 
высокой концентрацией сахарозы не приводило 
к дополнительному увеличению амплитуды со-
кратительного ответа (Табл. 2). В дальнейшем 
использовали раствор, содержащий 120 мМ са-
харозы, при аппликации которого наблюдался 
сократительный ответ с амплитудой, близкой к 
полумаксимальной.

Таблица 2
Влияние гиперосмотического раствора на сократительную активность сегментов легочной артерии

Концентрация сахарозы, мМ Амплитуда сократительного ответа, %
50 13,1 (9,4; 17,1)
100 36,3 (30,7; 38,0)
120 57,6 (48,1; 64,6)
150 81,9 (78,4; 86,2)
200 91,2 (87,3; 93,6)
250 93,1 (91,4; 95,3)
300 90,0 (85,4; 94,7)

Примечание: Амплитуды сократительных ответов представлены в процентах (%) от контрольного 
гиперкалиевого сокращения (15 мМ KCl).

Исследование влияния гипоосмотической 
среды на сократительную активность гладко-
мышечных клеток легочной артерии крысы

Помещение сегментов в гипоосмотический 
раствор Кребса, содержащий 40 – 70 мМ NaCl, 
вызывало развитие транзиторных сократитель-
ных ответов. Максимальный сократительный от-
вет наблюдался при инкубации сегментов в рас-
творе, содержащем 40 мМ NaCl (n=8, p<0.05): 
амплитуда ответа составила 38,21(35,93;46,97) 

% от контрольного гиперкалиевого сокращения 
(Табл. 3), длительность сокращения - 32,5 (30,0; 
39,0) минуты. 

Исследование роли Na+, K+, 2Cl- котранспор-
та в сокращении гладкомышечных клеток ле-
гочной артерии в гиперосмотической среде

Для исследования роли NKCC в гиперос-
мотическом сжатии клеток, сегменты легоч-
ной артерии предобрабатывали буметанидом 
в концентрации 10, 50 и 100 мкМ в течение 5, 
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Таблица 3
Влияние гипоосмотического раствора на амплитуду и время транзиторного сократительного ответа 

сегментов легочной артерии крысы

Концентрация NaCl, мМ Амплитуда сократительного ответа, %
40 72,9 (63,6; 74,4)
50 56,4 (55,5; 57,3)
60 50,5 (48,6; 52,3)
70 45,0 (43,8; 46,1)

Примечание: Амплитуды сократительных ответов представлены в процентах (%) от контрольного 
гиперкалиевого сокращения (15 мМ KCl).

15 и 30 минут, после чего вызывали стрикцию 
помещением сегментов в раствоооор Кребса, 
содержащий 120 мМ сахарозы. Предобработка 
сегментов с 10 мкМ буметанида в течение 15 и 
30 мин (но не 5 минут) статистически значимо 
повышала амплитуду сократительного ответа, 
индуцированного гиперосмотической средой 

(n=8, p<0,05). Буметанид в концентрации 50 и 
100 мкМ повышал амплитуду гиперосмотиче-
ски-индуцированного сократительного ответа 
не зависимо от времени предобработки. Мак-
симальное повышение амплитуды наблюдалось 
при предобработке сегментов 100 мкМ бумета-
нида в течение 30 минут (Табл. 4). 

Таблица 4
Влияние буметанида на сократительную активность сосудистых сегментов легочной артерии крысы, 

предсокращенных гиперосмотическим раствором Кребса

Тестируемые растворы
Время предобработки, мин

5 15 30
Амплитуда сократительного ответа, %

120 мМ Сахарозы 57,6 (48,1; 64,6) 57,6 (48,1; 64,6) 57,6 (48,1; 64,6)

+Буметанид, мкМ
10 51,5 (43,0; 60,1) 86,2 (82,2; 90,1)* 68,5 (68,0; 69,0)*
50 93,0 (88,8; 97,1)* 129,3 (120,9; 137,7)* 104,8 (99,4; 110,1)*
100 70,0 (66,7; 73,2)* 86,4 (78,3; 94,6)* 152,2 (136,6; 167,8)*

Примечание: Амплитуды сократительных ответов представлены в процентах (%) от контрольного 
гиперкалиевого сокращения (15 мМ KCl), * - p<0,05, статистически значимые отличия от ампли-
туды сокращения на действие 120 мМ сахарозы без буметанида.

Исследование роли NKCC в сократительной 
активности гладкомышечных клеток легочной 
артерии в гипоосмотической среде

Исследование влияние ингибитора NKCC 
буметанида проводили на сегментах, инкубиру-
емых в гипоосмотическом растворе Кребса, со-
держащем 40 мМ NaCl. Буметанид добавляли в 
концентрациях 10, 50, 100 мкМ и варьировали 
время предобработки от 5 до 30 мин. При ис-
пользовании 5 мкМ буметанида и длительности 
предобработки 5 мин наблюдалось увеличение 
амплитуды гипоосмотической стрикции. Уве-
личение концентрации буметанида и времени 
предобработки приводило к достоверному сни-
жению амплитуды гипоосмотической стрикции 
(табл. 5). 

ОБСУЖДЕНИЕ 
Объем клеток – жестко регулируемый пара-

метр. Изменение объема клеток связано с пере-

распределением воды между внутриклеточной и 
внеклеточной жидкостью, что может привести к 
изменению внутриклеточных концентраций ио-
нов и нарушению функции клеток [12]. 

Регуляция объема клеток включает механиз-
мы регуляторного увеличения и регуляторного 
уменьшения объема клеток [4, 10], ключевым 
звеном которых является NKCC [4, 10, 13]. В 
случае гладкомышечных клеток активация ука-
занных механизмов сопровождается изменением 
их сократительной активности и, как следствие, 
тонуса сосуда. Известно, что гиперосмотиче-
ское сжатие клеток приводит к поддерживаемой 
активации NKCC [13]. В деэндотелизированных 
сегментах аорты крысы гиперосмотическое сжа-
тие клеток сопровождалось развитием поддер-
живаемого сократительного ответа, амплитуда 
которого снижалась в присутствии ингибитора 
NKCC буметанида [13]. В исследованиях, про-
веденных ранее на деэндотелизированных сег-
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Таблица 5
Влияние буметанида на амплитуду гипоосмотической стрикции гладкомышечных клеток легочной 

артерии крысы в растворе Кребса, содержащем 40 мМ NaCl

Время предобработки буметанидом, мин
5 15 30

40 мМ NaCl, % контроль 69,29 
(62,20;74,40)

69,29 
(62,20;74,40)

69,29 
(62,20;74,40)

+буметанид, мкМ

10 80,13* 
(71,94;86,51)

53,96* 
(49,11;55,45)

48,56* 
(42,03;55,09)

50 79,56 
(65,57;82,12)

43,24* 
(35,05;51,42)

38,72* 
(35,03;42,42)

100 61,40 
(55,09;79,60)

48,96 
(44,95;65,38)

32,97* 
(23,74;42,2)

Примечание: Амплитуды сократительных ответов представлены в процентах (%) от контрольного 
гиперкалиевого сокращения (15 мМ KCl), * - статистически значимое отличие от амплитуды 40NaCl 
в отсутствии буметанида (p≤0,05), n=8.

ментах легочной артерии крысы [11] были полу-
чены разнонаправленные эффекты буметанида, 
зависящие как от концентрации, так и длитель-
ности предобработки. Так, предобработка 50 
мкМ буметанида в течение 30 минут приводила 
к снижению амплитуды сократительного отве-
та, тогда как меньшие концентрации, напротив, 
увеличивали её [11]. Механизм развития NKCC-
опосредованного сокращения связан с увеличе-
нием [Cl-]i до концентраций, превышающих 
равновесную, активации входящих Cl- токов и 
деполяризации мембраны ГМК с последующей 
активацией Ca2+ каналов и входящих Ca2+ токов 
[10]. Исследование сегментов с интактным эндо-
телием показало увеличение амплитуды сокра-
щения при ингибировании NKCC, что позволяет 
предположить влияние эндотелиальных факто-
ров на работу этих переносчиков. Так, эндотели-
альный констрикторный фактор эндотелин-1 ак-
тивирует механизмы повышения внутриклеточ-
ной концентрации Ca2+ [14]. На ГМК легочной 
артерии крысы методом patch-clamp продемон-
стрировано, что эндотелин-1 стимулирует вхо-
дящие Cl- токи, способствующие деполяризации 
мембраны ГМК [15, 16]. Также, в исследованиях 
Boesen E.I. показано усиление высвобождение 
эндотелина-1 при перфузии мозгового вещества 
почки гипертоническим раствором [17]. Можно 
предположить, что гиперосмотическое сжатие 
эндотелиальных клеток может приводить к вы-
свобождению эндотелина-1 и последующей 
активации констрикторных сигнальных путей. 
Выявленные различия в действие буметанида 
на сократительные ответы сегментов ЛА в за-
висимости от эндотелиальных факторов неясны 
и требует дальнейшего изучения. 

В сегментах легочной артерии, инкубиру-
емых в гипоосмотической среде, буметанид 

снижал амплитуду гипоосмотической стрикции 
как в сегментах с интактным эндотелием, так и 
деэндотелизированных (данные представлены в 
[11]), что свидетельствует об отсутствии значи-
мого влияния эндотелиальных факторов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изменение осмолярности инкубационной 

среды ведет к сокращению гладкомышечных 
сегментов легочной артерии с интактным эндо-
телием. Снижением осмолярности среды приво-
дит к развитию транзиторного сократительного 
ответа, тогда как в гиперосмотической среде 
наблюдается поддерживаемый сократительный 
ответ. Na+, K+, 2Cl- котранспорт является одним 
из основных регуляторов сократительной актив-
ности гладких мышц легочной артерии при из-
менении объема клеток.Ингибирование бумета-
нид-чувствительного Na+, K+, 2Cl- - котранспор-
та подавляет сократительные ответы сосудистых 
гладких мышц в условиях гипоосмотического 
набухания клеток, но усиливает в условиях ги-
перосмотического сжатия.
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РЕЗЮМЕ
Гибридная онкоцитарная/хромофобная опухоль или онкоцитарная опухоль низкой степени злокачественности 

официально не включена в классификацию опухолей почки ВОЗ 2016 года, однако в литературе ряд авторов 
эту опухоль рассматривают как самостоятельная нозологическая единица.  Ряд авторов описывают гибридную 
онкоцитарную/хромофобную опухоль состоящая исключительно из относительно мелких оксифильных клеток 
напоминающих как онкоцитов так и клеток хромофобной ПКК одновременно. Разработка морфологических и 
иммуногистохимических критериев гибридной онкоцитарной/хромофобной опухоли является важным звеном в 
дифференциальном диагнозе почечно-клеточных карцином с онкоцитарной морфологией. 

Целью исследования является сравнительный анализ морфологических, гистохимических, 
иммунофенотипических параметров онкоцитомы, хромофобной почечно-клеточной карциномы и гибридной 
онкоцитарной/хромофобной опухоли. 

Материал и методы. Исследование выполнено на операционном материале от 162 пациентов, проходивших 
хирургическое лечение в Урологической клинике ПМГМУ им. И.М. Сеченова и Урологическом центре Научного 
клинического центра ОАО РЖД по поводу онкоцитомы почки и хромофобной почечно-клеточной карциномы 
в период с 2011 по 2017 гг.  Иммуногистохимическое исследование проводили на парафиновых срезах по 
стандартному протоколу. Использовали антитела: EABA, Caveolin-1, MOC31, CyclinD1, CD10, CD117, EpCAM, 
CK7, DOG1, CAM5.2, CK19, E-Cadherin, Parvalbumin, KSC, PAX2, PAX8, S100A1 и MUC-1 («Cell Marque»). 

Результаты. На основании проведенного морфологического и иммуногистохимического анализа из 162 
опухолей в 61 (38%) случае выявлена онкоцитома, в 35 (22%) наблюдениях – классическая хромофобная 
почечно-клеточная карцинома, в 59 (36%) образцах – эозинофильная хромофобная почечно-клеточная 
карцинома и 7 (4%) случаях – гибридная онкоцитарная/хромофобная опухоль. 

Заключение. В ряде случаев гибридная онкоцитарная/хромофобная опухоль может быть представлена 
исключительно из «гибридных» клеток с пограничными признаками онкоцитомы и эозинофильной  хромофобной 
почечно-клеточной карциномы.

Ключевые слова: гибридная опухоль почки, мезенхимальные новообразования почки, 
иммуногистохимия.

MORPHOLOGICAL FEATURES AND IMMUNOPHENOTYPIC 
ASPECTS OF HYBRID KIDNEY TUMOR

Kogan E. A., Osmanov Y. I., Shchekin V. I., Demyashkin G. A., Kaem A. V.
I. M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, Russia

SUMMARY
A hybrid oncocytic/chromophobic tumor or a low malignant oncocytic tumor is not officially included in the clas-

sification of 2016 WHO kidney tumors, however, in the literature, some authors consider this tumor as an independent 
nosological unit. A number of authors describe a hybrid oncocytic / chromophobic tumor consisting exclusively of 
relatively small oxyphilic cells resembling both oncocytes and chromophobic renal carcinoma cells at the same time. 
The development of morphological and immunohistochemical criteria for a hybrid oncocytic / chromophobic tumor is 
an important link in the differential diagnosis of renal cell carcinomas with oncocytic morphology. 

The aim of the study is a comparative analysis of the morphological, histochemical, immunophenotypic parameters 
of oncocytoma, chromophobic renal cell carcinoma and hybrid oncocytic / chromophobic tumor. 

Materials and methods. The study was performed on operational material from 162 patients undergoing surgical 
treatment at the Urological Clinic I. M. Sechenov and the Urology Center of the Scientific Clinical Center (NCC) of 
Russian Railways for kidney oncocytoma and chromophobic renal cell carcinoma from 2011 to 2017. Immunohisto-
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chemical studies were performed on paraffin sections according to the standard protocol. Antibodies used: EABA, 
Caveolin-1, MOC31, CyclinD1, CD10, CD117, EpCAM, CK7, DOG1, CAM5.2, CK19, E-Cadherin, Parvalbumin, KSC, 
PAX2, PAX8, S100A1 and MUC-1. 

Results. Based on the performed morphological and immunohistochemical analysis of 162 tumors in 61 (38%) 
cases revealed oncocytoma, in 35 (22%) showed cases classical chromophobic renal cell carcinoma, in 59 (36%) 
samples eosinophilic chromophobic renal cell carcinoma and 7 (4%) cases had a hybrid oncocytic/ chromophobic 
tumor. 

Conclusion. In some cases, a hybrid oncocytic / chromophobic tumor can be represented exclusively from “hybrid” 
cells with borderline signs of oncocytoma and eosinophilic chromophobic renal cell carcinoma.

Key words: hybrid kidney tumor, mesenchymal neoplasms of the kidney, immunohistochemistry.

Гибридная онкоцитарная/хромофобная опу-
холь (ГОХО) или онкоцитарная опухоль низкой 
степени злокачественности официально не вклю-
чена в классификацию опухолей почки ВОЗ 2016 
года, однако в литературе ряд авторов ГОХО рас-
сматривают как самостоятельная нозологическая 
единица [1 – 4]. Она представляет собой редкую 
опухоль – составляет менее 1% всех опухолей 
почки. Среди пациентов преобладают мужчины, 
возрастной диапазон которых колеблется от 41 
года до 68 лет (средний возраст – 56 лет).  ГОХО 
может проявляться в трех различных клиниче-
ских ситуациях: спорадической, ассоциирован-
ной с почечным онкоцитозом или у пациентов с 
синдромом Birt-Hogg-Dubé [5]. Клинико-инстру-
ментальные данные за злокачественность всегда 
отсутствуют, однако пациентам рекомендуется 
наблюдаться по той же схеме, которая исполь-
зуется при хромофобной ПКК. На светооптиче-
ском уровне ГОХО имеет бифазную морфологию: 
клетки с явной онкоцитарной дифференцировкой 
и кластеры соответствующие хромофобному 
раку. При иммуногистохимическом (ИГХ) ис-
следовании в опухоли обнаруживается положи-
тельная экспрессия специфических маркеров 
хромофобной почечно-клеточной карциномы 
(ХПКК) и онкоцитомы. Интенсивность экспрес-
сии специфических маркеров ХПКК и онкоци-
томы зависит от преобладания того или иного 
компонента в опухолевой ткани [6 – 8]. Вместе с 
тем ряд авторов описывают  ГОХО состоящая ис-
ключительно из относительно мелких оксифиль-
ных клеток напоминающих как онкоцитов так и 
клеток хромофобной ПКК одновременно [9 – 11]. 
Таким образом, разработка морфологических и 
ИГХ-критериев ГОХО является важным звеном в 
дифференциальном диагнозе почечно-клеточных 
карцином с онкоцитарной морфологией.

Цель настоящего исследования: сравнитель-
ный анализ морфологических, гистохимических, 
иммунофенотипических параметров онкоцито-
мы, ХПКК и ГОХО.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Объектом исследования послужил архивный 

биопсийный материал от 162 случаев (93 мужчи-
ны и 69 женщин) в возрасте от 38 до 83 лет (сред-

ний возраст – 63 года), проходивших хирургиче-
ское лечение в Урологической клинике ПМГМУ 
им. И.М. Сеченова и Урологическом центре На-
учного Клинического Центра (НКЦ) ОАО РЖД  
по поводу онкоцитомы почки и ХПКК в период 
с 2011 г. по 2017 г. 

Гистологическое исследование. Гистологи-
ческие срезы толщиной 4 – 5 мкм окрашивали 
гематоксилином-эозином и коллоидном раство-
ром железа по Моури. Стадия опухоли (рТ) опре-
деляли согласно протоколу 8-го издания TNM-
классификации опухолей мочевыделительной 
системы [12 – 13]. 

Иммуногистохимическое исследование. ИГХ-
исследование проводилось на парафиновых 
срезах толщиной 4 – 5 мкм. Для монтирования 
парафиновых срезов использовали готовые пред-
метные стекла с адгезивным покрытием (Polylisin 
Slides, Menzel GmbH&Co KG; Германия). Пара-
финовые срезы депарафиноравали и регидрати-
ровали по стандартной методике. Для «демаски-
ровки» антигенов срезы инкубировали в течение 
5 мин с 3 % Н2О2, подвергали высокотемпера-
турной обработке в цитратном буфере с рН 6,0 
или 9,0 (для каждого антитела в соответствии с 
рекомендуемым протоколом) в микроволновой 
печи (2 раза по 5 мин при мощности 690 Вт с 
перерывом 2 мин). Инкубацию с первичными 
антителами проводили при комнатной темпера-
туре в течение 40 – 60 мин. В качестве вторичных 
антител использовали систему EnVision (“DAKO 
Cytomation”, Дания). Срезы инкубировали в тече-
ние 20-40 мин (в соответствии с рекомендуемым 
протоколом). Для визуализации ИГХ-реакции ис-
пользовали DAB+систему (“DAKO Cytomation”, 
Дания). Срезы докрашивали гематоксилином 
Майера и заключали в канадский бальзам. В 
каждой серии препаратов был соответствующий 
позитивный и негативный контроль. Для каж-
дого маркера учитывали топику положительной 
экспрессии в опухолевой клетке – ядерная, ци-
топлазматическая или мембранная. Список ис-
пользованных антител приводится в табл. 1.

Для оценки ИГХ-реакции подсчитывали ко-
личество антиген-положительных клеток в 10 
полях зрения микроскопа (х400), затем опреде-
ляли уровень реакции по формуле: оценка экс-
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Таблица 1
Панель использованных в исследовании антител

Антитела Клон Производитель Разведение Источник
EABA

Cyclin D1 
CD10
CD117

Caveol.1 
Parvalbumin

EpCAM
KSC
PAX2
PAX8
CK7

DOG1
CAM5.2
MOC31
S100A1
CK19

E-Cadh.
MUC-1

ab64212 
P2D11F11

56C6
T595

ab18199
2E11

VU1D9 
MRQ33
EP235
EP298
RN7.
K9

CAM5.2
MOC31
EO184
B170
36B5

MRQ-17

Abcam
Novocastra
Novocastra
Novocastra

Abcam
Cell Marque
Novocastra
Cell Marque 
Cell Marque
Cell Marque
Novocastra 
Novocastra
Novocastra

Dako
Cell Marque 
Novocastra 
Novocastra
Cell Marque

1:200
1:50
RTU
RTU
1:200
RTU
1:200
1:50
RTU
RTU
RTU
RTU
1:50
1:200
1:100
RTU
RTU
RTU

Mouse
”
”
”

Rabbit
Mouse

”
”

Rabbit
”

Mouse
”
”
”

Rabbit
Mouse

”
”

Примечание: RTU- готовые к применению.

прессии маркера = число антиген-положительных 
клеток в 10 полях зрения микроскопа х100/общее 
количество клеток.  ИГХ-реакцию оценивали как 
негативную - 0 (менее 0,1% окрашенных клеток), 
слабо-позитивную – 1 (10% окрашенных клеток и 
менее), умеренно-позитивную – 2 (11 – 49% окра-
шенных клеток), сильно-позитивную – 3 (50 – 89% 
окрашенных клеток) и выраженно-позитивную – 4 
(90% окрашенных клеток и более) [14].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Онкоцитома. В 61 (21%) наблюдении опухо-

левая ткань без капсулы и представлена гнездо-
видными, альвеолярными и/или тубулярными 
скоплениями округлых и/или полигональных 
клеток с обильной оксифильной цитоплазмой и 
мономорфными ядрами с центрально располо-
женным ядрышком. Экстрацеллюлярный матрикс 
во всех случаях был миксоматозным и/или гиа-
линизированным. В 4 онкоцитомах обнаружены 
фокусы морфологического проявления «aтипии» 
в виде двуядерных клеток и дегенеративно изме-
ненных клеток с полиморфными гиперхромными 
ядрами, в 7 наблюдениях – ареалы инфильтрации 
онкоцитов в жировую клетчатку, а в 4 образцах – 
признаки сосудистой инвазии. (рис. 1а, рис. 1б и 
рис. 1в). 

При окраске по Моури в большинстве случаев 
выявлена отрицательная реакция на коллоидное 
железо. Только в 8 образцах в цитоплазме клеток 
определялось слабое пылевидное отложение, в 3 
наблюдениях в отдельных фокусах было отмече-
но слабое окрашивание апикальных поверхно-

стей онкоцитов преимущественно в тубулярных 
структурах. При ИГХ-исследовании во всех слу-
чаях обнаружена позитивная коэкспрессия KSC, 
DOG-1, E-Cadherin с преобладанием реакции в 
сильно-позитивном диапазоне. Положительная 
коэкспрессия ЕАВА и S100A1 выявлена также 
во всех наблюдениях с преобладанием реакции 
в умеренно-позитивном диапазоне. Экспрес-
сия Cyclin D1, CAM5.2, СК19, PAX2, PAX8, 
Parvalbumin и MUC-1 варьировала в широком 
диапазоне. В большинстве случаев определя-
лась отрицательная реакция на MOC-31 (n=49; 
80%), а позитивная экспрессия ЕрСАМ, CD10 
и Caveolin-1 обнаружена в 14, 15 и 2 онкоцито-
мах соответственно лишь в единичных опухоле-
вых клетках.  В CD117-положительных случаях 
(n=52; 85 %) экспрессия маркера преобладала в 
сильно- позитивном диапазоне (табл. 2). 

Классическая ХПКК (КХПКК). В 35 (22 %) 
случаях опухоль почки округлой формы, доль-
чатого вида, светло-коричневого цвета микро-
скопически была представлена солидными и ту-
було-кистозными структурами крупных полиго-
нальных хромофобных клеток со светлой цито-
плазмой и клетками с небольшим перинуклеар-
ным гало, слабо-оксифильной, «хлопьевидной» 
цитоплазмой. В отдельных зонах в опухолевой 
популяции встречались относительно более 
мелкие клетки со слабо-зернистой эозинофиль-
ной цитоплазмой. В строме преобладали сосу-
ды среднего калибра. В 1 наблюдении опухоль 
формировала псевдососочковые структуры. 
При окраске по Моури во всех случаях в боль-
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                                  1а                                                                                1г
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                                  1в                                                                                1е

Рис. 1. Морфологические особенности и иммунофенотипические аспекты гибридной опухоли поч-
ки. А – Онкоцитома почки с признаками дегенеративной атипии, увел. ×100. Б – Онкоцитома с 
инфильтрацией жировую капсулу почки, увел. ×40. В – Онкоцитома почки с сосудистой инвазией, 
увел. ×100. Г – Эозинофильная хромофобная почечно-клеточная карцинома типичного строения, 
увел. ×200. Д – Гибридная онкоцитарная/хромофобная опухоль. На фоне скопления хромофобных 
клеток определяются кластеры с онкоцитарной дифференцировкой, увел. ×200. Е – Гибридная онко-
цитарная/хромофобная опухоль. Опухоль представлена клетками имеющие пограничные признаки 
онкоцитомы и эозинофильной хромофобной почечно-клеточной карциномы, увел. ×200.
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Таблица 2
Иммунопрофиль онкоцитомы, хромофобной почечно-клеточной карциномы и гибридной 

онкоцитарной/хромофобной опухоли

Диагноз
Антитела

EABA Cyc.D1 CD10 CD117 Caveol.1 Parvalb. EpCAM KSC PAX2

КО

0/ 0
1/ “

2/ 36
3/ 10
4/ 0

0/ 11
1/ 2
2/ 17
3/ 16
4/ 1

0/ 34
1/ 12
2/ 0
3/ “
4/ “

0/ 7
1/ 0
2/ 11
3/ 25
4/ 3

0/ 45
1/ 1
2/ 0
3/ ”
4/ ”

0/ 24
1/ 3
2/ 11
3/ 8
4/ 0

0/ 36
1/ 10
2/ 0
3/ “
4/ ”

0/ 0
1/ “
2/ 9
3/27
4/10

0/ 21
1/ 9
2/ 16
3/ 0
4/ ”

Всего 46 46 46 46 46 46 46 46 46

ОА

0/ 0
1/ ”

2/ 12
3/ 3
4/ 0

0/ 4
1/ 0
2/ 6
3/ 5
4/ 0

0/ 12
1/ 3
2/ 0
3/ “
4/ “

0/ 2
1/ 0
2/ 4
3/ 8
4/ 1

0/ 14
1/ 1
2/ 0
3/ ”
4/ ”

0/ 7
1/ 2
2/ 4
3/ 2
4/ 0

0/ 11
1/ 4
2/ 0
3/ “
4/ ”

0/ 0
1/  ”
2/ 3
3/ 8
4/ 4

0/ 8
1/ 3
2/ 4
3/ 0
4/ ”

Всего 15 15 15 15 15 15 15 15 15

КХПКК

0/33
1/2
2/0
3/”
4/”

0/32
1/3
2/0
3/”
4/”

0/23
1/5
2/7
3/0
4/”

0/4
1/2
2/3
3/12
4/14

0/0
1/”

2/17
3/16
4/2

0/0
1/”
2/6
3/24
4/5

0/0
1/”
2/”

3/19
4/16

0/0
1/”
2/9
3/13
4/13

0/19
1/5
2/4
3/6
4/1

Всего 35 35 35 35 35 35 35 35 35

ЭХПКК

0/ 55
1/ 4
2/ 0
3/ “
4/ ”

0/ 50
1/ 9
2/ 0
3/ “
4/ ”

0/35
1/9
2/15
3/0
4/”

0/ 9
1/ 2
2/ 9
3/ 29
4/ 10

0/ 0
1/ “

2/ 24
3/ 27
4/8

0/ 0
1/ ”
2/ 7
3/ 33
4/ 19

0/ 0
1/ ”
2/ ”

3/ 12
4/ 37

0/ 0
1/  ”
2/ 18
3/ 25
4/ 16

0/ 41
1/ 0
2/ 12
3/ 6
4/ 0

Всего 59 59 59 59 59 59 59 59 59

ГОХО

0/ 2
1/ ”
2/ 5
3/ 0
4/ ”

0/ 2
1/ ”
2/ 4
3/ 1
4/ 0

0/ 6
1/ 1
2/ 0
3/ “
4/ ”

0/ 2
1/ 0
2/ ”
3/4
4/1

0/ 2
1/ 0
2/ 5
3/ 0
4/ ”

0/2
1/0
2/2
3/3
4/0

0/ 0
1/  ”
2/ 5
3/ 2
4/  ”

0/ 0
1/ ”
2/ ”
3/ 4
4/ 3

0/ 2
1/ 2
2/ 3
3/ 0
4/  ”

Всего 7 7 7 7 7 7 7 7 7

шинстве опухолевых клеток обнаружена выра-
женная цитоплазматическая реакция на колло-
идное железо. В 34 случаях диаметр опухоли 
не превышал 4 см (рТ1), а в 1 образце стадия 
соответствовала рТ2. При ИГХ-исследовании 
во всех случаях в клетках преобладала сильно- 
и выраженно-позитивная коэкспрессия CK7, 
EpCAM, Caveolin-1, MOC-31, MUC-1, DOG-
1, E-Cadherin, KSC и Parvalbumin. Реакция на 
СК19, CAM5.2, CD10, PAX2 и PAX8 варьиро-
вала в широком диапазоне. Кроме САМ5.2, в 
вышеуказанных маркерах преобладала негатив-
ная экспрессия. В CD117-позитивных случаях 
(n=29; 83%) экспрессия маркера преобладала в 
сильно- и выраженно-позитивной диапазонах. В 
2, 3 и 3 КХПКК лишь единичные опухолевые 
клетки положительно реагировали на ЕАВА, 
Cyclin D1 и S100A1 соответственно.

Эозинофильная ХПКК (ЭХПКК). В 59 (36  %) 
случаях опухоль была представлена в виде раз-
растания солидных полей с участками тубуло-ки-
стозных структур. В 2 (1%) случаях из них были 
выявлены фокусы папиллярного роста.  Опухо-
левая ткань состояла из оксифильных клеток с 
гиперхромными ядрами, которые имели неров-
ные контуры. Визуализировались единичные би-
нуклеарные онкоцитарные клетки (рис. 1г). При 
окраске по Моури во всех случаях в преобладаю-
щем большинстве опухолевых клеток обнаруже-
на выраженная цитоплазматическая реакция на 
коллоидное железо (рис. 2а).

В большинстве наблюдений (n=53; 90%) вы-
явлена стадия рТ1, а остальные соответствова-
ли стадии рТ2. При ИГХ-исследовании в опу-
холевых клетках преобладала сильно- и выра-
женно-положительная коэкспрессия Caveolin-1, 
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Диагноз
Антитела

PAX8 CK7 DOG1 CAM 
5.2 MOC31 S100A1 CK19 E-Cadh. MUC-1

КО

0/ 21
1/ 3
2/ 11
3/ 9
4/  2

0/ 43
1/ 3
2/ 0
3/ ”
4/ ”

0/ 0
1/ ”
2/ 6
3/ 27
4/ 13

0/ 10
1/ 8
2/ 10
3/ 18
4/ 0

0/ 34
1/ 0
2/ 5
3/ 7
4/ 0

0/ 0
1/ “

2/ 35
3/ 11
4/ 0

0/ 18
1/ 3
2/ 6
3/ 15
4/ 4

0/ 0
1/ “

2/ 11
3/ 27
4/ 8

0/ 21
1/ 3
2/ 17
3/ 5
4/ 0

Всего 46 46 46 46 46 46 46 46 46

ОА

0/ 7
1/ 0
2/ 1
3/ 7
4/ 0

0/ 14
1/ 1
2/ 0
3/ ”
4/ ”

0/ 0
1/  ”
2/ 1
3/ 11
4/ 3

0/ 4
1/ 0
2/ 5
3/ 6
4/ 0

0/ 12
1/ 3
2/ 0
3/ “
4/ “

0/ 0
1/ “
2/12
3/ 3
4/ 0

0/ 6
1/ 0
2/ 4
3/ 5
4/ 0

0/ 0
1/ “
2/ 2
3/ 8
4/ 5

0/ 9
1/ 2
2/ 3
3/ 1
4/ 0

Всего 15 15 15 15 15 15 15 15 15

КХПКК

0/18
1/3
2/7
3/7
4/0

0/0
1/”
2/”

3/17
4/18

0/0
1/”
2/”

3/26
4/9

0/7
1/5
2/10
3/12
4/1

0/0
1/”
2/7
3/22
4/6

0/32
1/3
2/0
3/”
4/”

0/21
1/3
2/4
3/5
4/3

0/0
1/”
2/8
3/14
4/13

0/0
1/”
2/9
3/13
4/13

Всего 35 35 35 35 35 35 35 35 35

ЭХПКК

0/ 26
1/ 11
2/ 5
3/ 15
4/ 2

0/ 0
1/8
2/44
3/7
4/ 0

0/ 0
1/ 3
2/ 32
3/ 24
4/ 0

0/ 13
1/ 10
2/ 17
3/ 16
4/ 3

0/ 0
1/ “
2/ 9
3/ 29
4/ 21

0/ 55
1/ 4
2/ 0
3/ “
4/  ”

0/ 37
1/ 0
2/ 6
3/13
4/ 3

0/ 0
1/”

2/ 16
3/ 31
4/ 12

0/ 0
1/ “

2/ 20
3/ 27
4/ 12

Всего 59 59 59 59 59 59 59 59 59

ГОХО

0/ 2
1/ 0
2/ 5
3/ 0
4/  ”

0/ 0
1/ 0
2/ 5
3/ 0
4/ 2

0/ 0
1/ ”
2/ ”
3/ 5
4/ 2

0/ 0
1/ 1
2/ 2
3/ 3
4/ 1

0/ 0
1/ ”
2/ ”
3/ 5
4/ 2

0/ 2
1/ ”
2/ 5
3/ 0
4/ ”

0/ 2
1/ 0
2/ 3
3/ 2
4/ 0

0/ 0
1/ ”
2/ ”
3/ 5
4/ 2

0/ 0
1/ ”
2/ 5
3/ 2
4/ 0

Всего 7 7 7 7 7 7 7 7 7
Примечания: КО – классическая онкоцитома; ОА – онкоцитома с атипией; КХПКК – классическая 
хромофобная почечно-клеточная карцинома; ЭХПКК – эозинофильная хромофобная почечно-кле-
точная карцинома; ГОХО – гибридная онкоцитарная/хромофобная опухоль. В числителе – выражен-
ность экспрессии; в знаменателе – количество случаев.

Продолжение табл. 2

Гибридная онкоцитарная/хромофобная опу-
холь (ГОХО). В нашем исследовании в 5 (3 %) 
случаях опухолевая ткань в разных соотноше-
ниях состояла из 2 типов клеток: на фоне гнезд 
или солидных полей классической онкоцитомы 
визуализировались ареалы разрастания ХПКК 
(рис.1 д). В 2 случаях из них карциноматозной 
компонент был представлен характерными клет-
ками ЭХПКК, а в 1 наблюдении – КХПКК. В 2 
образцах в карциноматозном компоненте были 
обнаружены характерные участки роста обоих 
вариантов ХПКК. При окраске по Моури в зонах 
роста ХПКК в цитоплазме клеток обнаружено 
интенсивное окрашивание коллоидного желе-
за. В то же время, в онкоцитарном компоненте 

Parvalbumin, EpCAM, E-Cadherin, KSC, DOG-1, 
MOC31 и MUC-1, а реакция с PAX2, PAX8, CAM 
5.2, CK19 и CD10 варьировала в широком диапа-
зоне. Кроме САМ5.2, в вышеуказанных маркерах 
преобладала негативная экспрессия. В CD117-
положительных случаях (n=48;81%) экспрессия 
маркера преобладала в сильно- и выраженно-по-
зитивной диапазонах. У 7 пациентов обнаружена 
сильно-положительная экспрессия СК7. В то же 
время, в 44 случаях экспрессия маркера соответ-
ствовала умеренно-положительному диапазону, а 
в 8 наблюдениях была определена очаговая реак-
ция. В 4, 9 и 4 ЭХПКК лишь единичные опухоле-
вые клетки положительно реагировали на ЕАВА, 
Cyclin D1 и S100A1 соответственно.
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                                  2а                                                                                2б

                                  2в                                                                                2г

                                  2д                                                                                2е
Рис. 2. Морфологические особенности и иммунофенотипические аспекты гибридной опухоли поч-
ки. А – Позитивное окрашивание коллоидного железа в цитоплазме клеток хромофобной почеч-
но-клеточной карциномы. Окраска по Моури, увел. ×200. Б – Диффузная цитоплазматическая и 
мембранная экспрессия ЕрСАМ в клетках хромофобной почечно-клеточной карциномы, увел. ×200. 
В – Экспрессия СК7 в карциноматозном компоненте гибридной опухоли. Негативная реакция на 
маркер в онкоцитарном компоненте, увел. ×100. Г – Экспрессия S100А1 в онкоцитарном компонен-
те гибридной опухоли. Негативная реакция на маркер в карциноматозном компоненте, увел. ×200. 
Д – Диффузное позитивное окрашивание коллоидного железа на апикальной поверхности клеток 
гибридной опухоли.  Окраска по Моури, увел. ×100. Е – Диффузная цитоплазматическая экспрессия 
СК7 в гибридной опухоли, увел. ×100.
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опухоли визуализация коллоидного железа не 
наблюдалась. Во всех наблюдениях стадия опу-
холи соответствовала рТ1. При иммунофено-
типировании определена зональная экспрессия 
маркерных антигенов онкоцитомы и ХПКК (рис. 
2в и рис. 2г). Положительная экспрессия CD117 
обнаружена во всех случаях в сильно- и выра-
женно-позитивной диапазонах. Из них в 3 ГОХО 
позитивная реакция на маркер выявлена в обоих 
компонентах, а по 1 случаю в онкоцитарном и 
карциноматозном компонентах соответственно. 
В 2 (1 %) наблюдениях опухоль микроскопи-
чески была представлена относительно мел-
кими клетками, с эозинофильной цитоплазмой 
по клеточной характеристике которые, имели 
пограничные признаки между онкоцитомой и 
ЭХПКК (рис. 1е). При гистохимической реак-
ции с использованием окраски по Моури на апи-
кальной поверхности большинства опухолевых 
клеток визуализировалось позитивное окраши-
вание коллоидного железа (рис. 2д). В обоих 
случаях стадия опухоли оценена как рТ1. При 
ИГХ-исследовании в образцах на фоне негатив-
ной реакции с CD117 выявлена выраженно-по-
ложительная экспрессия СК7 (рис. 2е). Наряду с 
этим, в опухолевых клетках обнаружена умерен-
но- и сильно-позитивная коэкспрессия MOC-31, 
EpCAM, E-cadherin и PAX8. Таким образом, на 
основании морфоиммуногистохимической кар-
тины обе опухоли также были верифицированы 
как ГОХО.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенный морфологический анализ пока-

зывает, что большинство ГОХО микроскопиче-
ски представлены участками роста классической 
онкоцитомы и ХПКК с позитивным окрашива-
нием коллоидного железа в цитоплазме раковых 
клеток. Наряду с этим, в ряде случаев ГОХО мо-
жет быть представлена исключительно из «ги-
бридных» клеток с пограничными признаками 
онкоцитомы и ЭХПКК. В этом варианте ГОХО 
обнаруживается положительное окрашивание 
коллоидного железа на апикальной поверхно-
сти опухолевых клеток. Иммунофенотип ГОХО 
имеет ряд особенностей. Так, нами было уста-
новлено, что для ГОХО с характерными морфо-
логическими признаками онкоцитомы и ХПКК 
свойственна коэкспрессия маркерных антигенов 
обоих компонентов, а для ГОХО состоящая ис-
ключительно из пограничных клеток – CD117-
негативный и выраженный СК7-позитивный 
иммунопрофиль. Позитивная экспрессия СК7 
обнаруживается в обоих вариантах ХПКК. Вме-
сте с тем, в отличие от ЭХПКК для КХПКК ха-
рактерна более высокая частота и выраженность 
экспрессии данного маркера.
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РЕЗЮМЕ
Цель. Оценка эффективности проведения антиоксидантной коррекции окислительных нарушений у 

женщин с воспалительными заболеваниями органов малого таза.
Материалы и методы. Исследование проведено с участием 154 испытуемых женщин, разделенных на 

группы: контрольная группа (n=30), группы больных с сочетанным течением хронической воспалительной 
болезни матки с хроническим сальпингитом и оофоритом в фазе обострения (n=120). Больные 2-й группы 
получали стандартное лечение, больные 3-й группы дополнительно к стандартной терапии получали 
токоферол и ретинол, больным 4-й группы вводили тиосульфат натрия, а испытуемые лица 5-й группы 
получали одновременно три антиоксиданта. Наблюдение велось в течение 2-х недель, в начале лечения и в 
конце наблюдения забирали кровь и ротовую жидкость. В биожидкостях определяли общую антиоксидантную 
активность и содержание продуктов окислительных модификаций биомолекул (ТБК-реактивные продукты).

