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ХИРУРГИЧЕСКОЕ ЛЕЧЕНИЕ АТЕРОСКЛЕРОТИЧЕСКИХ 
ПОРАЖЕНИЙ ПОДВЗДОШНЫХ АРТЕРИЙ МЕТОДОМ ПЕТЛЕВОЙ 
ЭНДАРТЕРЭКТОМИИ 

Резюме
Актуальность: петлевая эндартерэктомия (ПЭАЭ) является одним из малотравматичных способов 

современного лечения атеросклероза артерий нижних конечностей. 
Цель исследования: определение преимуществ и недостатков эндартерэктомии (ПЭАЭ) подвздошных 

артерий для более успешного внедрения ее как компонента гибридных технологий. 
Материалы и методы: изучению подверглись результаты лечения 131 пациента, страдающего 

облитерирующим атеросклерозом артерий нижних конечностей с преимущественным поражением 
подвздошных артерий. В раннем и позднем (до 5-7 лет) послеоперационных периодах пациентов 
изучали при помощи анкетного опроса и ультразвукового ангиосканирования, 23 больным выполнена 
аортоартериография, 68 – СКТ в режиме «ангио». 

Результаты: в 107 (81,3%) случаях вмешательство удалось осуществить только из бедренного доступа. 
Дополнительный доступ в забрюшинное пространство потребовался при выполнении 24 (18,3%) операций. 
Противопоказания для выполнения ПЭАЭ: выраженный кальциноз с поражением всех слоев сосудистой 
стенки, гипоплазия, извитость или аневризматические расширения подвздошных артерий, высокая окклюзия 
брюшной аорты. У этих пациентов шунтирование синтетическим протезом является вмешательством выбора. 
В раннем послеоперационном периоде произошел тромбоз 5 (3,8%) подвергшихся ПЭАЭ подвздошных артерий. 
Послеоперационный койко-день составил 8+-2 дня. Пятилетняя выживаемость после ПЭАЭ составила 77,1%. 

Выводы: 
1) Проведенное исследование показало, что ПЭАЭ является перспективным, а может быть 

и приоритетным вмешательством на подвздошных артериях. 
2) Отдаленные результаты проходимости подвздошных артерий после ПЭАЭ достоверно выше, чем 

у синтетических шунтов, установленных в аорто-бедренную позицию. 
3) Отказ от применения синтетических заменителей или сведение их использования до минимума 

(только в качестве заплаты) значительно уменьшает опасность инфекционных осложнений.

Ключевые слова: облитерирующий атеросклероз артерий нижних конечностей, поражение аорто-
бедренного сегмента, хирургическое лечение, ранние и отдаленные результаты, полузакрытая петлевая 
эндартерэктомия.
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Abstract
Background: loop endarterectomy (LEA) is one of the low-traumatic methods of modern treatment of arteries 

of the lower extremities atherosclerosis.
Objective: determining the advantages and disadvantages of loop endarterectomy of iliac arteries for success-

ful implementation as a component of hybrid technology. 
Materials and methods: the study was carried the results of treatment of 131 patients with obliterating athero-

sclerosis of lower limb arteries, with a preferential defeat of the iliac arteries. All patients underwent unilateral 
or bilateral LEA. In the early and late (5-7 years) postoperative periods all the patients were studied using a 
questionnaire survey and ultrasonic angioscanning, 23 patients underwent aorto-angiography, 68 – MSCT-scan.

Results: 107 (81,3%) cases the intervention was released only from the femoral access. Additional access to 
the retroperitoneal space required when performing a 24 (18,3%) operations. Specifi c to LEA complications was 
the casting areas of the plaque in the artery, other lower extremities, pronounced calcifi cation with lesion of all 
layers of the vascular wall hypoplasia, tortuosity or aneurysmal extension to the iliac arteries, high occlusion of 
the abdominal aorta. In these patients, shunting by synthetic prosthesis is the intervention of choice.

In the early postoperative period occurred thrombosis 5 (3,8%), subjected to loop endarterectomy iliac arter-
ies. Postoperative hospital day was 8+-2 days. Five-year survival after LEA is 77.1%. 

Conclusions: 1) the study showed that LEA is promising, and may be a priority intervention on the iliac arter-
ies. 2) the remote results of patency of the iliac arteries after LEA signifi cantly higher than in synthetic grafts that 
are installed in the aorto-femoral position. 

3) the rejection of the use of synthetic substitutes or their use to a minimum (only as a patch) signifi cantly 
reduces the risk of infectious complications. 

Key words: atherosclerosis of arteries of the lower extremities, lesion of the aortofemoral segment, surgical 
treatment, early and long-term results, loop endarterectomy.

For citation: Translyatsionnaya meditsina= Translational Medicine. 2017; 4 (5): 6–14.
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В настоящее время во всем мире для лечения ате-
росклеротических поражений подвздошных арте-
рий все шире применяются эндоваскулярные вме-
шательства, включающие баллонную дилятацию 
и стентирование [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12]. Однако 
наряду с ними существует другой малотравматич-
ный способ лечения, приобретающий все большую 
популярность — эндартерэктомия при помощи раз-
личных петель и колец (ПЭАЭ). ПЭАЭ возможно 
выполнять не только при ограниченных окклюзиях 
и стенозах артерий, но и при продленных. А так же 
данное вмешательство более радикально, чем эндо-
васкулярные операции [1, 6, 9, 10, 12].

Впервые методика петлевой эндартерэкто-
мии внедрена в практику J.A. Cannon в 50-х го-
дах прошлого века. В настоящее время наиболее 
известной и широко применяемой модификацией 
этой методики является полузакрытая эндартерэк-
томия по технологии J. Vollmar, которая исполь-
зуется с 1956 года. Некоторое время эти методики 
успешно развивались. Однако позднее были вы-
теснены шунтирующими операциями с использо-
ванием синтетических трансплантатов. К концу 
80-х годов обозначился ряд осложнений, связан-
ный с использованием искусственных сосудистых 
заменителей, что заставило хирургов по-новому 
взглянуть на продленную эндартерэктомию [9, 13, 
14, 15]. Авторы отмечали не только малую травма-
тичность вмешательства, но и хорошие отдаленные 
результаты кумулятивной сосудистой проходимо-
сти, доходящие в течение 5 лет до 90% [9, 14,1 5]. 
Однако реконструировалась в основном наружная 
подвздошная артерия [15, 16, 17, 18].

На отделении сосудистой хирургии ГМПБ № 2 
г. Санкт-Петербурга мы начали применять про-
дленную петлевую эндартерэктомию подвздошных 
артерий одними из первых в стране с 1996 года, 
и наиболее широко. К настоящему времени выпол-
нено около 2 тыс. подобных операций.

Цель работы
Определение преимуществ и недостатков пет-

левой эндартерэктомии (ПЭАЭ) подвздошных ар-
терий для более успешного внедрения ее в ангио-
хирургическую практику.

Материалы и методы:
Изучению подверглись результаты лечения 

131 пациента (118 мужчин и 13 женщин), страда-
ющих облитерирующим атеросклерозом артерий 
нижних конечностей с преимущественным пораже-
нием подвздошных артерий. Всем больным на отде-
лении сосудистой хирургии ГМПБ № 2 выполнена 
односторонняя или двухсторонняя ПЭАЭ. Средний 

возраст пациентов составил 62,3 ± 0,68 лет (от 38 
до 86 лет), а средняя длительность заболевания — 
4,9±0,65 лет. У 48 (36,6%) больных имелась ишемия 
нижних конечностей IIБ стадии, у 52 (39,7%) — 
III стадии, у 31 (23,7%) — IV стадии по классифи-
кации хронической ишемии нижних конечностей 
А.В. Покровского. Таким образом, в большинстве 
случаев имела место критическая ишемия ниж-
них конечностей. 73 человека страдали гиперто-
нической болезнью, 65 — ишемической болезнью 
сердца (27 человек в прошлом переносили острый 
инфаркт миокарда); 12 — сахарным диабетом I 
или II типа, 28 — ишемической болезнью голов-
ного мозга, 25 — язвенной болезнью желудка или 
12-ти перстной кишки. Все больные обследованы 
ультразвуковыми методами, 63 выполнена аорто-
артериография. Тотальное поражение (окклюзия 
или критический стеноз) подвздошных артерий 
имело место в 25 (20,1%) случаях; тотальное по-
ражение подвздошной артерии с одной стороны 
в 45 (34,4%) случаях; поражение только наружных 
артерий с обеих сторон в 9 (5,9%) случаях; пора-
жение наружной подвздошной артерии с одной 
стороны в 52 (39,6%) случаях. Таким образом, 
односторонние ПЭАЭ выполнены у 97 пациен-
тов, двухсторонние у 34 больных. У 13 пациентов 
(38,3%) при выполнении двухсторонней ПЭАЭ 
проходимы были все 4 бедренные артерии (обе 
поверхностные (ПБА) и глубокие артерии бедра 
(ГБА), у 10 (29,4%) пациентов — 3 бедренные арте-
рии, а у 11 (32,4%) только две (ГБА с обеих сторон). 
В случаях одностороннего вмешательства ГБА 
и ПБА оставались проходимыми у 41 (42,3%) боль-
ных, у 56 (57,7%) функционировала только ГБА. 
Несмотря на проходимость, у 28 пациентов ГБА 
была значительно сужена в проксимальных отелах 
и не справлялась с возросшим притоком по под-
вздошной артерии, что потребовало выполнения 
феморопрофундопластики. В 34 случаях основное 
вмешательство было дополнено реконструкцией 
поверхностной бедренной артерии. 

В раннем и позднем (до 5-7 лет) послеопераци-
онных периодах пациентов изучали при помощи 
анкетного опроса и ультразвукового ангиосканиро-
вания, 23-м больным выполнена аортоартериогра-
фия, 68 — МСКТ в режиме «ангио». Оценка бли-
жайших и отдаленных результатов проводилась 
в соответствии с рекомендованными стандартами 
Российского общества ангиологов и сосудистых хи-
рургов для оценки результатов лечения пациентов 
с хронической ишемией нижних конечностей [19]. 
14 образцов наружной подвздошной и общей бе-
дренной артерий были подвергнуты гистологиче-
скому исследованию. Забор участков сосудистой 
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стенки происходил при повторных вмешательствах 
или в случае смерти пациента. Срезы, окрашенные 
гематоксилином и эозином, гематоксилином и пи-
рофуксином по Ван-Гизону, резорцин-фуксином на 
эластические волокна, реакцией ШИК на мукопо-
лисахариды подвергали микроскопическому изуче-
нию методом световой микроскопии.

Результаты и обсуждение
ПЭАЭ выполняли с помощью петель Vollmar 

производства фирмы Aesculap (Германия). Опе-
рации выполнялись в условиях эпидуральной 
анестезии. При возникновении необходимости 
доступа в забрюшинное пространство операции 
продолжались в условиях эндотрахеального нарко-
за. Вмешательство старались выполнять только из 
бедренного доступа, заводя петлю через отверстие 
в общей бедренной артерии, поступательно-враща-
тельными движениями отслаивали атеросклероти-
ческую бляшку и затем ее удаляли. В большинст-
ве случаев диссекцию без опасности повреждения 
артериальной стенки удавалось произвести толь-
ко в межмышечном слое. Контроль за полнотой 
эндартерэктомии, при отсутствии возможности 
ангиографии и ультразвукового сканирования, 
осуществлялся оценкой появившейся пульсации 
подвздошной артерии и по характеру струи крови 
из нее. Артериотомическое отверстие, как прави-
ло, закрывали аутовенозной или синтетической 
заплатой. В 107 (81,6%) случаях (в 81 — при мо-
нолатеральной и в 26- билатеральной реконструк-
ции) вмешательство удалось осуществить только 
из бедренного доступа. Дополнительный доступ 
в забрюшинное пространство потребовался при 
выполнении 24 (18,4%) операций. Основные кри-
терии этого следующие: извитость подвздошных 
артерий — в 4-х (3,1%) случаях, их выраженный 
кальциноз — в 15 (11,5%) случаях. У 5 (3,8%) па-
циентов петлей была повреждена сосудистая стен-
ка. Другим специфическим для монолатеральной 
ПЭАЭ осложнением явился заброс участков бляш-
ки в артерии контрлатеральной нижней конечно-
сти, что потребовало расширения вмешательства. 
За годы выполнения ПЭАЭ у нас сложился алго-
ритм противопоказаний к этой операции: выра-
женный кальциноз с поражением всех слоев сосу-
дистой стенки вплоть до наружной эластической 
мембраны, гипоплазия, извитость или аневризма-
тические расширения подвздошных артерий, вы-
сокая окклюзия брюшной аорты. У этих пациентов 
шунтирование синтетическим протезом является 
вмешательством выбора. При этом необходимо за-
метить, что высокая окклюзия брюшной аорты яв-
ляется относительным противопоказанием. ПЭАЭ 

выполнима при условии забрюшинного досту-
па. При отсутствии необходимости в длительных 
операциях оттока время ПЭАЭ, произведенной из 
бедренного доступа составила 118,6 ± 12,9 минут 
для двухсторонних реконструкций при условии 
выделения и зашивания бедренной артерии одно-
временно двумя бригадами и 100 ± 10,9 мин для 
односторонних. Если для полноценной эндартер-
эктомии требовался забрюшинный доступ, время 
операции увеличивалось до 196±27,5 мин и было 
сравнимо с таковым при шунтирующих вмеша-
тельствах (р > 0,05). О значительной атравматич-
ности ПЭАЭ, выполненной только из бедренного 
доступа, свидетельствует и уровень интраопераци-
онной кровопотери, равной 327 ± 24,1 мл. 