Результаты. Проведенные исследования показали наличие у больных женщин с воспалительными 
заболеваниями органов малого таза дисбаланса окислительного гомеостаза, характеризующегося сниженной 
на 21-22% общей антиоксидантной активностью плазмы крови и увеличенным в 1,7-2,0 раза содержанием 
ТБК-реактивных продуктов эритроцитарной взвеси и ротовой жидкости. Введение токоферола, ретинола 
или тиосульфата натрия сопровождалось приблизительно одинаковой по выраженности нормализацией 
прооксидантно-антиоксидантного баланса – увеличением общей АОА на системном уровне и снижением 
содержания ТБК-реактивных продуктов в крови и ротовой жидкости до уровней соответствующих показателей 
группы практически здоровых испытуемых женщин. 

Заключение. Полученные данные показали необходимость коррекции дисбаланса прооксидантно-
антиоксидантной системы, а оценка эффективности коррекции с использованием липофильных 
токоферола и ретинола, гидрофильного тиосульфата натрия или их комбинированного использования 
продемонстрировала высокую эффективность любой из использованных схем.

Ключевые слова: эндометрит, сальпингоофорит, антиоксидантная терапия, 
окислительный стресс.
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SUMMARY
Aim. The effectiveness of antioxidant correction of oxidative disturbances in women suffering from inflammatory 

diseases of the small pelvis was evaluated. 
Materials and methods. The study was performed on 154 women divided into groups: the control group (n=30), 

the group composed of the patients suffering from the complex course of chronic inflammatory uterine disease with 
salpingitis and oophoritis in their exacerbation phase (n=120). The patients of the 2nd group underwent standardized 
course of treatment, while the patients of the 3rd group received tocopherol and retinol in addition to the standard-
ized therapy, the patients of the 4th group were injected with the sodium thiosulfate, and the patients of the 5th group 
received all three antioxidants at the same time. The study lasted 2 weeks, at the beginning and in the end blood and 
oral liquid were sampled. In the body liquids the general antioxidative activity and the content of oxidative modifications 
of biomolecules were determined (TBA-reactive substances). 

Results. The performed study demonstrated the presence of imbalance in oxidative homeostasis in women suf-
fering from inflammatory diseases of the small pelvis which was characterized by the general antioxidant activity of 
the blood plasma decreased by 30% and the content of TBA-reactive substances in erythrocytic meal and oral liquid 
increased by 45%. The injections of tocopherol, retinol and thiosulfate were accompanied by the similarly expressed 
stabilization of the prooxidant-oxidative balance including the increase in the general antioxidant activity at the sys-
temic level and the decrease in the content of TBA-reactive substances in blood and oral liquid down to the proper 
indices of the group composed of apparently healthy female test patients. 

Conclusion. The received data demonstrated the necessity of correction for the imbalance of prooxidant-oxidative 
system while the evaluation of the correction by means of the lipophilic tocopherol and retinol, hydrophilic sodium thio-
sulfate or their combined usage revealed the high effectiveness of each of the used treatment profiles.

Key words: endometritis, salpingoophoritis, antioxidant therapy, oxidative stress.

Интенсификация свободнорадикальных про-
цессов при воспалительных процессах является 
одним из ключевых факторов прогрессирования 
и постепенной хронизации многих заболеваний. 
Важной проблемой современной гинекологи-
ческой практики являются воспалительные за-
болевания органов малого таза – эндометрит, 
сальпингит и оофорит. Данные заболевания 
имеют склонность к быстрой хронизации и раз-
витию осложнений, включающих бесплодие, 
поэтому представляют серьезную медико-соци-
альную проблему [1-6]. Перспективным спосо-
бом коррекции метаболических нарушений, по-
тенциально способным обеспечить адекватный 
контроль над воспалительными процессами в 
женских репродуктивных органах, является ан-
тиоксидантная терапия [7-10]. Использование 
антиоксидантов находит широкое применение в 
экспериментальных исследованиях, в которых 
демонстрирует высокую эффективность, меж-
ду тем результаты использования большинства 
антиоксидантов показывают неоднозначные 
результаты в клинической практике. Проведе-
ние такой терапии требует обоснования, вклю-
чающего подтверждение наличия дисбаланса 
прооксидантно-антиоксидантной системы у 
конкретного больного и выявление определен-
ных патобиохимических звеньев, нацеленное 
воздействие на которые наиболее эффективно 
[11; 12]. Последнее оправдано ввиду сложности 
взаимоотношений компонентов антиоксидант-
ной системы между собой и прооксидантами, 
селективное развитие окислительных повреж-
дений преимущественно в каком-то одном ком-
партменте клетки, например, в биологических 
мембранах или митохондриях. Нередко в рабо-
тах указывается на развитие окислительного 

стресса на системном или локальном уровнях, 
например в ротовой жидкости или репродуктив-
ном тракте [13; 14]. В таких случаях наиболее 
эффективной может оказаться местная терапия. 
В любом случае проведению антиоксидантной 
коррекции, на наш взгляд должно предшество-
вать тщательное обоснование возможности и 
целесообразности.

Цель данной работы – оценка эффективности 
проведения антиоксидантной коррекции окис-
лительных нарушений у женщин с воспалитель-
ными заболеваниями органов малого таза.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Исследование проведено с участием 154 ис-

пытуемых женщин, разделенных на группы: 
контрольная группа (30 относительно здоровых 
испытуемых женщин), группы (группы 2-5) 
больных с сочетанным течением хронической 
воспалительной болезни матки с хроническим 
сальпингитом и оофоритом в фазе обострения 
(n=120). Больные 2-й группы (n=30) получали 
стандартное лечение, включающее антибиоти-
ки, противогрибковые средства, нестероидные 
противовоспалительные средства и санацию 
влагалища. Больные 3-й группы (n=30)  допол-
нительно к стандартной терапии получали то-
коферол (0,1 г/сутки) и ретинол (0,055 г/сутки), 
больным 4-й группы (n=30)  вводили тиосульфат 
натрия (10 мл 30%-го раствора в/в ежесуточно), 
а больные 5-й группы (n=30)  получали одновре-
менно все три антиоксиданта. Наблюдение ве-
лось в течение 2-х недель, в начале лечения и в 
конце наблюдения забирали цельную венозную 
кровь и нестимулированную ротовую жидкость 
для проведения лабораторных исследований. В 
отмытой эритроцитарной взвеси определяли со-
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держание продуктов окислительных поврежде-
ний биомолекул по реакции с тиобарбитуровой 
кислотой (ТБК-реактивные продукты) [15], в 
плазме крови определяли уровень общей анти-
оксидантной активности амперометрическим 
способом использованием анализатора «Яуза 
ААА-01» (ОАО НПО «Химавтоматика», Рос-
сия). Значение антиоксидантной активности 
выражали в ммоль/л аскорбиновой кислоты, 
принятой за стандарт, показатель которой был 
определен в аналогичных опытным образцам 
условиях [16].

Исследование было проведено в строгом со-
ответствии с этическими положениями, обо-
значенными в Федеральном законе Российской 
Федерации от 21 ноября 2011 г. № 323-ФЗ «Об 
основах охраны здоровья граждан в Российской 
Федерации» и Хельсинкской Декларации Все-
мирной Медицинской Ассоциации (Форталеза, 
2013), а также было рассмотрено и одобрено на 
заседании независимого этического комитета 
(протокол № 81 от11.10.2019 г.).

Статистическую обработку результатов ис-
следования осуществляли с использованием 
программы StatPlus (AnalystSoft Inc., USA). 
Определение нормальности распределения по-
казателей проводили с помощью критерия Ша-
пиро-Уилка. Оценку значимости отличий между 
соответствующими параметрами больных раз-
ных групп проводили с помощью U-критерия 
Манна-Уитни, между параметрами одних и тех 
же больных до и после лечения – с помощью 
критерия Уилкоксона. Выбор непараметриче-
ских методов был обусловлен, прежде всего, 
сравнительно небольшими объемами выборок 
и несоответствием распределения полученных 
показателей закону нормального распределения. 

Статистически значимыми считали различия 
при уровне p<0,05. Полученные данные в ста-
тье представлены в виде медианы и квартилей.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Исследование показателей общей антиокси-

дантной активности плазмы крови больных вос-
палительными заболеваниями органов малого 
таза показало сниженные ее значения у боль-
ных 2-й группы на 21-22%, как до, так и после 
проведения терапии по стандартной схеме (рис. 
1). Ведение в схему комплексной терапии ви-
таминов А и Е способствовало значительному 
увеличению рассматриваемого показателя (на 
25%) до уровня контрольных значений. Введе-
ние тиосульфата натрия также способствовало 
статистически значимому росту общей антиок-
сидантной активности, но в меньшей степени 
(на 12%). В ротовой жидкости уровень анали-
зируемого показателя у больных с воспалитель-
ными заболеваниями органов малого таза до и 
после терапии на первый взгляд казался снижен-
ным, однако статистически значимых отличий 
от контрольных значений не было выявлено ни 
у одной из опытных групп (рис. 2).

Оценка выраженности окислительных по-
вреждений по накоплению в биологических 
жидкостях ТБК-реактивных продуктов под-
твердила ожидаемо высокий уровень свободно-
радикальных процессов у больных хронической 
воспалительной болезнью матки с хроническим 
сальпингитом и оофоритом. Так в эритроци-
тарной взвеси больных 2-й группы на момент 
поступления в стационар уровень тиобарбиту-
рового числа превышал контрольные значения 
на 73% (рис. 3). Проведение консервативной 
терапии по стандартной схеме не способство-

Рис. 1. Общая антиоксидантная активность 
плазмы крови больных воспалительными забо-

леваниями органов малого таза

Примечание: * – статистически значимые отли-
чия от показателя 1-й (контрольной) группы; ^ – 
статистически значимые отличия от показателя 
2-й группы;

Рис. 2. Общая антиоксидантная активность 
ротовой жидкости больных воспалительными 

заболеваниями органов малого таза

Примечание: * – статистически значимые отли-
чия от показателя 1-й (контрольной) группы; ^ – 
статистически значимые отличия от показателя 
2-й группы;
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Рис. 3. Интенсивность окислительных процессов 
в крови больных воспалительными заболевани-

ями органов малого таза

Примечание: * – статистически значимые отли-
чия от показателя 1-й (контрольной) группы; ^ – 
статистически значимые отличия от показателя 
2-й группы;

Рис. 4. Интенсивность окислительных процессов 
в ротовой жидкости больных воспалительными 

заболеваниями органов малого таза

Примечание: * – статистически значимые отли-
чия от показателя 1-й (контрольной) группы; ^ – 
статистически значимые отличия от показателя 
2-й группы;

вало каким-либо статистически значимым из-
менениям образования и накопления продуктов 
окислительных модификаций биомолекул. В 
тоже время введение средств антиоксидантной 
направленности существенно снижало интен-
сивность свободнорадикальных процессов, вне 
зависимости от вида терапии – использование 
токоферола и ретинола, тиосульфата натрия или 
комбинированная терапия всеми тремя сред-
ствами. У испытуемых лиц 3-5-й подгрупп уро-
вень ТБК-реактивных продуктов был снижен на 
22-28% относительно соответствующего значе-
ния показателя до начала терапии.

Изменения содержания ТБК-реактивных про-
дуктов в ротовой жидкости (рис. 4) были прак-
тически идентичны изменениям, зарегистриро-
ванным в крови: увеличенное  в 2,0 раза содер-
жание ТБК-реактивных продуктов у больных 
2-й группы на этапе до лечения, сохраняющееся 
высоким после проведения терапии по традици-
онной схеме, снижение уровня окислительных 
повреждений на фоне антиоксидантной коррек-
ции. Так в ротовой жидкости больных, получав-
ших ретинол, токоферол и тиосульфат натрия 
уровень анализируемого показателя был снижен 
на 26-36% относительно исходных значений до 
лечения. Интересным замечанием является то, 
что данный показатель в процессе терапии из-
менялся в отличие от общей антиоксидантной 
активности ротовой жидкости.

ОБСУЖДЕНИЕ
Мы полагаем, что основные отличия общей 

антиоксидантной активности плазмы крови на 
фоне введения различных средств антиокси-
дантной направленности могут быть связаны с 
фармакокинетическими свойствами используе-

мых средств антиоксидантной направленности 
действия. Открытые данные (официальные ин-
струкции по применению) о времени достиже-
ния максимальной концентрации токоферола 
(около 4 часов) свидетельствуют о высокой дли-
тельности его накопления и циркуляции в крови, 
что связано с липофильными свойствами. Кроме 
того токоферол и ретинол активно депонируются 
во всех тканях [17]. В тоже время для тиосуль-
фата натрия период полувыведения составляет 
от 20 до 180 минут в зависимости от вводимой 
дозы [18]. Таким образом, видимое увеличение 
рассматриваемого показателя плазмы крови у 
больных 3-й группы может быть обусловлено 
циркуляцией в крови самих экзогенных антиок-
сидантов, а увеличение общей антиоксидантной 
активности плазмы крови больных 4-й группы в 
большей степени отражает метаболические эф-
фекты тиосульфата, связанные с восстановлени-
ем тиолсодержащих соединений плазмы крови, 
противовоспалительными эффектами и как след-
ствие снижением выраженности окислительного 
стресса. Высокая эффективность использования 
тиолового антиоксиданта тиотриазолина для 
коррекции окислительного гомеостаза и воспа-
лительного процесса у больных сальпингоофо-
ритом показана ранее в работе Г. Гречканева и 
соавторов [19]. В некоторой степени можно счи-
тать рассмотренные серусодержащие препараты 
близкими по направленности действия, а широ-
кое использование антиоксидантных средств дан-
ной группы и высокая их активность может быть 
обусловлена ведущим значением эндогенных 
тиолов, в частности глутатиона, в поддержании 
клеточного редокс гомеостаза.

Несмотря на то, что в настоящее время широ-
ко обсуждается использование ротовой жидко-
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сти в неинвазивной лабораторной диагностике, 
особенно для оценки таких интегральных пара-
метров, как общая антиоксидантная активность 
[13; 14; 20], в данном случае мы не можем ре-
комендовать оценку рассматриваемого пока-
зателя. Вероятно, что хроническое локальное 
течение воспалительного процесса в женском 
репродуктивном тракте отражается на систем-
ном уровне изменениями показателей системы 
неспецифической резистентности организма, в 
частности антиоксидантной активности плазмы 
крови, однако данные изменения нивелируют-
ся после прохождения очередного барьера (в 
данном случае гематосаливарного) на пути, не 
связанной ни анатомически, ни функционально 
с основным патологическим очагом, ротовой по-
лости. Также интересным наблюдением являет-
ся отсутствие изменений в группах, получавших 
антиоксиданты, что указывает на отсутствие 
значимых накоплений исследуемых веществ в 
ротовой жидкости.

Отсутствие особенностей влияния разных 
антиоксидантных средств на накопление про-
дуктов окислительных модификаций биомоле-
кул может быть обусловлено тем, что снижение 
уровня ТБК-реактивных продуктов является 
результатом комплексного однонаправленного 
влияния используемых средств на состояние 
прооксидантно-антиоксидантного баланса в 
разных средах. Несмотря на разницу в фарма-
кокинетических параметрах, особенности ме-
ханизмов действия и локализации эффектов ко-
нечный результат применения рассматриваемых 
средств, оцениваемый по такому интегральному 
показателю, как уровень продуктов окислитель-
ных модификаций биомолекул, приблизительно 
одинаковый. Снижение уровня ТБК-реактивных 
продуктов в ротовой жидкости позволяет сви-
детельствовать все же о распространенности 
патологического процесса на системном уровне 
с вовлечением различных органов и тканей, в 
том числе анатомо-функционально не связан-
ных с женским репродуктивным трактом. При 
этом оценка уровня ТБК-реактивных продуктов 
потенциально может использоваться для неин-
вазивного мониторинга эффективности терапии 
больных хронической воспалительной болезнью 
матки, хроническим сальпингитом и оофоритом. 
Таким образом, данный маркер является более 
чувствительным, чем общая антиоксидантная 
активность.

Таким образом, были определены измене-
ния прооксидантно-антиоксидантного балан-
са, характеризующие развитие окислительного 
стресса на системном и местном уровнях, что 
актуализирует поиск способов антиоксидант-
ной коррекции. Использование для этих целей 

токоферола, ретинола или тиосульфата натрия 
в течение всего 2-х недель позволяет достичь 
приблизительно одинаковых по эффективности 
результатов, сопровождающихся нормализаци-
ей прооксидантно-антиоксидантного баланса 
– увеличением общей антиоксидантной актив-
ности на системном уровне и снижением со-
держания ТБК-реактивных продуктов в крови и 
ротовой жидкости до уровней соответствующих 
показателей группы практически здоровых ис-
пытуемых женщин.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные данные показали необходимость 

коррекции дисбаланса прооксидантно-антиок-
сидантной системы, не нормализующегося са-
мостоятельно в ходе проведения традиционной 
терапии без антиоксидантов. Оценка эффектив-
ности коррекции с использованием липофиль-
ных токоферола и ретинола, гидрофильного 
тиосульфата натрия или их комбинированного 
использования продемонстрировала высокую 
эффективность любой из использованных схем.
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РЕЗЮМЕ
Интенсивные исследования последних десятилетий были посвящены на выявление популяции раковых 

стволовых клеток среди эпителиальных клеток почечных канальцев. На сегодняшний день, в поисках 
потенциальных раковых стволовых клеток почечно-клеточной карциномы был исследован широкий спектр 
генов, участвующих в молекулярном патогенезе почечно-клеточной карциномы. Среди них можно выделить 
ALDHА1, CD133, CXCR4, CD24, CD82 и SOX2. 

Цель исследования: провести сравнительную оценку экспрессии стволовых маркеров ALDHА1, CD133, 
CXCR4, CD24, CD82 и SOX2 в гистологических вариантах почечно-клеточной карциномы и определение их 
прогностической значимости. 

Материал и методы. Исследование выполнено на операционном материале от 225 пациентов с почечно-
клеточной карциномой. В качестве группы сравнения изучали биоптаты от 46 пациентов с онкоцитомой почки. 
Иммуногистохимическое исследование проводили на парафиновых срезах по стандартному протоколу. 
Использовали антитела: ALDHA1, CD82, CD133, CXCR4, SOX2 («Abcam») и CD24 («Invitrogen»). Для выявления 
различий между сравниваемыми группами использовали непараметрический критерий согласия Пирсона (χ2).  

Результаты. Экспрессия ALDHA1была обнаружена в 103 (45,8%) наблюдениях, CXCR4- в 105 (46,7%) 
случаях. Позитивная реакция на CD24 имела место в 98 (43,6%) образцах, SOX2- в 106 (47,1%) опухолях. Среди 
вариантов почечно-клеточной карциномы наиболее часто экспрессия CD133 наблюдается в светлоклеточной 
папиллярной почечно-клеточной карциноме. Более высокая частота экспрессии CD82 наблюдается в 
хромофобной почечно-клеточной карциноме. 

Заключение. В зависимости от гистологического варианта почечно-клеточной карциномы выявлены 
достоверные ассоциации между экспрессиями маркеров стволовых клеток и клиническими параметрами.
Ключевые слова: почечно-клеточная карцинома, раковая стволовая клетка.

FEATURES OF EXPRESSION OF STEM CELL MARKERS IN RENAL CELL CARCINOMAS
Osmanov Y. I., Kogan E. A., Demyashkin G. A., Shchekin V. I., Kaem A. V.

I. M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, Russia
SUMMARY

Intensive studies of recent decades have been devoted to identifying a population of cancer stem cells among the 
renal tubule epithelial cells. To date, a broad spectrum of genes involved in the molecular pathogenesis of renal cell 
carcinoma has been investigated in search of potential cancer stem cells of renal cell carcinoma. Among them, ALDH 
1, CD133, CXCR4, CD24, CD82 and SOX2 can be distinguished. 

The aim of the study was to comparative characteristics of stem marker expression – ALDH1A1, CXCR4, CD24, 
CD82, CD133 and SOX2 in histological variants of renal cell carcinoma and determination of their prognostic signifi-
cance.

Subject and method. The study was performed on surgical material from 225 patients with renal cell carcinoma. 
As a comparison group, biopsy samples from 46 patients with renal oncocytoma were studied. Immunohistochemi-
cal staining for the detection of antigens in the paraffin-embedded slices was made using the antibodies to ALDHA1, 
CD82, CD133, CXCR4, SOX2 («Abcam») and CD24 («Invitrogen»). To identify differences between the compared 
groups, the nonparametric Pearson’s criterion (ч2) were employed.

Results. Expression of ALDHA1 was detected in 103 (45.8%) cases, CXCR4 in 105 (46.7%) cases. A positive 
reaction to CD24 occurred in 98 (43.6%) samples, SOX2 in 106 (47.1%) tumors. Among the variants of renal cell car-
cinoma, CD133 expression is most often observed in clear cell papillary renal cell carcinoma. A higher expression rate 
of CD82 is observed in chromophobic renal cell carcinoma.

Conclusion. Reliable associations between stem cell marker expressions and clinical parameters were revealed 
depending on the histological variant of renal cell carcinoma.

Key words: renal cell carcinoma, cancer stem cells.
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Благодаря последним достижениям в обла-
сти молекулярной биологии стало возможным 
значительно повысить эффективность проти-
воопухолевых препаратов. Одним из главных 
причин прогресса в лечении онкологических 
заболеваний является моделирование и разра-
ботка целевой доставки биоактивных молекул, 
демонстрирующих селективную активность 
против раковых стволовых клеток (РСК). На се-
годняшний день, в поисках потенциальных РСК 
почечно-клеточной карциномы (ПКК) был ис-
следован широкий спектр генов, участвующих 
в молекулярном патогенезе ПКК [1; 2; 3; 4]. ПКК 
представляет собой гетерогенную группу опухо-
лей, однако, несмотря на морфологическое раз-
нообразие, все гистологические варианты ПКК 
развиваются из эпителия почечных канальцев и 
имеют общий гистогенез. Интенсивные исследо-
вания последних десятилетий были посвящены 
на выявление популяции РСК среди эпители-
альных клеток почечных канальцев. Результаты 
многочисленных работ показывают, что РСК 
ПКК экспрессируют гены тех же поверхностных 
маркеров (ПМ), что и   соматические стволовые 
клетки почечных канальцев. Среди них можно 
выделит адгезивного белка CD133 и рецептора 
цитокинов CXCR4 [5; 6; 7]. Вместе с тем, нали-
чие положительной экспрессии вышеуказанных 
ПМ, по мнению некоторых исследователей не 
является надежным показателем принадлеж-
ности опухолевой клетки к РСК [8; 9; 10; 11]. 
Установлено, что в условиях регуляции генов на 
эпигенетическом уровне, а также под действи-
ем противоопухолевых агентов и мутационных 
процессов профиль ПМ меняется. В связи чем, 
в настоящий момент ведутся активные поиски 
наиболее специфических белков с целью опре-
деления РСК в опухолевой популяции. Потен-
циальными кандидатами для решения этой за-
дачи могут являться фермент ALDHА1; фактор 
транскрипции SOX2; активатор сигнальных пу-
тей CD24; и белок мембранного микродомена 
CD82 [12; 13; 14; 15].

Цель исследования: сравнительная оценка 
экспрессии стволовых маркеров – ALDHA1, 
CXCR4, CD24, CD82, CD133 и SOX2 в гистоло-
гических вариантах ПКК и определение их про-
гностической значимости.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Клинические данные. Объектом исследова-

ния послужил архивный биопсийный материал  
от  225 больных (129 мужчин и 96 женщин) в 
возрасте от  17 до  89 лет (средний возраст 59 
лет), проходивших хирургическое лечение в 
Урологической клинике ПМГМУ им. И.М. Се-
ченова и Урологическом центре Научного Кли-

нического Центра (НКЦ) ОАО РЖД  по поводу 
рака почки в период с 2011 г. по 2017 г.   В каче-
стве группы сравнения изучали биоптаты от 46 
пациентов с онкоцитомой почки.

Гистологическое исследование. Степень зло-
качественности ПКК (G) оценивали по четыре-
хуровневой системе градации согласно класси-
фикации ВОЗ/ISUP 2016 года.  Для оценки сте-
пени ядерной градации хромофобного рака ис-
пользовали трехуровневую систему по G.Paner. 
Стадию опухоли (рТ1 – Т4) определяли согласно 
протоколу 8-го издания TNM-классификации 
почечно-клеточного рака [16; 17; 18].

Иммуногистохимическое исследование 
(ИГХ). Серийные срезы толщиной 5 мкм депара-
финировали и регидратировали по стандартной 
методике. Для монтирования парафиновых сре-
зов использовали готовые предметные стекла с 
адгезивным покрытием (Polylisin Slides, Menzel 
GmbH&Co KG; Германия). Парафиновые срезы 
депарафиноравали и регидратировали по стан-
дартной методике. Для “демаскировки” антиге-
нов срезы инкубировали в течение 5 мин с 3 % Н2 
О2, подвергали высокотемпературной обработке 
в цитратном буфере с рН 6,0 или 9,0 (для каж-
дого антитела в соответствии с рекомендуемым 
протоколом) в микроволновой печи (2 раза по 5 
мин при мощности 690 Вт с перерывом 2 мин). 
Инкубацию с первичными антителами проводи-
ли при комнатной температуре в течение 40 – 60 
мин. В качестве вторичных антител использова-
ли систему EnVision (“DAKO Cytomation”, Да-
ния). Срезы инкубировали в течение 20-40 мин 
(в соответствии с рекомендуемым протоколом).  
Для визуализации ИГХ-реакции использовали 
DAB+систему (“DAKO Cytomation”, Дания). 
Срезы докрашивали гематоксилином Майера и 
заключали в канадский бальзам. В каждой серии 
препаратов был соответствующий позитивный 
и негативный контроль. Для каждого маркера 
учитывали топику положительной экспрессии 
в опухолевой клетке- ядерная, цитоплазматиче-
ская или мембранная. Список использованных 
антител приводится в табл. 1.

Выраженность экспрессии маркеров оце-
нивали полуколичественным методом: 0 бал-
лов  — отсутствие экспрессии; 1 балл — поло-
жительная экспрессия до 25 % клеток опухоли; 
2 балла — положительная экспрессия от 25 до 
50 % клеток опухоли; 3 балла — положитель-
ная экспрессия от 50 % до 75 % клеток опухоли; 
4 балла- положительная экспрессия более 75% 
клеток опухоли. При наличии от 0 до 2 баллов 
ИГХ-реакцию считали отрицательной или сла-
бой, а выше 2-х баллов сильной или выражен-
ной по Z. Zeng и соавт. с изменениями [19; 20].
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Таблица 1
Панель использованных в исследовании антител

Антитела Клон Производитель Разведение Источник
ALDH1 EP1933Y Abcam RTU Mouse
CD24 SN3b Invitrogen 1:50 -
CD82 ab66400 Abcam 1:80 -

CD133 ab19898 Abcam 1:200 Rabbit
CXCR4 ab1670 Abcam 1:150 Mouse
SOX2 ab97959 Abcam 1:1000 -

Обозначение. RTU – готовые к применению.

Статическая обработка данных выполнена 
на персональном компьютере с помощью элек-
тронных таблиц Microsoft Excel и пакета при-
кладных программ Statistica for Windows v. 7.0, 
“StatSoft Inc.” (США).

Для выявления различий между сравнивае-
мыми группами использовали непараметриче-
ский критерий согласия Пирсона (χ2). Статисти-
чески значимыми считали отличия при р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Все 235 новообразования были распределены 

в соответствии с гистологическим вариантом. 
Из них по 60 (25,5%) случаев были верифици-
рованы как светлоклеточная почечно-клеточная 
карцинома (СПКК), папиллярная ПКК (ППКК) 
и хромофобная ПКК (ХПКК) соответственно. 
Все остальные гистологические формы (n=55; 
23,4%) были объединены в группе “другие вари-
анты ПКК”. Из них  10 (4,3 %) образцов были 
верифицированы как  MiTF-ассоциированная 
ПКК; по 9 (3,8 %) наблюдений- карцинома из 
собирательных трубочек (КСТ) и ПКК, ассоци-
ированная приобретенной кистозной болезнью 
почки (ПККАПКБП); 8 (3,4 %) случаев - не-
классифицируемая ПКК; 5 (2,1 %) образцов - 
светлоклеточная папиллярная ПКК (СППКК); 4 
(1,7  %) случая-тубулокистозная ПКК (ТКПКК); 
3 (1,3  %) образца-медуллярная карцинома (МК); 
по 2 (0,9  %) опухоли-сукцинатдегидрогеназа де-
фицитная ПКК (СДГД ПКК), фумаратгидратаза 
дефицитная ПКК (ФГД ПКК) и муцинозная ту-
булярная и веретеноклеточная ПКК (МТВПКК); 
1 (0,4 %) случай как фолликулярная карцинома 
почки (ФКП). Основные клинико-морфологиче-
ские параметры опухолей обобщены в таблице 2.

Сильная или выраженная цитоплазматическая 
и/или мембранная экспрессия ALDH1 была обна-
ружена в 102 (43,4%) наблюдениях. Наиболее ча-
сто сильную экспрессию маркера выявляли при 
СПКК (53,3%), относительно реже при ППКК 
(43,3%), ХПКК (35,0%) и других вариантах ПКК 
(41,8 %). При анализе возможной взаимосвязи 

между экспрессией ALDHА1 и клинико-морфо-
логическими параметрами ПКК установлено, 
что гистологическая структура опухоли, а также 
возраст и пол не влияет на экспрессию маркера 
(p>0,05). В то же время обнаружена статически 
значимая связь между степенью выраженности 
экспрессии ALDHА1 и размером новообразо-
вания, стадией и ядерной градацией опухоли 
(р<0,05). Так, было определено, что в ПКК по 
мере увеличения размера, стадии и ядерной гра-
дации опухоли процент положительно прореаги-
ровавших клеток на ALDHА1 возрастает (рис.1).

Сильная или выраженная цитоплазматиче-
ская и мембранная и/или ядерная экспрессия 
CXCR4 была выявлена в 117 (49,8%) случаях. 
Наиболее часто сильную экспрессию CXCR4 
определили при СПКК (63,3%), относительно 
реже при ППКК (48,3%), ХПКК (40,0%) и дру-
гих вариантах ПКК (47,3 %) (рис.2).

При сравнительном анализе между экспрес-
сией маркера и гистологическими вариантами 
ПКК, а также возрастом и полом были получены 
статистически не значимые результаты (табл.3).

Вместе с тем обнаружена статически значи-
мая связь между степенью выраженности экс-
прессии маркера и размером новообразования, 
стадией и ядерной градацией опухоли (табл.4).

Установлено, что в ПКК по мере увеличения 
размера, стадии и ядерной градации опухоли 
процент положительно прореагировавших кле-
ток на CXCR4 возрастает (p<0,05).

Сильная или выраженная цитоплазматиче-
ская экспрессия CD24 обнаружена в 97 (41,3%) 
наблюдениях. Относительно часто сильную или 
выраженную экспрессию маркера выявляли при 
ППКК (48,3%), реже при СПКК (40,0%), ХПКК 
(43,3%) и других вариантах ПКК (32,7%).  При 
анализе возможной взаимосвязи между экспрес-
сией CD24 и клинико-морфологическими пара-
метрами ПКК установлено, что гистологическая 
структура и размер опухоли, а также возраст и 
пол не влияет на экспрессию маркера (p>0,05). 
Между тем определено, что в ПКК по мере уве-
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                              рТ1-2/G1-G2                                                               pT3-4/G3-4

СПКК
                                       а                                                                                     б 

ППКК
                                       в                                                                                     г 

ХПКК
                                       д                                                                                     е 
Рис. 1. Выраженность экспрессии ALDHA1 в СПКК, ППКК и ХПКК в зависимости от степени ядерной градации 

и размера опухоли. А – экспрессия ALDHA1 в СПКК с ядерной градацией G1 – 2 в стадиях рТ1-2, ув. х200. Б – 
экспрессия ALDHA1 в СПКК с ядерной градацией G3 – 4 в стадиях рТ3  – 4, ув. х200. В – экспрессия ALDHA1 в 
ППКК с ядерной градацией G1 – 2 в стадиях рТ1 – 2, ув. х200. Г – экспрессия ALDHA1 в ППКК с ядерной града-
цией G3 – 4  в стадиях рТ3 – 4, ув. х200. Д – экспрессия ALDHA1 в ХПКК с ядерной градацией G1 в стадиях рТ1 

– 2, ув. х200. Е – экспрессия ALDHA1 в ХПКК с ядерной градацией G2 – 3 и рТ3 – 4, ув. х200.
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n (%)
235 (100%)  

Пол
Муж. 134 (57,0%) 
Жен. 101 (43,0%) 

Возраст
≤59 86 (36,6%) 
>59 149 (64,4%) 

Гистологи-
ческий 
вариант

Светлоклеточная ПКК 60 (25,5 %) 
Папиллярная ПКК 60 (25,5 %) 
Хромофобная ПКК 60 (25,5 %) 

MiTF-ассоциированная ПКК 10 (4,3 %) 
ПКК ассоциированная приобретенной кистозной болезнью 9 (3,8 %) 

Карцинома из собирательных трубочек 9 (3,8 %) 
Неклассифицируемая ПКК 8 (3,4 %) 

Светлоклеточная папиллярная ПКК 5 (2,1%) 
Тубулокистозная ПКК 4 (1,7 %) 

Медуллярная карцинома 3 (1,3%)
Сукцинатдегидрогенеза-дефицитная ПКК 2 (0,9%)

Фумарат-гидратаза-дефицитная ПКК 2 (0,9%)
Муцинозная тубулярная и веретеноклеточная ПКК 2 (0,9%)

Фолликулярная карцинома 1 (0,4%)
Размер 

опухоли
≤ 4 см 78 (33,2%) 
> 4 см 157 (66,8%) 

Стадия
рТ1-рТ2 167 (71,1%)  
рТ3-рТ4 68 (28,9%) 

Ядерная 
градация

G1 – G2 112 (47,7%) 
G3 – G4 123 (52,3%) 

Таблица 2 
Распределение случаев в зависимости от их гистологического строения и клинических параметров

личения стадии и ядерной градации опухоли 
процент положительно прореагировавших кле-
ток на CD24 возрастает (p<0,05).

Выраженная мембранная экспрессия CD133 
обнаружена во всех 5 (100%) СППКК (рис.3). 

Сильная мембранная или цитоплазматиче-
ская экспрессия маркера была обнаружена при 
СПКК (46,7%), намного реже при ППКК 1-го 
типа (25,0%), и ХПКК (8,3 %). Между тем среди 
остальных вариантов ПКК сильная мембранная 

Рис. 2. Сильная цитоплазматическая и ядерная 
экспрессия CXCR4 в СПКК увел. х400

Рис. 3. Сильная мембранная экспрессия CD133 в 
СППКК, увел. х200
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Таблица 3
Связь между экспрессиями ALDHA1, CXCR4 и гистологическими вариантами ПКК

Морфология

ALDHA1
χ2 

р

CXCR4

χ2 

р

отрица-
тельная 

или слабая 
экспрессия

сильная или 
выраженная 
экспрессия

отрица-
тельная 

или слабая 
экспрессия

сильная или 
выраженная 
экспрессия

n (%) n (%)
СПКК 28 (46,7 %) 32 (53,3 %)

4,190 

p>0,05

22 (36,7 %) 38 (63,3 %)
6,893 

p>0,05

ППКК 34 (56,7 %) 26 (43,3 %) 31 (51,7 %) 29 (48,3 %)
ХПКК 39 (65,0 %) 21 (35,0 %) 36 (60,0 %) 24 (40,0 %)

другие ПКК 32 (58,2 %) 23 (41,8 %) 29 (52,7%) 26 (47,3%)

Обозначения. СПКК – светлоклеточная ПКК; ППКК – папиллярная ПКК; ХПКК – хромофобная 
ПКК.

Таблица 4
Связь между экспрессиями ALDHA1, CXCR4 и клинико-морфологическими параметрами ПКК

n (%)

ALDHA1

χ2 p

CXCR4

χ2 p
отрица-
тельная 

или слабая 
экспрессия

сильная или 
выраженная 
экспрессия

отрица-
тельная 

или слабая 
экспрессия

сильная или 
выраженная 
экспрессия

Пол
Муж. 134 57,0% 73 31,0 % 61 26,0 % 0,569 

p=0,451
66 28,1 % 68 28,9 % 0,115 

p=0,735Жен. 101 43,0% 60 25,5 % 41 17,5 % 52 22,1 % 49 20,9 %

Возраст
≤59 86 36,6% 47 20,0 % 39 6,6 % 0,209 

p=0,648
48 20,4 % 38 16,2 % 1,702 

p=0,193>59 149 63,4% 86 36,6 % 63 26,8 % 70 29,8 % 79 33,6 %
Размер 

опухоли
≤ 4см 78 33,2% 57 24,3 % 21 8,9 % 12,910 

p<0,05
58 24,7 % 20 8,5 % 27,229 

p<0,05> 4см 157 66,8% 76 32,3 % 81 34,5 % 60 25,5 % 97 41,3 %

Стадия

pТ1-
pТ2 167 71,0% 105 44,7 % 62 26,3 %

9,261 
p<0,05

101 43,0 % 66 28,0 %
24,332 
p<0,05pТ3-

pТ4 68 29,0% 28 12,0 % 40 17,0 % 17 7,2 % 51 21,7 %

Ядерная 
града-

ция

G1-G2 112 47,7% 75 1,9% 37 15,7 % 9,365 
p<0,05

81 34,5 % 31 13,2 % 41,838 
p<0,05G3-G4 123 52,3% 58 24,7 % 65 27,7 % 37 15,7 % 86 36,6 %

Таблица 5
Связь между экспрессиями CD24, CD133 и гистологическими вариантами ПКК

Морфология

CD24
χ2 

р

CD133

χ2 

р

отрица-
тельная 

или слабая 
экспрессия

сильная или 
выраженная 
экспрессия

отрица-
тельная 

или слабая 
экспрессия

сильная или 
выраженная 
экспрессия

n (%) n (%)
СПКК 36 (60,0%) 24 (40,0%)

3,036 

p>0,05

32 (53,3%) 28 (46,7%)
24,573 

p<0,05

ППКК 31 (51,7%) 29 (48,3%) 45 (75,0%) 15 (25,0%)
ХПКК 34 (56,7%) 26 (43,3%) 55 (91,7 %) 5 (8,3 %)

другие ПКК 37 (67,3%) 18 (32,7%) 44 (80,0 %) 11 (20,0 %)
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Таблица 6
Связь между экспрессиями CD24, CD133 и клинико-морфологическими параметрами ПКК.

n (%)

CD24

χ2 p

CD133

χ2 p
отрица-
тельная 

или слабая 
экспрессия

сильная или 
выраженная 
экспрессия

отрица-
тельная 

или слабая 
экспрессия

сильная или 
выраженная 
экспрессия

Пол
Муж. 134 57,0% 78 33,2 % 56 23,8 % 0,034 

p=0,854
95 40,4 % 39 16,6 % 2,651 

p=0,104Жен. 101 43,0% 60 25,5 % 41 17,5 % 81 34,5 % 20 8,5 %

Возраст
≤59 86 36,6% 50 21,3 % 36 15,3 % 0,019 

p=0,891
66 28,1 % 20 8,5 % 0,247 

p=0,620>59 149 63,4% 88 37,4 % 61 26,0 % 110 46,8 % 39 16,6 %
Размер 

опухоли
≤ 4 см 78 33,2% 49 20,9 % 29 12,3 % 0,809 

p=0,369
57 24,3 % 21 8,9 % 0,205 

p=0,651> 4 см 157 66,8% 89 37,9 % 68 28,9 % 119 50,6 % 38 16,2 %

Стадия

pТ1-
pТ2 167 71,0% 106 45,0 % 61 26,0 %

5,371 
p<0,05

123 52,3 % 44 18,7 %
0,473 

p=0,492pТ3-
pТ4 68 29,0% 32 13,6 % 36 15,3 % 53 22,6 % 15 6,4 %

Ядерная 
града-

ция

G1-G2 112 47,7% 81 34,5 % 31 13,2 % 16,324 
p<0,05

70 29,8 % 42 17,9 % 17,480 
p<0,05G3-G4 123 52,3% 57 24,3 % 66 28,0 % 106 45,1 % 17 7,2 %

экспрессия CD133 маркера обнаружена во всех 
5 СППКК (рис.4). 

Таким образом, при оценке взаимосвязи 
между экспрессией CD133 и вариантами ПКК 
установлено, что гистологическая структура 
опухоли влияет на экспрессию маркера (табл.5). 

Сравнительный анализ возможных ассо-
циаций между экспрессией CD133 и клинико-
морфологическими параметрами ПКК выявил 
достоверную связь между выраженностью экс-
прессии и ядерной градацией ПКК (р<0,05). 
Установлено, что сильная экспрессия CD133 
характерна для ПКК с низкой степенью ядерной 
градации (табл.6). 