В раннем послеоперационном периоде прои-
зошел тромбоз 5 (3,8%) подвергшихся ПЭАЭ под-
вздошных артерий. Основной причиной ранних 
реокклюзий явилось оставление участка бляшки, 
формирующего значимый резидуальный стеноз. 
Представляется, что при выполнении вмешательст-
ва под рентгеновским контролем этого осложнения 
удалось бы избежать. Все тромбозы были устране-
ны повторной ПЭАЭ. В раннем послеоперацион-
ном периоде не погиб ни один больной. Пациенты 
после вмешательства выполненного только с бедра 
рано начинали вставать и ходить, принимали лю-
бую пищу, у них не наблюдалось парезов кишеч-
ника. Послеоперационный койко день составил 
8 ± 2 дня. При необходимости забрюшинного до-
ступа ранний послеоперационный период проте-
кал тяжелее и больные выписывались из отделения 
в среднем на 15 ±3 сутки. 

В сроки до 5 лет умерло 27 пациентов. Они 
были исключены из дальнейшего исследования. 
Основными причинами смерти были осложне-
ния церебрального и кардиального атеросклероза, 
а так же онкологические заболевания. Пятилетняя 
выживаемость после ПЭАЭ составила 77,1%. Еще 
17 пациентов выбыли из исследования по разным 
причинам. Таким образом, в отдаленные сроки
(до 5–6 лет), удалось проследить судьбу 87 больных. 
В позднем послеоперационном периоде в 8 случа-
ях произошел тромбоз реконструированных под-
вздошных артерий. Причем реокклюзия возни-
кала в основном в первые два года после ПЭАЭ. 
В 5 случаях причиной тромбоза явилось неполное 
удаление бляшки с оставлением гемодинамически 
значимого остаточного стеноза. Еще раз необхо-
димо подчеркнуть, что в случаях использования 
рентгеновского контроля этого осложнения уда-
лось бы избежать. В одном случае кровообращение 
удалось восстановить повторной ПЭАЭ, в двух — 
был сформирован аорто-бедренный шунт. У двоих 
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больных, несмотря на ретромбоз, ишемия нижних 
конечностей не рецидивировала до критической 
и повторного вмешательства не потребовалось. 
В трех случаях причинами тромбоза явилось про-
грессирование атеросклероза сосудов дистального 
русла с развитием выраженных изменений в глубо-
кой и поверхностной бедренных артериях, а так же 
артериях голени. Дальнейшие реконструктивные 
вмешательства оказались безуспешными и закон-
чились ампутацией нижней конечности на уровне 
бедра. Необходимо отметить, что результаты пер-
вичной и вторичной проходимости подвздошных 
артерий после ПЭАЭ оказались достоверно выше, 
чем у основных видов синтетических сосудистых 
протезов, используемых на уровне аорто-бедренно-
го сегмента (р < 0,05) (Рисунок 1 и 2). 

Не отмечено ни одного случая нагноения в об-
ласти артерий, подвергшихся ПЭАЭ. Этот показа-
тель при использовании искусственных шунтов, 
имплантированных в то же время, составил 1,8%–2,3%
в зависимости от вида протеза. Ни в одном случае 
не зарегистрировано значимой дилятации эндар-
терэктомированной артерии, которая потребовала 
бы повторного вмешательства. По данным УЗАС 
через 1 месяц после операции внутренняя поверх-
ность подвздошной артерии оставалась гладкой, 
без наложений. Отмечалась остаточная воспали-
тельная реакция сосудистой стенки на травму, 
выражающаяся в незначительном равномерном 
утолщении и небольшой инфильтрации периарте-
риальных тканей. Воспалительная инфильтрация 
артериальной стенки регрессировала в течение 

полугода. К этому сроку стенка артерии становит-
ся равномерно тонкой. В артериях, подвергшихся 
хирургическим манипуляциям (зона бифуркации 
аорты, бифуркации общей бедренной артерии) 
имелись участки с небольшими фрагментами 
плотных рубцовых тканей. В случае адекватной 
дезоблитерации внутренняя поверхность артерии 
до года была лишена наложений, оставалась глад-
кой. В первые дни после вмешательства отмечалось 
неравномерное прокрашивание подвздошной арте-
рии, по видимому за счет пристеночных наложе-
ний фибрина. В эти сроки на спектрограммах при 
сохраненном ламинарном потоке и систолической 
фазе не определялась диастолическая фаза, что мо-
жет свидетельствовать о снижении эластических 
свойств эндартерэктомированной артерии в ран-
нем послеоперационном периоде. К 8–12 месяцам 
прокрашивание становится равномерным, что го-
ворит о гладкой внутренней поверхности. Эласти-
ческие свойства сосудистой стенки восстанавлива-
лись, о чем свидетельствовала регистрация потока 
крови в раннюю и позднюю диастолу. К 1,5–2 го-
дам стенка сосуда оставалась тонкой и плотной, без 
периартериальной инфильтрации. Внутренняя по-
верхность артерии в основном была гладкой. Одна-
ко на этих сроках начиналось диффузное формиро-
вание плоских фиброзных бляшек без кальциноза, 
практически на всем протяжении дезоблитериро-
ванной артерии. Их незначительные размеры не 
приводили к гемодинамически значимому стено-
зированию сосуда. При неадекватном выполнении 
ПЭАЭ с неполным удалением атеросклеротически 

Рисунок 1. Первичная проходимость аорто-бедренных трансплантатов «Север», «Vascutek», 
«Экофлон» и артерий после ПЭАЭ в отдаленные сроки после операции в процентах
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измененной медии артерии отмечалась более высо-
кая степень неоатерогенеза в этой зоне. Внутрен-
няя поверхность артерии в этих случаях была вы-
полнена неоднородными по структуре, плотности 
и толщине атеросклеротическими бляшками.

Отмечались значительные различия в выражен-
ности и характере УЗ-картины неоатерогенеза в зонах 
полной и неполной ПЭАЭ. Однако ни в одном из на-
блюдений уровень рестеноза не достиг критического.

К 3 годам какой-либо существенной динамики 
в состоянии стенки артерии и периартериальных 
тканей в аорто-подвздошно-бедренном сегменте 
не определялось. Внутренняя поверхность артерии 
была представлена мелкими, плотными не кальци-
нированными атеросклеротическими бляшками, 
которые заполняли половину ее площади. В целом 
отмечалось увеличение количества рецидивных 
атеросклеротических бляшек без нарушения гемо-
динамики в артерии.

УЗ-морфология первичного и рецидивного (по-
сле ПЭАЭ) атеросклероза отличалась по степени 
плотности, размерам и форме атеросклеротических 
бляшек. В области устья глубокой бедренной арте-
рии, где часто выполнялась более поверхностная 
ЭАЭ из-за риска перфорации стенки, на этом сроке 
отмечалось ускоренное формирование атероскле-
ротической бляшки, по сравнению с участками 
полноценной ПЭАЭ.

К 4–5 годам наблюдалось «стандартное» про-
грессирование атеросклероза в дезоблитерирован-
ных артериях, сопровождающееся утолщением 
и уплотнением бляшек с изменением их формы, 

развитием очагового кальциноза, без значительно-
го стенозирования просвета. 

Темпы развития рецидивных атеросклеро-
тических бляшек после ПЭАЭ не превышали 
таковые при первичном атеросклерозе. В зонах
артерии, где граничили дезоблитерированная 
и не дезоблитерированная части сосуда не отме-
чено избыточной атеросклеротической про-
лиферации или каких либо рубцовых измене-
ний самой стенки или периартериальных тка-
ней. В части артерии, не подвергшейся ПЭАЭ,
но подвергшейся механическому воздействию во 
время операции, не отмечалось ускоренного ате-
рогенеза. В отдельных наблюдениях имело место 
равномерное расширение подвздошной артерии 
после ПЭАЭ на четверть от первоначального ди-
аметра. Более существенной дилатации не было 
ни в одном случае.

Отсутствие значимого стенозирования под-
вздошных артерий за счет пролиферации атеро-
склеротических бляшек и их аневризматического 
расширения подтверждают и ангиограммы, выпол-
ненные на разных сроках наблюдения.

При морфологическом изучении препаратов 
отмечено, что после эндартерэктомии с исполь-
зованием петель Vollmar остается значительная 
часть средней оболочки, то есть в данном случае 
диссекция происходит по медии. Толщина стенки 
не равномерна и зависела от структурных особен-
ностей атеросклеротической бляшки. На сроках 
до 6–8 мес. в толще стенки отмечались воспали-
тельные явления (умеренная лейкоцитарно-лимфо-

Рисунок 2. Вторичная проходимость аорто-бедренных трансплантатов «Север», «Vascutek», 
«Экофлон» и артерий после ПЭАЭ в отдаленные сроки после операции в процентах
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цитарная инфильтрация, набухание мышечных 
клеток), как «ответ» сосуда на травму. По всей 
окружности артерии были отчетливо видны слои 
эластических волокон и мембран. Наружная обо-
лочка на этих сроках была довольно толстой, бога-
той волокнистой соединительной тканью и крове-
носными питающими сосудами.

В более поздние сроки (до 1–1,5 лет) при гисто-
логическом изучении отмечалась неодинаковая тол-
щина стенки артерии как за счет неравномерно утол-
щенной средней оболочки, так и, особенно, за счет 
разросшейся внутренней оболочки. К этому сроку 
интима не только была восстановлена на всем про-
тяжении сосуда по толщине и тканевому составу, но 
и значительно гиперплазирована. Она отграничена 
от медиального слоя сосуда утолщенной, извитой, 
а местами расщепленной на две части внутренней 
эластической мембраной. На некоторых участках 
внутренней оболочки отмечались небольшие на-
ложения волокнистого или комковатого фибрина. 
Средняя оболочка так же была утолщена по окруж-
ности неравномерно, за счет увеличения количества 
гладкомышечных волокон и их гипертрофии.

Наружная оболочка образована соединитель-
ной тканью и многими мелкими питающими ар-
териальными и венозными сосудами. На границе 
средней и наружной оболочки располагалась гу-
стая сеть эластических волокон и мембран.

К двум годам в стенке функционирующего со-
суда были отчетливо различимы 3 слоя: интима, 
медия и адвентиция. Признаки воспаления стиха-
ли. В дальнейшем, к 3–4 годам, в сосудистой стен-
ке отмечалось развитие атеросклеротических бля-
шек различной степени выраженности (рисунок 3).
При гистологическом изучении реокклюзирую-
щих артерию бляшек отмечена их воспалительная 
структура. В стенке облитерированной артерии 
отмечалось сочетание гипертрофии мышечных во-
локон с лейкоцитарно — лимфоцитарной инфиль-
трацией и пристеночным тромбозом. Подвздош-
ные артерии, имеющие значительный диаметр 
и скорость кровотока, несмотря на воспалитель-
ный компонент в стенке, стихающий к 1–1,5 го-
дам, оставались не только проходимыми, но и без 
гемодинамически значимых стенозов. В артериях 
бедренно — тибиальной зоны из-за малого диаме-
тра и низкой скорости кровотока (особенно при вы-
раженном поражении артерий голени) утолщение 
стенки воспалительного характера могло привести 
к реокклюзии сосуда, подвергшегося ПЭАЭ.