Следует отметить, что в зависимости от гисто-
логического строения ПКК, экспрессия CD133 

имеет ряд особенностей. Так, среди СПКК силь-
ная мембранная и цитоплазматическая экспрессия 
маркера была обнаружена в опухолях микро-и/
или макрокистозного строения с низкой ядерной 
градацией, тогда как в СПКК с высокой ядерной 
градацией аналогичная выраженность реакции на-
блюдалась только в цитоплазме опухолевых кле-
ток (рис.5).

В то же время во всех саркоматоидных ПКК 
была определена отрицательная экспрессия 
CD133 в саркоматоидном компоненте. Сильная 
или выраженная мембранная экспрессия CD82 
определена в большинстве ХПКК (76,7%) клас-
сического и эозинофильно-клеточного вариантов, 
намного реже при СПКК (35,0%), ППКК 2-го типа 
(11,7%) и других вариантах ПКК (14,5%) (рис. 6).

Рис. 6. Сильная мембранная экспрессия CD82 в 
ХПКК, увел. х400

Рис. 5. Сильная мембранная экспрессия CD133 
в СПКК с низкой ядерной градацией микроки-

стозного строения, увел. х200
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Таблица 7
Связь между экспрессиями CD82, SOX2 и гистологическими вариантами ПКК

Морфология

CD82
χ2 

р

SOX2

χ2 

р

отрица-
тельная 

или слабая 
экспрессия

сильная или 
выраженная 
экспрессия

отрица-
тельная 

или слабая 
экспрессия

сильная или 
выраженная 
экспрессия

n (%) n (%)
СПКК 39 (65,0%) 21 (35,0%)

11,345 

p<0,05

41 (68,3%) 19 (31,7%)
1,079 

р=0,783

ППКК 53 (88,3%) 7 (11,7%) 43 (71,7%) 17 (28,3%)
ХПКК 14 (23,3%) 46 (76,7%) 46 (76,7%) 14 (23,3%)

другие ПКК 47 (85,5%) 8 (14,5%) 40 (72,7%) 15 (27,3%)

Таблица 8
Связь между экспрессиями CD82, SOX2 и клинико-морфологическими параметрами ПКК.

n (%)

CD82

χ2 p

SOX2

χ2 p
отрица-
тельная 

или слабая 
экспрессия

сильная или 
выраженная 
экспрессия

отрица-
тельная 

или слабая 
экспрессия

сильная или 
выраженная 
экспрессия

Пол
Муж. 134 57,0% 84 35,7 % 50 21,3 % 0,804 

p=0,371
94 40,0 % 40 17,0% 0,748 

p=0,388Жен. 101 43,0% 69 29,4 % 32 13,6 % 76 32,3 % 25 10,6 %

Возраст
≤59 86 36,6% 55 23,4 % 31 13,2 % 0,07 

p=0,779
64 27,2 % 22 9,4 % 0,293 

p=0,589>59 149 63,4% 98 41,7 % 51 21,7 % 106 45,1 % 43 18,3 %
Размер 

опухоли
≤ 4 см 78 33,2% 43 18,3 % 35 14,9 % 5,117 

p<0,05
61 26,0 % 17 7,2 % 2,007 

p=0,157> 4 см 157 66,8% 110 46,8 % 47 20,0 % 109 46,4 % 48 20,4 %

Стадия

pТ1-
pТ2 167 71,0% 93 39,5 % 74 31,5 %

22,532 
p<0,05

128 54,5 % 39 16,6 %
5,349 

p<0,05pТ3-
pТ4 68 29,0% 60 25,5 % 8 3,4 % 42 17,9 % 26 11,1 %

Ядерная 
града-

ция

G1-G2 112 47,7% 49 20,9% 63 26,8 % 42,960 
p<0,05

86 36,6 % 26 11,1 % 2,113 
p=0,147G3-G4 123 52,3% 104 44,3 % 19 8,0 % 84 35,7 % 39 16,6 %

Таким образом, при оценке взаимосвязи меж-
ду экспрессией CD82 и вариантами ПКК уста-
новлено статистически значимая достоверная 
связь (p<0,05).  В качестве сравнения мы также 
изучили характер экспрессии в 46 классических 
онкоцитомах почки. Следует отметить, что толь-
ко в 4 (8,7%) онкоцитомах была обнаружена 
очаговая положительная экспрессия CD82.  Во 
всех остальных наблюдениях реакция на маркер 
была негативной (рис. 7).

Сравнительный анализ возможных ассоциа-
ций между экспрессией CD82 и клинико-мор-
фологическими параметрами ПКК выявил до-
стоверную связь с размером, стадией и ядерной 
градацией опухоли (p<0,05). Установлено, что   
в ПКК по мере увеличения стадии и ядерной 
градации опухоли процент положительно про-

Рис. 7. Негативная реакция на CD82 в онкоцито-
ме, увел. х200
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ХПКК показали, что интенсивность экспрес-
сии   CD24 коррелирует со стадией и рецидивом 
опухоли [2; 20]. Точный механизм связи CD24 
в ПКК со свойствами РСК неизвестен. На наш 
взгляд в агрессивных формах ПКК повышение 
интенсивности экспрессии маркера связано с ак-
тивизацией различного гликозилирования в опу-
холевых клетках. В ходе экспериментов удалось 
выяснить, что в условиях различного гликози-
лирования взаимодействие CD24 с разными ли-
гандами приводит к разным функциям, включая 
пролиферацию, адгезию, роллинг по эндотелию, 
инвазию и миграцию опухолевых клеток.

При анализе возможной взаимосвязи между 
экспрессией CD82 и гистологическими вариан-
тами ПКК было определено, что в подавляю-
щем большинстве случаев оба варианта ХПКК 
в сильно- и выраженно позитивном диапазонах 
экспрессируют CD82. Слабая или отрицательная 
экспрессия маркера в ХПКК наблюдалась лишь 
в 23%. При оценке экспрессии CD82 в онкоцито-
мах исследованные в качестве группы сравнения 
только в 9 % наблюдениях визуализировалась 
слабая экспрессия [6; 9].  Между тем среди дру-
гих вариантов ПКК была определена отрицатель-
ная корреляционная связь между выраженностью 
экспрессии CD82, стадией опухоли и степенью 
ядерной градации. Так, было установлено, что 
среди CD82-положительных случаев преоблада-
ют опухоли с низкими степенями ядерной града-
ции в стадиях рТ1-рТ2. Отрицательная корреля-
ция между экспрессией CD82, размером опухоли 
и степенью клеточной анаплазии в ПКК [14; 17].  
В ряде работ полученные данные показывают, 
что в агрессивных опухолях значительное сни-
жение или отсутствие экспрессии CD82 обуслов-
лено активизацией сигнальных путей контроли-
рующие взаимодействия c-Met и членами семей-
ства EGFR [20].

При анализе возможной взаимосвязи между 
экспрессией CD133 и гистологическими вариан-
тами ПКК во всех СППКК наблюдалась сильная 
экспрессия маркера. По частоте положительной 
экспрессии следующую позицию заняла СПКК. 
При этом сильная или выраженная реакция на 
CD133 визуализировалась менее 50% СПКК. 
Дифференциально-диагностическая значимость 
CD133 на большой выборке образцов СППКК 
и СПКК описана в ранее проведенных иссле-
дованиях [17, 19]. Намного реже позитивная 
экспрессия маркера была определена в осталь-
ных гистологических вариантах. Среди них са-
мая низкая частота положительной экспрессии 
CD133 выявлена в ХПКК. Между тем во всех 
ППКК 2-го типа, а также в саркоматоидном 
компоненте всех саркоматоидных ПКК наблю-
далась отрицательная реакция на маркер. Важ-

реагировавших клеток на CD82 уменьшается. 
Сильная или выраженная ядерная экспрессия 
SOX2 обнаружена в 65 (27,7%) наблюдениях. 
Среди опухолей сильная экспрессия SOX2 была 
определена при СПКК (31,7%), ППКК (28,3%), 
ХПКК (23,3%) и других вариантах ПКК (27,3%) 
(табл.7)

При сравнительном анализе между экспрес-
сией маркера и гистологическими варианта-
ми ПКК, а также размером опухоли, степенью 
ядерной градации, возрастом и полом были по-
лучены статистически не значимые результаты 
(p>0,05). В то же время, обнаружена достовер-
ная связь между экспрессией маркера и стадией 
опухоли (p<0,05). Так, было определено, что в 
ПКК в стадиях рТ3-РТ4 более половины случа-
ев обнаруживается сильная ядерная экспрессия 
SOX2 (табл. 8).

ОБСУЖДЕНИЕ
Наше исследование показало, что частота, 

выраженность и топика позитивной экспрессии 
исследуемых маркеров отличается при гисто-
логических вариантах ПКК. Полученные ре-
зультаты позволяют утверждать, что характер 
экспрессии стволовых маркеров в разных ги-
стогенетических формах отражает особенности 
молекулярно-биологических путей лежащих на 
основе их эволюционирования.

При анализе возможной взаимосвязи между 
экспрессиями ALDHA1, CXCR4 и клинико-
морфологическими параметрами ПКК были 
получены статистически значимые результаты. 
Определено, что независимо от гистологическо-
го варианта ПКК по мере увеличения размера, 
стадии и ядерной градации опухоли процент 
положительно прореагировавших клеток на 
ALDHA1 и CXCR4 возрастет. 

Наши результаты согласуются с литературны-
ми данными. Так, A. Hassan и соавт. в независи-
мости от гистологического варианта ПКК обна-
ружили положительную корреляционную связь 
между выраженностью экспрессии ALDHA1, со 
стадией опухоли и степенью ядерной градации 
[18].  Статистически значимые связи между экс-
прессией ALDHA1, размером опухоли и степе-
нью клеточной анаплазии были описаны в ранее 
проведенных исследованиях [4; 5; 6; 7]. 

При анализе возможной взаимосвязи между 
экспрессией CD24 и клинико-морфологически-
ми параметрами ПКК была определена положи-
тельная корреляционная связь между выражен-
ностью реакции, стадией опухоли и степенью 
ядерной градации. В работах H.Lee с соавт. 
экспрессия CD24 в СПКК ассоциировалась со 
стадией и степенью ядерной градации.  D.Arik 
с соавт. на примере 108 СПКК, 12 ППКК и 13 
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но отметить, что среди CD133-положительных 
опухолей отмечалась отрицательная корреля-
ционная связь между выраженностью экспрес-
сии и степенью ядерной градации. Тенденцию 
к усилению уровня экспрессии CD133 по мере 
уменьшения степени ядерной градации опухо-
ли доказана на примере 240 СПКК. Кроме того, 
при изучении особенностей экспрессии мар-
кера отмечалось изменение локализации белка 
в клетках СПКК при разных ее гистологиче-
ских формах. Так, было установлено, что среди 
CD133-позитивных СПКК сильная мембранная 
и цитоплазматическая экспрессия обнаружива-
ется в опухолях микро-и/или макрокистозного 
строения с низкой ядерной градацией.  Вместе 
с тем в СПКК с высокой ядерной градацией ана-
логичная выраженность реакции наблюдалась 
лишь в цитоплазме опухолевых клеток.

При анализе возможной взаимосвязи между 
экспрессией SOX-2 и клинико-морфологиче-
скими параметрами ПКК достоверная связь 
была определена лишь со стадией опухоли. 
Было обнаружено, что более половины SOX-
2-положительных ПКК соответствуют стадиям 
рТ3 и рТ4.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При сравнительном анализе возможных ассо-

циаций между экспрессией ALDHA1, CXCR4 и 
клинико-морфологическими параметрами ПКК 
выявлена достоверная связь маркера с размером, 
стадией и ядерной градацией опухоли. Установ-
лено, что по мере увеличения размера, стадии 
и ядерной градации опухоли процент положи-
тельно прореагировавших клеток на ALDHA1 
и CXCR4 возрастает. Аналогичная картина 
наблюдалась при сравнительном анализе экс-
прессии CD24 со стадией и ядерной градацией 
ПКК.  Между экспрессией SOX2 и со стадией 
опухоли обнаружена значимая прямая связь. 
Было установлено, что более половины ПКК в 
стадиях рТ3-рТ4 экспрессировали SOX2 в силь-
ном диапазоне.   В нашем исследовании во всех 
СППКК обнаружена сильная мембранная экс-
прессия маркера. В СПКК экспрессия CD133 
также имеет ряд особенностей.  Установлено, 
что среди CD133-позитивных СПКК сильная 
мембранная и цитоплазматическая экспрессия 
маркера была обнаружена в опухолях микро-и/
или макрокистозного строения с низкой ядер-
ной градацией, а в СПКК с высокой ядерной 
градацией аналогичная выраженность реакции 
наблюдалась только в цитоплазме опухолевых 
клеток. Во всех саркоматоидных ПКК в саркома-
тоидном компоненте была выявлена отрицатель-
ная экспрессия CD133. В ПКК по мере увели-
чения размера, стадии и ядерной градации опу-

холи процент положительно прореагировавших 
клеток на CD82 уменьшается (p<0,05). Среди 
вариантов ПКК наиболее часто сильная экспрес-
сия маркера наблюдается в ХПКК. При сравни-
тельном анализе экспрессии CD82 в ХПКК и 
онкоцитоме установлено, что для онкоцитомы 
характерна отрицательная или слабая реакция 
на CD82. Полученные результаты позволяют ис-
пользовать CD82 в качестве дифференциально-
диагностического маркера между эозинофиль-
но-клеточным вариантом ХПКК и онкоцитомой.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов.

Conflict of interest. The authors have  no conflict 
of interests to declare.

ЛИТЕРАТУРА / REFERENCES
1. Reuben C, Andrew K. S, Helen D. B. 

Characterization of Cancer Stem Cells in Renal Clear Cell 
Carcinoma. Journal of Stem Cell and Regenerative Biology. 
2019;5(1):6-17. doi: 10.15436/2471-0598.19.2462.

2. Damian M., Lukasz S., Cezary S. Biology of renal 
tumour cancer stem cells applied in medicine. Contemp 
Oncol (Pozn). 2015;19(1A):A44–A51. doi:10.5114/
wo.2014.47128.

3. Claudia C. and Holger M. Biomarker discovery 
for renal cancer stem cells. J Path: Clin Res January 
2018;(4):3–18. doi:10.1002/cjp2.91.

4. Claudia C., Tomas H, Cédric P. Detecting 
circulating tumor DNA in renal cancer: An open challenge. 
Experimental and Molecular Pathology. 2017;102:255–26. 
doi: 10.1016/j.yexmp.2017.02.009.

5. Kevin J. Z, Satyum R. P, Nava S. D. Diagnostic 
Values of a Progenitor Cell Marker CD133 Expression in 
Various Types of Adenocarcinoma. J Mol Biomark Diagn. 
2016;7:5. doi: 10.4172/2155-9929.1000299.

6. Crescenzo D., Luca C., Luigi P. Differential role 
of CD133 and CXCR4 in renal cell carcinoma. 2010;Cell 
Cycle 9(22):4492-4500. doi:.4161/cc.9.22.13680.

7. Thomas C. W, Claudine G., Stefan B.  Strong 
Expression of Chemokine Receptor CXCR4 by Renal Cell 
Carcinoma Correlates with Advanced Disease. Journal of 
Oncology. 2008;1-6. doi:10.1155/2008/626340.

8.  Bruno S., Bussolati B., Grange C. CD133+ 
renal progenitor cells contribute to tumor angiogenesis. 
Am J Pathol. 2006;169:2223-35. doi:10.2353/
ajpath.2006.060498.

9. Kyugeun K., Hyojin I., Jae YR. High-level expression 
of stem cell marker CD133 in clear cell renal cell carcinoma 
with favorable prognosis. 2011;Oncology Letters 2:1095-
1100. doi:10.3892/ol.2011.368.

10. Wang L, Yang B., Yang Q.  Strong expression 
of chemokine receptor CXCR4 by renal cell carcinoma 
cells correlates with metastasis. Clin Exp Metastasis. 
2009;26:1049-54. doi 10.1007/s10585-009-9294-3.

11. Karen L. R, Robert M. S, Robert A. F. Chemokines 
as therapeutic targets in renal cell carcinoma. Expert 

38



ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ2020, т. 10, № 2

Rev Anticancer Ther. 2008;8(6):887–893. doi: 
10.1586/14737140.8.6.887. 

12. Ahmed M. H, Ban J. Q, Zaidoon A. 
Immunohistochemical Expression of Aldehyde 
Dehydrogenase 1 (ALDH1) in Renal Cell Carcinomas. Iraqi 
JMS. 2017; 15(2):206-213. doi: 10.22578/IJMS.15.2.14.

13. Lee H. J, Kim D. I, Kwak C. Expression of CD24 
in clear cell renal cell carcinoma and its prognostic 
significance. Urology. 2008 Sep;72(3):603-7. doi: 
10.1016/j.urology.2008.01.061.

14 .  Ib rah im H. ,  Sayed  A . ,  Murad  M. 
Immunohistochemical Expression of Napsin A, CD82 
and Cyclin D1 in Some Renal Tumors. The Egyptian 
Journal of Hospital Medicine. 2018; 71(7):3616-3621. doi: 
10.12816/0047683.

15. Weijie G., Beihe W., Fangning W. SOX2 and 
SOX12 are predictive of prognosis in patients with clear 
cell renal cell carcinoma.  Oncol Lett. 2018; 15(4): 4564–
4570. doi: 10.3892/ol.2018.7828.

16. Ning L, Weidong G., Feng Q. Does the Fuhrman 
or World Health Organization/ International Society of 
Urological Pathology Grading System Apply to the Xp11.2 

Translocation Renal Cell Carcinoma? The American 
Journal of Pathology. 2018;188(4): 929-936.  doi.
org/10.1016/j.ajpath.2017.12.018.

17. Tsu-Feng L., Wun-Rong L., Marcelo C. Compare 
Fuhrman Nuclear and Chromophobe Tumor Grade on 
Chromophobe RCC. Open Med (Wars). 2019;14:336–342. 
doi: 10.1515/med-2019-0032.

18. Williamson S. R, Taneja K.., Cheng L. Renal cell 
carcinoma staging: pitfalls, challenges, and updates. 
Histopathology. 2019 Jan;74(1):18-30. doi: 10.1111/
his.13743.

19. Zeng Z., Ren J., O’Neil M.  Impact of stem cell 
marker expression on recurrence of TACE-treated 
hepatocellular carcinoma post liver transplantation. BMC 
Cancer. 2012;7 (12):584. doi: 10.1186/1471-2407-12-584.

20. Walaa G., Bahaa B. G, Abeer S. F 
Immunohistochemical Study of Cancer Stem Cells 
and Angiogenic Markers in Renal Cell Carcinoma, 
Clinicopathologic Correlation. The Egyptian Journal of 
Hospital Medicine.  2019;74(8):1748-1758. doi: 10.12816/
EJHM.2019.28581.

39



2020, т. 10, № 2 ККРЫМСКИЙ ЖУРНАЛ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ И КЛИНИЧЕСКОЙ МЕДИЦИНЫ

УДК:618.2:543.253:612.017                                                     DOI: 10.37279/2224-6444-2020-10-2-40-47

СОСТОЯНИЕ СИСТЕМЫ АНТИОКСИДАНТНОЙ ЗАЩИТЫ И 
ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ КРОВИ В РАЗЛИЧНЫЕ СРОКИ 

ФИЗИОЛОГИЧЕСКИ ПРОТЕКАЮЩЕЙ БЕРЕМЕННОСТИ

Павлюченко И. И.1, Безрукова О. С.1, Зобенко В. Я.2, Есауленко Е. Е.3, Басов А. А.3, 

Сторожук А. П.3

1Кафедра биологии с курсом медицинской генетики, 2кафедра общественного здоровья, здравоохранения 
и истории медицины, 3кафедра фундаментальной и клинической биохимии, ФГБОУ ВО «Кубанский 
государственный медицинский университет» Минздрава России, 350063, ул. Седина, 4, Краснодар, Россия

Для корреспонденции: Есауленко Елена Евгеньевна, доктор биологических наук, профессор кафедры 
фундаментальной и клинической биохимии ФГБОУ ВО»Кубанский государственный медицинский 
университет» Минздрава России, е-mail: esaulenkoe@bk.ru

For correspondence: Elena E. Esaulenko, МD, Professor of the Department of Fundamental and Clinical 
Biochemistry Kuban State Medical University, е-mail: esaulenkoe@bk.ru
Information about authors:
Pavlyuchenko I. I., https://orcid.org/0000-0001-7080-7641
Bezrukova O. S., https://orcid.org/0000-0002-3810-3203
Zobenko V. Ya., https://orcid.org/ 0000-0002-2561-8136
Esaulenko E. E., https://orcid.org/0000-0002-9386-8049
Basov A. A., http://orcid.org/0000-0002-2262-4549
Storozhuk A. P., https://orcid.org/0000-0002-4936-0141

РЕЗЮМЕ
Беременность сопровождается физиологически обусловленными адаптационно-приспособительными 

изменениями, необходимыми для нормальной жизнедеятельности беременной, а также роста и развития 
плода. С наступлением беременности отмечаются структурно-функциональные перестройки во всех 
системах жизнеобеспечения организма беременной, в т.ч. в иммунной и антиоксидантной системах. При 
нормальном течении беременности цитокиновый баланс организма смещается в сторону превалирования 
иммуносупрессорных Th-2 цитокинов (IL-4, IL-10, TGF-β). Нарушение адекватной перестройки цитокинового 
баланса может служить причиной осложненного течения беременности. Отмечается, что высокий фон Th1-
цитокинов может существенно влиять на течение беременности, и цитокины являются чувствительными 
маркерами спонтанного прерывания беременности у женщин. 

В ходе беременности происходит активация метаболических процессов, усиление энергетического 
обмена, инициация процессов тканевого дыхания. Нарушения в работе митохондриальной дыхательной цепи, 
изменения гемодинамики и оксигенации тканей индуцируют процессы образования активных форм кислорода 
(АФК) и, зачастую, являются причиной нарушения окислительного гомеостаза и формирования состояния, 
характеризующегося как оксидативный стресс (ОС). Это требует активации антиоксидантной системы и 
дополнительного количества антиоксидантов для восстановления баланса в системе про- /антиоксиданты.

Необходимо отметить, что в различные сроки беременности изменения баланса в системе про-/
антиоксиданты и про-/противовоспалительные цитокины носят индивидуальный характер, а пределы 
физиологических сдвигов при нормально протекающей беременности отдельных показателей этих систем 
изучены недостаточно глубоко.

Ключевые слова: беременность, цитокины, антиоксиданты, активные формы кислорода.
THE STATE OF ANTIOXIDANT SYSTEM AND CYTOKINE PROFILE AT 

DIFFERENT PERIODS OF A PHYSIOLOGICALLY ONGOING PREGNANCY

Pavlyuchenko I. I.1, Bezrukova O. S.1, Zobenko V. Ya.2, Esaulenko E. E.3, Basov A. A.3, 
Storozhuk A. P.3

1Department of biology with a course in medical genetics, 2Department of public health, health care and history of 
medicine, 3Department of fundamental and clinical biochemistry, Kuban State Medical University, Krasnodar, Russia

SUMMARY
Pregnancy is accompanied by physiologically adaptive changes necessary for the normal vital functioning of preg-

nant woman and for the growth and development of the fetus. During pregnancy, structural and functional changes 
in all body systems begin, including in the immune and antioxidant systems. In the normal course of pregnancy, the 
cytokine balance shifts toward the immunosuppressive Th-2 cytokines (IL-4, IL-10, TGF-β). Violation of an adequate 
restructuring cytokine balance can cause complications during pregnancy. It was noted that high levels of Th1 cyto-
kines can significantly affect the course of pregnancy and that cytokines are sensitive markers of spontaneous abortion 
in women.
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Activation of metabolic processes, increased energy metabolism, the initiation of tissue respiration occurs in preg-
nancy. Disruptions in the functioning of the mitochondrial respiratory chain, changes in hemodynamics and tissue oxy-
genation induce the formation of reactive oxygen species (ROS) that often cause a violation of oxidative homeostasis 
and the formation of oxidative stress (OS). This requires activation of the antioxidant system and an additional amount 
of antioxidants to restore balance in the pro/antioxidant system.

It should be noted that at different stages of pregnancy imbalance of pro/antioxidants and pro/anti-inflammatory 
cytokines systems are individual and the limits of physiological changes during normal pregnancy of particular indica-
tors of these systems are poorly understood.

Key words: pregnancy, cytokines, antioxidants, reactive oxygen species.

Беременность сопровождается физиологиче-
ски обусловленными адаптационно-приспосо-
бительными изменениями, необходимыми для 
нормальной жизнедеятельности беременной, а 
также роста и развития плода. С наступлением 
беременности отмечаются структурно-функци-
ональные перестройки во всех системах жизне-
обеспечения организма беременной, в т.ч. и в 
иммунной системе, которые ассоциируются со 
вторичными (транзиторными), или физиологи-
ческими (естественными) иммунодефицитами.

Беременность является уникальным с точ-
ки зрения трансплантационной иммунологии 
феноменом «мирного сосуществования» мате-
ринского организма и полуаллогенного плода 
[1]. Важная роль в этом отводится регуляторам 
гомеостаза – цитокинам. Продукция и уровень 
цитокинов у беременных связаны с их секреци-
ей трофобластическими и лимфомиелоидными 
клетками. По мнению ряда авторов, согласно те-
ории иммунотрофизма, успешность пролонги-
рования беременности зависит от баланса про- и 
противовоспалительных цитокинов [2].

Установлено, что при нормальном течении 
беременности цитокиновый баланс смещается 
в сторону иммуносупрессорных Th-2 цитоки-
нов (IL-4, IL-10, TGF-β), ингибирующих реак-
ции клеточного иммунитета и стимулирующих 
стероидогенез (прогестерон, хорионический 
гонадотропин человека (ХГ)) и выработку бло-
кирующих антител [3]. Важная роль в поддер-
жании нормального течения беременности отво-
дится IL-10, который может экспрессироваться 
в плацентарных ворсинках трофобласта. Кроме 
того, маточные NK-клетки, моноциты и Tregs в 
децидуальной ткани также являются его проду-
центами [4]. IL-10 играет существенную роль в 
направлении дифференциации Th-0 в Th-2 фе-
нотип, оказывает ингибирующий эффект на про-
дукцию простогландинов и цитокинов макрофа-
гами. IL-10 на клетках трофобласта усиливает 
экспрессию HLA-G молекул, необходимых для 
успешной имплантации эмбриона и поддержа-
нии активности Th-2 клеток.

Нарушение адекватной перестройки цитоки-
нового баланса может служить причиной ослож-
ненного течения беременности. Отмечается, что 
высокий фон Th1-цитокинов может существен-

но влиять на течение беременности. Цитокины 
являются чувствительными маркерами спонтан-
ного прерывания беременности у женщин. Мно-
гие авторы считают, что доминирование актив-
ности Th1-цитокинов в I триместре приводит к 
преждевременному прерыванию беременности; 
а в более поздние сроки - связывают с развитием 
гестоза [5]. 

В ходе беременности происходит активация 
метаболических процессов, усиление энергети-
ческого обмена, активация процессов тканевого 
дыхания. Избыточная нагрузка на компоненты 
митохондриальной дыхательной цепи, измене-
ния гемодинамики и оксигенации тканей инду-
цируют процессы образования активных форм 
кислорода (АФК). Повышенный уровень АФК 
является причиной нарушения окислительного 
гомеостаза и формирования состояния, характе-
ризующегося как оксидативный стресс (ОС), ко-
торый характерен для многих физиологических 
и патологических состояний [7, 8]. Это требует 
активации антиоксидантной системы и допол-
нительного количества антиоксидантов для вос-
становления баланса в системе про- /антиокси-
данты. 

Развитие ОС приводит к таким осложнени-
ям беременности, как преждевременные роды, 
преждевременный разрыв плодных оболочек, 
преэклампсия, плацентарная недостаточность, 
синдром задержки роста плода, врожденные по-
роки развития плода, железодефицитная анемия 
[9, 10]. Однако избыточная активация системы 
антиоксидантной защиты (АОЗ) также неблаго-
приятна, т.к. АФК играют много очень важных 
физиологических функций [11; 12].

Гомеостаз организма во время физиологиче-
ских перестроек поддерживается взаимозависи-
мым изменением работы всех систем организма. 
Существует тесная взаимосвязь между иммун-
ной и антиоксидантной системами организма, 
что выражается в индивидуальной экспрессии 
ферментов системы АОЗ и про- /противовос-
палительных цитокинов. Цитокины, воздей-
ствуя на специфические клетки, имеющие к 
ним рецепторы, активируют их и индуцируют 
образование АФК (дыхательный взрыв в ней-
трофилах). Бесконтрольное образование АФК 
является угрозой развития ОС. Повышенная 
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активность компонентов системы АОЗ может 
нивелировать физиологические функции АФК, 
а недостаточная активность антиоксидантной 
системы является причиной ОС, что связано с 
формированием порочных патологических кру-
гов. 

Несмотря на многочисленные исследования 
в области взаимного функционирования иммун-
ной и антиоксидантной систем и их отдельных 
составляющих, исчерпывающих данных о ди-
намических изменениях в этих системах в ходе 
нормально протекающей беременности нет. Так-
же остаются вопросы по выявлению наиболее 
значимых маркеров, отражающих грань между 
физиологическими и патологическими пере-
стройками в организме беременных в различные 
сроки течения беременности. Показатели состо-
яния системы АОЗ и цитокинового баланса мо-
гут быть полезны и важны в этом направлении.

Цель исследования – провести сравнитель-
ные исследования основных показателей систе-
мы АОЗ, про- и противовоспалительных цито-
кинов крови в различные сроки физиологически 
протекающей беременности.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Характеристика обследованных групп 
В исследование были включены 45 условно 

здоровых беременных, состоявших на учете по 
беременности в женской консультации, средний 
возраст группы составил (26,2±2,4) лет. Кри-
териями исключения являлись наличие у па-
циенток хронических заболеваний, например, 
гипертонической болезни, сахарного диабета, 
почечной или сердечной патологии, аномалий 
развития репродуктивной системы, наличие 
генетических и анатомических дефектов разви-
тия плода. Изучение показателей системы АОЗ и 
цитокинов проводились в различные триместры 
беременности. Контрольную группу составили 
условно здоровые волонтеры женского пола со-
поставимого возраста (25,3±3,2) лет с беремен-
ными (n=34, р=0,946 по критерию Уитни-Ман-
ни).

Лабораторный этап исследования 
Для оценки состояния системы АОЗ у наблю-

даемых пациенток изучалась общая антиокисли-
тельная активность (ОАА) и уровень фермента 
первой линии антиоксидантной защиты – супе-
роксиддисмутазы (СОД) сыворотки крови. Так-
же было проведено исследование активности 
ферментов 1-й и 2-й линий системы АОЗ крови 
СОД и каталазы (КАТ), так как не всегда содер-
жание фермента соответствует его активности, 
на которую влияют многие факторы.

Для определения ОАА плазмы крови исполь-
зовали стандартные наборы реактивов NX 2331, 

2332, компании «Randox». Измерения проводи-
ли на автоматическом биохимическом анализа-
торе “Super Z”. Общий антиоксидантный статус 
крови, как и организма в целом, соответствует 
содержанию ферментных и неферментных фак-
торов системы АОЗ. 

Для определения активности СОД в крови ис-
пользовали методику [13] в модификации [14]. 
Метод основан на способности СОД ингибиро-
вать реакцию аутоокисления кверцетина в связи 
с тем, что одним из промежуточных продуктов 
этой реакции является супероксидный анион-ра-
дикал. Результаты активности СОД гемолизата 
эритроцитов выражали в единицах активности 
(усл. ед. акт.), соответствующих степени инги-
бирования реакции за единицу времени.

Активность КАТ исследовали в гемолизате 
эритроцитов по методу [15] в модификации [14]. 
Метод основан на определении скорости утили-
зации перекиси водорода в реакционной смеси, 
в которую вносится биологический материал, 
содержащий фермент. Об интенсивности ути-
лизации перекиси водорода судили по скорости 
снижения экстинкции при длине волны 260 нм, 
на которой перекись водорода имеет максимум 
светопоглощения и выражали в единицах актив-
ности (усл. ед. акт.). 

Количественную оценку содержания СОД в 
сыворотке крови проводили методом твердофаз-
ного ИФА с использованием наборов реактивов 
ООО «Цитокин» (Россия), который отражает 
общий уровень данного фермента в сыворотке 
крови в период исследования. 

Для оценки состояния баланса в цитокино-
вом звене иммунной системы изучались показа-
тели про- и противовоспалительных цитокинов 
в сыворотке крови (IL-6, IL-8, IL-10, TNF alpha) 
методом твердофазного ИФА. В исследованиях 
использовались стандартные наборы реактивов 
для проведения твердофазного ИФА фирмы 
“Вектор БЕСТ” (Россия).

Статистический анализ
При работе с данными применяли методы 

описательной статистики. Определяли точечные 
оценки среднего (М), стандартного отклонения 
(SD). Проверку на нормальность значений пока-
зателей в выборках делали графически и с помо-
щью критерия Шапиро-Уилка. Сравнение рас-
пределения значений показателей осуществляли 
с помощью дисперсионного анализа Краскела-
Уоллиса для фактора времени. Парное сравне-
ние независимых выборок (контроль и основная 
группа) проводили с помощью критерия Манна-
Уитни, зависимых выборок (основная группа в 
различные триместры) проводили с помощью 
критерия Вилкоксона. За критический уровень 
достоверности принимали уровень р≤0,05. Для 
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количественных показателей применяли норми-
ровку значений параметров, принимая за еди-
ницу или за 100% значение соответствующего 
показателя контрольной группы. Использовали 
программу Eхcel (MS-2010), встроенный в Eхcel 
«Пакет анализа», надстройку к Eхcel Atte Stat, 
версия 12.0.5, программу Statistica, v. 10.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В результате проведенных исследований вы-

явлены особенности изменения отдельных пока-
зателей иммунной и антиоксидантной защитно-
регуляторных систем в различные триместры 
нормально протекающей беременности, которые 
в целом можно характеризовать как адаптивно-
приспособительные (таблица 1,2; рис.1,2), так 
как при патологически протекающей беремен-
ности отмечаются более выраженные сдвиги из-
учаемых показателей.

На основании анализа полученных данных 
необходимо отметить повышение уровня всех 
изучаемых показателей крови у беременных 
при физиологическом течении беременности. 
Средние показатели про- и противоспалитель-
ных цитокинов (IL-6, TNF alpha и IL-8, IL-10) 
в большинстве случаев статистически значимо 
отличались от значений аналогичных показате-
лей контрольной группы (таблица 1; рис. 1), но 
динамический ряд в зависимости от сроков на-
блюдения для различных показателей был ин-
дивидуальным. 

Так уровень IL-6 в 1-м триместре беременно-
сти был повышен относительно этого показате-
ля контрольной группы (условно здоровые небе-
ременные женщины репродуктивного возраста) 
в среднем на 8,1%, во 2-м триместре на 63,8% 
и в 3-м триместре на 36,2% (таблица 1; рис.1).

Таблица 1
Средние значения показателей IL-6, TNF alpha, IL-8 и IL-10 в различные сроки наблюдения (М±SD) 

в основной и контрольной группах

Сроки наблюдения
Показатели 

IL-6 (пг/мл) TNF alpha (пг/мл) IL-8 (пг/мл) IL-10(пг/мл)
Контроль (n=34) 3,09±0,42 3,13±1,54 2,34±0,47 6,34±1,79
1-й трим (n=45)# 3,34±0,58^ 4,01±0,88^ 2,78±0,90^ 6,93±0,92^
2-й трим (n=45)# 5,06±2,93*^ 4,05±1,20^ 4,16±4,01*^ 7,06±0,95^
3-й трим (n=45)# 4,21±1,42*^ 3,30±1,34*^ 3,02±0,85^ 7,43±0,82*^

Примечание: ^ –статистические значимые отличия значений показателей по сравнению с пока-
зателями контрольной группы по критерию Манна-Уитни (р<0,05);* –статистические значимые 
отличия значений показателей от предыдущего срока наблюдения основной группы по критерию 
Вилкоксона (р<0,05); # –статистические значимые отличия значений всех показателей (кроме IL-10, 
р=0,06) в основной группе для фактора времени по критерию Краскела-Уоллиса.

Рис. 1. Нормированные значения различных показателей цитокинов по отношению к контролю в 
различные сроки беременности
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Как видно из таблицы 1 и рисунка 1, наи-
большего значения уровень IL-6 достиг во 2-м 
триместре беременности, а в 3-м триместре про-
изошло некоторое его снижение, хотя этот пока-
затель оставался существенно выше контроля и 
значения показателя 1-го триместра. 

Известно, что избыточная продукция IL-6 
может вызывать повреждение тканей вследствие 
аутоиммунных реакций, например, поврежде-
ние суставов, активировать остеокласты, что 
связано с нарушением структуры костной ткани. 
Эти процессы опасны как для беременной, так 
и для плода.

Изменения уровня IL-8, который относит-
ся к хемокинам (провоспалительным Th1-
цитокинам), имели аналогичный динамический 
характер, как и у IL-6 в различные сроки бере-
менности (таблица 1; рис.1). 

В 1-м триместре беременности средние по-
казатели уровня данного цитокина были выше 
значений в контрольной группе на 18,8%, во 2-м 
триместре на 77,8%, т.е. практически в 2 раза 
превышая показатель группы контроля, а в 3-м 
триместре беременности уровень IL-8 несколь-
ко снижался и оставался выше показателя кон-
троля на 29,1% (р<0,05). 

Характер изменений TNF alpha, основного 
провоспалительного Th1 цитокина в ходе бе-
ременности был несколько иным, чем у других 
изучаемых провоспалительных цитокинов (та-
блица 1; рис.1). Повышение средних значений 
TNF alpha имело менее выраженный характер 
относительно показателей контрольной группы 
во все сроки беременности, но носило стати-
стически значимый характер. Наибольшее по-
вышение уровня данного цитокина отмечено в 
1-м триместре беременности. В этот период его 
значения превышали показатели контрольной 
группы на 28,1%. В дальнейшем происходило 
постепенное снижение уровня TNF alpha. Во 
2-м триместре он был выше показателя контро-
ля только на 22,7%, а в 3-м триместре его значе-
ния практически не отличались от показателей 
контрольной группы (повышение составляло 
всего 5,4%).

Проведенными исследованиями установ-
лено, что средние значения противовоспали-
тельного Th-2 цитокина IL-10 у наблюдаемых 
беременных статистически значимо отличались 
от аналогичных значений показателей контроль-
ной группы (таблица 1; рис. 1). При этом ди-
намический ряд изменений по срокам беремен-
ности имел свои особенности. В 1-м триместре 
средние значения IL-10 превышали данные кон-
трольной группы на 9,2%, во 2-м триместре на 
11,2% и в 3-м на 17,1% (р<0,05). 

Необходимо также отметить, что установлен-
ное значимое повышение средних показателей 
для изучаемых цитокинов в различные сроки 
беременности имеет место по отношению к по-
казателям контрольной группы небеременных 
женщин сравнимого возраста. Относительно 
референтных значений, описанных в наборах 
для исследования, изменения практически всех 
показателей укладываются в их пределы (рефе-
рентные уровни: IL-6 – 0-10 пг/мл, IL-8 – 0-10 
пг/мл, IL-10 – 0-31 пг/мл, TNF alpha – 0-6 пг/
мл), что подтверждает процесс физиологически 
протекающей беременности и адаптацию орга-
низма беременной к изменяющимся условиям 
функционирования, в т.ч. и иммунной системы. 

При оценке состояния системы АОЗ у бе-
ременных в различные сроки отмечены суще-
ственные изменения по отношения к данным 
контрольной группы. Для показателя ОАА кро-
ви характерна динамика изменений, отражаю-
щая стимуляцию адаптационных ресурсов ор-
ганизма в ходе беременности (таблица 2; рис. 
2). В 1-м триместре значения показателя ОАА, 
отражающего общую емкость антиоксидантных 
резервов организма, статистически значимо 
выше значений контрольной группы в среднем 
на 12,3%, во 2-м триместре на 20,0% и в 3-м 
триместре на 33,0%. При этом необходимо от-
метить, что повышение уровня ОАА имело не 
высокую, но статистически значимую разницу 
как по отношению к показателям контрольной 
группы ОАА, так и между триместрами.

Для показателя уровня СОД и ее активно-
сти в различные сроки беременности необхо-
димо отметить более существенные изменения 
в сторону повышения их средних значений, в 
сравнении с ОАА (таблица 2; рис. 2). Так, в 1-м 
триместре средние значения уровня СОД, изме-
ренные методом ИФА, в плазме крови были ста-
тистически значимо выше значений контроль-
ной группы на 11,3%, при этом активность СОД 
эритроцитов была выше на 17%. Во 2-м триме-
стре беременности отмечен значительный рост 
показателей СОД (содержание и активность) 
и относительно контроля, и относительно по-
казателей 1-го триместра. Средние значения 
показателя уровня СОД достигают двукратно-
го увеличения, а ее активность повышается на 
63% относительно контрольных значений. В 3-м 
триместре уровень СОД остается практически 
неизменным по отношению ко 2-му триместру, 
а активность СОД несколько снижается и оста-
ется повышенной по отношению к контролю на 
48%. При этом повышение показателей СОД во 
2-м и 3-м триместре носит статистически значи-
мый характер по отношению к показателям 1-го 
триместра (р<0,05).
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Таблица 2
Средние показатели состояния системы АОЗ крови женщин (М±SD) в различные 

сроки беременности

Сроки наблюдения
Показатели

ОАА (усл. ед.) СOД (пг/мл) СОД (усл. ед. акт.) КАТ (усл. ед. акт.)
Контроль (n=34) 1,53±0,38 350,55±20,41 2,36±0,66 1,48±0,69
1-й трим (n=45)# 1,72±0,25^ 390,21±285,89^ 2,76±0,59^ 2,08±0,88^
2-й трим (n=45)# 1,84±0,29*^ 701,01±373,33*^ 3,84±0,98*^ 2,71±0,59*^
3-й трим (n=45)# 2,03±0,31*^ 687,82±326,96^ 3,49±0,76*^ 3,15±0,76*^

Примечание: ^ – статистические значимые отличия значений показателей от контрольной группы 
по критерию Манна-Уитни (р<0,05); * – статистические значимые отличия значений показателей 
от предыдущего срока наблюдения основной группы по критерию Вилкоксона (р<0,05); # – стати-
стические значимые отличия значений всех показателей в основной группе для фактора времени 
по критерию Краскела-Уоллиса.

Рис. 2 Нормированные значения отдельных показателей системы АОЗ крови по отношению к кон-
тролю в различные сроки беременности

Активность фермента 2-й линии системы 
АОЗ – КАТ также увеличивается в ходе бере-
менности, причем повышение отмечается во все 
наблюдаемые сроки беременности. Активность 
КАТ повышается на 29, 69 и 96% в 1-й, 2-й и 3-й 
триместры беременности соответственно отно-
сительно показателей контрольной группы, эти 
изменения носят статистически значимый ха-
рактер.

ОБСУЖДЕНИЕ 
При анализе данных по содержанию и ак-

тивности ферментов системы АОЗ необходимо 
отметить не строго равнозначные изменения 

количественных и качественных показателей. 
Так установлено, что уровень фермента СОД в 
плазме крови превышает динамику изменений 
показателя супероксиддисмутазной активности  
эритроцитов. Это может отражать тот факт, что 
данный антиоксидантный фермент обладает по-
лиморфизмом. Изменения уровня и активности 
разных изоформ СОД в крови носят индивиду-
альный характер, что необходимо учитывать 
при определении антиоксидантной активности 
крови и сравнительных выводах при различных 
исследованиях.

При этом максимальные отличия IL-10 у бе-
ременных в сравнении с группой контроля име-
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ли место в поздние сроки беременности, что 
может быть так же связано с вкладом плода в 
продукцию цитокина IL-10. В этот период бере-
менности его значения статистически значимо 
отличались не только от контрольных показа-
телей, но и от показателей предшествующего 
периода наблюдения у беременных. В целом 
повышение уровня IL-10 во время беременно-
сти все же было менее выраженным, чем повы-
шение уровня провоспалительных цитокинов, 
что можно рассматривать как угрозу развития 
цитокинового дисбаланса.

Таким образом, проведенными исследовани-
ями установлена активация систем иммунной 
и антиоксидантной защиты, которые в целом 
носят адаптационный характер. Повышение 
уровня всех изучаемых цитокинов во время бе-
ременности в большинстве случаев имеет ста-
тистически значимый характер по отношению 
к показателям контрольной группы не беремен-
ных женщин сопоставимого возраста с основ-
ной группой наблюдения, при этом повышение 
уровня провоспалительных цитокинов превали-
рует над повышением уровня противовоспали-
тельных цитокинов.

Показатели системы АОЗ изменяются в сто-
рону увеличения, при этом повышение актив-
ности ферментов преобладает над повышением 
уровня общей антиоксидантной активности кро-
ви, что может свидетельствовать об инициации 
процессов свободно-радикального окисления, 
увеличении продукции АФК и дополнительного 
расходования на эти процессы неферментных и 
ферментных компонентов системы АОЗ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Во время физиологически протекающей 

беременности происходит планомерная пере-
стройка защитных и регуляторных систем ор-
ганизма, в результате чего показатели цитоки-
ново-антиоксидантого статуса превалируют над 
аналогичными показателями группы условно 
здоровых небеременных женщин во все пери-
оды наблюдения.

Необходимо отметить наиболее выражен-
ную активацию во время беременности анти-
оксидантных показателей, при этом есть осо-
бенность, что в первую очередь происходит 
индукция синтеза ферментов антиоксидантной 
защиты и, прежде всего, фермента первой линии 
системы АОЗ – СОД, защищающего организм 
беременной и плода от токсического действия 
супероксидного радикала, наиболее агрессив-
ного представителя АФК. На фоне повышения 
уровня СОД возрастает активность КАТ, необхо-
димой для обезвреживания перекиси водорода, 
которая в значительных количествах образуется 

под воздействием СОД. Ценным является сохра-
нение баланса в работе этих компонентов систе-
мы АОЗ, т.к. при многих патологических состоя-
ниях в условиях ОС наблюдается их дисбаланс. 

Общая антиоксидантная активность плазмы 
крови повышается незначительно, что важно 
для поддержания необходимого уровня АФК в 
организме, которые выполняют много значимых 
физиологических функций, в т.ч. это продукция 
энергии и биологически активных веществ, за-
щита от токсикантов эндогенной и экзогенной 
природы и др. Цитокиновый фон крови бере-
менных также меняется, но менее значимо. Эти 
изменения носят контролируемый характер, т.к. 
в целом сохраняется баланс про- и противо-
воспалительных цитокинов и их изменения не 
выходят при физиологически протекающей бе-
ременности за пределы референтных значений 
нормы, указанных в наборах для ИФА. Исследо-
вания цитокинового и антиоксидантного балан-
са важны для дополнительного биохимического 
мониторинга течения беременности.
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РЕЗЮМЕ
В ответ на инфицирование патогенными микробами в организме возникает серьезное системное 

воспаление, часто приводящее к смерти. Несбалансированные системные иммунные ответы могут привести к 
накоплению лейкоцитов, диссеминированной внутрисосудистой коагуляции и микроциркуляторной дисфункции 
с последующим апоптозом и некрозом клеток, а также к развитию синдрома полиорганной недостаточности. 
Разрушение барьера видимо может приводить к нарушению пролиферации и апоптоза кератиноцитов. 

Целью исследования оценка внутриклеточных белков-регуляторов жизненного цикла кератиноцитов 
интактного эпидермиса при системном воспалении. 

Материал и методы. Исследование выполнено на 40 архивных парафиновых блоках фрагментов кожи 
в двух группах: I группа (n=30) – умерших пациентов с установленным диагнозом тяжелый бактериальный 
сепсис; II группа (n=10) – умерших по причинам, не связанным с инфекционным заболеванием (контроль). 
Иммуногистохимическое исследование проводили по стандартному протоколу, с использованием антител к 
Ki-67, caspase 3, Bcl-2 и p53. 

Результаты. В клетках эпидермиса пациентов в условии системного воспаления наблюдается следующая 
экспрессия изученных маркеров: caspase-3 – 39,4±1,2%; p53 – 18,4±0,7%; Ki-67 – 15,2± 4,1%; Bcl-2 – 4,2±1,2%. 

Заключение. В условиях системного воспаления в эпидермисе отмечается дисбаланс пролиферативно-
апоптотической активности кератиноцитов в сторону снижения их митотического деления и активации 
апоптоза, приводящего к гибели клеток.

Ключевые слова: эпидермис, системное воспаление, пролиферация, апоптоз.
IMMUNOPHENOTYPIC CHARACTERISTIC OF PROLIFERATION 

AND APOPTOSIS OF INTACT KERATINOCYTES IN SEPSIS

Shapovalova Ye. Yu.1, Demyashkin G. А.2, Malanichrev M. Yu.1,3, Pogasyan D. А.1,3, Shchekin V. I.2

1Medical Academy named after S. I. Georgievsky of Vernadsky CFU, Simferopol, Russia
2I. M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, Russia. 
3Clinic of Plastic Surgery and Cosmetology «Frau Clinics», Moscow, Russia

SUMMARY
In response to infection by pathogenic microbes, a serious systemic inflammation occurs in the body, often lead-

ing to death. Unbalanced systemic immune responses can lead to the accumulation of leukocytes, disseminated 
intravascular coagulation and microcirculatory dysfunction, followed by apoptosis and cell necrosis, as well as the 
development of multiple organ failure syndrome. The destruction of the barrier can apparently lead to a violation of the 
proliferation and apoptosis of keratinocytes. 

The aim of the study was to evaluate intracellular protein-regulators of the life cycle of keratinocytes of the intact 
epidermis in case of systemic inflammation. 

Material and methods. The study was performed on 40 archival paraffin blocks of skin fragments in two groups: 
group I (n = 30) - deceased patients with a diagnosis of severe bacterial sepsis; Group II (n = 10) – dead for reasons 
not related to an infectious disease (control). Immunohistochemical studies were performed according to a standard 
protocol using antibodies to Ki-67, caspase 3, Bcl-2 and p53. 
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Results. In the cells of the epidermis of patients in the condition of systemic inflammation, the following expression 
of the studied markers is observed: caspase-3 – 39.4 ± 1.2%; p53 – 18.4 ± 0.7%; Ki-67 – 15.2 ± 4.1%; Bcl-2 – 4.2 ± 
1.2%. 

Conclusion Under conditions of systemic inflammation in the epidermis, there is an imbalance in the proliferative-
apoptotic activity of keratinocytes in the direction of reducing their mitotic division and activation of apoptosis, leading 
to cell death.

Key words: epidermis, systemic inflammation, proliferation, apoptosis.

В ответ на инфицирование патогенными 
микробами в организме может возникнуть тя-
жёлое системное воспаление, часто приводящее 
к смерти. Во время начальной фазы системной 
воспалительной реакции наблюдается активная 
индукция провоспалительных цитокинов, хемо-
кинов и других медиаторов или напротив  – им-
муносупрессивное состояние, которое характе-
ризуется уменьшением количества иммунореак-
тивных клеток [1].

Несбалансированные системные иммунные 
ответы могут привести к накоплению лейкоци-
тов, диссеминированной внутрисосудистой ко-
агуляции и микроциркуляторной дисфункции с 
последующим апоптозом и некрозом клеток, а 
также к развитию синдрома полиорганной не-
достаточности [2]. Однако механизмы, регули-
рующие про- и противовоспалительные реакции 
в ответ на тяжелое инфицирование остаются 
малоизученными, особенно недостаточно ин-
формации о возможных изменениях в коже и ее 
производных.

Роговой слой эпидермиса образован нерас-
творимыми белками и липидами, обеспечива-
ющих противомикробный барьер. Кератиноци-
ты экспрессируют ряд молекул, обладающих 
иммунными свойствами – распознавание и 
уничтожение микроорганизмов [3]. Очевидно, 
что кожа является источником продукции эф-
фекторных молекул, поскольку многие белки 
с бактерицидными или бактериостатическими 
свойствами конститутивно или индуцибельно 
экспрессируются в эпидермисе, например TLR-
рецепторы [4]. Разрушение барьера видимо мо-
жет приводить к нарушению пролиферации и 
апоптоза кератиноцитов. Тем не менее, остается 
не ясным, все ли гены, обычно связанные с акти-
вацией кератиноцитов, будут демонстрировать 
повышенные уровни экспрессии при системном 
воспалении.

Поскольку провоспалительные и иммуно-
супрессорные реакции при сепсисе приводят к 
пролиферативно-апоптотическому дисбалансу 
необходимо переосмыслить значение белков 
регуляторов, таких как Ki-67 и  каспаз, а так-
же про- и антиапоптотических маркеров (p53 и 
Bcl-2). Поэтому целесообразно пересмотреть и 
обновить существующие взгляды на роль бел-
ков регуляторов жизненного цикла при сепсисе 

с точки зрения воспаления, клеточной пролифе-
рации и апоптоза, а также повреждения органа. 
Каспазы, а также их проапоптотические анало-
ги продуцируются в неактивных формах в не-
делящихся клетках, посредством образования 
цитозольных комплексов, помогая процессингу 
и высвобождению IL-1 и IL-18. 

Цель исследования: оценка внутриклеточных 
белков-регуляторов жизненного цикла керати-
ноцитов интактного эпидермиса при сепсисе. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Работу проводили на 40 архивных парафино-

вых блоках фрагментах кожи в период 2018 – 19 
гг. На основании анамнестических, клинических 
и морфологических данных были сформирова-
ны две группы. I группа (n=30) – аутопсийный 
материал кожи, умерших пациентов с установ-
ленным патологоанатомическим основным ди-
агнозом: тяжелый бактериальный сепсис, син-
дром полиорганной недостаточности согласно 
консенсусу ACCP/SCCM. Критерии включения: 
возрастной интервал 18 – 45 лет, клинически и 
морфологически верифицированные признаки 
гипоперфузии внутренних органов, повышение 
сывороточного лактата > 4 ммоль/л, олигурия, 
нарушение сознания. Критерии исключения: бе-
ременность, установленное онкологическое за-
болевание, нозокомиальная этиология сепсиса, 
наследственные и приобретенные заболевания с 
поражением кожи и/или соединительной ткани 
(синдром Марфана, синдром Элерса-Данлоса, 
ревматоидный артрит, системная красная вол-
чанка, склеродермия, анкилозирующий спон-
дилит, псориаз, фолликулярный гиперкератоз и 
др.), хроническое заболевание печени, хрониче-
ская почечная недостаточность, иммуносупрес-
сивная и гормональная терапия, патология си-
стемы гемостаза в анамнезе. II группа (n=10)  – 
аутопсийный материал кожи контрольной груп-
пы пациентов, умерших по причинам, не связан-
ным с инфекционным заболеванием. Критерии 
включения: возрастной интервал 18 – 45 лет, 
отсутствие клинически и морфологически ве-
рифицированных признаков гипоперфузии вну-
тренних органов. Критерии исключения: пере-
несенный сепсис, беременность, установленное 
онкологическое заболевание, наследственные и 
приобретенные заболевания с поражением кожи 
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и/или соединительной ткани (синдром Марфа-
на, синдром Элерса-Данлоса, ревматоидный 
артрит, системная красная волчанка, склеро-
дермия, анкилозирующий спондилит, псориаз, 
фолликулярный гиперкератоз и др.), хрониче-
ское заболевание печени, хроническая почечная 
недостаточность, иммуносупрессивная и гормо-
нальная терапия, патология системы гемостаза 
в анамнезе.

Визуализацию материала производили на 
светооптическом микроскопе Leica DM 4000 B 
(«Leica», Германия), совмещенном с видеокаме-
рой и программным обеспечением.

Гистологическое исследование выполняли на 
парафиновых срезах, окрашенных гематоксили-
ном и эозином. Иммуногистохимическое иссле-
дование проводили по стандартному протоколу 
в автоматическом режиме в иммуногистостей-
нере Bond-Max («Leica», Германия). В качестве 
первичных использовали моноклональные ан-
титела к Ki-67 (Clone MM1), каспазе-9 (Cas-9; 
Clone EPR18107, 1:300), Bcl-2 (Clone bcl-2/100/
D5) и p53 (Clone DO-7), в качестве вторичных 
применяли универсальные антитела (HiDef 
Detection™ HRP Polymer system, «Cell Marque», 
США), позволяющие выявлять мышиные и кро-
личьи первичные антитела, конъюгированные с 
ферментным комплексом на основе пероксидазы 
хрена. Для каждого маркера выполнялись кон-
трольные исследования с целью исключения 
псевдопозитивных и псевдонегативных резуль-
татов. Ядра клеток докрашивали гематоксили-
ном Майера; срезы промывали под проточной 
водой; дегидратировали и заключали в бальзам.

Характер иммуногистохимических реакций 
оценивали, используя полуколичественную 
шкалу по 3-балльной системе с подсчетом коли-
чества иммунопозитивных клеток в 10 случайно 
отобранных полях зрения при увеличении ×400 
(в %): «–» отсутствие, «+» слабая (5 – 25% кле-
ток), «++» умеренная (25 – 50% клеток), «+++»  

выраженная (≥51% клеток). Полученные в ре-
зультате подсчёта данные обрабатывали с ис-
пользованием компьютерной программы SPSS 
7.5 for Windows statistical software package (IBM 
Analytics, США). Так рассчитывали средние 
арифметические величины с ее предельными 
отклонениями и среднеквадратичную ошибку. 
Соответствие данных нормальному распреде-
лению подтвердили с применением критерия 
Колмогорова – Смирнова. При статистической 
обработке для оценки достоверности различий 
средних значений между группами использова-
лись следующие непараметрические критерии: 
U-критерий Манна–Уитни, Н-критерий Кра-
скалла-Уоллеса. При отсутствии нормального 
распределения данных использовали непара-
метрический критерий F. Wilcoxon (Statistical 
methods for research workers) с уровнем значи-
мости p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Во всех исследуемых образцах кожи пациен-

тов с сепсисом отмечали выраженное утолще-
ние эпидермиса по сравнению с  контрольной 
группой.

Данные иммуногистохимического исследо-
вания. 

Ki-67-положительную интрануклеарную ре-
акцию наблюдали в основном в базальных кера-
тиноцитах: в I группе она была в 1,5 раза мень-
ше чем в контрольной группе (табл. 1)

Во всех исследуемых группах отмечали 
иммуномечение на каспазу-3 в цитоплазме ке-
ратиноцитов. Проведенный полуколичествен-
ный анализ уровня апоптоза в I группе показал 
стабильно умеренно выраженную экспрессию 
маркёра апоптоза по сравнению с контрольной 
(табл. 1). Сравнительная качественная оценка 
процессов пролиферации и апоптоза демонстри-
рует, что во II группе первый превалируют над 
последней (табл. 1).

Таблица 1
Сравнительная характеристика экспрессии маркеров пролиферации/апоптоза в эпидермисе в усло-

виях системного воспаления (%)

Маркер Сепсис Контрольная группа
Ki-67 15,2± 4,1 46,4±3,2

Caspase-3 39,4±1,2 28,2±0,2
Bcl-2 4,2±1,2 10,2±0.83
p-53 18,4±0,7 12,5±0,6

Экспрессия белка готовности к апоптозу р-53 
в кератиноцитах (преимущественно зернистого 
и меньше базального слоя) эпидермиса II груп-

пы была выше в 1,1 раза чем в контрольной. Тог-
да как маркер антиапоптотической активности 
(Bcl-2) демонстрирует слабое иммуномечение 
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в эпидермисе при сепсисе (рис. 1). Кроме того, 
экспрессия Bcl-2 у пациентов наблюдалась как в 
базальных, так и в вышележащих слоях эпидер-
миса, тогда как в кератиноцитах контрольных 
образцов она ограничивалась только базальным 
слоем. Эти данные подтверждают то, что в коже 
пациентов при сепсисе наблюдается изменение 
баланса пролиферации / апоптоза.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящем исследовании при изучении ин-

тактной кожи при сепсисе мы установили изме-
нения пролиферации и апоптоза кератиноцитов, 
такие как снижение метаболического состояния, 
гипопролиферация и изменение дифференциров-
ки. Поддержание гомеостаза кожи требует тонко-

го баланса между пролиферацией, дифференци-
ровкой и апоптозом [5]. Для изучения клеточной 
пролиферации использовали маркер Ki-67. Этот 
белок структурно связан с хроматином и отвечает 
за пролиферацию клеток и присутствует в фазах 
G1, S, G2 и M жизненного цикла [6]. Можно ут-
верждать, что на фоне тяжелого инфекционного 
процесса происходит умеренное снижение ко-
личества клеточных слоев эпидермиса или про-
лиферативного статуса кератиноцитов, что веро-
ятно связано с действием цитокинов. Клеточная 
пролиферация и дифференцировка могут быть 
опосредованы через влияние EGFR, лиганды ко-
торого (TGF-a, амфирегулин, гепарин-связываю-
щий EGF-подобный фактор роста) сверхэкспрес-
сируются в условиях системного воспаления [7].

                             здоровая кожа                                                         кожа при сепсисе
                  (контрольная группа)

Ki-67

Caspase-3

Bcl-2

р53

Рис. 1. Результаты иммуногистохимического исследования экспрессии маркеров пролиферации/
апоптоза в эпидермисе в норме и в условиях системного воспаления. Иммуногистохимическое окра-

шивание с антителами к Ki-67, caspasa 3, Bcl-2 и p53, докрашивание ядер гематоксилином, 
увелич. ×200.
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Интерлейкины также играют важную роль в 
регуляции терминальной дифференцировки ке-
ратиноцитов [8]. 

По-видимому, ключевым компонентом мно-
гих воспалительных заболеваний является ак-
тивация каспазного пути, приводя к генерации 
активного IL-1b, что можно наблюдать также в 
интактной коже в нашем исследовании, где от-
мечается выраженная клеточная гибель керати-
ноцитов [9;10]. 

Изменения экспрессии регуляторных бел-
ков апоптоза p53 и Bcl-2, в интактной коже, 
по-видимому, зависит от тяжести и глубины 
действия инфекционного агента. Значения про-
тивоапоптотического белка – Bcl-2 подтверж-
дают его биологическую роль в пролифератив-
но-апоптотическом дисбалансе при активации 
медиаторов системного воспаления

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При сеспсие в эпидермисе отмечается дисба-

ланс пролиферативно-апоптотической активно-
сти кератиноцитов в сторону снижения их мито-
тического деления и активации апоптоза, приво-
дящего к гибели клеток. Повышение уровня р53 
в кератиноцитах в течение сепсиса может быть 
причиной ингибирования пролиферации клеток 
и усиления как апоптоза, так и иммунной дис-
функции лимфоцитов.
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РЕЗЮМЕ
Перспективным направлением саногенеза мышечных повреждений представляется регионарная активация 

клеточных систем репарации, в том числе при локальном применении гиалуроновой кислоты.
Цель: выявить саногенетические и фармакологические эффекты локального применения гиалуроновой 

кислоты при экспериментальной компрессионной травме мягких тканей.
Компрессионную травму моделировали механической компрессией правой тазовой конечности крысы 

на уровне голени в течение 7 ч с силой давления 10−12 кг/см². Далее животные были распределены на 2 
группы: через 3 ч после декомпрессии животным в основной группе в область компрессии вводили 3,5% 
гиалуроновую кислоту (препарат «Гиалифт 3,5») веерным обкалыванием стерильным одноразовым шприцем 
в 5−6 точек на глубину 0,5 - 0,8 см в объеме до 0,1 мл в каждую точку; крысам в контрольной группе вводили 
аналогичным способом и в эквивалентном объеме 0,9% раствор натрия хлорида.  Исследованы уровень 
миоглобина в крови, микроциркуляция, гистоморфологическая и иммунногистохимическая характеристика 
тканей в области компрессии. Комплексный анализ результатов исследования позволил установить, 
что раннее  локальное введение в область компрессионного повреждения мягких тканей (через 3 ч после 
декомпрессии) 3,5% гиалуроновой кислоты оказывает миопротективное действие, активирует систему 
репарации поврежденных скелетных мышц. Сделано заключение, что саногенетический эффект гиалуроновой 
кислоты опосредован механизмами ее фармакологического действия: активацией ангиогенеза, улучшением 
in situ эффективности микроциркуляции и метаболизма, уменьшением выраженности первичного, вторичного 
некроза и перитравматических нарушений, активацией регенерации поврежденных мышечных волокон с 
образованием мышечной ткани. Гиалуроновая кислота является активным стимулятором репаративных 
процессов в ракурсе фармакотерапии и может оказаться перспективным компонентом в локальной коррекции 
обширных травматических повреждений.

Ключевые слова: синдром длительного раздавливания, скелетная мышца, 
микроциркуляция, гиалуроновая кислота, локальное применение 

SANOGENETIC AND PHARMACOLOGICAL EFFECTS OF LOCAL APPLICATION OF 
HYALURONIC ACID IN EXPERIMENTAL SOFT TISSUE COMPRESSION TRAUMA

Shperling I. A.1, Shulepov A. V.1, Shperling N. V.1,2, Yurkevich Yu. V.1, Kuzmina O. Yu.1,
Arutyunyan A. A.1, Zargarova N. I.1, 
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SUMMARY
Regional activation of cellular repair systems, including local application of hyaluronic acid, is a promising direction 

for the sanogenesis of muscle injuries.
Purpose: to identify the sanogenetic and pharmacological effects of local application of hyaluronic acid in experi-
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mental soft tissue compression trauma. Compression injury was simulated by mechanical compression of the right 
pelvic limb of a rat at the level of the lower leg for 7 hours with a pressure force of 10-12 kg/cm2. Further, the animals 
were divided into 2 groups: 3 hours after decompression, animals in the main group were injected with 3.5% hyaluronic 
acid (the drug «Hyalift 3.5») by fan-pricking with a sterile disposable syringe at 5-6 points to a depth of 0.5-0.8 cm in a 
volume of up to 0.1 ml at each point; rats in the control group were given a similar method and an equivalent volume of 
0.9% sodium chloride solution. The level of myoglobin in the blood, microcirculation, histomorphological and immuno-
histochemical characteristics of tissues in the compression area were studied. A comprehensive analysis of the results 
of the study allowed us to establish that early local administration of 3.5% hyaluronic acid to the area of compression 
damage of soft tissues (3 hours after decompression) has a muscle-protecting effect, activates the repair system of 
damaged skeletal muscles. It is concluded that the sanogenetic effect of hyaluronic acid is mediated by the mecha-
nisms of its pharmacological action: activation of angiogenesis, improvement of in situ efficiency of microcirculation 
and metabolism, reduction of the severity of primary and secondary necrosis and about traumatic disorders, activation 
of regeneration of damaged muscle fibers with the formation of muscle tissue. Hyaluronic acid is an active stimulant of 
reparative processes in the perspective of pharmacotherapy and may be a promising component in the local correction 
of extensive traumatic injuries.

Key words: prolonged crushing syndrome, skeletal muscle, microcirculation, low molecular 
weight hyaluronic acid, local application

Синдром длительного раздавливания являет-
ся опасным для жизни осложнением компрес-
сионной травмы. В результате ишемии и меха-
нического травмирования тканей развиваются 
цитолиз, рабдомиолиз, мембраногенный отёк, 
токсемия, миоглобинемия. После извлечения 
пострадавших из-под завалов и декомпрессии 
тканей в ишемизированных тканях развивается 
реперфузия, что становится причиной прогрес-
сирования патологического процесса. Определя-
ющую роль в исходе заболевания играет гене-
рализация  эндотоксикоза, степень которого на-
прямую зависит от объема поврежденной ткани. 
В связи с этим оказание помощи направлено на 
сохранение тканей в области воздействия ком-
прессионного фактора с целью профилактики 
развития системных нарушений: устранение 
метаболических нарушений, сохранение и вос-
становление структурно-функционального ста-
туса тканей [1; 2].

Перспективным направлением саногенеза 
мышечных повреждений представляется регио-
нарная активация клеточных систем репарации 
[3]. Имеются доказательства положительного 
регенеративного эффекта локального примене-
ния гидрогеля гиалуроновой кислоты [4; 5; 6]. 
Вместе с тем закономерности формирования 
структурно-клеточных преобразований в обла-
сти обширного компрессионного повреждения 
мягких тканей при локальном введении гиалу-
роновой кислоты не изучены. Это определяет 
необходимость поиска механизмов действия 
гиалуроновой кислоты и оценки ее эффектив-
ности в рамках разработки перспективных ме-
тодов лечения компрессионных повреждений 
мягких тканей. 

Цель исследования - выявить саногенетиче-
ские и фармакологические эффекты локального 
применения гиалуроновой кислоты при экспе-
риментальной компрессионной травме мягких 
тканей.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Материалом исследования явились результа-
ты экспериментов, выполненных на 280 крысах-
самцах линии Вистар весом 300-340 гр. в соот-
ветствии с требованиями действующего законо-
дательства о работе с лабораторными животны-
ми, заключением локального Комитета по этике 
Государственного научно-исследовательского 
испытательного института военной медицины 
Министерства обороны Российской Федерации. 

Дизайн исследования включал: моделирова-
ние компрессионной травмы мягких тканей го-
лени (сдавление в течение 7 ч), декомпрессия 
и через 3 ч локальное введение препарата гиа-
луроновой кислоты (или 0,9% раствора натрия 
хлорида) в область повреждения, динамическое 
наблюдение с контрольными исследованиями в 
течение 28 сут. 

Перед проведением эксперимента животных 
наркотизировали внутримышечным введением 
смеси кетамина и ксилазина из расчета 60 мг/кг 
и 10 мг/кг массы тела соответственно. Механи-
ческой компрессии подвергалась правая тазовая 
конечность на уровне голени в течение 7 ч с си-
лой давления 10−12 кг/см² (оптимальную силу 
сдавления определили с помощью электронного 
измерительного устройства с датчиком давления 
типа FSR в серии предварительных экспери-
ментов при условии максимальной компрессии 
сдавления без размозжения тканей) (рис. 1). 

В исследование включены животные с по-
вреждением мягких тканей без нарушения це-
лостности кости. Для решения задач исследова-
ния животные после моделирования компресси-
онной травмы были распределены на 2 группы: 
через 3 ч после декомпрессии крысам основной 
группы (132 особи) локально вводили препарат 
гиалуроновой кислоты, в контрольной груп-
пе (132 особи) - 0,9% раствор натрия хлорида. 
Для получения значений нормы использовали 
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Рис. 1. Моделирование экспериментальной компрессионной травмы: а – тиски; б – крыса в условиях 
компрессии мягких тканей.

значения исследуемых показателей у здоровых 
животных без моделированной травмы (группа 
интактных животных – 18 крыс). 

Гиалуроновую кислоту применяли в форме 
препарата «Гиалифт 3,5» (Aestetic Dermal S.L., 
Испания), предназначенного для использования 
в косметологической практике (регистрацион-
ное удостоверение на технологию «Мезотерапия 
в дерматокосметологии» № ФС-2006/057-04 от 
27.04.2006). Состав: преимущественно низкомо-
лекулярная гиалуроновая кислота (до 30 кДа) с 
высоко- и среднемолекулярными фрагментами, 
полученная биотехнологическим путем; глико-
заминогликан (мукополисахарид), состоящий из 
дисахаридных звеньев. 

Гиалуроновую кислоту и 0,9% раствор натрия 
хлорида вводили в область компрессии веерным 
обкалыванием (инфильтрацией) стерильным од-
норазовым шприцем через 3 ч после декомпрес-
сии. Прокол мягких тканей голени осуществля-
ли в 5−6 точках на глубину 0,5   - 0,8 см, нагне-
тая препараты в объеме до 0,1 мл в одну точку 
прокола. Объем вводимых препаратов составлял 
в среднем 0,5 мл (1,5–1,7 мл/кг веса животного), 
что соответствует объему препаратов, вводимых 
в камбаловидную мышцу крыс на моделях меха-
нических повреждений тазовой конечности [7].

Динамическое наблюдение с применением 
комплекса методов исследования проводили с 
периодичностью контрольных исследований 
через 7, 14 и 28 сут после введения препаратов. 

Содержание миоглобина в сыворотке кро-
ви (нг/мл) определяли экспресс-методом с по-
мощью набора реагентов (Myoglobin (STAT) 
Elecsys, cobase; Roche Diagnostics, Германия).

Функцию микроциркуляторного звена в об-
ласти сдавления оценивали с помощью лазер-
ной допплеровской флоуметрии и оптической 
тканевой оксиметрии на аппарате «ЛАКК-М» 
(Россия»). Измеряли показатель микроцирку-
ляции (ПМ - постоянная составляющая перфу-

зии, измеряется в перфузионных единицах - пф. 
ед.), повышение которого указывает на улуч-
шение микроциркуляции и наоборот. С помо-
щью спектрофотометрического канала прибора 
определяли показатели относительного уровня 
кислородной сатурации (оксигенации) крови 
микроциркуляторного русла ткани (SO2, %) и 
показатель удельного потребления кислорода 
тканями (U,  %), отражающие условия и общее 
потребление кислорода на единицу объема цир-
кулирующей крови [8].

Для выявления особенностей регенерацион-
ного гистогенеза фрагменты мягких тканей об-
ласти травмы исследовали с помощью световой 
микроскопии и иммуногистохимического иссле-
дования. Для световой микроскопии биоматери-
ал окрашивали гематоксилин-эозином, по Мал-
лори, по Массону, далее в перинекротической 
области в 3 случайных полях зрения измеряли 
относительную площадь мышечных волокон 
(Smuscle, %) и относительную площадь меж-
мышечного интерстициального пространства 
(Sematrix, %) [9] с помощью графического па-
кета ImageJ (NIH, открытая лицензия). 

Для оценки активности сосудистого роста 
проводили иммуногистохимическую оценку 
материала по маркеру VEGF с помощью анти-
тел к VEGF (клон SP28, NeoMarkers, США). Рас-
считывали индекс капиллярного роста (IVEGF, %), 
увеличение которого указывает на нарастание 
выраженности капиллярной сети в исследуемой 
ткани.

Для оценки полученных данных применя-
ли вариационно-статистический метод с помо-
щью пакета прикладных программ Statistica 10. 
Рассчитывали среднюю арифметическую (М), 
стандартную ошибку среднего (m), уровень до-
стоверности определяли по критерию Манна–
Уитни (критическим принят уровень статисти-
ческой значимости p≤0,05).
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Продолжительная (7 ч) компрессия мягких 
тканей голени задней конечности у крыс вы-
зывала развитие выраженного рабдомиоли-
за. Уровень миоглобина в сыворотке крови у 
крыс через 7-28 сут после локального введения 
0,9% натрия хлорида был в среднем в 28-21 раз 
(р≤0,05) выше значений у интактных животных. 

В аналогичные сроки исследования у крыс по-
сле введения гиалуроновой кислоты выражен-
ность миоглобинемии была существенно мень-
ше: уровень миоглобина превышал значения у 
интактных животных в среднем в 13-8 раз, что 
в целом свидетельствовало о миопротективном 
действии препарата, введенного локально в ран-
ний посттравматический период (3 ч после де-
компрессии).

Таблица 1
Динамика уровня миоглобина в сыворотке крови (нг/мл) у крыс при экспериментальной 

компрессионной травме мягких тканей голени, M±m

Группы животных
Сроки после введения, сут

7 14 28
Основная (3,5 % гиалу-

роновая кислота) 381,3±50,61,2 353,6±86,81,2 253,0±78,51,2

Контрольная (0,9% на-
трия хлорид) 846,0±94,61 807,0±145,71 629,3±109,91

Интактная 30,3±6,2

Примечание. Здесь и в табл. 2-4: 1 / 2 - статистически значимые (р≤0,05) различия относительно по-
казателей в группе интактных животных / животных в контрольной группе

Миопротективный эффект локального при-
менения гиалуроновой кислоты подтвердили 
результаты морфометрического исследования 
гистологических препаратов. Продолжитель-
ное сдавление мягких тканей вызывало грубые 
структурные изменения скелетных мышц в зоне 
воздействия в течение всего периода наблюде-
ния. Так, по состоянию через 7, 14 и 28 сут после 
травмы у крыс в контрольной группе, которым в 
зону повреждения вводили 0,9% раствор натрия 
хлорида, относительная площадь мышечных во-

локон (Smuscle) была в среднем на 57,1%, 48,5% 
и 45,7% (р≤0,05) меньше значений у интактных 
крыс. Введение гиалуроновой кислоты в зону 
повреждения в аналогичные сроки наблюдения 
по сравнению с контрольной группой позво-
лило увеличить показатель Smuscle в среднем 
на 23,7%, 26,5% и 26,9% (р≤0,05). Изменения 
показателей относительной площади мышеч-
ных волокон сопровождались соответствующей 
динамикой показателя относительной площади 
межмышечных пространств (Sematrix) (табл. 2).

Таблица 2 
Относительная площадь мышечных волокон (Smuscle) и интерстициальных пространств (Sematrix) в об-

ласти компрессионного повреждения мягких тканей голени, M±m

Группы животных
Сроки после введения, сут

7 14 28
Основная (3,5 

% гиалуроновая 
кислота)

Smuscle, % 51,8±4,21,2 64,5±4,31,2 68,4±4,61,2

Sematrix, %) 46,1±4,91 33,5±3,61,2 30,6±3,31,2

Контрольная (0,9% 
натрия хлорид)

Smuscle, % 39,5±3,61 47,4±4,951 50,0±5,21

Sematrix, %) 58,5±5,11 50,6±5,91 47,0±4,61

Интактная
Smuscle, % 92,1±8,6

Sematrix, %) 7,9±1,3
Весь период наблюдения в гистологическом 

материале мягких тканей голени у всех животных 
с компрессионной травмой регистрировалось 
превышение более чем в 6 раз иммуногистохими-
ческой плотности VEGF-позитивных клеток как 
свидетельство активного сосудистого роста в зоне 

повреждения. Локальное введение гиалуроновой 
кислоты более значимо влияло на повышение 
определяемого показателя в период наблюдения 
14 (на 77,8%, р≤0,05) и 28 сут (на 33,3%, р≥0,05)  
по сравнению с эффектом 0,9 % раствора натрия 
хлорида соответственно (табл. 3).
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Таблица 3
Индекс капиллярного роста (IVEGF) в иммуногистохимических препаратах скелетных мышц области 

компрессионного повреждения мягких тканей голени у крыс, M±m

Группы животных
Сроки после введения, сут

7 14 28
Основная (3,5 % гиалу-

роновая кислота) 1,6±0,21 3,2±0,51,2 2,4±0,41

Контрольная (0,9% на-
трия хлорид) 1,2±0,21 1,8±0,21 1,6±0,31

Интактная 0,2±0,1

Полученные результаты указывают на на-
личие умеренного проангиогенного свойства 
у гиалуроновой кислоты, обеспечивающего ее 
участие в регуляции неоангиогенеза. 

Посткомпрессионный период характеризо-
вался существенным снижением микроциркуля-
ции в зоне сдавления. Локальное введение 3,5% 
гиалуроновой кислоты позволило улучшить 
перфузионные характеристики микроциркуля-
ции, что является основным условием метабо-
лизма и регенерации поврежденных тканей. Не 
смотря на то, что к исходу периода наблюдения 
у животных с компрессионной травмой показа-
тели микроциркуляции не достигли значений 

нормы (интактной группы), у крыс после вве-
дения гиалуроновой кислоты в течение 7-14 сут 
эксперимента значения показателей ПМ (отра-
жает перфузию в микроциркуляторном русле) 
и U (отражает степень потребления кислорода 
тканями) были статистически значимо больше 
по сравнению с группой животных, которым 
вводили 0,9% раствор натрия хлорида. При этом 
значение такого функционального показателя 
микроциркуляции, как кислородная сатурация 
(SO2), было ниже, что в целом свидетельству-
ет о более высокой метаболической активности 
тканей под влиянием гиалуроновой кислоты 
(табл. 4).

Таблица 4
Показатели микроциркуляции в мягких тканях голени области компрессионного повреждения у 

крыс, M±m

Группы животных Сроки после вве-
дения, сут

Показатели
ПМ, пф. ед. SО2, % U, усл. ед.

Основная (3,5 
% гиалуроновая 

кислота)

7 8,3±0,41,2 71,4±1,81,2 0,91±0,081,2

14 10,3±0,91 68,3±1,91,2 1,06±0,111,2

28 9,7±1,01 72,1±2,21 1,02±0,141

Контрольная (0,9% 
натрия хлорид)

7 6,7±0,31 82,9±2,41 0,57±0,061

14 8,7±0,51 77,9±1,91 0,65±0,051

28 9,3±0,41 71,2±1,61 1,02±0,081

Интактная 7-28 14,9±1,4 52,5±1,8 2,82±0,31

Таким образом, локальное введение гиалуро-
новой кислоты крысам в ранний посткомпрес-
сионный период позитивно влияло на динамику 
структурно-функционального состояния мягких 
тканей области компрессионного воздействия, 
что демонстрирует наличие миопротективного 
и регенеративного эффектов у гиалуроновой 
кислоты.

ОБСУЖДЕНИЕ
Посттравматическая регенерация скелетных 

мышц является многогранным саногенетиче-
ским процессом, требующим пространственной 
и временной координации различных структур-

но-функциональных механизмов мио-, ангио-, 
нейрогенеза и др. [10]. 