Заключение
Проведенное исследование показало, что ПЭАЭ 

является перспективным, а может быть и приори-
тетным открытым вмешательством на подвздош-
ных артериях. При условии выполнения только из 

Рисунок 3. Микрофотография стенки артерии после ПЭАЭ

Срок наблюдения 2,5 года. Участок наружной подвздошной артерии. Увеличение 100Х. Окраска ге-
матоксилин-эозин. Хорошо сохранена извитая m. elastica interna и средняя оболочка. Небольшое разра-
стание неоинтимы.
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бедренного доступа эта операция малотравматична, 
скоротечна и ее хорошо переносят пациенты разных 
возрастов и с тяжелой сопутствующей патологией. 
Отдаленные результаты проходимости подвздош-
ных артерий после ПЭАЭ достоверно выше, чем 
у синтетических шунтов, установленных в аорто-бе-
дренную позицию. Лучшие отдаленные результаты 
после эндартерэктомии могут быть объяснены ме-
нее выраженной гиперплазией неоинтимы в области 
дистального анастомоза, которая наблюдается при 
имплантации жесткого синтетического протеза в бо-
лее мягкую артерию. Гиперплазия неизбежно ведет 
к стенозированию дистального анастомоза и, в ряде 
случаев, тромбозу трансплантата [15, 20]. Отказ 
от применения синтетических заменителей или све-
дение их использование до минимума (только в ка-
честве заплаты) значительно уменьшает опасность 
инфекционных осложнений. Однако необходим 
объективный контроль за ходом выполнения вме-
шательства. Большинство ранних и поздних ослож-
нений ПЭАЭ связаны либо с неполным удалением 
бляшки, либо с забросом эмболов в артерии контр-
латеральной стороны. При выполнении операции 
под рентгенологическим контролем этих осложне-
ний удалось бы избежать. Применение таких прие-
мов из арсенала эндоваскулярной хирургии, как бал-
лонирование и установка стента, поможет устранить 
резидуальный стеноз подвздошной артерии и повы-
сить эффективность вмешательства.
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Резюме
Введение. Появление критических осложнений (полиорганной недостаточности — ПОН) после опе-

раций коронарного шунтирования является результатом нарушения функций иммунитета, что обуслов-
лено особенностями реагирования иммунной системы у конкретного индивидуума и генетическим про-
граммированием, которое реализуется через врожденный иммунный ответ. Цель исследования. Оценить 
вклад наследственной компоненты на основании анализа частоты встречаемости аллельных вариантов 
локусов генов рецепторов врожденного иммунного ответа в развитие критических послеоперационных 
осложнений коронарного шунтирования. Материалы и методы. Проведено исследование с включением 
680 пациентов с атеросклерозом коронарных артерий, перенесших операцию коронарного шунтирова-
ния. Генотипирование полиморфных локусов генов TREM-1 и TLRs осуществлялось методом аллель-
специфичной ПЦР в реальном времени. Результаты. Обнаружено, что аллель G полиморфного варианта 
rs1817537 (OR = 2,94 (95%CI = 1,09-7,92); р = 0,019), аллель Т rs2234246 (OR = 3,64 (95%CI = 1,24-10,73); 
р = 0,0076) и аллель Т rs3804277 (OR = 2,94 (95%CI = 1,09-7,92); р = 0,019) гена TREM-1 по доминантной 
модели наследования ассоциированы c повышенным риском развития ПОН в послеоперационном пери-
оде. Со сниженным риском развития ПОН в послеоперационном периоде были ассоциированы: аллель С 
rs3775073 гена TLR6 (OR = 0,33 (95%CI = 0,15-0,71); р = 0,0045), аллель А rs7768162 TREM-1 (OR = 0,46 
(95%CI = 0,21-0,98); р = 0,043) по доминантной модели наследования и генотип Т/Т rs4711668 TREM-1 
(OR = 0,22 (95%CI = 0,05-0,97); р = 0,015) по рецессивной модели наследования. Заключение. Носитель-
ство редких аллелей в отдельных полиморфных сайтах генов врожденного иммунитета демонстрирует 
свою значимость в развитие полиорганной недостаточности после операции коронарного шунтирования. 

Ключевые слова: ишемическая болезнь сердца; полиорганная недостаточность; коронарное шунти-
рование, врожденный иммунитет; TREM-1; TLR.
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Abstract
Introduction. Postoperative critical complications after coronary artery bypass grafting are the result of in-

nate immunity functioning that related with individual features and sometimes genetically determined. The aim: 
to evaluate the contribution of innate immunity genes polymorphisms in the development of critical postopera-
tive complications of coronary artery bypass grafting. Design and methods: 680 patients with coronary artery 
disease after coronary artery bypass grafting were involved in the investigation. TREM-1 and TLR genes poly-
morph loci were genotyped using allele-specifi c real-time PCR. Results. It was found that allele G rs1817537 
(OR = 2,94 (95%CI = 1,09-7,92); р = 0,019), allele Т rs2234246 (OR = 3,64 (95%CI = 1,24-10,73); р = 0,0076) 
and allele Т rs3804277 (OR = 2,94 (95%CI = 1,09-7,92); р = 0,019) of TREM-1 gene are associated with high 
risk of multiple organ failure while allele C rs3775073 TLR6 (OR = 0,33 (95%CI = 0,15-0,71); р = 0,0045), allele 
А rs7768162 TREM-1 (OR = 0,46 (95%CI = 0,21-0,98); р = 0,043) and T/T genotype of rs4711668 TREM-1 
(OR = 0,22 (95%CI = 0,05-0,97); р = 0,015) are associated with decreased risk. Conclusion. Rare alleles in some 
polymorphic sites of innate immunity genes demonstrate the importance in multiple organ failure development. 

Key words: coronary artery disease; multiple organ failure; coronary bypass grafting; innate immunity; 
TREM-1; TLR.
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Список сокращений^
АГ — артериальная гипертензия
ИБС — ишемическая болезнь сердца
ИК — искусственное кровообращение
ИМ — инфаркт миокарда
СВР — системная воспалительная реакция 
КШ — коронарное шунтирование,
ПОН — полиорганная недостаточность

Введение
Ишемическая болезнь сердца (ИБС) является 

одним из наиболее распространенных хронических 
заболеваний, а также ведущей причиной инвалиди-

зации и смертности как в РФ, так и в других странах 
мира [1]. Одним из основных и наиболее эффектив-
ных способов лечения данной категории пациентов 
на сегодняшний день является проведение шунти-
рующих операций на сердце. Однако данная опе-
рация часто сопровождается развитием системной 
воспалительной реакции (СВР) неинфекционно-
го генеза [2, 3]. Запуск чрезмерно активного сис-
темного ответа обусловлено не только наличием 
патологических состояний, но и воздействием на 
организм целого комплекса повреждающих факто-
ров (интенсивная терапия с использованием широ-
кого спектра лекарственных препаратов, средства 
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для наркоза, хирургическая травма, контакт клеток 
крови с контуром аппарата искусственного крово-
обращения) [2]. В ряде ситуаций СВР носит харак-
тер осложненного [4].

Крайней степенью выраженности СВР является 
полиорганная недостаточность (ПОН), развиваю-
щаяся в 1–2% случаев всех кардиохирургических 
вмешательств. Осложненный СВР и ПОН являют-
ся критическими состояниями, увеличивающими 
риск летального исхода до 80% [4].

До настоящего времени в кардиохирургиче-
ской практике возникали трудности с разграни-
чением неосложненного и осложненного СВР. 
Клиническими критериями системного воспали-
тельного ответа считали наличие у пациента хотя 
бы двух признаков, предложенных R.С. Bone в 
1991 году на Согласительной конференции Аме-
риканского колледжа пульмонологов и Общест-
ва медицины критических состояний (США) [5]. 
В связи с недостаточно полной характеристикой 
данного клинического состояния и низкой специ-
фичностью данных критериев (температура тела 
более 38 °С или менее 36 °С, частота сердечных 
сокращений более 90 уд/мин; частота дыхания 
более 20 в минуту; уровень лейкоцитов крови бо-
лее 12 × 109/л или менее 4 × 109/л и содержание 
молодых форм гранулоцитов более 10) в послед-
ние годы многие авторы предлагали различные 
диагностические исследования, которые также 
не получили широкого клинического приме-
нения в кардиохирургии. В конце 2016 года на 
3-й Согласительной конференции по сепсису [6] 
было рекомендовано использовать шкалу SOFA 
(Sepsis-Related Organ Failure Assessment) для ди-
агностики пациентов с СВР инфекционного и 
неинфекционного генеза, в которой суммарная 
оценка складывается из показателей выраженно-
сти недостаточности различных систем организ-
ма (сердечно-сосудистой, дыхательной, нервной, 
выделительной, пищеварительной, гемостаза и 
функции печени).

Предполагается, что условиями для развития 
СВР могут быть не только возраст, основная и со-
путствующая патология пациента, особенности 
терапии, но и иммунологические факторы, генети-
чески детерминированные, обусловливающие осо-
бенности реагирования иммунной системы у кон-
кретного индивидуума [4].

Важными эффекторами врожденного иммуни-
тета являются Toll-подобные рецепторы (Toll-like 
receptors, TLRs), триггерный рецептор, экспресси-
руемый на миелоидных клетках (Triggering recep-
tor expressed on myeloid cells, TREM-1) и цитоки-
ны. При этом Toll-подобные рецепторы признаны 

ключевыми регуляторами восприимчивости к ин-
фекционным и неинфекционным заболеваниям, а 
TREM-1 является модулятором интенсивности вну-
триклеточных сигналов, способным синергетиче-
ски амплифицировать воспалительную реакцию. 
Гены, кодирующие эти белки, характеризуются 
структурной консервативностью, выработанной в 
процессе эволюции [7]. Тем не менее полиморфизм 
с однонуклеотидными заменами, присущий и этим 
генам, может сопровождаться изменением струк-
туры и экспрессии кодируемых ими белков, что, в 
свою очередь, определяет характер протекания им-
мунного ответа [8].

Проблема прогнозирования, предупреждения и 
раннего интенсивного лечения пациент-ассоцииро-
ванных послеоперационных осложнений, среди ко-
торых наибольший научно-практический интерес 
вызывает ПОН, является чрезвычайно важными с 
клинической точки зрения. Проблема предиктив-
ной персонифицированной медицины является на-
иболее значимой для осуществления правильного 
ведения пациентов в дооперационном и в раннем 
послеоперационном периоде коронарного шунти-
рования (КШ).

Цель
На основании анализа частоты встречаемости 

аллельных вариантов локусов генов рецепторов 
врожденного иммунного ответа оценить вклад 
наследственной компоненты в развитие критиче-
ских послеоперационных осложнений коронарного 
шунтирования.

Материалы и методы
Данная работа выполнена в рамках регистра 

аортокоронарного шунтирования (свидетельст-
во о государственной регистрации базы данных 
№ 2012620868 от 27.08.2012 г. «Электронный архив 
пациентов, перенесших операцию аортокоронар-
ного шунтирования»). В исследование включено 
680 пациентов (539 мужчин (79,3 %) и 141 жен-
щина (20,7 %) в возрасте от 33 до 78 лет (средний 
возраст 59 лет)) с диагнозом ишемической болез-
ни сердца, которым в плановом порядке прове-
дено оперативное вмешательство на коронарных 
артериях. Диагноз ИБС устанавливали согласно 
Национальным рекомендациям Всероссийского 
научного общества кардиологов по диагностике 
и лечению стабильной стенокардии. При оценке 
функционального класса стенокардии применяли 
Канадскую классификацию, для характеристики 
хронической сердечной недостаточности исполь-
зовали классификацию Нью-Йоркской ассоциации 
кардиологов (NYHA).
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Большинству — 592 (87,1 %) больным хирурги-
ческое вмешательство было проведено в условиях 
нормотермического непульсирующего искусст-
венного кровообращения (ИК) в условиях карди-
оплегического ареста с использованием кровяной 
холодовой кардиоплегии и стандартизованным 
протоколом перфузии, остальным 88 (12,9 %) —
на работающем сердце. Данная выборка пациентов 
характеризуется отсутствием в анамнезе злокачест-
венных опухолей, сопутствующих аутоиммунных 
и психических заболеваний, острых инфекций и 
хирургических осложнений в послеоперационном 
периоде. Все пациенты являются жителями Кеме-
ровской области и принадлежат к европеоидной 
расе. Они были ознакомлены с условиями исследо-
вания и подписали добровольное информирован-
ное согласие на участие в нем. Работа была одобре-
на локальным этическим комитетом института. 

Учитывая течение раннего послеоперацион-
ного периода, все пациенты ретроспективно были 
разделены на две группы по наличию или отсутст-
вию ПОН на основании объективных критериев со-
стояния организма в послеоперационном периоде. 

Динамическую оценку выраженности органной не-
достаточности в послеоперационном периоде про-
водили с использованием шкалы SOFA [6, 9].

Так, в первую группу без ПОН вошли 650 паци-
ентов (95,6 %) с неосложненным течением ранне-
го послеоперационного периода и без клинически 
выраженных признаков полиорганной недостаточ-
ности (оценка по шкале SOFA от 0 до 4 баллов), 
а вторую группу с ПОН составили 30 пациентов 
(4,4 %), у которых в раннем послеоперационном 
периоде было диагностировано осложнённое те-
чение раннего послеоперационного периода с кли-
нической картиной ПОН (SOFA 4 и более баллов). 
Летальность в стационаре после оперативного вме-
шательства, у данной категории пациентов, соста-
вила 50%. Основные клинико-анамнестические ха-
рактеристики обследуемой когорты представлены 
в таблице 1.