Комплексный анализ полученных результа-
тов исследований зоны компрессионной травмы 
мягких тканей конечностей у эксперименталь-
ных животных показал, что локально введенная 
гиалуроновая кислота включается в систему ре-
парации поврежденных скелетных мышц, улуч-
шая in situ эффективность микроциркуляции и 
метаболизма. Это в целом способствует умень-
шению перитравматической зоны, активирует 
регенерацию поврежденных мышечных волокон 
с активным новообразованием мышечной ткани 
(Таблица 5).
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Таблица 5
Саногенетические и фармакологические эффекты локального введения 3,5% гиалуроновой кислоты 
через 3 ч после декомпрессии при экспериментальной компрессионной травме мягких тканей (отно-

сительно эффектов 0,9% раствора натрия хлорида)

Показатели
Сроки после введения, сут

7 14 28
Биохимический признак рабдомиолиза: концентрация миоглобина в 

сыворотке крови (нг/мл) ↓ ↓ -

Гистоморфологические 
признаки регенерации 
тканей области комп-

рессии

Относительная площадь мышечных волокон 
(Smuscle, %) ↑ ↑ ↑

Относительная площадь межмышечного 
интерстициального пространства 

(Sematrix, %) 
- ↓ ↓

Перфузия микроциркуляции в мышцах области компрессии 
(ПМ, пф. ед.) ↑ - -

Состояние кислород-
ного снабжения мышц 
области компрессии

Уровень оксигенации крови микроциркуля-
торного русла, SО2, % ↓ ↓ ↓

Общее потребление кислорода на единицу 
объема циркулирующей крови, U, усл.ед. ↑ ↑ -

Регенеративно направленная динамика ультраструктуры скелетных 
мышц области компрессии ↑ ↑ ↑

Индекс капиллярного роста (IVEGF, %) в скелетных мышцах области 
компрессии - ↑ -

Примечание: ↑/↓ статистически значимое (р≤0,05) повышение/понижение показателя относительно 
значений в группе после введения 0,9% раствора натрия хлорида

Участие гиалуроновой кислоты в саногенезе 
компрессионной травмы может быть обуслов-
лено ее свойствами как биологически активной 
субстанции.

Гиалуроновая кислота как естественный ком-
понент межклеточного матрикса играет важней-
шую роль в создании комфортной среды для 
адгезии, миграции и пролиферации клеток, по-
ложительно влияет на скорость метаболических 
реакций в тканях, опосредованно стимулирует 
неоколлагенез, проявляет антиоксидантную ак-
тивность, способствует восстановлению свойств 
клеточных мембран, оказывая  цитопротектив-
ное действие [6; 11; 12; 13].

Ионообменная активность гиалуроновой 
кислоты, способность поддерживать гидроба-
ланс, связывать катионы и концентрировать био-
логически активные вещества позитивно отра-
жаются на трофике, репарации и механических 
свойствах различных тканей [14]. 

Взаимодействуя с рецепторами CD44 кле-
точной мембраны фибробластов, гиалуроновая 
кислота увеличивает их синтетическую актив-
ность в выработке компонентов межклеточного 
матрикса (коллагена, эластина и гиалуроновой 
кислоты) для построения соединительной ткани 
[15]. Гиалуроновая кислота, стимулируя физио-

логические репарационные процессы и ангио-
генез, направляет фиброгенез по органотипиче-
скому пути [16].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты проведенного исследования по-

зволяют заключить, что раннее  локальное вве-
дение в область компрессионного повреждения 
мягких тканей (через 3 ч после декомпрессии) 
3,5% гиалуроновой кислоты оказывает миопро-
тективное действие, активирует систему репара-
ции поврежденных скелетных мышц. Саногене-
тический эффект гиалуроновой кислоты опосре-
дован механизмами ее фармакологического дей-
ствия: активацией ангиогенеза, улучшением in 
situ эффективности микроциркуляции и метабо-
лизма, уменьшением выраженности первичного, 
вторичного некроза и перитравматических нару-
шений, активацией регенерации поврежденных 
мышечных волокон с образованием мышечной 
ткани. Гиалуроновая кислота является активным 
стимулятором репаративных процессов в ракур-
се фармакотерапии и может оказаться перспек-
тивным компонентом в локальной коррекции 
обширных травматических повреждений.
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РЕЗЮМЕ
Мастоциты – активные участники реакций врожденного иммунитета. При системном воспалительном ответе 

реактивные изменения развиваются во многих органах, в том числе не являющихся первичными мишенями 
бактриальных и вирусных инфекций. Цитофизиология мастоцитов органов, непосредственно не вовлеченных 
в воспалительный процесс, таких, например, как кожа, изучена недостаточно. Исследования в этой области 
необходимы для выявления патогенетических механизмов ряда заболеваний кожи, развитие которых связано 
с перенесенной кишечной или респираторной инфекцией.

Целью исследования было изучение структурных показателей секреторной деятельности мастоцитов кожи 
крыс при развитии системного воспалительного ответа.

Материалы и методы. Эксперимент выполнен на 45 самцах крыс Вистар. Системный воспалительный 
ответ вызывали интраперитонеальным введением сублетальной дозы липополисахарида (20мг/кг). Выживших 
животных выводили из эксперимента через 1 и 7 суток.

В сыворотке крови определяли концентрацию цитокинов интерлейкина-2, 12р40, интерферона-γ методом 
твердофазного иммуноферметного анализа. Проводили гистологическое исследование препаратов кожи 
живота, окрашенных гематоксилином и эозином, а также толуидиновым синим.

Результаты. У крыс развился системный воспалительный ответ, выраженность которого уменьшилась к 7-м 
суткам. Существенных изменений в строении кожи не было обнаружено. В популяции мастоцитов наблюдались 
изменения, свидетельствующие об активном выделении медиаторов без усиления дегрануляции клеток. На 7-е 
сутки отличий в цитофизиологических характеристиках мастоцитов от контрольной группы не было найдено.

Заключение. Развитие системного воспалительного ответа на введение сублетальной дозы бактериального 
липополисахарида не вызывает усиления миграции мастоцитов в кожу, но обусловливает изменение 
секреторных процессов, усиливая  выделение секреторных продуктов способом постепенной дегрануляции.
Ключевые слова: кожа, системный воспалительный ответ, мастоциты, секреция

CHANGES IN SECRETION OF RAT SKIN MAST CELLS 
IN SYSTEMIC INFLAMMATORY RESPONSE

Yaglova N. V., Obernikhin S. S., Yaglov V. V.
Research Institute of Human Morphology, Moscow, Russia

SUMMARY
Mast cells are active participants of innate immune response. Systemic immune response induces functional 

changes even in organs, which are not considered primary targets of bacterial or viral infections. Cytophysiology of 
mast cells located in organs not affected by systemic inflammatory response, like skin, is still poorly studied. Investiga-
tions of this issue might elucidate some pathogenetic mechanism of skin diseases associated with previously devel-
oped intestinal or respiratory infection.

The aim was to investigate structural changes of rat skin mast cells in systemic inflammatory response indicative 
of mast cell secretion.

Materials and methods: The experiment was performed on 45 male Wistar rats. Systemic inflammatory response 
was induced by intraperitoneal injection of sublethal dose of lipopolysaccharide E. coli (20mg/kg). The survived rats 
were sacrificed 1 and 7 days after injection. Serum levels of interleucine-2, 12p40, and interferon-γ were evaluated by 
enzyme-linked immunosorbent assay. Histological examination of abdominal skin slices, stained with hematoxilin and 
eosin and toluidine blue was performed.

Results. The rats developed systemic inflammatory response, which attenuated on the 7th day after lipopolysac-
charide injection. No significant changes in skin morphology were found. Skin mast cells demonstrated some morpho-
logical and functional changes indicative of active secretion of mediators without activation of degranulation. On the 
7th day mast cell cytophysiology had no significant changes compared to the control group.

Conclusion. Systemic inflammatory response induced by bacterial lipopolysaccharide does not activate migration 
of mast cells to skin, but changes their secretory processes by enhancing peace-meal  degranulation.

Key words: skin, systemic inflammatory response, mast cells, secretion
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Развитие тяжелых патологических процес-
сов в организме сопровождается комплексными 
реактивными изменениями, как в органах-ми-
шенях, так и в органах, непосредственно не во-
влеченных в патологический процесс. Систем-
ный воспалительный ответ характеризуется 
активацией клеток естественного иммунитета и 
повышенной секрецией медиаторов воспаления 
[1]. Мастоциты являются участниками системы 
естественного иммунитета, поскольку экспрес-
сируют паттерн-распознающие толл-подобные и 
NOD-рецепторы, участвуют в реакциях фагоци-
тоза, синтезируют природные антибактериаль-
ные соединения кателицидины и дефенсины, и 
провоцируют развитие воспалительного про-
цесса, выделяя хемоаттрактанты и цитокины 
[2; 3; 4]. На сегодняшний день вопрос об осо-
бенностях секреторных процессов в мастоцитах 
органов, непосредственно не поражаемых при 
бактериальных и вирусных инфекциях, мало 
изучен, в то время как установление и измене-
ний секреторного профиля, а главным образом 
способа выделения биологически активных 
веществ может привести к значительному про-
грессу в терапии кожных заболеваний. Извест-
но, что ряд заболеваний кожи, таких как много-
формная экссудативная эритема, узловатая эри-
тема, красный плоский лишай и др., возникает 
на фоне или после окончания инфекционно-вос-
палительных процессов [5-8]. Мастоциты регу-
лируют проницаемость микроциркуляторного 
русла, являются триггерами ремоделирования 
соединительной ткани дермы, но в то же время 
и выполняют протективную роль при развитии 
инфекционных процессов в коже, способствуя 
элиминации возбудителей и миграции антиген-
распознающих клеток [9].

Цель исследования – изучить структурные 
показатели секреторной деятельности мастоци-
тов кожи крыс при развитии системного воспа-
лительного ответа.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Исследование выполнено на 45 самцах крыс 

Вистар массой тела 180-200гг.  Системный вос-
палительный ответ моделировали введением 
крысам (n=30) липополисахарида E. coli серо-
тип 026:В6 (Sigma, США), растворенного в фи-
зиологическом растворе в концентрации 10мг/
мл, в сублетальной дозе 20мг/кг интраперито-
неально. Животным контрольной группы (n=15) 
вводили аналогичный объем физиологического 
раствора. Часть животных экспериментальной 
группы (n=5)  погибли от развившегося эндоток-
сикоза на 2-3-й сутки. Животных выводили из 
эксперимента в два этапа. Половину крыс кон-
трольной и экспериментальной групп вывели 

из эксперимента через сутки, вторую половину 
– через 7 суток после введения липополисаха-
рида передозировкой золетила («Virbac Sante 
Animale», Франция). Эксперимент проведен в 
соответствии с правилами проведения работ с 
использованием экспериментальных животных, 
утвержденными приказом Минздрава СССР № 
577 от 12.08.1977г. Уход за животными, содер-
жавшимися в виварии, осуществлялся по нор-
мам и правилам обращения с лабораторными 
животными, в соответствии с «Международ-
ными рекомендациями по проведению медико-
биологических исследований с использованием 
животных» (1985г.), правилами лабораторной 
практики в Российской Федерации (приказ МЗ 
РФ от 19.06.2003г. №267) и законом «О защите 
животных от жестокого обращения» гл. V, ст. 10, 
4679-ГД от 01.12.1999 г. 

Для верификации развития системного вос-
палительного ответа проводили определение 
концентрации цитокинов интерлейкинf (ИЛ) 
-2, интерферона-γ (ИНФ-γ), а также субъедини-
цы р40 ИЛ-12 – ингибитора рецептора ИЛ-12, 
способствующего дифференцировке Т-хелпер-1 
лимфоцитов, в сыворотке крови крыс методом 
твердофазного иммуноферментного анализа c 
помощью коммерческих наборов (“Bio Source 
International”, Бельгия) в сыворотке крови крыс.

Кожу передней брюшной стенки фиксиро-
вали в жидкости Карнуа и после стандартной 
автоматизированной гистологической проводки 
с помощью гистопроцессора «Tissue-Tek VIP 5 
Jr» («Hygeco», Франция) образцы были залиты 
в парафин. Срезы изготавливали с помощью ми-
кротома «Microm HM 340E» («Microm Gmbh», 
Германия). Полученные препараты окрашивали 
гематоксилином и эозином, а также 1%ным рас-
твором толуидинового синего с рН 2,0 для вы-
явления мастоцитов.  Изучение цитофизиологи-
ческих характеристик мастоцитов проводили по 
методу Н.В. Ягловой [10], с определением числа 
выявляемых клеток в 1мм2, индекса дегрануля-
ции и среднего гистохимического коэффициента 
(СГК).

Статистическую обработку проводили с по-
мощью пакета программ Statistica 7,0 (“Statsoft 
Inc.”, США). Проводили анализ соответствия 
вида распределения признака закону нормально-
го распределения с использованием критериев 
Лиллиефорса, Шапиро-Уилка. Количественные 
показатели, имеющие приближенно нормальное 
распределение, описывали средним значением и 
стандартной ошибкой среднего значения (М±m). 

Сравнение независимых групп по количе-
ственному признаку с учетом небольшого раз-
мера выборок проводили с помощью t-критерия 
Стьюдента с учетом значений критерия Левена о 
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равенстве дисперсий и критерия χ2. Порог ста-
тистической значимости р был понижен до 0,01 
с учетом множественности сравнений. В связи 
с отсутствием различий между контрольными 
группами двух сроков исследования по морфо-
логическим и биохимическим параметрам, дан-
ные были объединены в общую контрольную 
группу.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Через сутки после введения липополиса-

харида отмечалось повышение концентрации 
цитокинов ИНФ-γ и ИЛ-2 и уменьшение кон-
центрации ИЛ-12р40 в системном кровотоке. 
На 7-е сутки у выживших животных отмечено 
уменьшение концентрации ИНФ-γ и ИЛ-2  и по-
вышение уровня ИЛ-12р40 в сыворотке крови и 
отсутствие статистически значимых отличий от 
значений контрольной группы по этим показа-
телям (рис. 1). 

В гистологических препаратах кожи крыс 
контрольной группы различалось три слоя: эпи-
дермис, дерма, гиподерма. Кератиноциты имели 
ядра овальной формы, ориентированные как го-
ризонтально, так вертикально и умеренно базо-
фильную цитоплазму. Дерма была представле-
на коллагеновыми и эластическими волокнами. 
Границы между сетчатым и сосочковым слоями 
были нечеткими. В дерме находилось большое 
количество сальных желез и волосяных фолли-
кулов. В дерме выявлялось небольшое количе-
ство клеток, в основном фибробластов. Гиподер-
ма была умеренно развита. Отмечалось неравно-
мерное кровенаполнение сосудов (рис. 2а).

Через сутки после введения липополисахари-
да существенных изменений в строении кожи и 
клеточном составе дермы крыс не наблюдалось. 
Аналогично и на 7-е сутки структура кожи не от-
личалась от таковой в контрольной группе (рис. 
2б,в). 

Мастоциты в коже крыс контрольной группы 
выявлялись в различных слоях дермы и гиподер-
мы. В дерме они часто располагались вдоль кро-
веносных сосудов. Более половины выявляемых 
мастоцитов представляли собой тёмные клетки, 
с высоким содержанием секреторного материа-
ла. Клетки с низким содержанием секреторных 
продуктов локализовались преимущественно 
субэпидермально и составляли меньшую часть 
популяции мастоцитов. Количество мастоцитов, 
выделяющих секреторный материал путем вы-
броса гранул было невелико. В основном, на-
блюдалась слабая дегрануляция (рис. 3а, 4).

Через сутки после введения липополисахари-
да количество выявляемых мастоцитов в коже 
незначительно уменьшилось. Их гистотопогра-
фия была аналогичной контрольной. В отличие 

Рис. 1. Изменение концентрации провоспали-
тельных и иммунорегуляторных цитокинов в 
сыворотке крови крыс через 1 и 7 суток после 

введения липополисахарида (М±m). 

Примечания: р<0,01 при сравнении с контроль-
ной группой (*), 7-ых суток с 1-ми сутками по-
сле введения липополисахарида (+).
от контрольной группы очень темные клетки с 
высоким содержанием секреторного материала 
встречались реже, в то время как количество 
светлых клеток увеличилось. Таким образом, 
СГК мастоцитов при развитии системного вос-
палительного ответа уменьшался, что свиде-
тельствует о выделении мастоцитами секретор-
ного материала.  Индекс дегрануляции мастоци-
тов уменьшился в основном за счет уменьшения 
числа клеток с умеренными проявлениями де-
грануляции (рис. 3б, 4).
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Рис. 2. Строение кожи крыс контрольной груп-
пы (а) и через 1 (б) и 7 (в) суток после введения 
липополисахарида. Окраска гематоксилином и 

эозином. Ув. 200.

Рис. 3. Тучные клетки кожи крыс контрольной 
группы (а) и через 1 (б) и 7 (в) суток после введе-
ния липополисахарида. Окраска толуидиновым 

синим. Ув. 400.

                                 а                                  а

                                 б                                 б

                                 в                                  в
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Через 7 суток после введения липополисаха-
рида количество выявляемых мастоцитов практи-
чески не изменилось. Мастоциты располагались в 
дерме. Выявлена тенденция к накоплению секре-
торного материала в цитоплазме мастоцитов, что 
проявлялось высоким содержанием очень темных 
и темных клеток и очень небольшим количеством 
очень светлых клеток. Это привело к повышению 
СГК популяции мастоцитов по сравнению с пре-

дыдущим сроком исследования. Индекс деграну-
ляции мастоцитов увеличился. Как и через 1 сутки 
после введения липополисахарида и у животных 
контрольной группы среди дегранулирующих ма-
стоцитов превалировали клетки со слабой дегра-
нуляцией. В целом, цитофизиологические показа-
тели мастоцитов кожи через 7суток после введе-
ния липополисахаридов были близки к значениям 
контрольной группы (рис. 3в, 4).

Рис. 4. Изменения цитофизиологических характеристик мастоцитов кожи после введения липополи-
сахарида.

Примечания: р<0,01 при сравнении с контрольной группой (*), 7-ых суток с 1-ми сутками после 
введения липополисахарида (+).
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ОБСУЖДЕНИЕ

Введение сублетальной дозы липополисаха-
рида приводило к развитию генерализованного 
воспалительного процесса, о чем свидетельство-
вало увеличение продукции провоспалительных 
цитокинов и дальнейшая гибель части живот-
ных.  Гистологические исследования препаратов 
кожи показали, что, несмотря на тяжесть вос-
палительного процесса, в коже не происходит 
существенных морфологических изменений, но 
секреторные процессы в мастоцитах меняются. 
В научной литературе описаны три способа вы-
деления синтезированных и преформированных 
секреторных продуктов мастоцитами – быстрая 
дегрануляция, постепенная дегрануляция, и 
реже экзоцитоз  [10]. Постепенная дегрануляция 
начинается с оводнения секреторной гранулы и  
дезинтеграции ее содержимого. Затем от  мем-
браны секреторной гранулы отделяются мелкие 
везикулы, заполненные секреторным материа-
лом. Они транспортируются к наружной цито-
плазматической мембране, и секрет выделяется 
за  пределы клетки путем  микроэкзоцитоза [11]. 
Существует также и молекулярный способ по-
степенной дегрануляции, заключающийся в об-
разовании везикул вокруг секреторных гранул,  
приводящих в конечном итоге к их набуханию, 
растворению и выделению из них секреторного 
материала [12]. При экзоцитозе оводненные се-
креторные гранулы выделяют свое содержимое 
через поросому в наружной цитоплазматиче-
ской мембране [13]. Быстрая дегрануляция за-
ключается в выбросе целых секреторных гранул 
в матрикс окружающей соединительной ткани 
и является легко выявляемым процессом при 
световой микроскопии. Обнаруженные в нача-
ле развития системного воспалительного ответа 
изменения указывали на превалирование посте-
пенной дегрануляции над другими способами 
выделения секреторного материала, так как со-
держание секреторных продуктов снижалось с 
уменьшением интенсивности выделения гранул 
за пределы клетки. Нормализация продукции 
цитокинов, выявленная на 7-е сутки, свидетель-
ствовала о начале регресса воспалительного 
процесса. Секреторные процессы в мастоцитах 
кожи также возвращались к исходным показа-
телям. То есть, мастоциты переходили в фазу 
накопления секреторных продуктов. Важно от-
метить, что ни на 1-ые, ни на 7-ые сутки коли-
чество выявляемых мастоцитов в коже не изме-
нялось, то есть усиления миграции мастоцитов 
не происходило, а изменялись только секретор-
ные процессы. Это обусловлено наличием толл-
подобных рецепторов-4 у мастоцитов, лигандом 
которых является липополисахарид [14; 15; 16]. 

В наших предыдущих работах мы показали, что 
введение липополисахарида приводило к анало-
гичному уменьшению содержания секреторных 
продуктов в мастоцитов щитовидной железы без 
усиления быстрой дегрануляции [17; 18]. Эти 
данные свидетельствуют об универсальности 
реакции мастоцитов при развитии эндотоксико-
за, обусловленного введением липополисахари-
да. С другой стороны эти данные указывают на 
то, что развитие бактериального эндотоксикоза 
вызывает превалирование постепенной деграну-
ляции над быстрой дегрануляцией. Фактически, 
это может быть проявлением изменения секре-
торного профиля, поскольку различные соеди-
нения имеют превалирующий путь выделения 
за пределы клетки, например, интерлейкины 
выделяются мастоцитами в основном путем по-
степенной дегрануляции [19]. C другой стороны 
данные показывают, что медикаментозное бло-
кирование мембран мастоцитов существенно не 
повлияет на интенсивность выделения биологи-
чески активных веществ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Развитие системного воспалительного ответа 

на введение сублетальной дозы бактериального 
липополисахарида не вызывает усиления мигра-
ции мастоцитов в кожу, но обусловливает изме-
нение секреторных процессов в них.

В мастоцитах усиливается выделение секре-
торных продуктов способом постепенной дегра-
нуляции.

Изменения способа выделения биологиче-
ски активных веществ мастоцитами вследствие 
взаимодействия липополисахарида с толл-
подобными рецпторами-4 при отсутствии вос-
палительных изменений в дерме указывает на 
возможное изменение профиля выделяемых 
секреторных продуктов, что может лежать в ос-
нове патогенеза ряда заболеваний кожи, ассоци-
ированных с инфекционными заболеваниями. 
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РЕЗЮМЕ
SARS-CoV-2 – это новый представитель мира вирусологии, относящийся к коронавирусам и способный 

вызвать широкий диапазон заболеваний дыхательной системы: от незначительных проявлений рутинной 
вирусной инфекции до респираторного дистресс-синдрома с тяжелой дыхательной недостаточностью. 
Патогенез новой коронавирусной инфекции (COVID-19) связан со способностью SARS-CoV-2 связываться 
с АПФ-рецепторами и в последующем активировать IL-6 – главный стимулятор «цитокинового шторма» в 
организме. Именно благодаря таким особенностям патогенеза вируса необходимо раннее и точное выявление 
как активных форм, так и вирусоносительства. В представленном обзоре рассматривается весь спектр 
основных методов диагностики, со сравнением эффективности и указанием условий использования, новой 
коронавирусной инфекции, вызванной SARS-CoV-2: от применяющихся на данный момент методов (ОТ-ПЦР, 
ИФА) к потенциально возможным (OT-LAMP, CRISPR), а также тем, которые находятся в стадии разработки 
(хемилюминесценция).

Ключевые слова: SARS-CoV2, COVID-19, диагностика, ОТ-ПЦР, ИФА.
COVID-19 DIAGNOSTICS: CURRENT STATE OF THE 

PROBLEM AND PROSPECTS IN THE BRANCH

Gorbunov A. A., Sorokina L. E., Chegodar D. V., Kubishkin A. V., Fomochkina I. I.

Medical Academy named after S.I. Georgievsky of Vernadsky CFU

SUMMARY
SARS-CoV-2 is a new representative of the world of virology related to coronaviruses and can cause a wide range 

of diseases of the respiratory system: from colds to acute respiratory distress-syndrome with severe respiratory failure. 
The pathogenesis of a new coronavirus infection (COVID-19) is associated with the ability of SARS-CoV-2 to bind to 
ACE receptors and subsequently activate IL-6, the main stimulator of the “cytokine storm”. Due to such features of 
the viral pathogenesis, early and accurate detection of active forms, as well as virus carriage are needed. In review, 
the whole spectrum of the main diagnostic methods is represented, with a comparison of the effectiveness and con-
ditional indication of COVID-19: from the currently used methods (RT-PCR, ELISA) to potentially possible (OT-LAMP, 
CRISPR), as well as those still under development (chemiluminescence).

Key words: SARS-CoV-2, COVID-19, diagnostics, RT-PCR, ELISA.

Первая половина наступившего 2020 года оз-
наменовалась важными для всего человечества 
событиями в области общественного здравоох-
ранения: 30 января на втором заседании Чрез-
вычайного комитета ВОЗ эпидемия, вызванная 
коронавирусом SARS-CoV-2, была признана 
«чрезвычайной ситуацией, имеющей междуна-
родное значение» [1; 2]. Пандемия привлекла к 
себе внимание специалистов во всем мире, так 

как ранее коронавирусные инфекции у людей 
не выходили за пределы допустимого уровня 
биологического риска, однако последствия про-
изошедших мутаций этих вирусов указывают на 
то, что трансформации последних могут приво-
дить к непредвиденным последствиям. Таким 
образом, на сегодняшний день все более акту-
альным становится вопрос о необходимости 
своевременной высокоточной диагностики ко-
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ронавирусной инфекции. Повсеместное внедре-
ние диагностических тестов позволит не только 
уточнить эпидемиологическую ситуацию, но и 
сформировать целостное представление об ос-
новных патогенетических звеньях заболевания, 
а также повысить качество проводимых лечеб-
ных и профилактических мероприятий.

Коронавирусы, получившие свое название 
благодаря некоторым морфологическим особен-
ностям, являются членами крупного ареала РНК-
вирусов Riboviria. Согласно современной номен-
клатуре они входят в порядок Nidovirales, субпо-
рядок Cornidovirinneae, семейство Coronaviridae, 
подсемейство Orthocoronavirinnae. В контексте 
данного обзора особый интерес представляют 
виды из подродов Sarbecovirus и Merbecovirus, 
среди которых имеются возбудители опасных 
инфекционных заболеваний человека, а имен-
но SARS-CoV, MERS-CoV и SARS-CoV-2. В 
2002-2003 гг. вирус SARS-CoV вызвал вспышку 
атипичной пневмонии в 24 странах, что приве-
ло к заражению 8096 человек. Распространение 
MERS-CoV наблюдалось в 2015 г. в Южной 
Корее, где показатели заболеваемости и смерт-
ности составили 2494 человек и 872 человека 
соответственно [1].

Генетическая информация коронавирусов 
представлена в виде плюс-цепи линейной одно-
цепочечной РНК. Транскрипционный процесс у 
коронавирусов происходит путем синтеза с по-
мощью РНК-зависимой РНК-полимеразы (RdRp) 
негативной цепи, служащей в дальнейшем матри-
цей для наработки плюс-цепей  РНК. Размеры ге-
номов у большинства известных коронавирусов 

варьируют от 27 до 32 тысяч нуклеотидов [1]. 
Нуклеиновая кислота нового возбудителя, SARS-
CoV-2, была выявлена в декабре 2019 г. у пациен-
та с пневмонией в городе Ухань провинции Хубэй 
в Китае. 7 января 2020 г. после тщательного ми-
кробиологического анализа данный возбудитель 
был отнесен к семейству Coronaviridae, а болезнь, 
которую вызывает вирус, ВОЗ назвали COVID-19 
[2]. Его геном представлен +sРНК длиной 30kb 
(29891 нуклеотид, G+C=38%) и имеет следую-
щий порядок: [5`-ORFs-структурные белки: S-E-
M-N-3`]. Вирус состоит из 4 структурных поли-
протеинов: S – поверхностный, спаечный белок; 
M – мембранный белок; E – оболочечный белок; 
N – нуклеокапсидный белок [3]. У данного виру-
са имеется по меньшей мере 6 открытых рамок 
считывания (ORFs). Первая рамка – ORF1a/b – 
занимает примерно 2/3 длины генома и кодиру-
ет 16 неструктурных белков (nsp1-16). Между 
ORF1a и ORF1b происходит сдвиг на 1 рамку 
считывания, что приводит к образованию двух 
полипептидов: pp1a и pp1ab. Эти полипептиды 
в дальнейшем обрабатываются вирус-кодиру-
емой химотрипсиноподобной протеазой (или 
основной протеазой), а также одной или двумя 
папаиноподобными протеазами с расщеплени-
ем двух полипептидов на 16nsps [3, 4]. Неструк-
турные белки формируют в двумембранных 
везикулах репликационно-транскрипционный 
комплекс (РТК), в котором синтезируется набор 
субгеномных РНК между открытыми рамками 
считывания ORFs. Организация генома вируса 
SARS-CoV-2, по данным ряда авторов [5-8], по-
казана на рис.1.

Рис. 1. Упрощенная схема геномной организации бетакоронавирусов (масштаб не соблюден). 5’-UTR 
– 5’-нетранслируемая область, ORF1a/b (replicase /transcriptase) кодирует 16 неструктурных белков 
(NSP), S – белок зубца короны (spike), E – малый белок оболочки (envelope), M – мембранный глико-

протеин (membrane), N – нуклеокапсидный белок (nucleocapsid), 
3’-UTR – 3’-нетранслируемая область

В патогенезе SARS-CoV-2 важную роль 
играет субъединица S1 гликопротеина S, кото-
рая связывается с мембранный белком – анги-
отензинпревращающим ферментом 2 (АПФ2) 
на поверхности альвеолоцитов II типа, энте-
роцитов тонкого кишечника, эндотелиоцитов, 
а также гладкомышечных клеток [9; 10; 11]. 
АПФ2 представляет собой компонент ренин-
ангиотензиновой системы, металлопротеиназу, 
уравновешивающую функцию АПФ и отрица-

тельно регулирующую уровень ангиотензина II 
(рисунок 2.). Первым этапом жизненного цикла 
вируса является рецепторная адсорбция вирус-
ной частицы на поверхности клетки-мишени в 
результате специфического связывания первой 
субъединицы спайкового белка S1 с клеточным 
рецептором. Для SARS-CoV-2 таковым является 
как раз АПФ2 [12].

После рецепторного связывания с поверх-
ностью клетки-мишени последующие стадии – 
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общие для всех коронавирусов: рецептор-опос-
редованный эндоцитоз завершается проникно-
вением вирусного нуклеокапсида в цитоплазму 
клетки-хозяина, где вирионная РНК выступает 
в качестве мРНК для синтеза двух протяжённых 
полипротеинов рр1а и рр1аb длиной порядка 
2000 и 7000 аминокислотных остатков, соот-
ветственно. рр1аЬ включает в себя рр1а и об-
разуется в результате игнорирования рибосомой 

в 20-30 % случаев стоп-сигнала из-за шпильки, 
смещающей рамку считывания [13]. Надо иметь 
в виду, что рр1а и рр1аb не существуют в клетке 
как единые молекулы и котрансляционно наре-
заются протеазами на 16 неструктурных белков, 
регулирующих дальнейшую репликацию и, в 
частности, преобразующих складки эндоплазма-
тического ретикулума в своеобразные «фабри-
ки» для поздних стадий репликации вируса [14].

Рис.2. Принципиальная схема роли ренин-ангиотензиновой системы в развитии острого респиратор-
ного дистресс-синдрома (ОРДС), острой легочной недостаточности (ОЛН) и атипичной коронавирус-
ной пневмонии. Анг I – ангиотензин I, Анг II – ангиотензин II, АТ1R – рецептор ангиотензина II типа 

1, АТ2R – рецептор ангиотензина II типа 2, АПФ – ангиотензин превращающий фермент, Spike – 
субъединица S1 гликопротеина S для связывания с рецептором АПФ (Yumiko Imai, et al., Circulation 

Journal, 2020).

Одним из важнейших неструктурных бел-
ков является РНК-зависимая РНК-полимераза 
(RdRp), которая синтезирует комплементарную 
вирионной нить РНК негативной полярности, 
которая, в свою очередь, выступает в качестве 
матрицы для синтеза геномных РНК (войдут 
в состав дочерних вирионов). Помимо этого, 
RdRp синтезирует на матрице геномной РНК 
серию субгеномных РНК негативной полярно-
сти (сгРНК-) с разрывом цепи и переносом её к 
3’-концу матрицу, в результате чего все сгРНК- 
этой серии имеют одинаковые 5’- и 3’-фланги и 
центральные части различной степени вложен-
ности друг в друга. Далее сгРНК- используются 
в качестве матрицы для синтеза субгеномных 
матричных РНК позитивной полярности, с ко-
торых считываются структурные белки. Сборка 
дочерних вирионов происходит в эндоплазмати-
ческом ретикулуме, и затем они покидают клет-
ку хозяина путём экзоцитоза [4].

Морфологическим субстратом патогенеза 
средне-тяжелых и тяжелых форм COVID 19 яв-
ляется диффузное альвеолярное повреждение: 
вирус вызывает повышение проницаемости 
клеточных мембран и усиленный транспорт 
жидкости, богатой альбумином, в интерстици-
альную ткань лёгкого и просвет альвеол – раз-

вивается интерстициальный и альвеолярный 
отек. При этом нарушается синтез сурфактанта, 
развивается коллапс альвеол, в результате рез-
кого нарушения газообмена развивается острый 
респираторный дистресс-синдром (ОРДС) [15; 
16]. Иммуносупрессивное состояние больного 
способствует развитию оппортунистических 
бактериальных и микотических инфекций ре-
спираторного тракта. Данные о длительности 
и напряженности иммунитета в отношении 
SARS-CoV-2 в настоящее время отсутствуют. 
Иммунитет при инфекциях, вызванных другими 
представителями семейства коронавирусов, не-
стойкий, и возможно повторное инфицирование.

Инфекционный процесс сопровождается вы-
работкой антител двух типов: IgM и IgG. IgM-
антитела производятся первыми, их уровень 
быстро нарастает в начале инфекции, достигая 
максимума в острый период болезни, а затем по-
степенно снижается, полностью исчезая к мо-
менту выздоровления. IgG-антитела появляются 
в крови в острой стадии инфекционного процес-
са, но максимальная их выработка происходит 
обычно через 10-14 дней после перенесенной 
инфекции. Есть данные о том, что уровень IgG 
и IgM против внутреннего и поверхностного ну-
клеопротеина SARS-CoV-2 коррелировал с ней-
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трализующей активностью. Время сероконвер-
сии имеет решающее значение для определения 
оптимальных сроков сбора образцов сыворотки 
с целью изучения динамики болезни и разработ-
ки моноклональных антител в качестве терапев-
тического агента [17].

Приоритетной проблемой и направлением в 
борьбе с новой коронавирусой инфекцией яв-
ляется разработка и внедрение валидных и бы-
стрых методов выявления SARS-CoV-2.

«Золотым стандартом» на данный момент 
является полимеразная цепная реакция (ПЦР) 
с обратной транскрипцией в реальном времени 
(ОТ-ПЦР), направленная на обнаружение генов 
N, E, RdRp и др. [18]. Есть сообщения о раз-
работке двух одноступенчатых количественных 
ОТ-ПЦР-анализов, обнаруживающих области 
ORF1b и N вирусного генома [20]. Наборы для 
количественной ПЦР на основе флуоресценции 
в течение короткого промежутка времени стали 
широко использоваться для лабораторного под-
тверждения заболевания в Китае; тогда же стал 
доступен целый ряд коммерческих тестов [1]. 
Для лабораторного подтверждения заболевания 
необходимы положительные результаты как по 
гену ORF1ab, так и по гену N. 

Несколько позже китайскими учеными был 
разработан новый анализ ОТ-ПЦР в реальном 
времени, нацеленный на РНК-зависимую РНК-
полимеразу (RdRp)/хеликазу (Hel) (COVID-19-
RdRp/HEL-анализ) с низким пределом обнару-
жения (1,8 TCID50/мл с геномной РНК и 11,2 
копии РНК/реакция с транскриптами РНК in 
vitro). Сравнительный анализ его с RdRp-P2, 
используемым в настоящее время в европей-
ских лабораториях, показывает более высо-
кую точность в определении возбудителя. Так, 
COVID-19-RdRp/Hel был положительным для 
дополнительных 42 RdRp-P2-отрицательных 
образцов (119 из 273 (43,6%) против 77 из 273 
(28,2%) P<0,001) COVID-19-RdRp/Hel не всту-
пал в перекрестную реакцию с другими пато-
генными коронавирусами человека и респира-
торными патогенами в клеточной культуре и 
клинических образцах, в то время как анализ 
RdRp-P2 перекрестно реагировал с SARS-CoV 
в клеточной культуре [20; 21]. Еще одной раз-
новидностью ОT-ПЦР (на основе SYBR Green) 
стал альтернативный протокол-набор для диа-
гностики COVID-19, состоящий из фарингеаль-
ного тампона для самостоятельного сбора об-
разцов, реактивов для очистки РНК на основе 
Тризола и др. [22].

До сих пор обсуждается спектр сред организ-
ма, определение возбудителя COVID-19 в кото-
рых будет наиболее точным и простым в при-
менении. Так, в литературе имеются данные о 

результате ПЦР-тестирования образцов стула и 
ротоглотки и изучение корреляционных связей 
полученных данных [23]. В более крупном ис-
следовании проанализировано в общей сложно-
сти 1070 различных образцов, собранных у 205 
пациентов с COVID-19 [24]. Наиболее точные 
результаты получены при анализе бронхоальве-
олярного лаважа (93%), за которым следовали 
мокрота (72%), мазки из носа (63%), анализ со-
держимого кисти фибробронхоскопа (46%), маз-
ки из глотки (32%), анализ образцов стула (29%) 
и кровь (1%); при этом ни один из 72 образцов 
мочи не дал положительного результата. Благо-
даря простоте сбора материала, еще одной сре-
дой для выявления генома SARS-CoV-2 методом 
ОТ-ПЦР стал конденсат выдыхаемого воздуха 
(EBC) в качестве образца. В перспективе, дан-
ный вариант отбора проб для определения воз-
будителя может быть использован в масштаб-
ных скрининговых исследованиях пациентов с 
подозрением на COVID-19 [25].

Несмотря на все достоинства ОТ-ПЦР, при 
анализе и сопоставлении результатов были вы-
явлены и проблемы, основной из которых стала 
необходимость повторной постановки реакции, 
в том числе с образцами, полученными из ниж-
них дыхательных путей, в ситуации отрицатель-
ного результата ОT-ПЦР и наличия клинических 
проявлений COVID-19 [26]. Проанализировав 
опубликованные наборы праймеров и их соот-
ветствие 77 общедоступным последовательно-
стям генома SARS-CoV-2 было установлено, 
что пять наборов праймеров ОT-ПЦР (нацелен-
ных на Orf1ab или ген N) потенциально могут 
давать ложноотрицательные результаты, свя-
занные с влиянием эволюционных процессов 
на вирусный геном. Для минимизации рисков 
получения ложноотрицательных или сомни-
тельных результатов целесообразно ориенти-
роваться на консервативный ген nsp12 (RdRp), 
проводить комплексное клинико-лабораторное 
обследование (например, ОT-ПЦР и компью-
терную томографию органов грудной полости), 
придерживаться высоких стандартов в вопросах 
процедуры отбора проб, следовать стандартам 
надлежащей лабораторной практики и т.п. [27].

Наряду с ОT-ПЦР, актуальными методами 
диагностики новой коронавирусной инфекции, 
основывающимся на молекулярном строении 
SARS-CoV-2, являются петлевая изотермиче-
ская амплификация с обратной транскрипцией 
(ОТ-LAMP) и амплификация рекомбинантной 
полимеразы обратной транскрипции (ОТ-PRA), 
которые обладают рядом преимуществ: высо-
кой специфичностью, быстротой и легкостью в 
использовании. Предлагаемые методы, исполь-
зуемые для детекции MERS-CoV, можно при-
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менять и для раннего выявления SARS-CoV-2. 
Еще одним вариантом экспресс-скрининговой 
диагностики (требуемое время составляет до 
30 минут) является обратная транскрипционная 
петлевая изотермическая амплификация (RТ-
LAMP) [28]. Многообещающей с точки зрения 
быстроты (время постановки варьирует от 15 до 
40 минут) и высокой чувствительности (97,6%) 
стала разработка китайских исследователей на 
основе LAMP, в которой в качестве амплифици-
рующего фрагмента взят ген ORF1ab [29].

Несмотря на то, что главное предназначение 
CRISPR/Cas технологии заключается в прове-
дении геномного редактирования, тем не менее 
отдельные компоненты этих систем находят 
применение и в других областях [30; 31]. Так, в 
частности, с использованием CRISPR/Cas техно-
логии недавно разработана высокоспецифичная 
и чувствительная CRISPR-nCoV система детек-
ции нового коронавируса SARS-CoV-2 [32]. В 
ее основе лежит RPA амплификация, сопрово-
ждаемая транскрипцией полученных амплико-
нов, несущих в составе одного из праймеров на 
5’-конце экстрапоследовательность нуклеоти-
дов, соответствующую фаговому промотору Т7, 
с помощью которого Т7 РНК полимераза нара-
батывает множество копий молекул РНК, по-
сле чего включается нацеленная на разрушение 
молекул РНК Cas13a нуклеаза, формирующая 
со специальной sgРНК рибонуклеопротеидный 
комплекс, причем данная sgРНК несет гидовую 
последовательность, узнающую выбранную ми-
шень на бетакоронавирусной РНК. При этом в 
растворе присутствует еще специальный репор-
терный рибоолигонуклеотид. Нуклеаза Cas13a 
после активации фермента специфичной РНК, 
соответствующей участку-мишени SARS-CoV, 
за счет своей коллатеральной активности расще-
пляет уже неспецифически все присутствующие 
в реакционной смеси молекулы РНК, а так как 
специально добавленные репортерные молеку-
лы РНК несут флуорохром и гаситель, то после 
физического разобщения последних, вследствие 
разрушения всех подряд молекул РНК, флуо-
ресцентный краситель начинает светиться, что 
и регистрируется с помощью соответствующих 
устройств. Чувствительность данного теста на-
ходится на уровне единичных молекул вируса, а 
время, затрачиваемое на всю детекцию, состав-
ляет 40 минут, из которых 30 минут уходит на 
RPA амплификацию, а 10 минут – на CRISPR 
детекцию. 

Другой группой исследователей была разра-
ботана система детекции SARS-CoV-2 также на 
основе CRISPR/Cas технологии, названная All-
In-One-Dual CRISPR-Cas12a (AIOD-CRISPR) 
[33]. В ней так же, как и в описанном выше 

подходе, на первой стадии применяется RPA 
амплификация с той лишь разницей, что далее 
используется Cas12a нуклеаза, которая разруша-
ет ДНК, и поэтому не требуется использование 
праймера с Т7 промотором, а в качестве репор-
терных молекул служат подобные олигонукле-
отиды с дезоксирибозой, несущие соответству-
ющие флуорохром и гаситель флуоресценции. 
Подобная же работа по детекции SARS-CoV-2 с 
помощью CRISPR/Cas технологии с нуклеазой 
Cas12 выполнена еще одним международным 
коллективом, с той лишь разницей, что детек-
ция результатов амплификации осуществляется 
двумя методами – регистрацией флуоресценции 
и тонкослойной хроматографией на бумаге [34].

Описан метод диагностики SARS-CoV-2 с 
использованием Cas12 нуклеазы с использова-
нием тонкослойной хроматографии, получив-
ший название SARS-CoV-2 DETECTR test. При 
этом на первой стадии для наработки продуктов 
амплификации применяется LAMP технология 
[35]. Данный тест завершается менее чем за 40 
минут, из которых в течение первых 20-30 ми-
нут проводится петлевая амплификация, после 
чего 10 минут необходимо для Cas12 нуклеазы 
и разрушения репортерных олигонуклеотидов. 
Дополнительно две минуты затрачиваются на 
хроматографию. Анализ нескольких десятков 
образцов, как здоровых, так и больных с помо-
щью SARS-CoV-2-DETECTR test продемонстри-
ровал высокую чувствительность и специфич-
ность: 95% для положительных результатов и 
100% – для отрицательных. Сравнение ОТ-ПЦР 
с SARS-CoV-2 DETECTR test позволяет наде-
яться на то, что последний при сходной чувстви-
тельности будет иметь некоторое преимущество 
по времени и доступности используемого обору-
дования, однако невозможен в количественном 
варианте.

В последнее время широкое применение для 
определения точной величины титра антител к 
SARS-CoV-2 находит иммуноферментный ана-
лиз (ИФА) [36]. Метод основан на взаимодей-
ствии иммобилизованного в лунках планшета 
антигена коронавируса со специфическими 
антителами из исследуемой пробы сыворотки и 
последующем выявлении полученного комплек-
са конъюгатом (меченными пероксидазой хрена 
специфическими антителами к IgG). Связанная 
пероксидаза вызывает разложение находящей-
ся в хромоген-субстратном растворе переки-
си водорода и окисление хромогена. В лунках 
развивается окраска, интенсивность которой 
прямо пропорциональна количеству антител в 
определяемой пробе. Для уточнения диагноза 
проводят повторные исследования клинического 
материала с интервалом 2–4 недели. Снижение 
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или увеличение титра антител напрямую связа-
но с течением инфекционного процесса [37; 38]. 
Описаны протоколы ИФА для выявления анти-
тел к SARS-CoV-2, а также накоплены данные, 
полученные с помощью коммерческих наборов 
[36]. 

В доступной литературе уже есть результа-
ты первых исследований на основе ИФА, по-
священных изучению гуморального ответа на 
SARS-CoV-2. Так, выполнение анализов с ис-
пользованием рекомбинантного вирусного ну-
клеокапсида (N) по изучению IgA, IgM и IgG в 
208 образцах плазмы из 82 подтвержденных и 58 
вероятных случаев заболевания COVID-19 по-
казало диагностическую ценность определения 
IgM [39]. Медиана времени обнаружения анти-
тел IgM и IgA составила 5 дней, в то время как 
IgG был обнаружен на 14-й день после появле-
ния симптомов, причем положительная частота 
составила 85,4%, 92,7% и 77,9% соответственно. 
В подтвержденных и вероятных случаях поло-
жительные показатели IgM-антител составили 
75,6% и 93,1% соответственно. Эффективность 
обнаружения новой коронавирусной инфекции 
путем определения IgM с помощью ИФА была 
выше, чем у метода ОT-ПЦР, спустя 5 дней по-
сле появления первых симптомов. Положитель-
ная частота обнаружения значительно возрас-
тала (до 98,6%) при комбинированном анализе 
IgM с помощью ИФА и ОТ-ПЦР для каждого 
пациента по сравнению с одним тестом ОТ-ПЦР 
(51,9%).

Иммунологическое тестирование было также 
проведено у 16 пациентов в Гонконге с исполь-
зованием образцов сыворотки крови, собранных 
через 14 дней или более после появления сим-
птомов [4]. Были зарегистрированы следующие 
показатели серопозитивности: 94% для анти-N 
IgG (n=15), 88% для анти-N IgM (n=14), 100% 
для анти-RBD (рецепторсвязывающий домен) 
IgG (n=16) и 94% для анти-RBD IgM (n=15). 
Уровни IgG анти-SARS-CoV-2-N или анти-
SARS-CoV-2-RBD коррелировали с титром ней-
трализации вируса (R 2 >0·9). В исследовании, 
выполненном группой китайских ученых под 
руководством Fan Wu и Aojie Wang, охаракте-
ризована реакция со стороны антител у 175 вы-
здоровевших пациентов, у которых новая коро-
навирусная инфекция протекала в легкой форме 
[40]. Параллельно ученые контролировали уров-
ни специфических нейтрализующих антител 
(NAbs) к SARS-CoV-2 (анализ нейтрализации 
на основе псевдотипированных лентивирусных 
векторов) и S-связывающих антител (ИФА с 
использованием белков RBD, S1 и S2). SARS-
CoV-2-специфичные NAbs были обнаружены у 
пациентов с 10-15-го дня после начала заболева-

ния и сохранялись после исчезновения симпто-
мов. Перекрестной реактивности с SARS-CoV 
не наблюдалось. Титры NAbs коррелировали с 
S-связывающими антителами, нацеленными на 
области S1, RBD и S2. Пациенты пожилого и 
среднего возраста имели достоверно более вы-
сокие титры NAb в плазме крови (р<0,0001) и 
S-связывающих антител (р=0,0003), чем моло-
дые пациенты. Интересен тот факт, что имела 
место положительная корреляция титров NAbs 
с уровнем С-реактивного белка в плазме крови, 
и отрицательная с количеством лимфоцитов у 
пациентов на момент поступления, что указы-
вает на связь между гуморальным и клеточным 
иммунным ответом при COVID-19.

В исследовании Catalan-Dibene J., опубли-
кованном в “Nature Reviews Immunology”, про-
демонстрировано наличие вирусспецифичных 
В-клеток памяти, распознающих рецептор-свя-
зывающий домен белка S у инфицированных 
SARS-CoV-2 пациентов [41]. Вирусологи на-
блюдали перекрестную активность антител у 
этих пациентов против S-белков SARS-CoV-2, 
но не против RBD SARS-CoV-1. С помощью 
секвенирования получено 206 специфичных к 
SARS-CoV-2 RBD моноклональных антител; 
причем два клона показали 98-99% блокирова-
ние вирусного входа, что коррелировало с вы-
сокой конкурирующей способностью против 
рецептора АПФ.

Проведен сравнительный анализов спец-
ифичности и эффективности определения 
антител (IgG и IgM) посредством ИФА и им-
мунохроматографической серодиагностики с 
применением коллоидного золота (ИХГ) [42]. 
В исследовании использовано 63 образца для 
ИФА и 91 образец плазмы для ИХГ и обнару-
жена чувствительность комбинированного ИФА 
IgM и ИФА IgG, которая составила 87,3%, а так-
же чувствительность ИХГ– 82,4%. Оба метода 
показали специфичность 100%. Liu Y. и соав-
торы сообщили об оценке N-и S-белковых IgM 
и IgGс помощью ИФА у 214 подтвержденных 
пациентов с COVID-19 [43]. Чувствительность 
S-основанного ИФА обнаружения IgM была 
значительно выше, чем у N-основанного ИФА. 
Рост чувствительности по обнаружению IgM и 
IgG наблюдался с увеличением числа дней от 
начала заболевания: так, положительная частота 
N-и S-основанных IgM и IgG была менее 60% 
на ранней стадии (0-10-й день) заболевания и 
повышалась через 10 дней.

Следует отметить, что серологические методы 
обладают рядом преимуществ: возможность вы-
явления пациентов с высоким уровнем иммун-
ного ответа для формирования когорты потенци-
альных доноров сывороток из реконвалесцентов; 
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скрининговое выявление тех, кто уже обладает 
иммунитетом (как среди медицинских работни-
ков, так и в популяции в целом) и т.д. При этом 
многие аспекты серологической диагностики 
продолжают оставаться предметом для дальней-
ших исследований, а именно: коррелируют ли 
титры антител со степенью иммунологической 
толерантности к COVID-19; какие именно изо-
типы антител и уровни реактивности могут сви-
детельствовать о силе иммунного ответа; защи-
щены ли пациенты с антителами к SARS-CoV-2 
от повторного заражения; насколько реагенты 
для ИФА, созданные на основании азиатского 
штамма могут быть использованы для пациентов, 
инфицированных вирусами европейского проис-
хождения и т.п. Серологический метод не лишен 
и недостатков, к которым можно отнести: чув-
ствительность менее 60% на ранней стадии забо-
левания (день 0-8); необходимость обнаружения 
антител против 2 разных антигенов во избежание 
ложноотрицательных результатов; возможное на-
личие у пациентов системных заболеваний сое-
динительной ткани и/или нарушений пуринового 
обмена, которые могут привести к ложноположи-
тельной реактивности и т.п. [44; 45].

В связи с этим ряд исследователей рекомен-
дуют «двойной» контроль: серологическую и 
молекулярную диагностику, который в комплексе 
дает максимальную валидность и исключает диа-
гностические «упущения». Так, в исследовании 
Zhao R. и соавторы изучали динамику общего 
количества антител, IgM и IgG, против SARS-
CoV-2 в серийных образцах крови, полученных у 
173 подтвержденных пациентов с COVID-19 [46]. 
Антитела были обнаружены у <40% пациентов в 
течение 1 недели с момента начала заболевания 
и быстро увеличились до 94,3% – IgM и 79,8% 
– IgG к 15-му дню от начала заболевания. На-
против, выявляемость РНК с помощью ОТ-ПЦР 
снизилась с 66,7% в образцах, собранных до 7-го 
дня, до 45,5% между 15-м и 39-м днями. Таким 
образом, обнаружение РНК с помощью молеку-
лярных методов и серологическая диагностика в 
комплексе значительно повышают чувствитель-
ность при выполнении диагностики COVID-19. 
При этом во избежание ложноотрицательных ре-
зультатов целесообразно обнаружение антител 
против 2 различных (S- и N-основанных) анти-
генов [45].

В связи с вышеописанными особенностями 
и недостатками имеющихся диагностических 
инструментов в диагностике COVID-19 много 
нерешенных вопросов, которые требуют даль-
нейшего внимания исследователей, как с точки 
зрения совершенствования имеющихся методов, 
так и со стороны решения фундаментальных на-
учных задач. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Сегодня уже стало очевидно, что новый ви-
рус SARS-CoV-2 через некоторое время встанет 
в одну линейку с существующими вирусами 
и будет периодически приводить к вспышкам 
COVID-19. В связи с этим, оптимальное плани-
рование профилактических и лечебных меро-
приятий требует налаживания точной диагно-
стики. Чем больше чувствительность и спец-
ифичность тест-систем, тем более точно можно 
определить состояние пациента и спланировать 
лечебную тактику. С этой целью ведется раз-
работка новых методов и подходов для раннего 
выявления вируса. На данный момент «золотым 
стандартом» диагностики COVID-19 является 
ОТ-ПЦР с КТ органов грудной клетки. Одна-
ко продолжаются исследования по разработке 
инновационных  молекулярно-биологических 
методик, основанных на изотермической ампли-
фикации и ее модификации, хемилюменисцен-
ции, CRISPR/Cas технологии и ряда других, что 
позволит существенно расширить возможности 
диагностики.
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РЕЗЮМЕ
Широко распространенные аксонные терминалы нейронов, экспрессирующих тубероинфундибулярный 

пептид 39 (tuberoinfundibular peptide 39 (TIP39) имеют распределение, аналогичное распределению нейронов, 
содержащих рецептор паратиреоидного гормона 2 (PTH2R), и их волокон, что обеспечивает анатомическую 
основу нейромодулирующего действия TIP39. Это функциональное и анатомическое сопряжение позволило 
констатировать, что TIP39 и PTH2R образуют нейромодуляторную лиганд-рецепторную систему. Основываясь 
на механизмах передачи сигнала, используемых TIP39 и PTH2R, предполагается, что они могут индуцировать 
нейромодуляторные эффекты во многих областях мозга. TIP39-PTH2R представляют собой уникальную 
нейропептидно-рецепторную систему, локализация и функции которой в ЦНС отличаются от таковых у любых 
других нейропептидов. Система TIP39-PTH2R преимущественно участвует в нейроэндокринной модуляции 
воздействуя на эндокринные структуры посредством своего присутствия в нескольких областях гипоталамуса. 
TIP39 влияет на нейроны, содержащие соматостатин и кортикотропин-релизинг гормон. TIP39 также может 
влиять на выброс адренокортикотропина, лютеинизирующего гормона, гормона роста и аргинин-вазопрессина 
из гипофиза. Экспериментальные данные свидетельствуют о том, что TIP39 модулирует регуляторную сеть 
тревоги и депрессии, несколько аспектов стресс-реакции, а также контролирует температуру тела, участвует 
в обработке слуховой и ноцицептивной информации. Физиологическая роль системы TIP39-PTH2R еще во 
многом неизвестна. Тем не менее, распределение PTH2R и TIP39 в тканях вне ЦНС предполагает и другие 
потенциальные физиологические эффекты для этого сигнального пути. Полагают, что систему TIP39-PTH2R, 
возможно, стоит рассматривать в качестве потенциальной терапевтической мишени, для лечения тревожности, 
депрессии и хронической боли, контроля и коррекции нейроэндокринных нарушений.

Ключевые слова: тубероинфундибулярный пептид 39 (TIP39); рецептор паратиреоидного 
гормона 2 (PTH2R); нейромодуляция; лиганд-рецепторная система.

NEUROMODULATOR LIGAND-RECEPTOR SYSTEM TIP39 - PTH2R

Kurzanov A. N., Bykov I. M. 

Kuban State Medical University, Krasnodar, Russia

SUMMARY
Widely spread axon terminals of TIP39 neurons have a distribution similar to PTH2R containing neurons and 

their fibers which provides an anatomic base of neuromodulation action of TIP39. This functional and anatomic link-
ing lets state that TIP39 and PTH2R form a neuromodulator ligand-receptor system. Basing on mechanisms of signal 
transmission used by TIP39 and PTH2R, they can form a neuromodulator system in many brain parts. TIP39-PTH2R 
system is a unique neuropeptide-receptor system, which localization and functions in the central nervous system differ 
from any other neuropeptides. Neuromodulator system TIP39-PTH2R predominantly participates in neuroendocrinal 
modulation by affecting the endocrinal system by means of its presence in several areas of hypothalamus. TIP39 
influences neurons that contain somatostatin and corticotropin-releasing hormone. TIP39 can affect the release of 
adrenocorticotropin, luteinizing hormone, growth hormone and arginine-vasopressin from hypophysis. Experimental 
data prove that TIP39 modulates regulatory network of anxiety and depression, several aspects of stress reaction and 
also controls body temperature, participates in processing of auditory and nociceptive information. Physiological role 
of TIP39-PTH2R system is still to some extent unknown. However, distribution of PTH2R and TIP39 in tissues outside 
central nervous system assumes other potential physiological effects for this signal way. It is assumed that TIP39-
PTH2R system should be probably considered as a potential therapeutic target for treatment of anxiety, depression 
and chronic pain, control and correction of neuroendocrine disruptions.

Key words: tuberoinfundibular peptide 39 (TIP39); parathyroid hormone 2 receptor (PTH2R); 
neuromodulation; ligand-receptor system.
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Рецептор паратиреоидного гормона второго 
типа (PTH2R) является членом семейства ре-
цепторов, связанных с G-белком (GPCR). Он 
был открыт на основании сходства его последо-
вательностей с другими белками, принадлежа-
щими к этому семейству рецепторов [1]. Новый 
рецептор был назван PTH2R из-за его сходства 
последовательностей с рецептором паратире-
оидного гормона, а также потому, что челове-
ческий PTH2R может быть активирован гормо-
ном паращитовидной железы [2]. Клонирование 
PTH2R вызвало поиск пептидного лиганда, ко-
торый является его естественным агонистом и 
избирательно активирует PTH2R. Прорывом в 
области исследования рецепторов гормона па-
ращитовидной железы стало открытие нового 
тубероинфундибулярного пептида из 39 амино-
кислотных остатков (TIP39), являющегося эндо-
генным лигандом PTH2R [3]. TIP39 был очищен 
из ткани бычьего гипоталамуса [3]. Последова-
тельность TIP39 имеет мало аминокислотных 
остатков, общих с паратиреоидным гормоном, 
но имеет похожую трехмерную структуру [4]. 
TIP39 является высокоаффинным и полностью 
активным агонистом как для PTH2R человека, 
так и грызунов [3]. Помимо повышения цАМФ 
(предположительно, через Gs-белки), TIP39 так-
же повышает уровни внутриклеточного Ca2+ 
(предположительно, через Gq-белки) в некото-
рых типах клеток [5;6].

Экспрессия PTH2R в ЦНС выше, чем в пери-
ферических тканях [1;7;8]. На периферии пат-
терн его экспрессии был обнаружен в синтези-
рующих соматостатин D-клетках панкреатиче-
ских островков Лангерганса, в крупных сосудах 
бронхов и легких, в эндотелии сердца, клетках 
сосудистого полюса почечных клубочков, при-
датка яичка, атретических фолликулах яичника, 
хондроцитах и в щитовидном хряще. Небольшое 
количество клеток, экспрессирующих PTH2R 
обнаружено в костной ткани, в парафолликуляр-
ных С-клетках щитовидной железы и в некото-
рых клетках желудочно-кишечного тракта, син-
тезирующих пептиды. Существует относитель-
но мало информации о PTH2R-опосредованных 
эффектах за пределами мозга, и потенциальные 
функции на периферии в этом обзоре не обсуж-
даются.

Локализация компонентов системы TIP39-
PTH2R в ЦНС.

TIP39-экспрессирующие клетки (нейроны 
TIP39) в мозге взрослого человека локализованы 
в медиальной и латеральной частях субпарафа-
скулярной области и заднем внутриламинарном 
комплексе таламуса, а также в медиальном па-
ралемнисковом ядре моста [9]. Во время эмбри-
онального развития переходная зона миндали-

ны-гиппокампа также содержит нейроны TIP39 
[10]. Нейроны, синтезирующие TIP39 в субпа-
рафаскулярной области, подразделяются на ме-
диально расположенную группу в перивентри-
кулярном сером бугре таламуса (PVG) и группу 
заднего интраламинарного комплекса (PIL) та-
ламуса [11]. Последние данные подтверждают 
идею о том, что анатомическое разделение этих 
групп клеток сопряжено с различными функция-
ми. Сходство в их распределении подтверждает, 
что TIP39 доступен для активации PTH2R везде, 
где они присутствуют в мозге. Таким образом, 
нейроны в трех сайтах экспрессии TIP39 могут 
предоставлять всю информацию, необходимую 
для действия через PTH2R в мозге. Имеются 
данные, что экспрессирующие TIP39 нейро-
ны, в субпарафаскулярной области проецируют 
свои нейрональные волокна на лимбическую 
и гипоталамическую области переднего мозга, 
в то время как нейроны TIP39 в медиальном 
паралемнисковом ядре обеспечивают волокна 
TIP39 для заднего мозга и спинного мозга, по-
тенциально влияя на слуховые и ноцицептивные 
функции [12-14].

Распределение PTH2R-иммунопозитивных 
н е й р о н а л ь н ы х  в о л о ко н  и  P T H 2 R -
экспрессирующих клеток в целом сходно в го-
ловном мозге и особенно в нейроэндокринном 
гипоталамусе [15;16]. Обнаружение того, что 
PTH2R-иммунопозитивные волокна часто ло-
кализуются в непосредственной близости от 
PTH2R-экспрессирующих нейронов, позволяет 
предположить, что эти волокна могут представ-
лять собой либо аксоны, либо дендриты локаль-
ных PTH2R-экспрессирующих нейронов. Коло-
кализация PTH2R с везикулярными переносчи-
ками глутамата предполагает его аксональную 
локализацию. Отмечено, что распределения и 
даже субрегиональные распределения TIP39- и 
PTH2R-содержащих аксонных терминалов уди-
вительно похожи [17;16]. Таким образом, тер-
миналы аксонов TIP39 и PTH2R совместно рас-
пределены в одних и тех же структурах мозга, 
что позволяет осуществлять пресинаптическую 
модуляцию терминалов аксонов PTH2R. Сле-
довательно, аксо-аксональное действие TIP39 
вполне вероятно [11]. Поэтому было высказано 
предположение, что TIP39 и PTH2R формиру-
ют нейромодуляторную систему во многих об-
ластях мозга.

Роль системы TIP39-PTH2R в регуляции 
различных аспектов нейроэндокринных 
функций.

Нейромодуляторная система TIP39-PTH2R 
широко представлена в областях гипоталамуса, 
экспрессирующих нейроэндокринные гормоны. 
Высокая плотность PTH2R-экспрессирующих 
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клеток и TIP39- и PTH2R-содержащих волокон 
присутствует в медиальном преоптическом ядре 
и некоторых окружающих частях медиальной 
преоптической области гипоталамуса [16;17]. 
Нейромодуляторная система TIP39-PTH2R так-
же широко распространена в паравентрикуляр-
ных и перивентрикулярных ядрах. Таким обра-
зом, терминалы TIP39 идеально расположены 
для воздействия на нейроны-продуценты со-
матостатина и кортитропин-рилизинг-гормона 
(CRH). Было продемонстрировано, что сома-
тостатин-продуцирующие нейроны  экспрес-
сируют PTH2R [15;17], а также, что TIP39- и 
PTH2R-содержащие терминалы аппроксими-
руют CRH-экспрессирующие нейроны в пар-
целлюлярном подразделении паравентрикуляр-
ного ядра гипоталамуса [18;19]. Точно так же 
дугообразное ядро содержит самую высокую 
плотность PTH2R-экспрессирующих клеток и 
TIP39- и PTH2R-содержащих волокон, обеспе-
чивая анатомическую основу для влияния на вы-
свобождение гормона роста (GH) и пролактина 
через гормон роста-рилизинг гормон (GHRH) и 
дофаминовые нейроны в дугообразном ядре. 

В ЦНС нейрональные волокна, содержащие 
TIP39 и PTH2R широко распространены в об-
ластях гипоталамуса, лимба и сенсорного моз-
га, которые потенциально оказывают влияние 
на нейроэндокринную систему. Было показано, 
что нейронные проекции на гипофизиотроп-
ные нейроны содержат высокую плотность 
PTH2R-экспрессирующих клеточных тел, а 
также TIP39- и PTH2R-содержащих волокон. 
Эти области мозга включают медиальную пре-
фронтальную область, особенно инфралимби-
ческую кору, латеральное ядро перегородки, 
ядро ложа stria terminalis , миндалевидное тело, 
некоторые срединные и интраламинарные ядра 
таламуса, периакведуктальный серую зону, бо-
ковые парабрахиальные ядра, локус coeruleus 
и subcoeruleus, ядро одиночного тракта. В ги-
поталамусе высокий уровень TIP39 и PTH2R 
зафиксирован, кроме вышеупомянутых нейро-
эндокринных областей: в дорсомедиальном и 
периферическом ядрах [9;15;16;18]. Элементы 
нейромодуляторной системы TIP39-PTH2R так-
же локализованы в некоторых областях мозга, 
которые не участвуют в нейроэндокринной ре-
гуляции. TIP39, а также волокна PTH2R обнару-
жены в изобилии в медиальном коленчатом теле, 
сегментарных участках среднего мозга, глубо-
ких слоях верхнего колликулуса, внешней коре 
нижнего колликулуса, периоливариальной об-
ласти, ядре трапециевидного тела, поверхност-
ных слоях дорсального рога спинного мозга и в 
паравертебральных ганглиях [9;15;16;18;20;21]. 
Некоторые из этих областей головного мозга мо-

гут участвовать в сенсорной, особенно слуховой 
обработке информации, которая может пред-
ставлять нейроэндокринно-связанные функции 
нейромодуляторной системы TIP39-PTH2R. 

На основании представительства компонен-
тов системы TIP39-PTH2R в головном мозге 
было предположено ее участие в эндокринной, 
лимбической, ноцицептивной и слуховой функ-
циях [12]. Исследования, в которых PTH2R ак-
тивировались введением экзогенного TIP39, а 
также  с использованием подходов in vitro, по-
зволили получить некоторое представление о 
возможных функциях системы TIP39-PTH2R. 
Создание селективного пептидного антагониста 
PTH2R [21] позволило установить, что пептид-
ная нейромодуляторная система TIP39-PTH2R 
участвует в различных нейроэндокринных 
функциях, включая реакцию на стресс, терморе-
гуляцию, высвобождение пролактина, кортико-
тропин-релизинг гормона (CRH), гормона роста 
(GH) и аргинина вазопрессина (AVP).

Роль системы TIP39 -PTH2R в высвобож-
дении аргинина-вазопрессина

Роль PTH2R в высвобождении AVP исследо-
вали у крыс путем интрацеребровентрикуляр-
ной инъекции TIP39. Пониженные уровни AVP 
были обнаружены в плазме через 5 минут после 
введения TIP39 [22]. TIP39 также подавлял по-
вышение AVP в плазме после дегидратации пу-
тем лишения воды, гиперосмоляльности после 
внутрибрюшинного введения гипертонического 
солевого раствора и гиповолемии после внутри-
брюшинного введения полиэтиленгликоля. Эти 
ингибирующие эффекты не были обусловлены 
снижением уровня осмотической или гипово-
лемической стимуляции, поскольку содержание 
Na+ и общего белка плазмы не изменились по-
сле инъекции TIP39 [22]. Эффект TIP39 также 
не был следствием изменения артериального 
давления, потому что инъекция TIP39 вызыва-
ла падение среднего артериального давления, 
что скорее стимулировало бы секрецию AVP. 
Налоксон, антагонист опиоидных рецепторов, 
значительно изменил ингибирующий эффект 
TIP39 на индуцированное дегидратацией вы-
свобождение AVP [22]. Эти результаты предпо-
лагают, что TIP39 ингибирует высвобождение 
AVP центральным действием, возможно, через 
опиоидную систему, но без гемодинамического 
или осмотического влияния. Эффект был бы-
стрым и длился недолго, подтверждая предпо-
ложение, что TIP39 может играть роль в дина-
мической регуляции высвобождения AVP. TIP39 
может оказывать эффект ингибирования высво-
бождения AVP, действуя через дугообразное 
ядро гипоталамуса, которое содержит высокую 
плотность иммунореактивности TIP39 и PTH2R 
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[16], а также множество опиоидных нейронов, 
которые участвуют в регуляции высвобождения 
AVP [23;24]. Косвенное действие TIP39  также 
возможно через гипоталамические ангиотензи-
новые и содержащие предсердный натрийуре-
тический пептид нейроны, влияющие на высво-
бождение AVP [25].

Участие системы TIP39 -PTH2R в секре-
ции гормона роста.

Инъекция TIP39 в боковой желудочек самцов 
крыс почти полностью блокировала появление 
GH в плазме в течение следующих 3 часов [26]. 
Этот факт согласуется с данными, показываю-
щими высокую плотность TIP39-содержащих 
волокон вокруг нейронов соматостатина в пе-
ривентрикулярном ядре гипоталамуса. Нейро-
ны соматостатина в этой области проецируются 
на срединное возвышение и ингибируют вы-
свобождение GH [27]. Экспрессия PTH2R была 
продемонстрирована на многих из этих нейро-
нов соматостатина у крыс [3], а также у челове-
ка [18], обеспечивая анатомическую основу для 
TIP39-индуцируемого высвобождение сомато-
статина, который в свою очередь ингибирует 
секрецию гормона роста [27].

TIP39-PTH2R-сопряженная регуляция 
кортикотропин-релизинг гормона

Доказательства того, что PTH2R может 
участвовать в регуляции высвобождения кор-
тикотропин-релизинг гормона CRH, было по-
лучены в исследованиях [28], которые пока-
зали, что TIP39 увеличивает секрецию CRH 
гипоталамическими эксплантами и зафикси-
ровали дозозависимое поповышение уровня 
АКТГ в плазме через 10 минут после интра-
церебровентрикулярной инъекция TIP39. В 
другом исследовании местная инъекция TIP39 
выше паравентрикулярного ядра гипоталаму-
са (PVN) у мышей также повышала уровни 
кортикостерона в плазме [19]. Эти эффекты 
TIP39 отсутствовали у нокаутированных по 
PTH2R животных [19],что свидетельствует о 
потенциальной модулирующей роли системы 
TIP39-PTH2R в активации оси гипоталамус-
гипофиз-надпочечник (HPA). Кроме того, су-
точный пик уровня кортикостерона в основной 
плазме был снижен у мышей с абляцией гена 
TIP39, что свидетельствует о том, что эндоген-
ный TIP39 играет роль в циркадной регуляции 
уровней кортикостерона [19]. Эти результаты 
согласуются с высокой плотностью волокон 
TIP39, PTH2R-экспрессирующих клеток и 
PTH2R-содержащих волоконных терминалов 
в подразделениях PVN [16]. Тесная аппрок-
симация между нейронами CRH и PTH2R-
содержащими волокнами была продемонстри-
рована на мышах [19], а также на людях [18].

Роль передачи сигналов TIP39 / PTH2R в 
модуляции норадренергических эффектов

Существующие данные свидетельствуют о 
возможности взаимодействия TIP39 с некото-
рыми норадренергическими путями. Мыши с 
абляцией гена, кодирующего TIP39, которым 
инъецировали антагонист PTH2R, продемон-
стрировали избирательное ухудшение характе-
ристик памяти во время вызванного новизной 
возбуждения [29]. Норадренергическая передача 
сигналов оказывала двухфазное, инвертирован-
ное U-образное влияние на когнитивные функ-
ции [30]. Изменения, вызванные нарушением 
передачи сигналов TIP39 / PTH2R нивелиро-
вались с помощью пропранолола, антагониста 
β-адренорецепторов, предполагая, что передача 
сигналов PTH2R влияет на эффект стресса но-
визны через взаимодействие с норадренергиче-
скими механизмами [29].

Роль лиганд-рецепторной системы TIP39-
PTH2R в физиологических действиях TIP39, 
не связанных напрямую с его нейроэндокрин-
ными эффектами

Влияние системы TIP39-PTH2R на уро-
вень тревоги и развитие страха установлено 
в экспериментальных исследованиях, в которых 
получены данные, указывающие на анксиолити-
ческий эффект и антидепрессантоподобное дей-
ствие TIP39 [31]. Эти результаты согласуются 
с ролью эндогенного TIP39 в ограничении по-
следствий стрессовых возмущений. Мыши, ли-
шенные TIP39 или PTH2R, продемонстрировали 
поведение, подобное повышенной тревожности 
и депрессии [32]. Установлено, что нормальная 
передача сигналов TIP39 уменьшает долгосроч-
ные последствия аверсивного стимула, индуци-
ровавшего формирование страха [33]. Посколь-
ку известно, что миндалина участвует в реакции 
страха [34], система TIP39-PTH2R в миндалине, 
особенно в ее центральном и медиальном ядрах 
[16], может быть вовлечена в эти эффекты.

Участие системы TIP39-PTH2R в регуля-
ции температуры тела продемонстрировано 
рядом исследований. Инъекция TIP39 в боко-
вой желудочек увеличивала внутреннюю тем-
пературу мышей дикого типа, тогда как инъ-
екция TIP39 не оказывала влияния на мышей 
с нокаутом гена PTH2R, у которых было также 
выявлено нарушение выработки тепла при воз-
действии холода, но без изменений базальной 
температуры, что свидетельствует о том, что 
система TIP39-PTH2R играет особую роль в со-
хранении температуры в холодной среде [35]. 
PTH2R в срединном преоптическом ядре, по-
видимому, участвуют в терморегуляторном 
действии TIP39, потому что TIP39, введенный 
локально в срединное преоптическое ядро, вы-
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зывает большее повышение температуры тела в 
течение более длительных периодов времени, 
чем инъекция того же количества TIP39 в боко-
вой желудочек. Кроме того, местное введение 
TIP39 в дорсомедиальное ядро гипоталамуса не 
влияло на температуру тела [16;35].

Роль системы TIP39-PTH2R в модуляции 
ноцицептивных эффектов обеспечивается на 
нескольких уровнях обработки ноцицептивной 
информации в ЦНС. Интратекальная инъекция 
TIP39 стимулировала дозозависимый ноцифа-
тивный ответ. Интратекальная инъекция анти-
тела к TIP39 увеличивала латентность ответа в 
тестах с воздействием аверсивного стимула, что 
соответствовало уменьшению чувствительно-
сти [36]. После повреждения периферического 
нерва у мышей, нокаутированных по PTH2R и 
TIP39, в меньшей мере развивалась тактильная и 
термическая гиперчувствительность, по сравне-
нию с контрольными животными, и они быстрее 
возвращались к исходным сенсорным порогам. 
Эффекты воспалительного повреждения задней 
лапы были аналогичным образом снижены у 
нокаутированных мышей. Блокада α-2 адренер-
гических рецепторов увеличивала тактильную 
и термическую чувствительность явно выздо-
ровевших нокаутных мышей, возвращая ее к 
уровням нейропатического контроля[37]. Это, 
вероятно, связано с облегчением ноцицептив-
ной передачи от сенсорных нейронов спиномоз-
гового ганглия к нейронам дорзальнного рога 
спинного мозга, где присутствует интенсивная 
иммунореактивность PTH2R в поверхностных 
слоях заднего рога спинного мозга, в которых 
заканчивается большинство ноцицептивных аф-
ферентов [15;20]. Система TIP39-PTH2R также 
может участвовать в супраспинальной модуля-
ция ноцицепции. Интрацеребровентрикулярная 
инъекция TIP39 уменьшала латентность ответа 
в тестах с воздействием аверсивного стимула, 
тогда как инъекция антагониста PTH2R имела 
противоположный антиноцицептивный эффект 
[37]. Кроме того, мыши с нокаутом TIP39 и 
PTH2R также продемонстрировали снижение 
ноцицептивных ответов в этих тестах, доказы-
вая про-ноцицептивную функцию эндогенного 
TIP39 опосредованную через взаимодействие 
сPTH2R [37]. Эти данные согласуются с рас-
пределением TIP39 и PTH2R в различных об-
ластях мозга, которые, как известно, участвуют 
в обработке ноцицептивной информации. Счи-
тается, что эти области являются компонентами 
вегетативно-лимбических болевых путей, вклю-
чая восходящую ретикулярную активирующую 
систему [38].

Система TIP39-PTH2R в модуляции после-
родовых событий у матерей

В период лактации у матерей происходят 
различные физиологические адаптационные 
изменения, которые позволяют им правильно 
воспитывать свое потомство. Имеются доказа-
тельства того, что в заднем внутриламинарном 
комплексе таламуса (PIL) во время лактации 
экспрессируется нейропептид TIP39 и рецептор 
PTH2R, которые участвуют в функционирова-
нии этих адаптационных механизмов [39;40]. 
TIP39-содержащие нейроны в PIL идеально рас-
положены для ретрансляции или даже объеди-
нения соматосенсорных и слуховых сигналов, 
полученных от щенков крыс, и передачи этой 
информации в гипоталамус для индуцирования 
поведения матерей и гормональных реакций. 
Нейроны, содержащие TIP39 в PIL активируют-
ся у крыс-матерей в ответ на воздействие щенка 
и проецируются в преоптические, перивентри-
кулярные, паравентрикулярные, дугообразные и 
дорсомедиальные области гипоталамуса. TIP39-
содержащие нейроны могут быть активированы 
актом сосания [39]. Существуют дополнитель-
ные изменения в организме кормящей матери, 
потенциально обусловленные нейромодулятор-
ной системой TIP39-PTH2R, например, подавле-
ние секреции гонадотропин-рилизинг гормона 
и, следовательно, снижение уровня эстрогена, 
приводящее к лактационной анестезии [41]. По-
лагают [42], что нейроны TIP39 в PIL передают 
информацию о сосании к гипоталамусу. TIP39 
может способствовать высвобождению пролак-
тина из гипофиза и поддержанию материнской 
мотивации через рецептор PTH2R.

Допускается, что экспрессия TIP39, индуци-
рованная материнством, может способствовать 
снижению тревожного и депрессивного пове-
дения. Механизмы преодоления стресса также 
изменяются на поздних сроках беременности и 
в послеродовом периоде: у крыс-матерей наблю-
дается пониженная чувствительность оси гипо-
таламо-гипофиз-надпочечники, и в том числе 
снижается синтез и высвобождение рилизинг-
гормона кортикотропина [42-45]. Поскольку со-
сание стимулирует гиперреактивность оси гипо-
таламо-гипофиз-надпочечники в послеродовом 
периоде участие TIP39 в этом изменении мате-
ринского поведения возможно, потому что TIP39 
модулирует активность нейронов, содержащих 
кортикотропин-рилизинг-гормон [19]. Другой 
специфической поведенческой характеристикой 
матерей является материнская агрессия, то есть 
защита помета от внешней угрозы. TIP39 может 
влиять на материнскую агрессию, поскольку во-
локна TIP39 были описаны в нескольких ядрах, 
включая латеральную перегородку, паравентри-
кулярное гипоталамическое ядро и вентральное 
мамиллярное ядро, которые участвуют в мате-
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ринской агрессии [43;45;46]. Таким образом, 
предполагается, что TIP39-опосредованные об-
щие соматосенсорные входные сигналы от щен-
ков вызывают высвобождение окситоцина в цен-
тральном миндалевидном ядре, чтобы влиять на 
материнскую агрессию [46].