Материалом для исследования послужили 
образцы геномной ДНК, выделенной из лейкоцитов 
периферической венозной крови методом фенол-
хлороформной экстракции с протеиназой К [10]. 
Концентрацию и качество выделения ДНК проверя-

Таблица 1. Основные клинико-анамнестические характеристики обследованных больных

Характеристики
Пациенты с ПОН

(n  =  30), 
n (%)

Пациенты без 
ПОН

(n  =  650), 
n (%)

р

Пол
Женщины
Мужчины

6 (20,0) 135 (20,8)
0,898

24 (80,0) 515 (79,2)

Возраст
до 60 лет
≥ 60 лет

11 (36,7) 379 (58,3)
0,031

19 (63,3) 271 (41,7)

Курящие 9 (30,0) 226 (34,8) 0,733

Ожирение (ИМТ>30 кг/м2) 12 (40,0) 224 (34,5) 0,669

Сахарный диабет 2-го типа 9 (30,0) 191 (29,4) 0,895

Артериальная гипертензия 27 (90,0) 596 (91,7) 0,732

Инфаркт миокарда 23 (76,7) 470 (72,3) 0,754

Значимые нарушения ритма 8 (26,7) 191 (29,4) 0,909

Стенозы брахицефальных артерий ≥ 50 % 7 (23,3) 88 (13,5) 0,214

Острое нарушение мозгового кровообращения
(ишемическое) 5 (16,7) 54 (8,3) 0,171

Хр. ишемия головного мозга 8 (26,7) 176 (27,1) 0,872

Хр. ишемия нижних конечностей 13 (43,3) 153 (23,5) 0,024

Хр. обструктивная болезнь легких 4 (13,3) 14 (2,2) 0,006

Хр. почечная недостаточность 2 (6,7) 30 (4,6) 0,647
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ли на спектрофотометре «NanoDrop-2000» («TFS», 
США). Генотипирование осуществляли методом 
TaqMan с использованием флуоресцентно-ме-
ченных зондов производства компании «Applied 
Biosystems» (США) в формате полимеразной цеп-
ной реакции в режиме реального времени на ана-
лизаторе «ViiATM7» («Applied Biosystems», США)
в соответствии с инструкцией производителя. 

В исследование включены 16 полиморфных 
вариантов изучаемых генов, для отбора которых 
использовались базы данных dbSNP, SNPinfo 
и SNPnexus: TREM-1 (rs1817537, rs3804277, 
rs6910730, rs7768162, rs2234246, rs4711668, 
rs9471535, rs2234237), TLR1 (rs5743551, rs5743611), 
TLR2 (rs3804099, rs5743708), TLR4 (rs4986790, 
rs4986791), TLR6 (rs3775073, rs5743810). Выбор 

однонуклеотидных полиморфных сайтов был об-
условлен достаточной для исследования степенью 
гетерозиготности, функциональной активностью 
исследуемых рецепторов и полным отсутствием 
исследований, оценивающих роль того или иного 
полиморфного локуса в развитии ранних послеопе-
рационных осложнений КШ. Характеристика по-
лиморфных сайтов генов врожденного иммунного 
ответа представлена в таблице 2. 

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием пакетов программного обеспечения 
«Statistica 10.0», «SNPStats», «Prism 6». При ана-
лизе результатов генотипирования учитывали со-
ответствие наблюдаемого распределения частот 
генотипов ожидаемому равновесному распределе-
нию Харди-Вайнберга (HWE) с помощью теста χ2.

Таблица 2. Характеристика полиморфных сайтов генов семейства TLRs и TREM-1

Полиморфизм Место локализации MAF Нуклеотидная замена Аминокислотная 
замена

TLR1

rs5743551 интрон 0,43 CTGAG[С/Т]AGCTT

rs5743611 экзон 0,02 TAATA[C/G]AATCC Arg80Thr

TLR2

rs3804099 экзон 0,41 CAGAA[C/T]GTAAG Asn199Asn

rs5743708 экзон 0,01 GCTGC[A/G]GAAGA Arg753Gln

TLR4

rs4986790 экзон 0,06 CGATG[A/G]TATTA Asp299Gly 

rs4986791 экзон 0,04 GACAA[C/T]CAGCC Thr399Ile

TLR6

rs3775073 экзон 0,46 CATAA[C/T]GAAAA Lys421Lys

rs5743810 экзон 0,12 GAGGT[A/G]CAACC Ser249Pro

TREM-1

rs1817537 интрон 0,37 CCTTT[C/G]TGTTC

rs3804277 интрон 0,37 AGTGC[C/T]CCACC

rs6910730 интрон 0,27 GCAAG[A/G]AATCT

rs7768162 интрон 0,29 AAAAA[A/G]TAACT

rs2234246 3ˊ UTR 0,37 TCACC[C/T]GCTAT

rs4711668 интрон 0,30 CTGGA[C/T]TTTGG

rs9471535 интрон 0,16 ATTCC[C/T]ACTGC

rs2234237 экзон 0,16 AATTA[A/T]CTGAG Thr25Ser

Примечание: MAF (Minor allele frequency) — частота минорного (редкого) аллеля в проекте
«1000 Genomes».
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Для попарного сравнения частот генотипов и ал-
лелей между анализируемыми группами исполь-
зовали критерий χ2 Пирсона с поправкой Йетса на 
непрерывность или точный тест Фишера при объ-
еме выборки ≤ 5. Для оценки риска вычислялись 
отношение шансов (OR) и 95 % доверительный 
интервал (CI) для OR по трем моделям наследова-
ния (кодоминантной, доминантной, рецессивной). 
Выбор наиболее вероятной модели наследования 
осуществлялся по информационному критерию 
Акаике (Akaike information criterion, AIC); модель 
с наименьшим значением этого критерия принима-
лась в качестве наиболее вероятной. Различия при-
знавались статистически значимыми при вероятно-
сти отклонить верную нулевую гипотезу р < 0,05. 

Для устранения различий между группами и 
снижения вероятности получения ложноположи-
тельных ассоциативных связей с учетом влияния 
многих факторов риска на развитие осложнений 
вводились поправки на модифицируемые (факт ку-
рения, ожирение, артериальная гипертензия (АГ), 
инфаркт миокарда (ИМ), острое нарушение моз-
гового кровообращения (ОНМК), нарушения рит-
ма, сахарный диабет 2-го типа (СД 2), стеноз бра-
хицефальных артерий (БЦА) > 50%, хроническая 
почечная недостаточность (ХПН), хроническая об-
структивная болезнь легких (ХОБЛ) в анамнезе и 
не модифицируемые (пол, возраст) факторы риска. 

Для многофакторного анализа проведена логи-
стическая регрессия с пошаговым включением и 
исключением (MedCalc Software) с вычислением 
площади под этой кривой.

Результаты 
Распределение частот генотипов в общей вы-

борке пациентов по 14 исследованным локусам 
из 16 соответствовало ожидаемому и было в рав-
новесии Харди–Вайнберга. Отклонение от равно-
весия Харди–Вайнберга было выявлено для двух 
локусов rs3804099 TLR2 и rs4711668 TREM-1. При 
этом у пациентов в данных полиморфных локусах 
было снижение наблюдаемых гетерозигот. Данное 
смещение от равновесия Харди–Вайнберга может 
быть обусловлено отбором пациентов с определен-
ной патологией за счет дополнительных критериев 
включения и исключения. 

Сравнительный анализ частот аллелей и геноти-
пов исследованных полиморфных вариантов меж-
ду группами пациентов, которым операция выпол-
нялась в условиях искусственного кровообращения 
и на работающем сердце, не показал статистически 
значимых различий (р > 0,05). Таким образом, всех 
пациентов рассматривали как единую выборку для 
проведения ассоциативного исследования геноти-

пов генов TLR и TREM-1 с риском развития ПОН, 
а наличие ИК считали модифицируемым фактором 
риска. 

При анализе частот генотипов и аллелей най-
дены статистически значимые ассоциации по пяти 
полиморфным локусам гена TREM-1 и одному 
локусу гена TLR6 между группами с ПОН и без 
ПОН (таблица 3). Установлено, что rs1817537, 
rs2234246, rs3804277 гена TREM-1 значимо ассо-
циированы с развитием ПОН в послеоперацион-
ном периоде у пациентов после КШ. Так, аллель G 
полиморфного варианта rs1817537 (OR = 2,94 
(95%CI = 1,09-7,92); р = 0,019), аллель Т rs2234246 
(OR = 3,64 (95%CI = 1,24-10,73); р = 0,0076) и ал-
лель Т rs3804277 (OR = 2,94 (95%CI = 1,09-7,92); 
р = 0,019) гена TREM-1 по доминантной моде-
ли наследования ассоциированы c повышенным
риском развития ПОН в послеоперационном перио-
де. Со сниженным риском развития ПОН в послео-
перационном периоде были ассоциированы: аллель 
С rs3775073 TLR6 (OR = 0,33 (95%CI = 0,15-0,71); 
р = 0,0045), аллель А rs7768162 TREM-1 (OR = 0,46 
(95%CI = 0,21-0,98); р = 0,043) по доминантной мо-
дели наследования и генотип Т/Т rs4711668 TREM-1 
(OR = 0,22 (95%CI = 0,05-0,97); р = 0,015) по рецес-
сивной модели наследования. 

При анализе ассоциаций различных гаплоти-
пов по полиморфным сайтам генов TREM-1 и TLR
не выявлено статистически значимых связей между 
наследуемым гаплотипом и риском развития ПОН.

В ходе дальнейшего анализа, при разделении 
пациентов по половой принадлежности, обнаруже-
на статистически значимая связь по частотам гено-
типов локуса rs2234246 TREM-1. Так носительство 
генотипов C/T или Т/Т увеличивает риск развития 
ПОН после операции КШ у мужчин более чем в три 
раза (OR = 3,51 (95%CI = 1,03-11,93); р = 0,042).
В подгруппе женщин такой ассоциации выявлено 
не было.

При разделении пациентов в зависимости от 
возрастной категории (группа: младше 60 лет и 
группа: 60 лет и старше) обнаружено, что у пациен-
тов с ИБС младше 60 лет и являющихся носителями 
редкого аллеля C (OR = 3,85 (95%CI = 1,55-9,56); 
р = 0,003) локуса rs3804099 TLR2, риск развития 
ПОН после операции увеличивается. Помимо раз-
личий в частотах аллелей варианта rs3804099 по-
казаны достоверные отличия в частотах генотипов 
(р = 0,009). Для лиц старше 60 лет такой ассоциа-
ции выявлено не было. 

Анализ вклада изучаемых полиморфных ва-
риантов в развитие ПОН после операции КШ был 
также проведен с учетом факторов риска сердеч-
но-сосудистого континуума (АГ, ИМ, ОНМК, 
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ХОБЛ, ХПН, СД 2-го типа, ожирение, стеноз
БЦА >50%). Установлено, что риск развития кри-
тических осложнений после операции КШ уве-
личивается более чем в три раза при сочетании 
такого фактора, как наличие АГ в анамнезе у па-
циентов и носительства гомозиготного и гетерози-
готного генотипов, содержащих редкий аллель Т
(C/T + Т/Т) rs2234246 (OR = 3,13 (95%CI = 1,07-
9,17); р = 0,036), T (C/T + Т/Т) rs3804277 и G (С/G + G/G) 
rs1817537 TREM-1 (OR = 3,29 (95%CI = 1,12–9,65); 
р = 0,023) по сравнению с группой пациентов без 
АГ. У пациентов с ИМ в анамнезе также показаны 
ассоциации частот генотипов полиморфных вари-
антов rs2234246 (р = 0,002), rs3804277 и rs1817537 

TREM-1 (р = 0,011) с риском развития критиче-
ских осложнений после операции КШ. Кроме того, 
помимо отличий в частотах генотипов варианта 
rs2234246, носительство редкого аллеля Т в сочета-
нии с ИМ в анамнезе приводит к повышенному ри-
ску ПОН (OR = 1,92 (95%CI = 1,05-3,50); р = 0,034). 

При разделении когорты пациентов в зависимо-
сти от наличия или отсутствия ожирения показаны 
различия в частотах аллелей для полиморфных ва-
риантов rs1817537 и rs3804277 гена TREM-1. Так, 
у пациентов с ожирением и носительством редких 
аллелей обоих вариантов частота развития ПОН 
значимо выше (OR = 2,60 (95%CI = 1,11–6,07); 
p = 0,031) по сравнению с лицами без ожирения. 