Тот факт, что в нейронах PIL присутствует 
пептид TIP39, свидетельствует о том, что их 
влияние на целевые области зависит от состоя-
ния материнства, поскольку TI39 экспрессирует-
ся только в этот период у взрослых самок крыс. 
TIP39 является оптимальным кандидатом для 
этой функции, так как нейропептиды являются 
сигнальными молекулами в нервной системе, 
которые обычно имеют медленное действие, но 
играют важные нейромодулирующие функции 
во время адаптационных процессов [41]. Хотя 
родительская забота у человека более сложная, 
чем у животных, поскольку включает эмоцио-
нальные и когнитивные корковые функции, роль 
PIL в передаче соматосенсорной информации 
может быть важной и для человека. Прикосно-
вение вызывает высвобождение окситоцина, и 
физический контакт с детьми может способство-
вать привязанности родителей. Действительно, 
как TIP39, так и рецептор PTH2R имеют такое 
же распределение у человека и макаки, как и у 
грызунов [18]. О таких сходствах между паттер-
нами распределения в мозге приматов и грызу-
нов часто сообщалось о других нейропептидах 
и рецепторах нейропептидов, предполагающих 
сходные функции у разных видов [47;48]. Эти 
данные подтверждают идею о том, что система 
рецептора TIP39-PTH2R также может участво-
вать в аналогичных функциях. Эмоциональные 
изменения, которые происходят в послеродовом 
периоде, также могут модулироваться TIP39 на 
основе локализации системы TIP39-PTH2R в 
медиальном и центральном ядрах миндалины 
[49], в переходной зоне миндалины-гиппокампа, 
премамиллярных ядрах [50], вентральном суби-
кулуме и периакведуктальном сером бугре [51], 
которые являются нейрональными компонента-
ми репродуктивной и эмоциональной регуляции 
[52;53].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Анализ информации, представленной в пу-

бликациях, материалы которых использованы 
при подготовке настоящего обзора, позволил 
заключить, что нейромодуляторная система 
TIP39-PTH2R может играть важную роль в регу-
ляции нескольких различных аспектов нейроэн-
докринных функций. TIP39-экспрессирующие 
нейроны в перивентрикулярном сером бугре 
таламуса могут стимулироваться стрессовыми 
воздействиями, нарушающими гомеостаз, в то 

время как нейроны TIP39 заднего интралами-
нарного комлекса активируются различными 
репродуктивными событиями. Нейроны, экс-
прессирующие TIP39 в заднем таламусе взаи-
модействуют с нейронами, расположенными 
в нейроэндокринных и лимбических областях 
мозга, оказывая прямое и косвенное воздей-
ствие на нейроэндокринные системы. TIP39 
влияет на высвобождение гормонов гипофиза, 
включая аргинин-вазопрессин и гормон роста. 
Имеются существенные доказательства участия 
системы TIP39-PTH2R в регуляции кортикосте-
рона и пролактина. TIP39, действующий через 
PTH2R, модулирует несколько аспектов реакции 
на стресс. Он вызывает высвобождение корти-
котропина путем активации нейронов, содержа-
щих кортикотропин-рилизинг-гормон, в гипота-
ламусе. Блокирование передачи сигналов TIP39 
повышает тревожное состояние животных и их 
реакцию на страх, а также усиливает вызванную 
стрессом анальгезию. Была также определена 
роль системы TIP39-PTH2R в терморегуляции, 
в обработке ноцицептивной информации и в 
контроле материнского поведения. Дальнейшее 
изучение уникальной мультипотентной нейро-
модуляторной системы TIP39-PTH2R может 
открыть новые возможности в разработке пер-
спективных подходов для контроля и коррекции 
нейроэндокринных нарушений.
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РЕЗЮМЕ
Возможность получать большие массивы разнородных данных о компонентах животной клетки с помощью 

высокопроизводительных молекулярно-биологических технологий вызывает необходимость развития методов 
компьютерной обработки данных. Одним из таких методов является представление животной клетки как 
единой биологической системы посредством стехиометрической модели метаболической сети клетки. Процесс 
метаболизма клетки во времени рассматривается в такой модели как ряд последовательных квазистатичных 
состояний. Процедура валидации модели включает ряд последовательных этапов: анализ метаболической 
сети; подтверждение выводов модельного анализа экспериментальными данными на живой клетке; 
настройка параметров модели, направленная на более точное имитирование метаболизма клетки. Модель 
представляют ориентированный граф и математическая матрица, которые отображают одномоментное 
состояние стехиометрических уравнений ферментативных реакций, формирующих метаболическую сеть 
клетки. При определении функционального состояния метаболической системы клетки используются 
матричные вычисления, задачи оптимизации метаболических функций клетки решаются методами линейного 
программирования и теории графов. Примером практического применения моделей метаболизма клетки 
человека являются модели Recon. Они нашли практическое применение в исследованиях при определении 
биомаркеров действия биологически активных веществ, изучении врожденных дефектов метаболизма, 
выявлении побочных эффектов лекарственного действия, определении мишеней воздействия биологически 
активных веществ, исследований метаболизма раковых клеток. На сегодня созданы для применения в 
различных областях биомедицинских исследований модели метаболизма различных клеток: гепатоцитов, 
кардиомиоцитов, астроцитов, клеток почек, адипоцитов, эритроцитов, мононуклеаров крови, мезенхимальных 
стволовых клеток, тромбоцитов, миоцитов, спермацитов, энтероцитов, эндотелиальных клеток, раковых 
клеток, нейронов мозга.

Ключевые слова: животная клетка, адаптация, стехиометрические модели, метаболизм, 
биомедицинские исследования
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SUMMARY
The ability to obtain large amounts of heterogeneous data on the components of an animal cell using high-perfor-

mance molecular biological technologies necessitates the development of computer data processing methods. One of 
these methods is the representation of an animal cell as a single biological system through a stoichiometric model of 
the metabolic network of the cell. The process of cell metabolism over time is considered in such a model as a series 
of sequential quasistatic states. The model validation procedure includes a number of successive stages: analysis of 
the metabolic network; confirmation of the conclusions of model analysis by experimental data on a living cell; tuning of 
model parameters aimed at more accurate imitation of cell metabolism. The model is represented by a directed graph 
and a mathematical matrix, which display the simultaneous state of stoichiometric equations of enzymatic reactions 
forming the metabolic network of the cell. When determining the functional state of the metabolic system of a cell, 
matrix calculations are used; the tasks of optimizing the metabolic functions of a cell are solved by linear program-
ming methods and graph theory. An example of the practical application of human cell metabolism models are Recon 
models. They found practical application in research when determining biomarkers of the action of biologically active 
substances, studying birth defects in metabolism, identifying side effects of a drug action, determining targets for expo-
sure to biologically active substances, and studying cancer cell metabolism. Today, metabolic models of various cells 
have been created for use in various fields of biomedical research: hepatocytes, cardiomyocytes, astrocytes, kidney 
cells, adipocytes, red blood cells, blood mononuclear cells, mesenchymal stem cells, platelets, myocytes, sperm cells, 
enterocytes, endothelial cells, cancer cells, brain neurons.

Key words: animal cell, adaptation, stehoiometric models, metabolism, biomedical research

Одним из действенных способов понять и 
предсказать адаптационный ответ клетки че-
ловека на внешнее или внутреннее (мутация 
гена) воздействие является представление её 
как биологической системы с целью проведе-
ния системного анализа. На уровне человече-
ской клетки реализация заложенной в геноме 
информации нацелена на выполнение опреде-
лённых функций в составе целого организма так 
что, каждая клетка человека обладает набором 
целевых функций, в который помимо функций 
поддержания гомеостаза входят функции, опре-
деляющие типоспецифичный фенотип. Мо-
дель метаболизма клетки является имитацией 
метаболического фенотипа, который является 
результатом последовательной реализации ге-
нетической информации на уровне эпигенома, 
транскриптома, протеома и метаболома. Инфор-
мация, полученная со всех этих уровней может 
быть использована для построения метаболи-
ческой модели клетки. Компромиссом высокой 
производительности аналитических методов 
протеомики, транскриптомики и метаболомики 
является разрушение клетки, так что получае-
мые данные содержат информацию о состоянии 
клетки в момент её разрушения. Такие свойства 
данных диктуют вид модели животной клетки, 
которая является статической. Процесс метабо-
лизма клетки во времени рассматривается в та-
кой модели как ряд последовательных квазиста-

тичных состояний. Квазистатичность состояния 
задаётся условием метаболического равновесия, 
при котором каждый внутренний метаболит по-
требляется с той же скоростью, что и образу-
ется, а количество масс веществ, входящих в 
систему и выходящих из системы, неизменно. 
В уравнениях ферментативных реакций модели 
баланс масс выражается через стехиометриче-
ские коэффициенты, а модель метаболизма на-
зывается стехиометрической. Для проведения 
системного анализа модель метаболизма клет-
ки должна обладать масштабом; минимум – ох-
ватывать основные подсистемы метаболизма, 
максимум – задействовать все ферменты и белки 
метаболизма, закодированные в геноме клетки, 
так называемая геном - масштабированная мо-
дель. Стехиометрические модели метаболизма 
животной клетки активно применяются в докли-
нических исследованиях по выявлению побоч-
ных эффектов лекарственных веществ и опреде-
лению маркеров лекарственного воздействия, в 
поиске перспективных мишеней лекарственного 
воздействия при создании новых лекарственных 
препаратов, в исследованиях метаболических 
нарушений, вызванных различными патоген-
ными состояниями.

Условие квазистатичности состояния и ко-
личество компонентов биологической системы 
являются не единственными ограничениями, 
определяющими стехиометрическую модель 
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клеточного метаболизма, которую классифи-
цируют как модель на основе ограничений [1]. 
Другими ограничениями являются: топология 
метаболической сети, условие непротиворе-
чивости физико - химическим законам, мини-
мальные и максимальные пределы мощности 
образования продукта отдельно взятых мета-
болических реакции. Наложение ограничений 
определяет пространство квазистатичных состо-
яний, в которых может существовать метаболи-
ческая модель биологической системы. Любое 
квазистатичное состояние модели рассматри-
вается как в определённой степени достовер-
ности предположение о поведении и свойствах 
моделируемого биологического объекта при 
определённых внешних условиях, которое тре-
бует экспериментального подтверждения, так 
называемой валидации. Процедура валидации 
модели метаболизма животной клетки включа-
ет следующие этапы: анализ метаболической 
сети; подтверждение выводов модельного ана-
лиза экспериментальными данными на живой 
клетке; настройка параметров модели соглас-
но данным эксперимента, направленная на бо-
лее точное имитирование метаболизма клетки. 
Одним из видов анализа метаболической сети, 
применяемый в процедуре валидации модели, 
является топологический анализ, который вы-
являет ошибки и упущения, допущенные при 
реконструкции метаболической сети, такие как 
метаболический тупик или сетевой разрыв. Кро-
ме этого анализ топологических свойств метабо-
лической сети клетки выявляет узлы с наиболь-
шим количеством смежных дуг (хабы), часто 
повторяющиеся подграфы (мотивы), мотивы с 
наибольшей плотностью связей (кластеры), и 
другие показатели, которые в конечном итоге 
определяют основные принципы регуляции ме-
таболической сети при том или ином внешнем 
воздействии или патологическом состоянии [2].

Стехиометрическая модель метаболизма 
клетки систематизирует, связывает и формали-
зует разрозненные данные из геномных, проте-
омных и метаболомных баз данных сначала в 
формат графа, а затем в матрицу, получившую 
название стехиометрическая матрица. Метабо-
лическая сеть клетки отображается двудольным 
графом, в котором узлы есть метаболиты, дуги 
– ферментативные реакции, последовательность 
смежных дуг – метаболический путь. В графи-
ческой модели метаболизма клетки показано 
какими метаболическими путями поступающий 
в клетку субстрат преобразуются до конечного 
покидающего клетку продукта. Скорость пре-
образования поступившего в клетку субстрата 
в продукт, называется метаболический поток 
клетки. Данный показатель можно получить 

экспериментально, измерив в единицу времени 
количество входящих в клетку субстратов и вы-
ходящих из клетки метаболитов. Понятие мета-
болический поток распространяется не только 
в отношении целой клетки, но и для отдельного 
метаболического пути или ферментативной ре-
акции таким образом, что можно представить 
метаболический поток клетки как совокуп-
ность потоков метаболических путей, которые 
есть различные комбинации метаболических по-
токов реакций. Имеется несоответствие между 
модельным понятием поток метаболической ре-
акции и характером данных, получаемых муль-
тиомными методами исследований: в модели 
метаболизма клетки используется понятие ме-
таболический поток, а не понятие концентрация 
метаболита, в то же время высокопроизводи-
тельные аналитические методы дают статисти-
ческую оценку  концентрации молекул внутри 
клетки, но не определяют скорость фермента-
тивной реакции. Данный парадокс несоответ-
ствия характера данных разрешают следующим 
способом: метаболический поток реакции за-
дают в модели путём введения верхнего преде-
ла скорости метаболической реакции, который 
является линейной аппроксимацией данных о 
количественном содержании мРНК, белка или 
метаболита, участвующих в данной реакции [3]. 
Каждый из молекулярно – биологических мето-
дов мультиомных исследований имеет недостат-
ки, затрудняющие возможность использования 
получаемых данных для определения метабо-
лического потока, так для транскриптомики это 
неустойчивая корреляция между уровнем мРНК 
и активностью ферментов метаболизма [4: 43], 
для протеомики это технологическая сложность 
определения всех пострансляционных модифи-
каций ферментов, определяющих скорость мета-
болических реакций [5], для метаболомики это 
отсутствие единого аналитического метода, спо-
собного охватить весь метаболом, по причине 
большой разнородности химических структур 
метаболитов и низкой химической устойчиво-
сти  метаболитов. Недостатки отдельно взятых 
методов мультиомных исследований преодо-
левают интеграцией разнородных данных на 
основе стехиометрической модели метаболиз-
ма. Технология интеграции данных геномики, 
протеомики и метаболомики для определения 
метаболических потоков в стехиометрической 
модели метаболизма клетки именуется флюксо-
мика [6].

Метаболическая модель клетки строиться на 
основе информации из геномных, протеомных, 
метаболомных баз данных. Изначально опреде-
ляется топология метаболической сети модели. 
Далее полученный граф представляется в виде 
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матрицы, из которой согласно условию квази-
статичного состояния вычисляют нулевую ма-
трицу. Данная задача решается путём реализа-
ции алгоритма линейных комбинаторных преоб-
разований на основе метода Гаусса-Джордана. В 
ходе реализации данного алгоритма проводятся 
алгебраические преобразования исходных кон-
фигураций реакционных потоков в потоки с 
нулевым суммарным сочетанием реакций, по-
следовательность осуществляемых при этом 
линейных комбинаций и перестановок потоков 
метаболических реакций заноситься в иденти-
фикационную матрицу. Алгоритм выполняется 
до получения стехиометрической матрицы с 
нулевыми значениями, при этом в идентифи-
кационной матрице будет содержаться комби-
нации исходных реакционных потоков, кото-
рые образуют пути метаболических реакций, 
в которых субстратами и продуктами крайних 
реакций являются вещества входящие и выхо-
дящие из клетки. Идентификационная матри-
ца содержащая конечные комбинации потоков 
метаболических реакций (ПМР), называется 
матрица метаболический путей. В полученных 
метаболических путях нельзя убрать ни одну из 
реакций, цепочки метаболических превраще-
ний, без выключения всего пути метаболизма. 
При этом полученные пути метаболизма нельзя 
разложить на более простые пути, которые спо-
собны осуществить подобный метаболизм по-
ступающего в систему вещества до выходящего 
конечного продукта. Метаболический путь, об-
ладающий выше описанными свойствами, на-
зывают элементарной конфигурацией потоков 
метаболических реакций или элементарным 
векторов потоков метаболических реакций. В 
множестве элементарных векторов ПМР вы-
деляют подмножество векторов, в которых ме-
таболизм поступающих веществ до конечных 
выходящих из системы метаболитов осущест-
вляется наиболее коротким путём, такие векто-
ра называются предельными метаболическими 
потоками, поскольку они определяют пределы 
пространства возможных путей метаболических 
реакций, которое задаётся набором введенных 
в модель ограничений. Каждый элементарный 
вектор ПМР можно представить, как линейную 
комбинацию предельных векторов ПМР [7; 8]. 
По - средством граф ориентированного анали-
за баланса элементарных векторов ПМР и пре-
дельных векторов ПМР определяют основные 
принципы регуляции и базовые топологические 
свойства метаболической сети клетки [9; 10].

Число возможных путей в сети метаболиче-
ских реакций модели растет экспоненциально 
с увеличением числа реакций, таким образом 
число определяемых элементарных векторов и 

предельных метаболических потоков ограниче-
но вычислительными мощностями компьютера.  
Существует ряд подходов преодоления данного 
ограничения путём разделения системы метабо-
лических реакций модели на подсистемы, раз-
мер которых позволяет вычислить возможные 
пути метаболических реакций [11; 12].

Определение изменений в потоках метаболи-
ческих реакций на внешнее (ксенобиотик) или 
внутреннее (мутация гена) воздействие прово-
дится на стехиометрической модели метабо-
лизма посредством решения задачи линейного 
программирования, условия которой формули-
руются следующим образом:

1. Скорость ферментативных реакций, обе-
спечивающих реализацию целевой функции 
клетки должна быть максимальной (max vцф), 
где vцф – скорость метаболической реакции в 
уравнении масс ферментативной реакции, обе-
спечивающей реализацию определённой целе-
вой функции клетки.

2. Скорость отдельной ферментативной ре-
акции должна быть больше нуля и меньше γ = 1 
(0<vцф< γ), где γ – произвольное число, установ-
ленное для данной системы как 1.

3. Должно выполняться условие стационар-
ного состояния системы, т.е. метаболического 
равновесия, при котором каждый внутренний 
метаболит потребляется с той же скоростью, 
что и образуется, а скорость реакций обмена 
с внешней средой постоянна (S*v= 0), где S – 
стехиометрическая матрица размером m×n, где 
m – число метаболитов, n – число реакций, в 
которой каждая ячейка определяется индексом 
метаболита i и индексом реакции j.

4. Для всех реакций обмена рассматривае-
мой метаболической системы с внешней средой 
скорость реакции потребления субстрата или ре-
акции расхода продукта не должна превышать 
1000 (-1000 ≤ vb ≤ +1000 ∀ j ∈ B, ∃ i ∈ M, ∃ 
(j,i)∈{Ni,j: j ∈ B}), где Ni,j – множество всех 
ячеек матрицы; v – вектор, метаболического по-
тока реакции в стехиометрической матрице; vb 
– скорость метаболической реакции на входе и 
на выходе из системы; B – множество индексов 
метаболических реакций на входе и на выходе 
из системы; M – множество индексов всех ме-
таболитов системы;

5. Скорость реакции, заблокированной в ре-
зультате действия внутреннего или внешнего 
фактора, должна равняться нулю (vр = 0), где 
vр – скорость реакции, заблокированной в ре-
зультате действия внутреннего или внешнего 
фактора.

Решение данной задачи позволяет подобрать 
распределение потоков метаболических реак-
ций, формирующее метаболический путь, кото-
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рый выполняет целевую функцию клетки наи-
более оптимальным способом.  

Примером практического применения моде-
лей метаболизма клетки человека являются мо-
дели Recon [13]. Модели Recon нашли практиче-
ское применение при определении биомаркеров 
лекарственного действия, изучении врожденных 
дефектов метаболизма, выявлении побочных эф-
фектов лекарственного действия, определении 
мишеней лекарственного воздействия, иссле-
дований метаболизма раковых клеток. Стехио-
метрическая модель метаболизма версии Recon 
2.2 имеет, уравновешенную по балансу масс и 
заряду всех входящих реакций матрицу, состо-
ящую из 5324 метаболита и 7785 реакции. Бел-
ки, осуществляющие метаболические реакции 
модели, являются продуктами экспрессии 1675 
генов. Новшеством модели Recon 2.2 в сравне-
нии предыдущими версиями является введение 
нового клеточного компартмента митохондри-
ального межмембранного пространства, что 
обеспечило более точную имитацию энергети-
ческого метаболизма, которая позволила опре-
делять электрохимический протонный градиент 
[14]. Крайней версией моделей линейки Recon 
является Recon3D, которая включает 3288 от-
крытые рамки считывания, кодирующие белки 
участвующие в 13543 реакции с 4140 метаболи-
тами. В версиях моделей Recon 2.2 и Recon3D 
в клетке выделено девять областей: цитоплазма 
[c], лизосома [l], ядро [n], митохондрия [m], ми-
тохондриальное межмембранное пространство 
[i], пероксисома [x], внеклеточное пространство 
[e], аппарат Гольджи [g], эндоплазматический 
ретикулум [r]. Стехиометрическая модель мета-
болизма версии Recon 3D имеет уравновешен-
ную стехиометрическую матрицу, состоящую 
из 10 600 реакций и 5835 метаболитов. Модель 
Recon3D выполняет 431 целевую метаболиче-
скую функцию. Качественным отличием модели 
Recon3D от предыдущих версий является нали-
чие информации о трехмерной структуре 12890 
белков метаболизма и перекрёстных ссылок на 
базы данных метаболитов и белков, содержащие 
информацию о трехмерной (3D) структуре бел-
ков и метаболитов. Наличие информации о 3D 
- структуре белков метаболизма и структуре мо-
лекулы испытуемого лекарственного вещества 
позволяет определить, какие реакции метабо-
лической сети являются наиболее вероятными 
мишенями лекарственного воздействия. И на 
стехиометрической модели методом анализа 
баланса метаболических потоков определить 
изменение путей метаболических реакций, по-
сле введения нулевых значений в те потоки, 
ферменты которых являются мишенями лекар-
ственного воздействия [15]. Модели Recon 2.2 и 

Recon3D поддерживают унифицированный фор-
мат системной биологии (SBML) и совместимы 
с программой по реконструкции и анализу мо-
делей на ограничениях (COBRA) [16; 17; 18]. 
Надо отметить, что модели Recon не учитывают 
типоспецифичность метаболического фенотипа 
клетки, т.е. являются так называемыми обоб-
щенными моделями метаболизма клетки челове-
ка, что обусловлено тем, что компоненты модели 
определяются от генома, т.е. снизу - вверх: экзом 
– транскриптом – протеом – метаболом. Однако, 
требования к точности фармакологических ис-
следований диктуют необходимость более точ-
ной имитации типоспецифичных особенностей 
метаболического фенотипа, которая достигается 
применением типоспецифичных моделей кле-
точного метаболизма. Создание метаболической 
модели клеток определённого типа происходит 
путём анализа данных мультиомных методов 
исследования и определения типоспецифично-
го набора целевых метаболических функций т.е. 
модель строиться от фенотипа; транскриптом, 
протеом, метаболом– экзом [19]. На сегодня 
созданы для применения в фармакологических 
исследованиях модели метаболизма гепатоцитов 
[20; 21; 22], кардиомиоцитов [23; 24], астроци-
тов [25], клеток почек [26; 27], адипоцитов [28], 
эритроцитов [29], мононуклеаров крови [30; 31], 
мезенхимальных стволовых клеток [29], тром-
боцитов [33], миоцитов [34], спермацитов [35], 
энтероцитов [36], эндотелиальных клеток [37], 
раковых клеток [38; 39; 40; 41], нейронов мозга 
[42].

Несмотря на довольно упрощенное пред-
ставление о биологической системе стехиоме-
трических модели метаболизма клетки находят 
широкое применение в биомедицинских иссле-
дованиях механизмов патогенеза заболеваний, 
поиске новых мишеней и биомаркёров лекар-
ственного действия.
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РЕЗЮМЕ
На сегодняшний день считается, что организм человека и микробиота кишечника сосуществуют в 

метаболическом сопряжении, основанном на принципе мутуализма. Основной метаболической функцией 
микробиотической популяции кишечника является гиперпродукция короткоцепочечных жирных кислот, 
выполняющих энергетическую функцию, как для микроорганизмов, так и для клеток человека, регулирующих 
quorum sensing и участвующих в ответе иммунокомпетентных клеток макроорганизма через специфические 
сигнальные механизмы. Также характерным звеном в метаболическом сопряжении «суперорганизма» 
являются метаболические пути обмена триптофана и, соответственно, индолов, кинуренинов и серотонина. 
Индол выполняет роль межвидовой сигнальной молекулы и отвечает как за бактериальный quorum sensing, 
так и за регуляцию дифференцировки нервной ткани. Многие метаболические пути превращения триптофана 
амплифицированы микробиотическим сообществом, однако, образование кинуреновой кислоты, которая 
является сигнальной молекулой в энергетическом метаболизме, характерно только для макроорганизма. 
Следует отметить роль мембранных бактериальных везикул во взаимодействии хозяина и микробиоты как 
носителей факторов вирулентности и других модуляторов функции клеток макрорганизма. Несмотря на 
значительное количество исследований, метаболическое сопряжение системы «хозяин – микробиота» остаётся 
малоизученным. В связи с этим, целью данного обзора было осветить некоторые аспекты метаболического 
взаимодействия макроорганизма и его микробиоты.

Ключевые слова: микробиота; триптофан; кинуренины; короткоцепочечные жирные 
кислоты; индолы; метаболическое сопряжение; бактериальные везикулы. 

FEATURES OF METABOLIC COUPLING IN THE 
«SUPERORGANISM» SYSTEM (HOST – MICROBIOTA)
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1N. I. Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, Russia
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SUMMARY
Today, it is believed that the human body and the intestinal microbiota exist in a metabolic coupling based on the 

principle of mutualism. The main metabolic function of the intestinal microbiotic population is the hyperproduction of 
short-chain fatty acids, which perform an energy function for both microorganisms and human cells, regulate the quo-
rum and participate in the response of immune cells of the macroorganism through specific signaling mechanisms. 
Also, a characteristic link in the metabolic coupling of the «superorganism» is the metabolic pathways of tryptophan 
and, respectively, indoles, kynurenines and serotonin. Indole acts as an interspecific signaling molecule and is respon-
sible for both the bacterial quorum and, for example, regulates the differentiation of nerve tissue. Many metabolic path-
ways of tryptophan conversion are amplified by the microbiotic community, but the formation of kynurenic acid, which 
is a signal molecule in energy metabolism, is characteristic only for the macroorganism. It should be noted the role of 
membrane bacterial vesicles in the interaction of the host and the microbiota as carriers of virulence factors and other 
modulators of the function of macroorganism cells. Despite a significant amount of research, the metabolic coupling 
of the «macroorganism – gut microbiota» system remains poorly understood. In this regard, the purpose of this review 
was to highlight some aspects of the metabolic interaction of the macroorganism and its microbiota.

Key words: the microbiome; tryptophan; kynurenine; short-chain fatty acids; indoles; metabolic 
coupling; bacterial vesicles. 
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В настоящее время организм человека при-
нято рассматривать с позиций «суперорганиз-
ма», который представлен макроорганизмом и 
микроорганизмами, численный состав которых, 
равно как и их разнообразие, зависит от возрас-
та, пола, национальной принадлежности и со-
матического состояния макроорганизма [1; 2; 
3]. Численно геном микроораганизмов превос-
ходит в несколько раз геном организма человека 
и составляет около 99 % от суммарного генома 
«суперорганизма» [4]. Исходя из существенно-
го превалирования микробиотического генома, 
следует сделать вывод, что макроорганизм осу-
ществляет хостинг нужной ему генетической 
информации и, как из «облачного хранилища», 
извлекает нужные ему для гомеостаза метабо-
литы. Очевидно, что отсутствие микробиоти-
ческого органа или его серьёзное повреждение 
является не совместимым с жизнью.

Целью нашего обзора было проанализиро-
вать некоторые механизмы метаболического 
сопряжения макроорганизма и микробиоты ки-
шечника. Под «метаболическим сопряжением» 
мы пониманием делегирование микробиотиче-
ской популяции целого ряда метаболических 
функций макроорганизма, а также симультанное 
восприятие «суперорганизмом» целого пула ме-
таболитов и сигнальных молекул.

Известно, что большая часть микроорга-
низмов человека живёт в толстой кишке (око-
ло 60  %) [5]. Видимо это обусловлено тем, что 
основной процесс переваривания и всасывания 
происходит проксимально, и макроорганизм 
беспрепятственно всасывает необходимое ему 
количество эссенциальных веществ. При этом 
микробиоту принято подразделять на резидент-
ную (облигатную), которая составляет 90 % всех 
микроорганизмов, факультативную, которая со-
ставляет около 9,5 %, и транзиторную (случай-
ную), количество которой не превышает 0,5 % 
[6]. Микробиота каждого человека уникальна по 
видовому составу, разнообразию и количеству 
микроорганизмов. Число микроорганизмов уве-
личивается с рождения и достигает своей выс-
шей точки в подростковом возрасте, а к старости 
имеет тенденцию к снижению [3]. Данный факт 
должен привлечь внимание специалистов, кото-
рые занимаются anti-aging терапией (коррекция 
микробиотического профиля кишечника должна 
стать обязательным её компонентом).

Роль микробиотических короткоцепочеч-
ных жирных кислот

Образование короткоцепочечных жирных 
кислот (КЦЖК) одна из ключевых метаболи-
ческих функций филометаболического ядра 
кишечной микробиоты [3]. При этом основным 
источником энергии и углерода при продукции 

КЦЖК являются углеводы. Следует отметить, 
что человеческий геном кодирует всего лишь 17 
ферментов для переваривания углеводов, тогда 
как некоторые бактерии кишечника, такие как 
Bacteroides thetaiotaomicron, кодируют более 
260 различных гликозидаз [7]. Интересно, что 
бактероиды производят преимущественно аце-
тат и пропионат, тогда как фирмикуты продуци-
руют преимущественно бутират [7].

КЦЖК являются топливными молекулами 
для микроорганизмов и в то же время выполня-
ют регуляторную функцию для всего «суперор-
ганизма». Следует отметить, что около 95 % из 
энтеральных КЦЖК попадает в макроорганизм 
(до 1 моль/сутки) [3]. КЦЖК транспортируют-
ся через монокарбоксилатный транспортёр 1 
(МКТ1) энтероцитов или пассивным транспор-
том [8] и в макроорганизме также выполняют 
энергетическую функцию. Для колоноцитов 
бутират является главной топливной молекулой 
[7] и на 70 % покрывает их энергетические по-
требности, так как вовлекаются в цикл трикар-
боновых кислот (ЦТК) метаболизируясь в аце-
тил-КоА [8]. Также КЦЖК ацетат является энер-
гетически значимой молекулой для миокарда, 
головного мозга, мышечной ткани и почек ма-
кроорганизма. Таким образом КЦЖК, которые 
образуют представители микробиотических по-
пуляций в кишечнике являются энергетически 
значимыми как для самих микроорганизмов, так 
и для различных органов и тканей, в том числе 
для клеток кишечника.

Основным поставщиком КЦЖК – формиата, 
ацетата, пропионата и бутирата –является про-
цесс окисление глюкозы в микроорганизмах. 
Тогда как изомасляная и изовалериановая кис-
лоты образуются при катаболизме аминокислот 
с разветвлённым боковым радикалом (валина 
и лейцина). Однако роль КЦЖК не ограниче-
на только энергетической функцией. Она так-
же заключается в регуляции кровообращения в 
слизистой оболочке кишечника (пропионатом и 
бутиратом) [3]. Кроме того показано, что про-
пионат, лактат и ацетат угнетают прикрепление 
условно-патогенных микроорганизмов к слизи-
стой кишечника и оказывают позитивное влия-
ние на клеточную пролиферацию колоноцитов. 
Примечательно, что бутират стимулирует рост 
и пролиферацию колоноцитов в норме, тогда 
как на клетки гепатоцеллюлярной карциномы и 
аденокарциномы кишечника бутират оказывает 
антипролиферативное действие. Этот феномен 
получил своё название – «парадокс бутирата». 
Он объясняется тем, что бутират ингибирует 
деацетилазы гистоновых белков и стимулиру-
ет ацетилирование последних, подавляя таким 
образом пролиферацию опухолевых клеток [3]. 
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Однако не только бутират ингибирует деацети-
лазы гистоновых белков. Так, аналогичным дей-
ствием обладают кислоты, которые образуются 
из аминокислот с разветвлённым радикалом [7].

Известно, что КЦЖК – кишечный бутират и 
пропионат – препятствуют развитию ожирения 
[9]. Установлено, что у пациентов с ожирением 
отмечается низкое микробное разнообразие и 
истощение таксонов метаболического микро-
биотического ядра [10]. Видимо, важное значе-
ние при развитии ожирения играет подавление 
или снижение бутират-продуцирующей попу-
ляции микроорганизмов в кишечнике. Бутират, 
как и индол, стимулирует продукцию энтероэн-
докринными клетками кишечника глюкагоно-
подобного пептида-1 (ГПП-1) [11], а он, в свою 
очередь, оказывает стимулирующие действие на 
глюконеогенез в эпителиальных клетках слизи-
стой оболочки кишечника и энергетический об-
мен макроорганизма, а также влияет на пищевое 
поведение. В эксперименте на животных показа-
но, что КЦЖК стимлируют энтероэндокринные 
клетки кишечника посредством митоген-акти-
вируемого киназного пути, отвечают за образо-
вание ГПП-1 в них и липогенез в печени [11]. 
Также было показано, что КЦЖК активируют 
продукцию ГПП-1, воздействуя на рецепторы 
свободных жирных кислот (РСЖК) 2-го и 3-го 
типов [12]. Вместе с тем, такие же рецепторы 
гипреэкспрессированы в поджелудочной желе-
зе, что позволяет КЦЖК (ацетату, пропионату и 
бутирату) повышать секрецию глюкагона и по-
давлять секрецию панкреатических соматоста-
тина и инсулина [12].

Пропионат также оказывает стимулирующее 
действие на локальный колоноцитарный глюко-
неогенез. Так, при проведении плацебо-контро-
лируемого изучения влияния инулин-пропиона-
та у женщин склонных к ожирению установили, 
что данное производное КЦЖК снижает индекс 
массы тела, уменьшает аппетит и повышает кон-
центрацию ГПП-1 в сыворотке крови [13].

Quorum sensing (QS) и аутоиндукторы в 
метаболическом сопряжении макроорганиз-
ма и микробиоты кишечника

QS – это процесс бактериального синхронного 
взаимодействия, включающий в себя продукцию 
аутоиндукторов (АИ), их сигналинг (и, соответ-
ственно ответ на АИ), а также регуляцию их про-
дукции [14]. Однако, существующее понимание 
QS несовершенно, так как имеется ещё и сопря-
жение через АИ между микроорганизмами и ма-
кроорганизмом. Интересно, что к АИ относится 
и КЦЖК ацетат: так, в частности, на примере 
Escherichia coli было показано, что ацетат дозо-
зависимо влияет на смену фаз развития культуры 
этого естественного симбионта человека [3]. 

Кроме ацетата показана регуляторная роль 
в QS производного аминокислоты триптофан – 
индола, который продуцируется многими пред-
ставителями кишечной микробиоты [15]. Индол 
выступает молекулой QS для Escherichia coli и 
регулирует экспрессию гена мультилекарствен-
ного экспортёра (MDR), отвечает за формиро-
вание биоплёнок. В недавних исследованиях 
показано, что индол дозозависимо снижает об-
разование мембранных везикул (при добавле-
нии 50 мМ индола везикуляция снижается на 
52 %, тогда как при добавлении 500 мМ – на 
88 %). Также известно, что на везикулогенез и 
синтез пиоцианина влияет хинолоновый сигнал 
Pseudomonas (PQS), а индол, в свою очередь, 
снижает синтез PQS. Таким образом, индол не-
гативно регулирует образование PQS и положи-
тельно регулирует везикулогенез. Хорошо из-
вестно, что мембранные везикулы P. aeruginosa 
обладают высокой литической активностью и 
убивают как грамотрицательные, так и грам-
положительные бактерии, поскольку содержат 
пептидогликан-гидролазы. Индол же демон-
стрирует антимикробную активность, стимули-
руя везикулогенез P. aeruginosa [15]. 

Сигнальными молекулами АИ-1 являются 
N-ацилгомосерин лактоны (АГЛ), которые слу-
жат для межклеточной коммуникации, называе-
мой зондированием QS. Такие регуляторные си-
стемы позволяют бактериям чувствовать клеточ-
ную плотность и локализацию в пределах ми-
кроокружения, в соответствии с которыми они 
синхронизируют функции всей популяции [16]. 
Для синтеза АГЛ используется аминокислота 
метионин (S-аденозилметионин) и арил-КоА 
(производное кумаровой кислоты, являющейся, 
в свою очередь, продуктом обмена аминокисло-
ты тирозин), или ацил-КоА [17]. АГЛ синтезиру-
ют в основном протобактерии и, таким образом, 
оказывают регуляторное воздействие на экс-
прессию генов вирулентности и формирования 
биоплёнок у патогенов P. aeruginosa [17]. АГЛ 
были исторически первыми идентифицирован-
ными молекулами QS [18].

Однако известно, что AИ оказывают своё 
регуляторное влияние не только на QS микро-
биоты кишечника, но и на клетки макроорганиз-
ма. АГЛ являются липофильными молекулами 
и проникают как внутрь клеток, так и в ядро, 
модулируя активность транскрипционного фак-
тора NF-kB и экспрессию провоспалительных 
цитокинов [19]. Также АГЛ могут вызывать ги-
бель лимфоцитов хозяина так как встраивают-
ся в плазматическую мембрану и индуцируют 
растворение эукариотических липидных до-
менов. Это событие вытесняет рецептор фак-
тора некроза опухоли 1α (ФНО-1α) в неупоря-
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доченную липидную фазу для его спонтанной 
лиганд-независимой тримеризации и приводит 
к опосредованному каспазой-3-и каспазой-8 
апоптозу [20]. Таким образом, АГЛ оказывают 
про-апоптотическое и иммуномодулирующее 
воздействие на макроорганизм [21]. 

AИ-2 (диэфир фуранозилбората) – это меди-
атор межвидовой коммуникации у грамположи-
тельных и грамотрицательных бактерий. Тем не 
менее, термин «АИ-2» относится в более ши-
роком смысле и к фуранонам, полученным при 
спонтанной циклизации 4,5-дигидрокси 2,3-пен-
тандиона с или без бора [16]. 

К AИ-3 типа относятся хинолоны и (классиче-
ский представитель) PQS [16]. PQS (3-гидрокси-
2-алкилхинолон) синтезируется из метаболита 
кинуренинового пути обмена триптофана – ан-
траниловой кислоты [22]. В кишечнике антра-
нилат имеет смешанное происхождение: это и 
метаболит бактериального шикиматного пути, 
и кинуренинового пути обмена триптофана 
в макроорганизме и в микробной популяции. 
Однако пока ещё не существует работ, которые 
демонстрировали бы вклад шикиматного и ки-
нуренинового путей в содержание антранилата 
в кишечнике.

Макроорганизм также вовлечён в регуляцию 
синтеза AИ микробиотой. Так лейкоциты орга-
низма человека продуцируют антимикробный 
пептид – LL-37, который регулирует продукцию 
факторов вирулентности в группе Streptococcus 
[18]. Также было показано, что энтероциты ими-
тируют бактериальный QS для сопряжения с ми-
кробиомом. Энтероциты производят имитирую-
щую АИ-2 молекулу в ответ на бактериальные 
метаболиты. Этот аналог AИ-2 взаимодействует 
с бактериальным рецептором AИ-2 LuxP/LsrB 
(белок-регулятор транскрипции ацилгомосе-
ринлактон-синтазы класса LuxI). Авторы пред-
полагают, что кишечник рекрутирует на помощь 
метаболиты микробиома при повреждении пато-
генами через этот путь сопряжения [18]. Таким 
образом, кишечные бактерии способны реагиро-
вать на сигнальные молекулы макроорганизма, 
модулируя экспрессию генов.

Интересно, что гормоны человека адреналин 
и норадреналин, а также AИ-3 используются в 
качестве межклеточного химического сигнала 
между энтерогеморрагической E. coli и макроор-
ганизмом. Сигналы воспринимаются двухкомпо-
нентной системой QseB/QseC (гистидинкиназа, 
отвечающая за бактериальную вирулентность) 
микроорганизма, которая индуцирует экспрессию 
второй двухкомпонентной системы QseE/QseF, 
которая, как полагают, участвует в экспрессии ге-
нов вирулентности, воспринимая адреналин [18]. 
Также существуют и другие работы, которые ука-

зывают на потенциальные интерференции между 
бактериальными и эукариотическими гормональ-
ными коммуникациями. Так было показано, что 
эстрон, уменьшает частоту регулируемого QS го-
ризонтального переноса опухоль-индуцирующей 
плазмиды у Agrobacterium tumefaciens. Эстрон, 
эстриол и эстрадиол также снижают накопле-
ние АГЛ и экспрессию шести QS-регулируемых 
генов в культурах условно-патогенного возбу-
дителя P. аeruginosa. Наконец, моделирование 
структурных взаимодействий между гормонами 
человека и АГЛ-рецепторами LasR P. aeruginosa 
и TraR A. tumefaciens подтвердил конкурентную 
связывающую способность половых гормонов 
человека [23].

Роль производных аминокислот в мета-
болическом сопряжении макроорганизма и 
микробиоты кишечника

Из аминокислот тирозина и фенилаланина 
кишечной микробиотой и организмом человека 
образуются фенил-карбоновые кислоты: фенил-
ацетат, фенил-пропионат, фенил-лактат и фенил-
бутират. Данные кислоты обладают антибакте-
риальным, антигрибковым и противовоспали-
тельным действием. Уровень фенил-карбоновых 
кислот резко повышается при заболеваниях ки-
шечника. Также уровень фенил-лактата и индол-
3-лактата значительно повышается у больных с 
печеночной дисфункцией [18]. Малоизученным 
остаётся вопрос о возможности КЦЖК являться 
непосредственными предшественниками в син-
тезе производных индола и фенола. Мы предпо-
лагаем, что между метаболизмом КЦЖК и обме-
ном тирозина и триптофана также существует 
тесное сопряжение.

Лактобактерии (Lactobacillus reuteri) по-
давляют продукцию провоспалительных ци-
токинов [24], в частности продукцию ФНО-1α 
первичными моноцитарными макрофагами. Не-
давно было установлено, что гистамин, который 
продуцируется L. reuteri – это ингибирующий 
фактор продукции ФНО-1α. Существует пред-
положение, что в некоторых микроорганизмах 
кишечника гистамин может синтезироваться не 
только путем декарбоксилирования гистидина, 
но и благодаря одноуглеродным фрагментам, ис-
точником которых является тетрагидрофолиевая 
кислота (ТГФК). В эукариотических клетках ка-
таболизм аминокислот, в том числе гистидина 
сопряжён с обменом производных ТГФК [24].