Таблица 3. Связь полиморфных вариантов генов TLRs и TREM-1 с риском развития ПОН после КШ

Ген/
Локус

Модель
наследования Генотип

Пациенты 
без ПОН

Пациенты 
с ПОН OR (95%CI) p AIC HWE

n % n %

TLR 1 
rs5743551 
(n = 678)

Кодоминантная
T/T 423 65,3 15 50 1,00

0,33 260,9

0,81

C/T 202 31,2 14 46,7 1,79 (0,84–3,85)
C/C 23 3,5 1 3,3 1,14 (0,14–9,30)

Доминантная
T/T 423 65,3 15 50 1,00

0,16 259,1
C/T-C/C 225 34,7 15 50 1,73 (0,82–3,65)

Рецессивная
T/T-C/T 625 96,5 29 96,7 1,00

0,92 261,1
C/C 23 3,5 1 3,3 0,90 (0,11–7,13)

TLR 1 
rs5743611 
(n = 680)

Кодоминантная
C/C 369 56,8 16 53,3 1,00

0,84 262,9

0,21

C/G 250 38,5 12 40 0,99 (0,45–2,18)
G/G 31 4,8 2 6,7 1,63 (0,34–7,81)

Доминантная
C/C 369 56,8 16 53,3 1,00

0,9 261,2
C/G-G/G 281 43,2 14 46,7 1,05 (0,49–2,23)

Рецессивная
C/C-C/G 619 95,2 28 93,3 1,00

0,55 260,9
G/G 31 4,8 2 6,7 1,64 (0,35–7,56)

TLR 2 
rs5743708 
(n = 679)

Кодоминантная
G/G 602 92,8 30 100 1,00

0,11 258,7

0,58

A/G 46 7,1 0 0 0,00 (0,00–NA)
A/A 1 0,2 0 0 0,00 (0,00–NA)

Доминантная
G/G 602 92,8 30 100 1,00

0,035 256,7
A/G-A/A 47 7,2 0 0 0,00 (0,00–NA)

Рецессивная
G/G-A/G 648 99,8 30 100 1,00

0,83 261,1
A/A 1 0,2 0 0 0,00 (0,00–NA)

TLR 2 
rs3804099 
(n = 679)

Кодоминантная
T/T 283 43,6 11 36,7 1,00

0,6 262,1

<0,05

C/T 266 41 13 43,3 1,32 (0,57–3,03)
C/C 100 15,4 6 20 1,70 (0,59–4,89)

Доминантная
T/T 283 43,6 11 36,7 1,00

0,37 260,4
C/T-C/C 366 56,4 19 63,3 1,42 (0,65–3,07)

Рецессивная
T/T-C/T 549 84,6 24 80 1,00

0,43 260,5
C/C 100 15,4 6 20 1,48 (0,57–3,84)
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Ген/
Локус

Модель
наследования Генотип

Пациенты 
без ПОН

Пациенты 
с ПОН OR (95%CI) p AIC HWE

n % n %

TLR 4 
rs4986790 
(n = 679)

Кодоминантная
A/A 548 84,4 29 96,7 1,00

0,091 258,3

1

A/G 97 14,9 1 3,3 0,19 (0,03–1,47)
G/G 4 0,6 0 0 0,00 (0,00–NA)

Доминантная
A/A 548 84,4 29 96,7 1,00

0,031 256,5
A/G-G/G 101 15,6 1 3,3 0,18 (0,02–1,36)

Рецессивная
A/A-A/G 645 99,4 30 100 1,00

0,43 260,5
G/G 4 0,6 0 0 0,00 (0,00–NA)

TLR 4 
rs4986791 
(n = 679)

Кодоминантная
C/C 545 84 29 96,7 1,00

0,083 258,2

1

C/T 100 15,4 1 3,3 0,19 (0,03–1,43)
T/T 4 0,6 0 0 0,00 (0,00–NA)

Доминантная
C/C 545 84 29 96,7 1,00

0,028 256,3
C/T-T/T 104 16 1 3,3 0,18 (0,02–1,33)

Рецессивная
C/C-C/T 645 99,4 30 100 1,00

0,43 260,5
T/T 4 0,6 0 0 0,00 (0,00–NA)

TLR 6 
rs3775073 
(n = 680)

Кодоминантная
T/T 191 29,4 16 53,3 1,00

0,016 255

0,48

T/C 334 51,4 11 36,7 0,35 (0,15–0,79)
C/C 125 19,2 3 10 0,27 (0,08–0,97)

Доминантная
T/T 191 29,4 16 53,3 1,00

0,0045 253,2
T/C-C/C 459 70,6 14 46,7 0,33 (0,15–0,71)

Рецессивная
T/T-T/C 525 80,8 27 90 1,00

0,19 259,5
C/C 125 19,2 3 10 0,48 (0,14–1,62)

TLR 6 
rs5743810 
(n = 679)

Кодоминантная
G/G 282 43,5 12 40 1,00

0,24 260,3

0,73

A/G 292 45 17 56,7 1,41 (0,65–3,05)
A/A 75 11,6 1 3,3 0,35 (0,04–2,79)

Доминантная
G/G 282 43,5 12 40 1,00

0,63 260,9
A/G-A/A 367 56,5 18 60 1,21 (0,56–2,59)

Рецессивная
G/G-A/G 574 88,4 29 96,7 1,00

0,15 259,1
A/A 75 11,6 1 3,3 0,29 (0,04–2,20)

TREM-1 
rs2234246 
(n = 680)

Кодоминантная
C/C 229 35,2 4 13,3 1,00

0,028 256

0,43

C/T 302 46,5 19 63,3 3,73 (1,23–11,33)
T/T 119 18,3 7 23,3 3,42 (0,96–12,14)

Доминантная
C/C 229 35,2 4 13,3 1,00

0,0076 254,1
C/T-T/T 421 64,8 26 86,7 3,64 (1,24–10,73)

Рецессивная
C/C-C/T 531 81,7 23 76,7 1,00

0,52 260,8
T/T 119 18,3 7 23,3 1,35 (0,56–3,29)

TREM-1 
rs4711668 
(n = 678)

Кодоминантная
C/C 238 36,7 18 60 1,00

0,019 255,2

<0,05

T/C 258 39,8 10 33,3 0,57 (0,25–1,27)
T/T 152 23,5 2 6,7 0,18 (0,04–0,78)

Доминантная
C/C 238 36,7 18 60 1,00

0,023 255,9
T/C-T/T 410 63,3 12 40 0,42 (0,20–0,89)

Рецессивная
C/C-T/C 496 76,5 28 93,3 1,00

0,015 255,1
T/T 152 23,5 2 6,7 0,22 (0,05–0,97)

Продолжение таблицы 3
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Ген/
Локус

Модель
наследования Генотип

Пациенты 
без ПОН

Пациенты 
с ПОН OR (95%CI) p AIC HWE

n % n %

TREM-1 
rs3804277 
(n = 680)

Кодоминантная
C/C 238 36,6 5 16,7 1,00

0,064 257,7

0,21

C/T 295 45,4 18 60 2,99 (1,07–8,32)
T/T 117 18 7 23,3 2,82 (0,86–9,29)

Доминантная
C/C 238 36,6 5 16,7 1,00

0,019 255,7
C/T-T/T 412 63,4 25 83,3 2,94 (1,09–7,92)

Рецессивная
C/C-C/T 533 82 23 76,7 1,00

0,53 260,8
T/T 117 18 7 23,3 1,34 (0,55–3,27)

TREM-1 
rs2234237 
(n = 680)

Кодоминантная
T/T 502 77,2 21 70 1,00

0,32 260,9

0,085

A/T 132 20,3 9 30 1,58 (0,69–3,60)
A/A 16 2,5 0 0 0,00 (0,00–NA)

Доминантная
T/T 502 77,2 21 70 1,00

0,4 260,5
A/T-A/A 148 22,8 9 30 1,43 (0,63–3,26)

Рецессивная
T/T-A/T 634 97,5 30 100 1,00

0,28 260
A/A 16 2,5 0 0 0,00 (0,00–NA)

TREM-1 
rs6910730 
(n = 680)

Кодоминантная
A/A 502 77,2 21 70 1,00

0,36 261,2

0,16

A/G 133 20,5 9 30 1,50 (0,65–3,44)
G/G 15 2,3 0 0 0,00 (0,00–NA)

Доминантная
A/A 502 77,2 21 70 1,00

0,47 260,7
A/G-G/G 148 22,8 9 30 1,36 (0,60–3,12)

Рецессивная
A/A-A/G 635 97,7 30 100 1,00

0,28 260,1
G/G 15 2,3 0 0 0,00 (0,00–NA)

TREM-1 
rs1817537 
(n = 680)

Кодоминантная
C/C 238 36,6 5 16,7 1,00

0,064 257,7

0,21

C/G 295 45,4 18 60 2,99 (1,07–8,32)
G/G 117 18 7 23,3 2,82 (0,86–9,29)

Доминантная
C/C 238 36,6 5 16,7 1,00

0,019 255,7
C/G-G/G 412 63,4 25 83,3 2,94 (1,09–7,92)

Рецессивная
C/C-C/G 533 82 23 76,7 1,00

0,53 260,8
G/G 117 18 7 23,3 1,34 (0,55–3,27)

TREM-1 
rs9471535 
(n = 677)

Кодоминантная
T/T 498 77 21 70 1,00

0,33 260,8

0,12

C/T 133 20,6 9 30 1,56 (0,68–3,55)
C/C 16 2,5 0 0 0,00 (0,00–NA)

Доминантная
T/T 498 77 21 70 1,00

0,42 260,4
C/T-C/C 149 23 9 30 1,41 (0,62–3,22)

Рецессивная
T/T-C/T 631 97,5 30 100 1,00

0,28 259,9
C/C 16 2,5 0 0 0,00 (0,00–NA)

TREM-1 
rs7768162 
(n = 677)

Кодоминантная
G/G 249 38,5 18 60 1,00

0,002 250,6

0,1

A/G 288 44,5 12 40 0,66 (0,31–1,41)
A/A 110 17 0 0 0,00 (0,00–NA)

Доминантная
G/G 249 38,5 18 60 1,00

0,043 257
A/G-A/A 398 61,5 12 40 0,46 (0,21–0,98)

Рецессивная
G/G-A/G 537 83 30 100 1,00

8e-04 249,8
A/A 110 17 0 0 0,00 (0,00–NA)

Окончание таблицы 3
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В ходе анализа оценки вклада изученных поли-
морфных вариантов в развитие ПОН при наличии 
такого фактора риска как курение была найдена 
одна ассоциация. Так, у курящих пациентов, яв-
ляющихся носителями минорного аллеля G поли-
морфного варианта rs5743611 гена TLR1 (OR = 3,71 
(95%CI = 1,43-9,60); p = 0,008), риск развития крити-
ческих послеоперационных осложнений увеличива-
ется почти в четыре раза. Помимо отличий в часто-
тах аллелей варианта rs5743611 найдена ассоциация 
по частотам генотипов (р = 0,010). Для некурящих 
пациентов такой ассоциации выявлено не было. 

При изучении остальных полиморфных вариан-
тов в отношении развития ПОН значимых отличий 
выявлено не было. 

С целью выявления независимых предикторов 
развития ПОН использовали бинарную логисти-
ческую регрессию с пошаговым включением и 
исключением предикторов. В данной модели за-
висимой переменной являлся диагностированный 
синдром полиорганной недостаточности; перемен-
ные вводились в модель при р менее 0,05, а исклю-
чались при р более 0,1.

В результате из 72 факторов риска (48 геноти-
пов 16 полиморфных сайтов пяти генов и 24 вариан-
та 12 клинических факторов) были определены че-
тыре фактора, имеющих статистически значимую 
прогностическую ценность: генотип T/T rs3775073 
гена TLR6, генотип T/T rs2234246 гена TREM-1,
наличие хронической обструктивной болезни лег-
ких и возраст 60 лет и старше (таблица 4).

При оценке качества прогностической моде-
ли установлено, что правильность классификации 
пациентов по группам с синдромом и без синдро-
ма полиорганной недостаточности с примене-
нием оценочных критериев составляет 95,07 %, 
р = 0,0003. Качество бинарной классификации 
оценивали с помощью построения ROC-кривой. 
При этом площадь под ROC-кривой равнялась
0,742 (95% CI 0,705-0,777).

Обсуждение
В настоящее время функциональная значи-

мость рецепторов врожденного иммунного ответа 
определена. Однако на сегодняшний день недо-

статочно информации по такому вопросу, как их 
генетическая изменчивость, в том числе и отно-
сительно предрасположенности к развитию по-
слеоперационных осложнений хирургического 
лечения различных заболеваний. Несмотря на то, 
что TREM-1 был описан как важнейший активи-
рующий рецептор воспалительного ответа, роль 
полиморфных локусов данного гена в определе-
нии восприимчивости к различным заболеваниям 
в настоящее время недостаточно изучена [11]. Тем 
не менее рядом исследований было показано, что 
полиморфные варианты гена TREM-1 были ассоци-
ированы с повышенной предрасположенностью к 
развитию неонатальной смертности [12], воспали-
тельных заболеваний кишечника [13], пневмонии у 
пациентов с термическими ожогами [14], болезни 
Альцгеймера [15]. Стоить отметить, что большая 
часть работ по изучению гена TREM-1 направлена 
на исследование септических заболеваний [16, 17]. 
Имеются также работы, где не выявлено достовер-
ной связи полиморфизма гена TREM-1 с развитием 
сепсиса [18] и инфекционного эндокардита [19]. 

Также ранее нами было проведено исследование 
по поиску ассоциативных связей данных полиморф-
ных вариантов TREM-1 с вероятностью возникнове-
ния ишемической болезни сердца [20]. Определено, 
что почти все полиморфные варианты ассоциирова-
ны с риском развития ишемической болезни сердца.
Стоит отметить, что аллели G rs1817537, T rs2234246
и T rs3804277 TREM-1 имеют статистически значимую 
корреляцию со сниженной вероятностью возникно-
вения ИБС (OR = 0,57 (95%CI = 0,40-0,81), р = 0,0013;
 OR = 0,59 (95%CI = 0,42–0,84), р = 0,003
и OR = 0,58 (95% CI = 0,41–0,81), р = 0,0014 соот-
ветственно) [20], но при этом в настоящей работе 
нами показаны ассоциации данных полиморфных ва-
риантов c повышенным риском развития ПОН после 
операции КШ. И, напротив, ранее было показано, что 
генотип T/T rs4711668 (OR = 1,66 (95%CI = 1,10–2,52), 
р = 0,014) связан с повышенным риском развития 
ИБС [20], но после операции КШ обладает про-
тективными свойствами в отношении развития 
ПОН. Возможно, это связано с тем, что ключевым 
звеном в развитии атеросклероза и возникнове-
нии осложнений является воспаление. Однако,

Таблица 4. Результаты бинарной логистической регрессии
с пошаговым включением и исключением предикторов

Переменная OR 95%CI р
Возраст старше 60 лет 2,34 1,05-5,21 0,037
Наличие хронической обструктивной болезни легких 6,71 1,61-28,06 0,009
Генотип T/T rs3775073 гена TLR6 2,70 1,23-5,90 0,013
Генотип T/T rs2234246 гена TREM-1 3,10 1,05-9,19 0,042
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в первом случае данный процесс хронический, а во 
втором немедленная реакция организма. Поэтому 
межиндивидуальные различия в данных генах при 
выработке молекул повреждения тканей и внедре-
нии внешних патогенов определяют различный ха-
рактер течения воспалительного ответа.

На сегодняшний день роль полиморфных ло-
кусов генов TLR, в отличии от генов TREM-1, бо-
лее изучена и весьма широко описана в развитии 
не только атеросклероза [21, 22], но и других сер-
дечно-сосудистых заболеваний [23]. Однако до 
настоящего времени роль генов Toll-подобных ре-
цепторов также не исследовалась в определении 
предрасположенности к развитию послеопераци-
онных осложнений. 

В данной работе показана ассоциация локуса 
rs3775073 TLR6 со сниженным риском развития 
ПОН в послеоперационном периоде в общей вы-
борке мужчин и женщин. Однако по результатам 
проведенных нами ранее исследований установ-
лено, что гетерозиготный генотип (T/C) rs3775073 
TLR6 статистически значимо ассоциирован с по-
вышенным риском развития ишемической болезни 
сердца у мужчин (OR = 1,68 (95%CI = 1,03–2,73), 
р < 0,05) [24]. 

Нужно отметить, что, несмотря на малую ча-
стоту минорного аллеля полиморфных вариантов 
генов TLR1 (rs5743611), TLR2 (rs5743708), TLR4 
(rs4986791), в данном исследовании нам удалось 
найти значимые ассоциаций между анализируемы-
ми полиморфизмами и риском развития ПОН толь-
ко по одному локусу rs5743611 гена TLR1 и наличи-
ем факта курения. Определено, что табакокурение 
пациентами с ИБС и генетической предрасполо-
женностью к развитию ПОН после операции КШ, 
дополнительно увеличивает риск развития данных 
осложнений, инициируя воспалительный ответ. 

Следовательно, совокупность наличия несколь-
ких признаков: генетической предрасположен-
ности пациентов с ИБС к развитию критических 
послеоперационных осложнений и некоторых 
модифицируемых факторов риска сердечно-сосу-
дистых заболеваний (ИМ, АГ, ожирения), а также 
проведение кардиохирургического вмешательства 
в условиях ИК могут усугублять прогноз пациен-
тов. Учитывая исходную тяжесть состояния данной 
категории больных, остается значимой проблема 
предупреждения и раннего интенсивного лечения 
осложнений, возникающих как во время, так и по-
сле оперативного вмешательства. 

Таким образом, в настоящем исследовании 
впервые показана ассоциация 5 аллельных вариан-
тов гена TREM-1 (rs1817537, rs2234246, rs3804277, 
rs4711668, rs7768162) и 3 TLR (rs3775073, rs5743611, 

rs3804099) с риском развития полиорганной недо-
статочности после операции коронарного шунти-
рования. 

Заключение
В данной работе установлены ассоциации по-

лиморфных вариантов генов врожденного имму-
нитета с развитием критических осложнений по-
сле операции коронарного шунтирования. А также 
определен вклад изучаемых полиморфных вариан-
тов генов врожденного иммунного ответа в фор-
мирование предрасположенности к развитию ПОН
у больных ИБС. По результатам исследования 
определено, что носительство редких аллелей в 
отдельных полиморфных сайтах TREM-1 и TLR6 
демонстрирует свою потенциальную прогностиче-
скую силу в определении риска развития полиор-
ганной недостаточности.
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Abstract
General anesthetics affect the immune system. Such immunomodulation can have both a negative and a posi-

tive effect on the outcome of surgical intervention and distant treatment results. Current review is devoted to
the discussion and systematization of data on deregulation of the immune system in the perioperative period, the 
effects of some of the most common anesthetics on the immune cells and cytokines, as well as possible clinical 
manifestations of immunomodulation using general anesthetics.
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Список сокращений:
IL1β — интерлейкин 1 бета, IL6 — интерлейкин 

6, TNFα — фактор некроза опухоли (TNFα)

Влияние анестетиков
на работу иммунной системы

Хирургическая травма стимулирует эндокрин-
ный, метаболический, гемодинамический и им-
мунный ответ, который продолжается примерно 
несколько дней в послеоперационном периоде. 
Общепринято считать, что эффект анестетиков на 
иммунную систему весьма незначителен по срав-
нению с эффектами, оказанными большой хирур-
гией или травмой, и, таким образом, анестетики не 
должны оказывать клинически значимого воздей-
ствия на иммунный статус и функции иммуноком-
петентных клеток у здоровых пациентов I-II ASA, 
получающих анестезиологическое обеспечение на 
короткие операции [1]. Подразумевается, что у та-
ких пациентов системный воспалительный ответ 
обычно сбалансирован, хорошо контролируется 
и ограничен по продолжительности. По данным 
Homburger J.A. et al. (2006), иммуносупрессивный 

эффект примерно в 20% случаев может не вызы-
вать последствий у пациентов с нормальным им-
мунным статусом [2]. Если же пациент имеет ге-
нетическую предрасположенность к ослаблению 
иммунитета или уже скомпрометирован возрастом, 
наличием опухоли, сахарным диабетом или пони-
женным трофическим статусом, иммуносупрес-
сивные эффекты анестетиков могут играть значи-
мую роль в формировании послеоперационных 
инфекционных осложнений, особенно у больных 
с онкологическими заболеваниями, вызывая рост 
популяции оставшихся злокачественных клеток 
и новых метастазов, а также смертности [1, 3, 4]. 
В дополнение, все большее количество пожилых 
пациентов со сниженным иммунитетом нуждают-
ся в проведении анестезии и интенсивной терапии. 
Таким образом, возможные иммуномодулирующие 
эффекты анестетиков требуют более глубокого
изучения, а средства для анестезии необходимо
выбирать, тщательно взвешивая все «за» и «про-
тив» с позиции их иммуномодулирующего влияния. 
Иммуносупрессивные эффекты анестетиков, кото-
рые приводят к противовоспалительному ответу, 
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могут быть терапевтически полезными в ряде си-
туаций, таких как травма, сопровождающаяся раз-
витием ишемии и реперфузии, синдром системно-
го воспалительного ответа, острый респираторный 
дистресс — синдром [5]. Следовательно, эффекты 
анестетиков в отношении иммунной системы мо-
гут быть не только неблагоприятными, но также 
положительно влиять на исход операции и травмы 
у определенных групп пациентов. Поэтому пони-
мание характера иммунологического воздействия 
препаратов для наркоза необходимо для ежеднев-
ного выбора общего анестетика конкретному паци-
енту врачом анестезиологом-реаниматологом. 

Несмотря на быстрое развитие научных знаний 
в области анестезиологии и иммунологии за послед-
ние десятилетия, специфические механизмы, благо-
даря которым каждый препарат для анестезии дейст-
вует на иммунную систему, остаются неясными [8]. 
Эффект анестетиков на иммунную систему был 
менее изучен in vivo, чем in vitro, а текущие иссле-
дования содержат противоречивую информацию. 
В настоящее время ни одна методика анестезии не 
может быть рекомендована в качестве оптимальной 
с позиции доказательной медицины и перcонифици-
рованного подхода к лечению [4, 6, 7].

Периоперационная иммуносупрессия
Периоперационная иммуносупрессия у хирур-

гических пациентов связана с нейроэндокринным 
стрессом, формирующимся через активацию ве-
гетативной нервной системы и гипоталамо-гипо-
физарно-надпочечниковой оси. Вызванный хирур-
гическим стрессом выброс гормонов, таких как 
катехоламины (норэпинефрин, эпинефрин), адре-
нокортикотропный гормон и кортизол, через авто-
номную нервную систему и гипоталамо-гипофи-
зарно-надпочечниковую ось оказывает выраженные 
подавляющие эффекты на функции иммунокомпе-
тентных клеток — моноцитов, макрофагов и Т-лим-
фоцитов, экспрессирующих ß2-адренорецепторы, 
глюкокортикоидные рецепторы, которые способст-
вуют клеточной передаче сигнала для подавления 
синтеза провоспалительных цитокинов [9]. Более 
того, некоторые цитокины, такие как интерлейкин 
1 бета (IL1β), интерлейкин 6 (IL6), фактор некроза 
опухоли (TNFα) из моноцитов, макрофагов и лим-
фоцитов, активированных хирургическим стрессом, 
могут стимулировать гипоталамо-гипофизарно-над-
почечниковую систему [10]. Следовательно, нейро-
эндокринная система так же, как провоспалительные 
и противовоспалительные цитокины, синергически 
дополняет их супрессивные эффекты на иммунную 
систему в периоперационном периоде [8].

Поддержание необходимого уровня нейровеге-
тативной стабилизации в ответ на хирургический 

стресс, интраоперационное моделирование необ-
ходимого больному гемодинамического профиля, 
миорелаксация, проведение инфузионной терапии, 
включая гемотрансфузию, контроль гипергликемии, 
гипотермии, купирование послеоперационной боли, 
все компоненты анестезиологического обеспечения, 
контролируемые анестезиологом-реаниматологом 
во время хирургического вмешательства и общей 
анестезии, являются причиной периоперационной 
иммуносупрессии. Предполагается, что средства 
для анестезии и продолжительность общей ане-
стезии ухудшают некоторые аспекты системного 
воспалительного ответа, либо косвенно изменяя от-
вет на хирургический стресс, либо прямо нарушая 
функции иммунокомпетентных клеток [4, 6, 7, 11].

Средства для общей анестезии вызывают ана-
лгезию, формируя определенный уровень антино-
цицептивной защиты — сегментарный и супрасег-
ментарный, ослабление хирургического стресса за 
счет влияния как на передачу нервных импульсов, 
так и на гуморальные механизмы с участием гипо-
таламо-гипофизарно-надпочечниковой оси, таким 
образом оказывая иммуномодулирующие эффек-
ты [4, 6, 7]. В последнее время многочисленные 
исследования показали, что иммуносупрессия, 
вызванная хирургическим стрессом, средствами 
для анестезии и аналгезии, обычно применяющи-
мися в хирургии и интенсивной терапии, может 
прямо влиять на функции иммунокомпетентных 
клеток [7]. Разнообразные in vitro эксперименты 
с человеческими иммунными клетками ex vivo [6], 
тесты in vivo [12] и модели на животных показы-
вают широкий диапазон эффектов препаратов 
для анестезии на иммунную систему, включая изме-
нение числа иммунных клеток, их функциональной 
активности и характера секреции разнообразных 
иммунных медиаторов, что влияет на воспалитель-
ный ответ в послеоперационном периоде [4, 6, 13]. 

Эффекты общих анестетиков
на системное воспаление

Иммуномодулирующие эффекты анестетиков
in vitro были впервые показаны более ста лет на-
зад [11]. Возрастающие с каждым годом знания 
в этой области связаны с развитием фундаменталь-
ной науки, улучшением лабораторной техники и кле-
точными технологиями. Было показано, что в тех 
концентрациях, в которых анестетики применяются 
в клинике, разные средства для общей анестезии по-
давляют функции иммунного ответа по-разному [8].