Самый большой интерес в обмене аминокис-
лот микроорганизмами кишечника представля-
ет метаболизм триптофана. Известно, что в ки-
шечнике возможно превращение триптофана в 
индолы. При этом индол может быть образован 
в триптофаназной реакции (ЕС: 4.1.99.1) непо-
средственно из триптофана (Рис. 1). Так пока-

98



ОБЗОРЫ2020, т. 10, № 2

зано, что триптофаназа гиперэкспрессирована в 
микробиотической популяции при диете бога-

той мясными продуктами и индуцируется трип-
тофаном [25].

Рис.1. Превращение аминокислоты триптофан в индол, пировиноградную кислоту и аммиак под 
действием бактериальной триптофаназы.

Индол – межвидовая регуляторная молекула, 
которая участвует в формировании бактериаль-
ного фенотипа [7]. В кишечнике возможно транс-
аминирование триптофана с пируватом (Рис. 2) и 
образование аланина и идол-3-пирувата благодаря 
триптофанаминотрансферазе (ЕС: 2.6.1.27). Ин-

тересно, что индол-3-пируват может образовать-
ся в оксидазной реакции в дендритных клетках и 
макрофагах человека (ЕС: 1.4.3.2) при лейкемии 
[26]. Далее индол-3-пируват может превращаться 
в индол-3-ацетат благодаря ферменту индол-3-
пируват-монооксигеназе (ЕС: 1.14.13.168).

Рис.2. Превращение аминокислоты триптофан в индол-3-пируват и аланин под действием триптофа-
минотрансферазы и дальнейшее восстановление до индол-3-лактата индол-3-пируватредуктазой.

Clostridium sporogenes способны обратимо 
восстанавливать индол-3-пируват до индол-3-
лактата благодаря наличию НАДН-зависимой 
индол-3-пируват-редуктазе (ЕС: 1.1.1.110) [27]. 
При этом следует отметить, что сам индол-3-
лактат является ингибитором кинуренинамино-
трансферазы I (КАТ- I, ЕС: 2.6.1.7) в нервной 
ткани человека [28], то есть бактериальный 
индол-3-лактат регулирует кинурениновый 
путь превращения триптофана в клетках ма-
кроорганизма. Примечательно, что у новорож-
денных детей Bifidobacterium в кишечнике об-
разуют огромное количество индол-3-лактата, 
который, попадая в макроорганизм, отвечает за 
дифференцировку нервной ткани [29]! Далее в 
кишечнике индол-3-лактат превращается цинна-
моил-КоА: фениллактатной КоА-трансферазой 

Cl. sporogenes в индол-3-акрилат (ЕС: 2.8.3.17) 
[30], а затем индол-3-акрилат превращается в 
индол-3-пропионат (ЕС: 1.3.8.1). Бактериальный 
индол-3-пропионат отвечает за барьерную функ-
цию в кишечнике через подавление продукции 
ФНО-1α в колоноцитах [31].

Однако главный путь в метаболизме трипто-
фана «суперорганизма» – это кинурениновый 
путь превращения. При этом свыше 95 % трип-
тофана, не использованного для синтеза белка, 
метаболизируется по кинурениновому пути 
[32]. Благодаря гем-содержащим ферментам 
макроорганизма – триптофан-2,3-диоксигеназе 
(ТДО; ЕС: 1.13.11.11), а также индоламин-2,3-
диоксигеназе (ИДО; ЕС: 1.13.11.52), которая 
присутствует во многих клетках организма че-
ловека, а также и у микробной популяции тол-
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стой кишки (Pseudomonas), аминокислота трип-
тофан превращается в N-формил-L-кинуренин 
[1]. Данный этап в обмене кинуренина является 
регуляторным, и от его скорости зависят все три 
пути дальнейшего превращения L-кинуренина 
[33]. Формамидазой (ЕС: 3.5.1.9) N-формил-L-
кинуренин превращается в L-кинуренин. Далее 
у L-кинуренина три возможных пути превра-
щения: первый – кинурениназой (ЕС: 3.7.1.3) 
в антраниловую кислоту, второй – кинуренина-
минотрансферазой (ЕС: 2.6.1.7) в кинуреновую 
кислоту и третий – кинуренинмонооксигеназой 
(ЕС:1.14.13.9) в 3-гидроксикинуренин.

Превращение в антраниловую кислоту – 
ключевой этап метаболизма L-кинуренина и он 
происходит как в микробиотической популяции 
кишечника (Pseudomonas, E. coli), так и в сома-
тических клетках макроорганизма [34]. Однако 
образование антраниловой кислоты не проис-
ходит в энтероцитах человека, а локализовано 
в печени, почках, надпочечниках, лёгких, поло-
вых железах и в поджелудочной железе. Антра-
ниловая кислота является смежным метаболи-
том и в кишечнике подвергается дальнейшему 
превращению в молекулу QS – PQS, о чём уже 

упоминалось в данном обзоре. Антраниловая 
кислота оказывает на «суперорганизм» имму-
номодулирующий эффект [1].

Образование кинуреновой кислоты происхо-
дит только в клетках млекопитающих. Следует 
отметить, что кинуреновая кислота является 
сигнальной молекулой и вовлечена в регуляцию 
энергетического гомеостаза, а также имеет вы-
раженный антипролиферативный эффект [35]. 

Образование 3-гидроксикинуренина происхо-
дит в бактериальном сообществе кишечника под 
действием НАДФН-зависимой кинуренинмоноок-
сигеназы [1] и в митохондриях клеток человека (в 
нервной ткани, печени и в иммунокомпетентных 
клетках) [36]. В свою очередь, 3-гидроксикинуре-
нин является предшественником в образовании 
ксантуреновой кислоты (также кинуренинамино-
трансферазой) или 3-гидроксиантраниловой кис-
лоты кинурениназой. Далее 3-гидроксиантранило-
вая кислота превращается 3-гидроксиантранилат-
3,4-диоксигеназой (ЕС: 1.13.11.6) в 2-амино-3-
карбоксимуконат полуальдегид, а затем спонтанно 
в хинолиновую кислоту, которая является предше-
ственником для синтеза никотинамидадениндину-
клеотида (НАД) (Рис. 3).

Рис. 3. Кинурениновый путь превращения аминокислоты триптофан.
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Таким образом, мы видим, что метаболиче-
ское сопряжение в обмене триптофана очень вы-
ражено между макроорганизмом и микробной 
популяцией кишечника, а уникальной метабо-
лической чертой макроорганизма является про-
дукция кинуреновой кислоты.

Третий путь метаболизма триптофана, кото-
рый имеется как в энтероцитах, так и в других 
клетках человека, это путь продукции нейроме-
диатора – серотонина. Следует отметить, что 
образование более чем 90 % серотонина в орга-
низме человека происходит в кишечнике в энте-
рохромаффиных клетках [37]. Однако гематоэн-
цефалический барьер непроницаем для данного 
медиатора, и его основная функция локализова-
на в желудочно-кишечном тракте. Микробиота 
кишечника контролирует данный путь метабо-
лизма триптофана, благодаря образованию де-
зоксихолевой кислоты, которая обладает сти-
мулирующем действием на синтез серотонина 
(триптофангидроксилазу-1, ЕС: 1.14.16.4) [1].

Мембранные везикулы в метаболическом 
сопряжении макроорганизма и микробиоты ки-
шечника

Очевидно, что в кишечнике существует меж-
бактериальная конкуренция и она отчасти реа-
лизована наружными мембранными везикулами 
(НМВ). НМВ – это липидные наночастицы, ко-
торые играют множество ролей в бактериаль-
ной физиологии и адаптации к разнообразным 
средам, и продуцируются грамотрицательными 
бактериями. Показано, что НМВ высвобождае-
мые экологическим патогеном Chromobacterium 
violaceum, доставляют антимикробное соедине-
ние виолацеин бактериям-конкурентам, опосре-
дуя его токсичность in vivo на большом рассто-
янии. При этом на везикуляцию действует сам 
виолацеин [17]. 

НМВ ещё называют бактериальными мем-
бранными везикулами (БМВ), их состав подобен 
мембране и цитоплазме родительской микроб-
ной клетки (это могут быть как грамотрицатель-
ные, так и грамположительные бактерии). При 
этом явно существует спецификация инкорпора-
ции белков, нуклеиновых кислот, метаболитов 
и токсинов в БМВ, так как необходимо их за-
щитить от разрушения организмом человека и 
микробиотического окружения и придать потен-
циал для передвижения на большие расстояния. 
БМВ выполняют специализированные функции, 
адаптированные к изменяющимся условиям 
микроокружения, в частности в отношении вза-
имодействия микробного сообщества (включая 
определение QS, образование биоплёнки, устой-
чивость к антибиотикам, экспрессию и развер-
тывание антимикробных пептидов). А самое 
главное, везикулы играют решающую роль во 

взаимодействии хозяина и микробиоты как но-
сители факторов вирулентности и других моду-
ляторов функции клеток макрорганизма [38].

Инкорпорации подвергаются не все мета-
болиты, а те, которые являются лабильными 
и гидрофобными. Одна из основных молекул 
QS  – PQS обладает высокой гидрофобностью и 
поэтому не может эффективно диффундировать 
через окружающую среду. Было показано, что 
около 86 % PQS упаковано в НМВ. Аналогично, 
гидрофобные молекулы QS C16-HSL Рaracoccus 
denitrificans и CAI-1 Vibrio harveyi упаковыва-
ются в везикулы [39]. Сигнальные молекулы QS 
также могут влиять на образование НМВ, по-
скольку PQS является одновременно необходи-
мым для везикулогенеза у P. aeruginosa и может 
даже индуцировать образование везикул у дру-
гих видов [40].

P. aeruginosa – один из главных оппортуни-
стических патогенов в организме человека – се-
кретирует целое облако факторов вирулентно-
сти, включая такие как фосфолипаза С, проэла-
стаза, щелочная фосфатаза, гемолизин. Транс-
порт данных белков происходит в мембранных 
везикулах (размером 50–250 нм в диаметре) не-
посредственно в клетки хозяина и другие бак-
терии [15].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, макроорганизм и микробиота 

кишечника находятся в тесном метаболическом 
сопряжении. Метаболиты микробиоты обеспе-
чивают топливную функцию для тканей макро-
организма; выполняют локальную колоноцитар-
ную регуляторную функцию, а также оказывают 
системное влияние на обмен веществ. Сигналь-
ные микробиотические молекулы отвечают за 
продукцию ГПП-1, инсулина, соматостатина, 
глюкагона, и других гормонов, различных ци-
токинов, серотонина и гистамина. Данные ме-
таболиты имеют антипролиферативный эффект, 
влияют на дифференцировку тканей, вовлечены 
в противо- и провоспалительный механизмы, а 
также имеют нейропротекторный эффект и ока-
зывают широмасштабное воздействие на имму-
нологический профиль макроорганизма и мно-
гое другое. Однако метаболическое сопряжение 
не одностороннее. Макроорганизм (экосисте-
ма) не только делегирует свои метаболические 
функции микробиотической популяции, а и сам 
синтезирует целый ряд различных метаболитов 
для микробиотической популяции, контролируя 
QS, метаболическую активность микробиоты и 
её способность к везикуляции.
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РЕЗЮМЕ
Для язвенной болезни доказана этиологическая роль инфекции H.pylori, 60-90% случаев рака желудка 

ассоциированы с H.pylori. Бактерия признана канцерогеном первого порядка. Установлена ассоциация между 
успешной элиминацией H.pylori и снижением риска рака желудка и рецидивов язвенной болезни. В патогенезе 
хронического воспаления в слизистой оболочке желудка, ассоциированного с H.pylori, имеются реперные 
точки, определяющие дальнейший путь развития патологии. 

Если язвенная болезнь не является следствием прямого повреждающего действия нестероидных 
противовоспалительных препаратов, она связана с развитием гастрита. При язвенной болезни желудка гастрит 
находят как в антральном, так и в фундальном отделах желудка. Атрофия желез начинается в антральном 
отделе, затем очаги ее обнаруживают в фундальном отделе на передней и задней стенках. Постепенно они 
увеличиваются в размерах, сливаются между собой, уменьшается зона, секретирующая кислоту, и граница 
между фундальными и пилорическими железами смещается в проксимальном направлении. При атрофическом 
фундальном гастрите повышается вероятность образования высоких язв и рака желудка. К формированию 
ЯБ ведет значительное усиление процессов апоптоза при относительной ригидности пролиферации, а 
канцерогенез обусловлен избыточной пролиферацией и накоплением клеточных мутаций. Один из субъектов 
повреждения - Cag A протеин H.pylori, реализующий ремоделирование эпителиального барьера желудка. Среди 
его эффектов - модуляция и нарушение пролиферации эпителия желудка, приводящие к морфологическим 
изменениям. Агрессивное действие Cag A протеина усиливают токсические дозы алкоголя и курение, 
поддерживая воспаление и вызывая повреждение слизистой оболочки желудка. 

Не смотря на общность этиологии и патогенеза язвенной болезни желудка и рака желудка, связь с развитием 
атрофического пангастрита и схожесть конвенционных факторов риска, ключевым моментом в манифестации 
рака желудка является генетическое предрасположение в виде полиморфизма генов, обусловливающих 
тяжелую атрофию как следствие хронического воспаления.

Ключевые слова: хронический гастрит, воспаление, язвенная болезнь желудка, рак 
желудка, H. pylori, Cag A протеин, факторы риска

AMBIVALENCE OF CHRONIC INFLAMMATION IN THE MUSCULOUS STOMACH
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SUMMARY
For peptic ulcer disease, the etiological role of H. pylori infection has been proven, 60-90% of gastric cancer 

cases are associated with H. pylori. The bacterium is recognized as a first-order carcinogen. An association has been 
established between the successful elimination of H. pylori and a reduced risk of gastric cancer and relapse of peptic 
ulcer. In the pathogenesis of chronic inflammation in the gastric mucosa associated with H. pylori, there are reference 
points that determine the further path of development of the pathology. If peptic ulcer is not a consequence of the direct 
damaging effect of NSAIDs, it is associated with the development of gastritis. In gastric ulcer, gastritis is found in both 
the antrum and the fundus of the stomach

Atrophy of the glands begins in the antrum, then its foci are found in the fundus on the front and back walls. Gradu-
ally they increase in size, merge with each other, the acid secreting zone decreases, and the border between the 
fundus and pyloric glands shifts in the proximal direction.

With atrophic fundus gastritis, the likelihood of developing high ulcers and stomach cancer increases. Significant 

104



ОБЗОРЫ2020, т. 10, № 2

increase in apoptosis processes with relative rigidity of proliferation leads to the formation of ulcer, and carcinogenesis 
is due to excessive proliferation and accumulation of cell mutations. One of the subjects of damage is Cag A H. pylori 
protein, which implements remodeling of the gastric epithelial barrier. Among its effects are modulation and impaired 
proliferation of gastric epithelium, leading to morphological changes. The aggressive action of Cag A protein enhances 
toxic doses of alcohol and smoking, supporting inflammation and causing damage to the gastric mucosa.

Despite the common etiology and pathogenesis of gastric ulcer and gastric cancer, the relationship with the de-
velopment of atrophic pangastritis and the similarity of convention risk factors determines that the key point in the 
manifestation of gastric cancer is a genetic predisposition in the form of gene polymorphism causing severe atrophy 
as a result of chronic inflammation.

Key words: chronic gastritis, inflammation, gastric ulcer, stomach cancer, H. pylori, Cag A 
protein, risk factors

 Со времен публикации Jean Cruveilhier «О 
простой и хронической обыкновенной язве 
желудка» (1856 г.) обсуждается постулат о по-
вышении риска развития рака желудка в 2 раза 
при язвенной болезни желудка (ЯБЖ) [1]. Ряд 
авторов отмечает, что язва желудка и рак же-
лудка, наблюдаются у одного пациента в 2-3% 
случаев [2; 3]. Описан механизм малигнизации 
язвы желудка. Взаимосвязь может определять-
ся общностью факторов этиологии и патогенеза 
[4]. Одним из доказанных этиологических фак-
торов язвенной болезни (ЯБ) является инфекция 
Helicobacter pylori (НР) (рис. 1), в тоже время 
с НР ассоциировано 60-90% всех случаев воз-
никновения рака желудка (РЖ) [6; 7]. У 10% па-
циентов с НР-ассоциированным гастритом на 
фоне атрофических изменений слизистой обо-
лочки желудка (СОЖ) развивается дисплазия, 
а у 1-2%  - РЖ. Установлена ассоциация между 
успешной элиминацией НР и снижением риска 
развития РЖ на 47% [8]. Достоверный уровень 
превенции возможен только у пациентов, не 
имеющих предраковых изменений СОЖ (атро-
фический гастрит с кишечной метаплазией или 
без неё) [9]. Как большинство заболеваний, име-
ющих мультифакториальную природу, ЯБ и РЖ 
формируются под влиянием эндогенных фак-
торов и повреждающих факторов окружающей 
среды, которые в совокупности и определяют 
предрасположенность к той или иной болезни. 
Независимыми факторами риска в патогенезе 
и ЯБ и РЖ являются именно генетические осо-
бенности индивидуума. Тестирование полимор-
физмов генов предрасположения составляет ме-
тодическую основу предиктивной медицины, 
своего рода, технологию долгосрочного про-
гнозирования возможного сценария развития 
патологии у конкретного пациента.

Международным агентством по изучению 
рака инфекция НР зарегистрирована как канце-
роген первого порядка. Риск развития рака же-
лудка в 2-6 раз выше у лиц, инфицированных 
НР, чем неинфицированных [10]. Среди других 
штаммов НР, наиболее вирулентным считается 
Cag A-позитивный, увеличивающий риск разви-

Рис. 1. Факторы, детерминирующие исход взаи-
модействия Helicobacter pylori и макроорганизма 

(по J. G. Kusters, 2006 с изменениями) [5]

тия атрофии и метаплазии с последующей зло-
качественной трансформацией (табл. 1). Осо-
бенно чувствительны к их воздействию очаги 
кишечной метаплазии и дисплазии.

Для инфекции НР характерны широкие коле-
бания распространенности в разных популяци-
ях. В Боливии – 80%, Чили – 68,6%, Эфиопии 
- 65,7%, Марокко – 75,5%, Китае – 63,4%, Япо-
нии – 75%, Тайвани – 72,1%. в Нидерландах до 
71,6% в Италии и 84,2% в Португалии. В США 
зафиксировано снижение контаминации до 40% 
населения симультанно со снижением частоты 
РЖ [11-13]. В России, не зависимо от региона, 
общий уровень инфицирования H. pylori насе-
ления высокий (65-86%) [14; 15]. 

По решению Ассамблеи ВОЗ, начиная с 1965 
г., в целях разработки мер профилактики основ-
ного заболевания, введена дефиниция фонового 
заболевания (болезнь, имеющая существенную 
роль в возникновении и неблагоприятном тече-
нии основного заболевания). В настоящее время 
установлена взаимосвязь ряда патологических 
состояний повышающих риск развития РЖ. К 
фоновым заболеваниям РЖ относят хрониче-
ский атрофический гастрит (ХАГ), кишечную 
метаплазию, интраэпителиальную неоплазию 
(дисплазию), аденомы. Эти патологические про-
цессы часто предшествуют развитию злокаче-
ственной опухоли, но не обязательно переходят 
в нее [16; 17]. К числу наиболее опасных пре-
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Таблица 1
Ассоциация факторов патогенности Helicobacter pylori с заболеваниями желудка, по данным R. de 

Jonge, 2004; S. W. Jung, 2012; S. Kim, 2004; M. T. Kudo, 2004; H. Lu, 2005; A. Santos, 2003; M. J. Albert, 
2010; K. Muhsen, 2011 [5]

Белок/ген Ассоциированная патология
BabA (babA2) ЯБ, аденокарцинома желудка 

SabB Отсутствие экспрессии sabB связано с развитием 
ЯБ двенадцатиперстной кишки (ДПК) 

OipA Интерстициальная метаплазия, ЯБ  ДПК, РЖ
Регион jhp0947–jhp0950 РЖ, MALT-лимфома, ЯБДПК

IceA (iceA1) Язвенная болезнь
DupA ЯБ ДПК, уменьшение риска атрофии СОЖ и РЖ
CagA ЯБЖ и ЯБДПК, атрофия СОЖ, РЖ 

VacA 
s1 ЯБЖ и ЯБДПК, атрофия СОЖ, РЖ
m1 ЯБЖ 

дикторов возникновения РЖ (первое место) от-
носятся аденоматозные полипы желудка (добро-
качественные железистые опухоли – аденомы), с 
частотой озлокачествления в 60–70% случаев. В 
то время как вероятность малигнизации гипер-
пластических полипов составляет 0,5% случаев. 
Одну из лидирующих позиций (второе место) 
в структуре предраковых состояний занимает 
ХАГ. В силу широкой распространенности ХАГ, 
значимость этой патологии велика. Следующее 
место, в порядке убывания среди фоновых пред-
раковых состояний, занимает резецированный 
желудок (атрофический гастрит культи желудка, 
ахлоргидрия). У лиц, перенесших операцию в 
анамнезе, частота рака в культе желудка повы-
шается в 3–4 раза. После резекции желудка по 
Бильрот II, у пациентов с ЯБЖ, в 2 раза возрас-
тает риск аденокарциномы культи желудка [18]. 

В тоже время, из списка поражений, предше-
ствующих РЖ, эксперты ВОЗ исключили ЯБЖ 
[19]. Однако, не все специалисты считают такое 
исключение целесообразным [10], объясняя ма-
лигнизацией язв случаи РЖ у пациентов с пред-
шествующим течением ЯБЖ. Озлокачествление 
хронических язв, а по сути, переход от апоптоза 
к пролиферации дефектных клеток, наблюдает-
ся в 0,6–2% случаев. Особое внимание обращает 
группа пациентов с «зарубцевавшимися язвами» 
желудка, у которых в «заживших язвах» с при-
знаками эпителизации, рак выявляется мор-
фологически. Хотя ранее у них не фиксирова-
лись эндоскопические признаки малигнизации. 
Некоторые авторы считают, что на месте язвы 
образуется грануляционная ткань и слизистая 
оболочка, в которую потом прорастает опухоль 
de novo [20], другие связывают феномен с нали-
чием первичного язвенного рака и склонности 

его в ранних стадиях к заживлению. Причин-
но-следственные связи между ЯБЖ и РЖ среди 
экспертов остаются предметом дискуссий и из-
учения.

Анализ литературы демонстрирует, что в не-
которых популяциях риск РЖ повышен среди 
пациентов с ЯБ. Так, например, в шведском ис-
следовании было показано, что у пациентов с ЯБ 
риск РЖ увеличивается, кроме того среди жен-
щин и пациентов моложе 50 лет регистрируется 
более высокий риск РЖ по сравнению с общей 
когортой пациентов [21]. Такие же результаты 
демонстрируют и более поздние исследования. 
Частота и относительный риск развития РЖ у 
пациентов с ЯБЖ и инфекцией НР были значи-
тельно выше, чем у пациентов дуоденальной 
ЯБ. Одним из солидаризирующих факторов для 
ЯБЖ и РЖ в патогенезе является их обоюдная 
связь с атрофическим пангастритом [22; 23]. 
Закономерность сочетания ЯБЖ и РЖ, также 
может быть связана с процессами репарации 
язвенного дефекта в СОЖ, включая и пролифе-
рацию эпителиальных клеток, и контроль роста 
под влиянием эпидермальных факторов роста, 
и ангиогенез, и ингибирование секреции кисло-
ты [24]. Наиболее часто выявляемый, при ЯБ и 
хроническом гастрите, антиген Ki-67 – ядерный 
белок, являющийся маркером клеточной проли-
ферации [24].

Одним из основных факторов повреждения 
НР является белок CagA НР, среди эффектов ко-
торого модуляция и нарушение пролиферации 
эпителиальных клеток желудка, приводящих к 
морфологическим изменениям в СОЖ. Ряд ав-
торов отмечает  важнейшую роль онкопротеина 
CagA НР в желудочном канцерогенезе в связи  
с эпигенетическим механизмом. CagA протеин 
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Рис. 2. Схема патогенетических механизмов, 
приводящих к развитию рака желудка

через  синтез микро РНК реализует эффект ре-
моделирования эпителиальных клеток желудка 
с образованием участков кишечной метаплазии 
[25; 26; 27].

Кроме того, Cag-A-позитивные штаммы НР 
инициируют более высокий уровень пролифера-
ции эпителиоцитов. При этом уровень апоптоза 
не соответствует ускоренной пролифератив-
ной активности эпителия, возникает дисбаланс 
между гибелью клеток и их размножением, что 
увеличивает возможность выживания клеток, 
несущих онкогенные мутации. Отчасти это 
объясняется более активной экспрессией IL-8 
Cag-А-позитивными штаммами НР, а, следова-
тельно, и более выраженным воспалением [28]. 

Фактором–синергистом в отношении риска 
ЯБ и РЖ является курение. Сигаретный дым 
содержит более 7000 веществ, у 150 из них до-
казан  канцерогенный эффект [29, 30]. Курение 
признано канцерогеном, связанным с развитием 
рака желудка. Прогрессирующее повреждение, 
хроническое воспаление слизистой оболочки 
желудка доказывают роль курения как незави-
симого фактора риска язвенной болезни. По-
казано, что у курильщиков язвенная болезнь не 
только чаще возникает, но и труднее поддается 
лечению.

Среди патогенетических механизмов, объяс-
няющих пути возникновения РЖ у пациентов с 
ЯБ, можно выделить следующие (рис. 2). Высо-
кий уровень химических веществ у курильщи-
ков приводит к окислительному стрессу [31; 32]. 
Индукция апоптоза в клетках СОЖ может про-
исходить опосредовано через активные формы 
кислорода (АФК) по р53-независимому пути, а 
так же через прокаспазный путь индуцируемый 
бензапиреном. Плюрализм негативного воздей-
ствия курения включает ингибирование вос-
становления ткани и снижение  возможности 
реализации защитных механизмов СОЖ. Кроме 
того, курение стимулирует ангиогенез, способ-
ствует повышению концентрации соляной кис-
лоты и снижению концентрации бикарбонатов. 
Установлено, что курение  протежирует  бакте-
риальной контаминации НР в СОЖ, а  комбини-
рованное действие курения и микроорганизма  
сопровождается высокой продукцией TNFα, IL-
6, IL-1β [33]. 

С нашей точки зрения, целесообразно учи-
тывать механизмы такого сочетанного эффекта. 
Установлено, что TNFα инициирует поврежде-
ние ДНК, супрессирует ДНК репарацию и вы-
ступает в качестве промотора роста опухолевых 
клеток. Кроме того, члены семейства TNF пода-
вляют иммунный ответ в клетках, окружающих 
опухоль. В свою очередь, IL-6 проявляет эффек-
ты активатора транскрипции STAT 1/3и SHp2-

RAS-ERK, вовлеченного в IL-6-опосредованную 
пролиферацию кишечных эпителиоцитов. Клю-
чевая молекула повреждения - IL-1β – может 
выступать в качестве промотора клеток опухоли 
к метастазам, путем активации канцер-индуци-
рованных воспалительных каскадов [34]. Хро-
ническое воспаление приводит к нарушению 
клеточного обновления, как совокупной резуль-
тирующей пролиферации и гибели эпителиоци-
тов слизистой оболочки желудка. Значительное 
усиление процессов апоптоза при относитель-
ной недостаточности их пролиферации ведет 
к формированию ЯБ. В то время как усиление 
интенсивности пролиферация сопровождается 
появлением клеточных мутаций, если своевре-
менная элиминация их не произошла, создаются 
условия для канцерогенеза.

Влияние алкоголя на патогенез ЯБ и РЖ 
носит амбивалентный характер. Алкоголь не 
признан ульцерогеном, но часто является триг-
гером кровотечений из верхних отделов ЖКТ. 
Большинство исследователей относят алкоголь 
к несомненным желудочным канцерогенам, 
считая значимой триадой его повреждающих  
факторов: увеличение секреции соляной кис-
лоты в желудке, образование АФК и иммуносу-
прессию. Метаболиты алкоголя могут оказывать 
косвенное влияние на канцерогенез. Например,  
ацетальдегид индуцирует разрывы цепи ДНК 
[35; 36; 37].  Тем не менее, анализ литературы 
показывает неоднозначное влияние различных  
суточных доз и длительность  употребления ал-
коголя на канцерогенез. О выраженном прокан-
церогенном эффекте алкоголя свидетельствуют 
результаты Zaridze [38]. Большинство авторов 
утверждает, что воздержание от алкоголя мо-
жет снизить риск рака желудка, особенно сре-
ди субъектов, которые не были инфицированы 
НР. Некоторые исследователи показывали анти-

107



2020, т. 10, № 2 ККРЫМСКИЙ ЖУРНАЛ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ И КЛИНИЧЕСКОЙ МЕДИЦИНЫ

микробное действие алкоголя и снижение риска 
развития РЖ. Резюмируя данные более совре-
менных работ, можно сделать вывод о том, что 
эффект алкоголя в развитии патологии желудка 
зависит от величины дозы: малые и большие 
оказывают повреждающее проканцерогенное 
действие, средние дозы ограничивают канцеро-
генный потенциал, снижая степень контамина-
ции СОЖ НР.

Таким образом, представленные в литературе 
факты убедительны в отношении высокой веро-
ятности развития РЖ у индивидуума, страдаю-
щего ЯБЖ. ЯБЖ может стать фоновым заболе-
ванием для РЖ, поскольку имеются тождествен-
ные факторы этиологии и риска, обоюдные па-
тогенетические механизмы, а чувствительность 
клеток СОЖ к таким мутагенам, как курение, 
алкоголь и НР, с возрастом значительно повыша-
ется. При этом, каждый из перечисленных му-
тагенов по отдельности, имеет независимый по-
тенциал к повреждению ДНК клеток слизистой 
оболочки желудка, развитию хронического вос-
паления [39]. Комбинация этих факторов усили-
вает возможность трансформации и вероятности 
возникновения РЖ. С мужским полом связана 
интеграция нескольких факторов риска (небла-
гоприятные комбинации) [40], их экспрессия и 
длительность воздействия. Увеличение возраста 
также способствует накоплению мутаций (оши-
бок репликаций), увеличивая возможность де-
структивных изменений клеток СОЖ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Язвенная болезнь и рак желудка формируют-

ся под влиянием эндогенных факторов (мужской 
пол, увеличение возраста) и экзогенных повреж-
дающих факторов (инфекция Helicobacter pylori, 
курение табака, алкоголь в токсических дозах), 
которые в совокупности и определяют предрас-
положение к той или иной болезни. В условиях 
хронического воспаления, ассоциированного с 
инфекцией Helicobacter pylori, полиморфизм 
генов детерминирует развитие тяжелой степени 
атрофии в слизистой оболочке желудка, являясь 
независимым фактором риска рака желудка. Ам-
бивалентность хронического воспаления в сли-
зистой оболочке желудка обусловлена наруше-
нием клеточного обновления, балансирующего 
между избыточной пролиферацией с накопле-
нием клеточных мутаций или усилением про-
цессов апоптоза при относительной ригидности 
пролиферации, ведущих к ульцерогенезу.
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РЕЗЮМЕ
Статья посвящена 80-летнему юбилею доктора медицинских наук, профессора Бабанина Анатолия 

Андреевича. В статье освещены основные события в жизни известного ученого, перечислены основные 
достижения и научные свершения. Жизнь и научная деятельность Анатолия Андреевича неразрывно 
связаны с Крымским медицинским институтом (университетом), в стенах которого будущий профессор 
вначале получал высшее медицинское образование, а затем, спустя годы успешной научной деятельности, 
возглавлял вуз в качестве ректора на протяжении многих лет. Благодаря талантливому руководству Крымский 
медицинский университет достиг высокого уровня научно-технического развития и международного признания. 
За долгий плодотворный труд и научные достижения профессор Бабанин А.А. удостоен многочисленных 
правительственных и международных наград и званий, и в настоящее время продолжает активно работать на 
благо высшего медицинского образования в Крыму.

Ключевые слова: профессор Бабанин А.А., Крымский государственный медицинский 
университет, судебная медицина, морфология

PROFESSOR ANATOLY ANDREEVICH BABANIN (THE 80TH ANNIVERSARY)

Fominykh T. A., Kutsevol B. L., Kisel’ev V. V., Zakharova A. N., Ulanov V. S., Saenko A. G., 
Gritskevich O. Yu.

Medical Academy named after S.I. Georgievsky of Vernadsky CFU, Simferopol, Russia

SUMMARY
The article is dedicated to the 80th anniversary of the Doctor of Medical Sciences (MD), Professor Anatoly Andree-

vich Babanin. The article highlights the main events in the life of the famous scientist, lists the main achievements and 
scientific achievements. The life and scientific activities of Anatoly Andreevich are inextricably linked with the Crimean 
Medical Institute (University), within the walls of which the future professor first received a higher medical education, 
and then, after years of successful scientific activity, headed the university as a rector for many years. Thanks to the 
talented leadership, the Crimean Medical University has reached a high level of scientific and technological develop-
ment and international recognition. For long productive work and scientific achievements, Professor A.A. Babanin 
awarded numerous government and international awards and titles, and currently continues active work for the benefit 
of higher medical education in Crimea.

Key words: Professor A.A. Babanin, Crimean State Medical University, forensic medicine, 
morphology 

19 августа 2020 г. исполняется 80 лет доктору 
медицинских наук, профессору, члену-корре-
спонденту РАН, почетному академику Между-
народной академии антропологии, Польской и 

Нью-Йоркской медицинских академий Анато-
лию Андреевичу Бабанину [12].

Бабанин А.А. родился в 1940 г. в посёлке 
Матяш Прилузского района Коми АССР. После 
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окончания Генической средней школы поступил 
в Симферопольский медицинский техникум, ко-
торый окончил с красным дипломом [13]. В 1959 
г. поступил в Крымский медицинский институт, 
который в 1965 г. также с отличием окончил. 

Еще в студенческие годы Анатолий Андре-
евич заинтересовался наукой и по окончании 
института остался на кафедре оперативной хи-
рургии и топографической анатомии, где про-
работал в должности ассистента с 1966 по 1978 
год. Многочисленные научные эксперименты и 
операции на животных стали базой для написа-
ния и успешной защиты в 1967 г. кандидатской 
диссертации на тему: «Состояние эвакуаторно-
моторной функции желудка после резекций по 
некоторым модификациям способа Бильрот-2 в 
свете ранних эвакуаторных нарушений» [1].

В 1974 г. А.А. Бабанин защитил доктор-
скую диссертацию [2]. В ходе научно-экспе-
риментальных исследований им была создана 
и успешно апробирована новая хирургическая 
рассасывающаяся нить из твердой мозговой 
оболочки «Биофил», которая по своим медико-
биологическим показателям превосходит мно-
гие аналоги [5, 6]. После присвоения в 1980 г. 
научного звания профессора Анатолий Андре-
евич некоторое время заведовал кафедрой нор-
мальной анатомии [8, 10, 11]. 

В 1982 году профессор Бабанин возглавил ка-
федру судебной медицины с курсом права, где 
основал научную школу экспериментальной 
морфологии. Многие годы научная тематика 
кафедры касалась вопросов морфологической 
и судебно-медицинской оценки висцеральной 
патологии при алкогольной интоксикации. Ос-
новным направлением исследовательской рабо-
ты являлось создание алгоритмов судебно-ме-
дицинской диагностики отравлений алкоголем 
с использованием не только токсикологических 
методов, но и комплекса других (морфологиче-
ского, биохимического, физического и др.) [4, 7].

В 1996 г. профессор Бабанин А.А. был избран 
ректором Крымского государственного меди-
цинского института имени С.И. Георгиевского. 
За годы руководства университетом Анатолию 
Андреевичу удалось стабилизировать и значи-
тельно улучшить экономическое положение 
вуза, оснастить учебный процесс и научную де-
ятельность современной техникой, организовать 
современные научные лаборатории, обеспечить 
финансовой поддержкой развитие англоязычной 
формы обучения для иностранных студентов, 
количество которых возросло в разы благодаря 
дипломатичной и мудрой политике руководства 
университета на международном образователь-
ном рынке. В результате всех указанных поло-
жительных и прогрессивных преобразований 
Крымский медицинский институт в 1998 году 
был реорганизован в Крымский государствен-
ный медицинский университет (КГМУ) имени 
С.И. Георгиевского [3]. Благодаря неоспоримым 
организаторским способностям и таланту хозяй-
ственника Бабанину А.А. удалось построить и 
оснастить современнейшим оборудованием уни-
верситетскую клинику, открывшуюся в 2005 г. и 
ставшую не только еще одной клинической ба-
зой для старшекурсников, но и многопрофиль-
ным лечебным учреждением, обеспечивающим 
медицинское обслуживание населения Крыма, 
в том числе студентов и сотрудников вуза [9].

Под руководством ректора Бабанина А.А. 
университет многие годы занимал лидерские по-
зиции в рейтинге медицинских университетов 
страны. В 2006 году Крымский государственный 
медицинский университет стал единственным в 
Украине медицинским вузом, успешно прошед-
шим международную сертификацию: Междуна-
родная организация по вопросам образования 
(IES, Лондон) сертифицировала университет по 
высшему рейтинговому уровню АА как «лучшее 
высшее учебное заведение, известное и при-
знанное в мире». На протяжении многих лет 
КГМУ являлся также лидером в англоязычной 
форме обучения иностранных студентов, для ко-
торых силами руководства университета были 

ПРОФЕССОР АНАТОЛИЙ АНДРЕЕВИЧ 
БАБАНИН
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возведены несколько многоэтажных корпусов 
современных удобных общежитий с благоустро-
енной прилежащей территорией. По инициати-
ве и под личным патронатом ректора на терри-
тории университета возведен и уже много лет 
функционирует Храм святителя Луки в память 
о выдающемся хирурге Валентине Феликсовиче 
Войно-Ясенецком, архиепископе Симферополь-
ском и Крымском [9].

Неоценимый вклад в науку внес Анатолий 
Андреевич также в качестве многолетнего пред-
седателя защитного Совета по морфологии при 
Крымском медицинском университете. Специ-
ализированный совет под руководством про-
фессора Бабанина А.А. за годы работы приоб-
рел значительный вес и уважение среди членов 
научного сообщества страны как требователь-
ный и высокопрофессиональный, но доброже-
лательный и продуктивный «научный фильтр», 
давший путевку в жизнь не одному поколению 
ученых-морфологов, патологов, эмбриологов и 
хирургов. И сейчас диссертационный совет при 
Медицинской академии имени С.И. Георгиев-
ского успешно продолжает работу, поддерживая 
репутацию высоконаучного уровня, заработан-
ную крымским сообществом морфологов под 
руководством профессора Бабанина А.А.

Всего за годы научной деятельности про-
фессор Бабанин А.А. подготовил 5 докторов и 
28 кандидатов медицинских наук, опубликовал 
290 научных статей и 7 монографий по вопро-
сам морфологии, экспериментальной хирургии 
и судебной медицины, а также ряд монографий, 
учебников и учебных пособий, в том числе и ан-
глийском языке. Сравнительно недавно вышла 
в печати автобиографическая книга воспомина-
ний о деятельности Крымского медицинского 
университета (института).

За многолетний плодотворный труд и до-
стижения на научном поприще  профессор Ба-
банин А.А. награжден орденом «За заслуги» III 
степени, Золотой медалью Альберта Швейце-
ра, орденом Святого Равноапостольного князя 
Владимира 1 степени, орденом Петра Великого 
1 степени, орденом Святого Луки, архиеписко-
па Крымского и многими другими орденами и 
наградами государственного и международного 
уровня. В 2008 г. за личные достижения в сфере 
образования и вклад в мировой образовательный 
процесс профессор Бабанин А.А. был причис-
лен Кембриджским Международным биографи-
ческим центром к ведущим педагогам мира. В 
2014 г. Анатолий Андреевич был рекомендован 
к вступлению в Оксфордское академическое об-
щество и присвоению международной награды 
в области научных исследований «The Name in 

Science» с включением в международный реестр 
«Выдающиеся ученые мира».

В настоящее время профессор Бабанин Ана-
толий Андреевич продолжает активно участво-
вать в жизни родного вуза, являясь советником 
ректора Крымского федерального университета 
по медицинским вопросам.

Коллектив кафедры судебной медицины Ме-
дицинской академии имени С.И. Георгиевского 
(структурное подразделение) Крымского феде-
рального университета имени В.И. Вернадского 
от имени коллег и учеников искренне поздрав-
ляет Анатолия Андреевича Бабанина с очеред-
ным юбилеем и желает здоровья, долголетия и 
дальнейших творческих успехов и научных до-
стижений!
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