Ингаляционные анестетики
Ингаляционные анестетики подавляют функ-

ции нейтрофилов, уменьшают пролиферацию лим-
фоцитов, подавляют высвобождение цитокинов из 
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клеток-мононуклеаров периферической крови [4, 
6, 14]. Известно, что галогенные анестетики подав-
ляют провоспалительные цитокины в эпителиаль-
ных клетках легочных альвеол мышей [7]. В свою 
очередь, было показано, что воздействие летучих 
анестетиков и механической легочной вентиляции 
стимулирует повышенную экспрессию генов про-
воспалительных цитокинов [14]. Летучие анесте-
тики влияют на экспрессию NO-синтазы, обратимо 
подавляя потенциал-зависимые кальциевые кана-
лы, и уменьшают концентрацию внутриклеточного 
кальция. Таким образом, in vitro эффекты летучих 
анестетиков состоят преимущественно в угнетении 
иммунного ответа, носящего временной и дозо — 
зависимый характер [4, 7, 14].

Севофлюран
Рядом авторов было показано, что анестети-

ческое прекондиционирование севофлюраном 
обеспечивает защиту от эндотоксемии, ишеми-
чески-реперфузионного повреждения при трав-
ме, ишемически-реперфурзионного повреждения 
миокарда [8]. Севофлюран уменьшает зависящую 
от толл-подобных рецепторов активацию такого 
известного транскрипционного фактора, как ядер-
ный фактор каппа-би (NF-kB), и регулируемую 
этими факторами экспрессию медиаторов воспа-
ления [14]. Было показано, что севофлюран защи-
щает от дисфункции эндотелия сосудов, вызванной 
окислительным стрессом и воспалением, путем ак-
тивации эндотелиальной NO-синтазы и подавления 
NF-kB [8, 14]. По некоторым данным, севофлюран 
более длительно подавляет выброс цитокинов, чем 
изофлюран и энфлюран [8].

Изофлюран
Воздействие изофлюрана приводит к снижению 

количества лейкоцитов и уровней системных прово-
спалительных цитокинов (TNFα, IL6, IL1β), умень-
шению активации макрофагов для поляризации М2 
фенотипа [14]. Было выявлено, что эти эффекты зави-
симы от протеинкиназ C и от системного подавления 
транскрипционного фактора NF-kB [14]. Полученные 
данные дают возможность предположить, что воз-
действие летучих анестетиков вызывает системный 
противовоспалительный эффект. С другой стороны, 
было показано, что воздействие изофлюрана при-
водит к когнитивным нарушениям и небольшому 
повышению IL1β и уровня активированной каспа-
зы — 3 в гиппокампе как у молодых, так и у пожилых 
крыс [8]. Эти результаты позволяют предполагать, 
что изофлюран вызывает нейровоспаление, которое 
в дальнейшем приводит к когнитивным нарушениям. 

Немного известно касательно механизмов сти-
муляции нейровоспаления летучими анестетиками, 

но некоторыми авторами было показано, что изоф-
люран проникает через гемато-энцефалический ба-
рьер (ГЭБ), повышая проницаемость внутрисосуди-
стых веществ в ткань мозга. Недавние исследования 
показали, что воздействие на клетки нейроглиомы 
Grade 4 у человека 2% изофлюраном в течение 6 ча-
сов активирует транскрипционный фактор NF-kB, 
повышая продукцию провоспалительных цито-
кинов [15]. Следовательно, локальная активация 
NF-kB — это предполагаемый механизм изофлю-
ран — индуцированного нейровоспаления за счет 
повышения продукции провоспалительных цито-
кинов [15]. Недавнее исследование уровней прово-
спалительных и противовоспалительных цитокинов 
у детей в возрасте от 6 месяцев до 11 лет, которым 
без хирургического вмешательства выполнялась 
магнитно-резонансная томография с диагностиче-
ской целью в условиях общей анестезии изофлю-
раном с помощью ларингеальной маски, показало, 
что статистически значимым было существенное 
повышение уровней IL1β [16], указывающее на из-
бирательную активацию иммунного ответа у детей 
в условиях общей анестезии изофлюраном. 

Внутривенные анестетики.
Пропофол

Пропофол — агонист рецепторов γ-амино-
масляной кислоты (ГАМК), ослабляет некоторые 
функции, выполняемые нейтрофилами и моноци-
тами, включая окислительный стресс [17], хемо-
таксис [18], фагоцитоз [19] и поляризацию [7]. В то 
время как некоторые авторы показали, что возмож-
ности пропофола подавлять человеческие нейтро-
филы и активацию комплемента связаны с его ли-
пидным носителем [7, 20], другие предполагают, 
что пропофол как минимум участвует в угнетении 
хемотаксиса человеческих нейтрофилов путем су-
прессии сигнальных путей митоген-активируемых 
протеинкиназ [7, 18]. В допустимых клинических 
концентрациях пропофол вызывает супрессию хе-
мотаксиса нейтрофилов [7, 18]. Эффекты пропофо-
ла в отношении подавления пролиферации были 
выявлены только у полиморфноядерных лейкоци-
тов, полученных от пациентов в критическом со-
стоянии, у которых была первичная иммуносупрес-
сия [21]. Также не было обнаружено уменьшения 
пролиферации лимфоцитов и высвобождения ци-
токинов в ответ на эндотоксин в общей культуре 
крови, полученной от здоровых добровольцев [7, 22]. 
На модели животных с эндотоксин-индуцирован-
ной травмой легких пропофол оказывал противо-
воспалительный эффект [8]. Молекулярный меха-
низм этого до сих пор не изучен. Тем не менее, нет 
данных, свидетельствующих о том, что пропофол 
подавляет активацию транскрипционного фактора 
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NF-kB [7]. До сих пор предполагается, что пропо-
фол вызывает только клеточно-опосредованные 
иммуномодулирующие эффекты на врожденный 
иммунитет, и что эти эффекты могут быть обуслов-
лены его растворимостью в жирах [7]. 

Опиоиды
Связь между применением опиоидов и изме-

нениями в организме пациента часто упоминается 
в медицинской литературе, первое описание от-
носится к началу XIX века. Увеличение частоты 
локальных и системных инфекций у наркоманов, 
использующих опиоиды внутривенно, привело 
к заключению, что причина связи между приме-
нением опиоидов и инфекциями не может быть 
просто объяснена их инъекционным введением, но 
также тем, что опиаты сами по себе играют роль 
в изменении иммунных функций [23]. Различные 
эффекты опиоидов на иммунную систему зависят 
от используемого препарата, организма хозяина 
и длительности воздействия [24]. Морфин, фента-
нил, ремифентанил, метадон и кодеин показыва-
ют сильные иммуномодулирующие свойства, в то 
время как трамадол и бупренорфин имеют слабый 
иммунный эффект или его отсутствие [23]. Это 
свойство опиоидов часто связано с центральными 
нейроэндокринными, нейропаракринными и пери-
ферическими механизмами, и для периферических 
механизмов опосредовано μ-опиоидными рецепто-
рами на иммунных клетках [23]. 

Центрально-опосредованные иммуномодули-
рующие эффекты опиоидов более выражены в тех 
случаях, когда опиоиды проникают через ГЭБ [25]. 
Хотя эффекты опиоидов широко применяются 
для уменьшения проявлений активации симпатиче-
ского звена нервной системы, опиоиды сами по себе 
могут также быть причиной активации симпатиче-
ской нервной системы, которая вызывает подавле-
ние пролиферации и функции популяций некоторых 
иммунных клеток, первичной и вторичной лимфоид-
ной ткани [26]. Взаимодействие опиоидов с гипота-
ламо-гипофизарно-надпочечниковой системой и ее 
звеньями (выработкой адренокортикотропного гор-
мона (АКТГ) и кортизола) — сложный, специфиче-
ский процесс, зависит от времени суток и продолжи-
тельности введения опиоидов, с разными эффектами 
после острого и хронического применения. Получе-
ны данные о том, что кратковременное назначение 
опиоидов приводит либо к уменьшению, либо к от-
сутствию изменений в выработке АКТГ или глю-
кокортикоидов. Очевидно, что опиоиды истощают 
циркадный ритм АКТГ и кортизола, приводя к уве-
личению циркулирующих уровней этих гормонов, 
что может быть достаточным для развития иммуно-
супрессии [23]. Некоторые исследователи предполо-
жили, что μ-опиоидные рецепторы экспрессируются 

на клетках-мононуклеарах в периферической кро-
ви [7, 27, 28]. Тем не менее, недавние исследования 
не выявили каких-либо опиоидных рецепторов или 
их копий на мононуклеарных клетках, забранных из 
венозной крови [23].

У морфина есть хорошо описанные дозозависи-
мые, иммуносупрессивные эффекты. Известно, что 
морфин угнетает функцию моноцитов и нейтро-
филов, цитотоксичность естественных киллеров, 
пролиферацию лимфоцитов и макрофагов и синтез 
цитокинов [7]. Морфин вызывает апоптоз, прямо 
активируя белки, участвующие в регуляции этого 
механизма клеточной гибели, подавляет функции 
лейкоцитов, повышая внутриклеточную концент-
рацию NO и цАМФ и негативно регулируя фактор 
NF-kB через NO — зависимые механизмы [7]. Не-
давние исследования эффектов синтетических опи-
оидов, использовавшихся в ходе общей анестезии 
показали, однако, не более чем транзиторные им-
муномодулирующие изменения [4, 6, 7]. 

Известно, что фентанил усиливает цитоток-
сичность естественных киллеров и повышает их 
количество; однако выработка супероксида поли-
морфноядерными лейкоцитами и количество цирку-
лирующих Т- и В-лимфоцитов остается неизменным 
у здоровых волонтеров [7, 29]. Эти эффекты фен-
танила на клетки-естественные киллеры кажутся 
центрально-опосредованными, так как фентанил не 
оказывает прямого эффекта на активность клеток — 
естественных киллеров. В двух исследованиях были 
рассмотрены синтетические опиоиды суфентанил 
и альфентанил с позиции их ингибирующих эффек-
тов на миграцию лейкоцитов, активность клеток — 
естественных киллеров и митоген — индуцирован-
ную пролиферацию лимфоцитов [4, 6, 7, 30].

Тиопентал
Тиопентал — это один из наиболее изученных 

препаратов для общей анестезии, широко приме-
няется для индукции наркоза. При назначении на 
длительный срок короткой или средней продолжи-
тельности действия барбитуратов, которые являют-
ся агонистами ГАМК-рецепторов, может нарасти 
ятрогенная иммуносупрессия. Высокая частота ин-
фекций была описана у пациентов с черепно-моз-
говой травмой с повышенным внутричерепным 
давлением, которые получали продленную инфу-
зию тиопентала [7, 31]. Его ингибирующие эффек-
ты на неспецифическую иммунную систему были 
хорошо подтверждены в нескольких исследова-
ниях. В клинически используемых концентрациях 
было показано супрессивное действие тиопентала 
на бактерицидные функции лейкоцитов, поляриза-
цию нейтрофилов, хемотаксис, адгезию, фагоцитоз, 
окислительный стресс и хемотаксис моноцитов [7, 
31]. Описанные ингибирующие эффекты тиопента-
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ла указывают на прямое клеточно-опосредованное 
подавление иммунного ответа и сильный противово-
спалительный эффект. В дополнение известно, что 
тиопентал подавляет митоген/антиген-вызванную 
пролиферацию лимфоцитов на разных питательных 
средах и снижает частоту выброса цитокинов в ответ 
на митогены или эндотоксины [32]. Недавние исследо-
вания позволили предположить, что тиопентал подав-
ляет активацию транскрипционного фактора NF-kB 
[7]. По мнению зарубежных коллег, клинически им-
муносупрессивные эффекты тиопентала имеют второ-
степенное клиническое значение, поскольку он часто 
используется только для индукции в анестезию [18]. 
Нам же представляется весьма интересным с клиниче-
ской точки зрения продолжение исследований в этом 
направлении, поскольку тиопентал входит в структу-
ру нейровегетативной блокады у больных с острым 
церебральным повреждением, продолжительность 
проведения блокады определяется саногенетической 
направленностью процессов при остром повреждении 
головного мозга любой этиологии, сроки введения ти-
опентала могут быть продолжительными.

Дексмедетомидин
Дексмедетомидин — агонист α2- адренергиче-

ских рецепторов в определенных областях голов-
ного мозга, снижает уровень провоспалительных 
цитокинов в экспериментальном сепсисе [33] так-
же, как у пациентов в критическом состоянии [4, 7]
и у больных в послеоперационном периоде [34]. Зна-
чимое снижение количества лейкоцитов, уровней 
IL6, интерлейкина 8 (IL8), TNFα и С-реактивного бел-
ка (CRP) у пациентов, получавших дексмедетомидин, 
показывает его противовоспалительный потенциал, 
когда он применяется как компонент нейровегета-
тивной блокады в структуре анестезиологического 
обеспечения [4, 6, 7]. Несколько механизмов дейст-
вия были приняты без доказательств для дексмеде-
томидина, включая регуляцию синтеза цитокинов 
макрофагами и моноцитами при стресс-ответе на 
хирургическое воздействие, которые также могут 
быть опосредованы через α2-адренорецепторы; по-
давление апоптоза, центральные симпатолитические 
эффекты, включая стимуляцию холинергического 
противовоспалительного пути; и антиноцицептивное 
действие, включая взаимодействие между болевыми 
и иммунными факторами (провоспалительными ци-
токинами) [4, 6, 7]. До сих пор, тем не менее, механиз-
мы этих эффектов остаются неясными [35].

Мидазолам
Мидазолам — широко используемый препарат 

бензодиазепинового ряда, действует на ГАМК — 
рецепторы ЦНС, повышает нейрональную прони-
цаемость для ионов хлора и приводит к гиперполя-
ризации клеток. Известно, что мидазолам угнетает 

определенные иммунные функции [36]. Мидазолам 
связывается с периферическими рецепторами ма-
крофагов и модулирует их метаболический ответ на 
оксидативный стресс in vitro. Предположили, что 
клоназепам также связывается с рецепторами ма-
крофагов и подавляет их способность вырабатывать 
IL1β, IL6, TNFα независимо от Т-клеток [37]. Однако 
подтверждения данная гипотеза не получила. Резуль-
таты проведенных исследований показывают in vivo 
иммуносупрессивные свойства агонистов перифери-
ческих и смешанных бензодиазепиновых рецепторов 
(мидазолама, диазепама), но не агонистов централь-
ных рецепторов (клоназепама), которые действуют 
на функции фагоцитов, включая механизм защиты 
хозяина, а так же воспалительный ответ [36]. Мида-
золам может вызывать супрессию функций нейтро-
филов у человека и препятствовать активации клеток, 
вызванной TNFα in vitro, подавлять экспрессию IL6 
в человеческих клетках мононуклеарах [38].

In vitro введение мидазолама в макрофаги, 
стимулированные липополисахаридом, подавляет
оксидативный взрыв — синтез активных форм 
кислорода, активацию NF-kB, активацию про-
теинкиназы р38, который, как было доказано, 
играет ключевую роль в синтезе липополисаха-
рид-индуцированной циклооксигеназы-2 (COX2) 
и NO-синтазы путем стимуляции провоспалитель-
ных фенотипов макрофагов [39]. Несмотря на все 
вышесказанное, инфузия мидазолама не подавляла 
продукцию цитокинов у септических больных [36].

Кетамин
Кетамин — частичный антагонист NMDN-ме-

тил-D-аспартат (NMDA) рецепторов, действует на 
разных уровнях воспаления, взаимодействуя с клет-
ками иммунной системы, синтезом цитокинов и ре-
гуляцией воспалительных медиаторов [40]. Имму-
носупрессивные эффекты кетамина были недавно 
обнаружены в связи с подавлением транскрипции 
факторов NF-kB и белок активатор 1 (AP1), кото-
рые регулируют выработку некоторых провоспа-
лительных медиаторов [41]. Предположение, что 
кетамин вмешивается в иммунитет, возникло в ходе 
ранних исследований по улучшению исходов у па-
циентов в критическом состоянии и в эксперимен-
тальной модели септического шока [42]. In vivo, 
при использовании кетамина в субанестетической 
дозе выявлено дозозависимое снижение смертности 
со значительным уменьшением выработки TNFα 
и IL6 у крыс с сепсисом [40, 43]. Внутривенное вве-
дение кетамина предотвращает выход альбумина 
из сосудистого русла в экспериментальной моде-
ли перитонита у крыс [43]. В других исследовани-
ях в анестетических дозах кетамин ослабляет выз-
ванное липополисахаридом повреждение печени 
со снижением COX2 , NO-синтазы и активностью
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NF-kB-рецепторов [40, 43]. Эти данные точно по-
казывают, что кетамин может вызывать противо-
воспалительный эффект in vivo. Противовоспали-
тельные эффекты кетамина также были выявлены 
в клинических испытаниях. Низкие дозы кетамина 
0,2–0,5 mg/kg значительно подавляют интраопе-
рационное и послеоперационное повышение IL6 
и CRP в сыворотке крови пациентов, которым про-
водилось аорто-коронарное шунтирование с приме-
нением искусственного кровообращения [40, 43]. 
Однако, низкие дозы кетамина не показали проти-
вовоспалительных эффектов у пациентов низкого 
риска, которым проводилось коронарное шунти-
рование на работающем сердце. Поэтому мнение 
о противовоспалительных свойствах кетамина оста-
ется противоречивым [43].

Клиническое значение противовоспалительных 
эффектов общих анестетиков

Эффекты, оказываемые анестетиками на иммуни-
тет, получены преимущественно в исследованиях in 
vitro, потому что клинические исследования на чело-
веке более сложные, включающие такие характери-
стики, как тип и продолжительность хирургическо-
го вмешательства, послеоперационные осложнения 
у пациента. Хотя сложно определить сравнительное 
влияние хирургического стресса, средств для анесте-
зии и аналгезии на иммунную систему человека, ане-
стезиолог не должен игнорировать иммуносупрес-
сивные эффекты средств для наркоза на иммунитет 
в периоперационном периоде [4].

В дополнение к влиянию на неспецифический 
клеточно-опосредованный иммунитет некоторые 
техники местной анестезии могут частично подав-
лять нейроэндокринный ответ на хирургическую 
травму. Субарахноидальные и эпидуральные бло-
кады сдерживают вызванное хирургическим вме-
шательством повышение уровней эпинефрина, 
норэпинефрина и кортизола в плазме [44].

Отделение интенсивной терапии
В то время как легкий иммуносупрессивный 

эффект анестезии во время хирургического вмеша-
тельства менее важен вследствие ограниченной про-
должительности воздействия, интенсивная терапия 
предполагает другой комплекс проблем. В отделе-
нии интенсивной терапии пациенты часто подвер-
гаются воздействию анестетиков в течение несколь-
ких дней и недель. Было показано, что побочные 
эффекты иммуносупрессии клинически важны 
у этих пациентов. В данном контексте уже в 1956 г. 
было описано угнетение костного мозга после про-
лонгированной вентиляции закисью азота [45].

Позднее в 1983 г. рост смертности в отделении 
интенсивной терапии был зарегистрирован после 
введения этомидата для седации. Смертность па-

циентов, получавших седацию этомидатом, со-
ставляла 77% против 28% у пациентов, которые не 
получали этот препарат. Позже было открыто, что 
этомидат подавляет синтез предшественника кор-
тизола и таким образом понижает уровень кортизо-
ла в плазме [46]. Высокая частота инфекций также 
была описана у пациентов интенсивной терапии, 
длительно получавших инфузию тиопентала. 

Пропофол или бензодиазепины наиболее часто 
используются для продленной седации в отделени-
ях интенсивной терапии. Исследования на живот-
ных показали уменьшение защиты от инфекций, 
сопровождающее длительное введение пропофола 
так же, как и бензодиазепинов. Единственное ис-
следование показало повышение уровней провоспа-
лительных цитокинов (IL1β, IL6, TNFα) в плазме, 
сопровождающее длительное введение пропофола, 
в то же время при длительном введение бензодиа-
зепинов выработка провоспалительных цитокинов 
уменьшалась. Чтобы избежать потенциально вред-
ного эффекта длительной седации у больных в кри-
тическом состоянии, продолжительность седации 
и используемые дозировки должны быть уменьше-
ны насколько это возможно, но не минимальные, 
так как эти пациенты иммуноскомпрометированы. 
Рекомендованы ежедневные пробные пробужде-
ния — диагностические «окна», чтобы уменьшить 
риск чрезмерной седации [4, 6, 7, 13].

Заключение
Длительное время предполагалось, что общие 

анестетики отрицательно влияют на разные аспекты 
функционирования иммунной системы, либо косвен-
но изменяя ответ на стресс, либо непосредственно 
воздействуя на работу иммунокомпетентных клеток. 
Хотя эти эффекты кратковременны и имеют малую 
значимость для пациентов с нормальной иммунной 
системой, у пациентов с ранее существующими им-
мунными нарушениями или полиорганной недоста-
точностью, а также в группах пациентов высокого 
риска влияние анестетика и выбор техники анестезии 
может иметь важное клиническое значение для пери-
операционного системного воспалительного ответа.

Эффект анестетиков на иммуномодуляцию при 
воспалении сложен, иммуносупрессия может привно-
сить как позитивный, так и негативный вклад. Следо-
вательно, выбор и использование средства для общей 
анестезии зависит от иммунного статуса каждого па-
циента. Возможные опасности ассоциируются с пе-
риоперационной иммуносупрессией, включая повы-
шенный риск метастазирования опухоли и инфекции. 
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Резюме
С целью объективной оценки перегрузки железом печени и сердца у больных с гемохроматозами 

различного генеза 60 пациентам была выполнена магнитно-резонансная томография (МРТ) с использова-
нием методики Т2*- релаксометрии. Исследование проводили на высокопольном магнитно-резонансном 
томографе с индукцией магнитного поля 1,5 Тл.

Было проведено сопоставление данных МРТ с лабораторными данными пациентов, а именно, с кон-
центрацией ферритина в сыворотке крови.

В результате проведенной работы доказано, что Т2* магнитно-резонансная релаксометрия является 
высокоэффективной методикой, в настоящее время позволяет предоставить самую точную информацию 
о перегрузке железом печени и сердца из неинвазивных методов исследования, и требует обязательного 
включения в протокол обследования пациентов при подозрении на наличие перегрузки железом, особен-
но при планировании терапии хелаторами железа.

Ключевые слова: Магнитно-резонансная томография (МРТ), Т2* магнитно-резонансная релаксоме-
трия, перегрузка железом, гемохроматоз, печень, сердце.

Для цитирования: Трансляционная медицина. 2017; 4 (5): 37–45.



38 том 4 №5 / 2017

Радиология / Radiology

T2 * MAGNETIC-RESONANCE RELAXOMETRY
IN NON-INVASIVE QUANTITATIVE IRON OVERLOAD ASSESSMENT 
OF LIVER AND HEART

Titova A.M., Trufanov G.E., Fokin V.A.

1 Almazov National Medical Research Centre, Saint Petersburg, Russia

Corresponding author:
Anna M. Titova
Almazov National Medical Research Centre 
Akkuratova str. 2, Saint Petersburg,
Russia, 197341
E-mail: anisa33@mail.ru

Received 25 September 2017;
accepted 14 November 2017.

Abstract
For the purpose of an objective assessment of liver and heart iron overload in patients with hemochromatoses 

of various genesis, 60 patients underwent magnetic resonance imaging (MRI) using the T2 *-relaxometry 
technique.

The study was performed on a high-fi eld magnetic resonance scanner by induction of a magnetic fi eld of 1.5 T.
A comparison was made of the data obtained during the MRI with the laboratory data of patients, namely, 

the concentration of serum ferritin.
As a result of the work it was shown that the technique T2 * MR -relaxometry is effective, to date provides 

the most accurate information from non-invasive methods for examining iron overload, and requires inclusion 
in the protocol of patients with suspicion of iron overload, especially when planning therapy with iron chelators.

Key words: magnetic resonance imaging (MRI), magnetic resonance T2 * -relaxometry, iron overload, 
hemochromatosis, liver, heart.
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Введение
Перегрузка железом — состояние, формиру-

ющееся вследствие гиперабсорбции железа через 
желудочно-кишечный тракт, а также при много-
кратных гемотрансфузиях эритроцитарной массы 
нуждающимся пациентам 1].

Перегрузка железом угрожает развитием таких 
патологических состояний, как сердечная недоста-
точность, прогрессирующий фиброз печени вплоть 
до цирроза, нарушение толерантности к глюкозе 
вплоть до сахарного диабета, нарушение функции 
и развития гипофиза и гонад у детей [2].

Диагностика перегрузки железом у пациентов с 
талассемией и онкогематологическими заболевани-
ями в последние десятилетия приобретает все боль-
шее значение в связи с возрастающим доступом к 
современным методам лечения, таким как транс-
плантация костного мозга и высокоэффективные 
линии химиотерапии. Применение данных методов 

лечения позволяет достигать высоких показателей 
продолжительности жизни, определяет необходи-
мость в улучшении качества жизни больных.

Избыточное накопление железа в организме 
при разнообразных заболеваниях системы крови — 
предиктор неблагоприятного исхода транспланта-
ции костного мозга, которая является наилучшим 
методом лечения онкогематологических пациентов 
и пациентов с талассемией [3].

Способами оценки перегрузки организма же-
лезом в настоящее время являются (в порядке до-
ступности): количественный гемотрансфузионный 
анамнез, сывороточная концентрация ферритина, 
степень насыщения трансферрина, магнитно-резо-
нансная томография (МРТ) печени и сердца, пунк-
ционная биопсия печени [4].

Исследование сывороточного уровня ферри-
тина является общедоступным методом оценки 
степени перегрузки железом, однако, у гематоло-
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гических больных с перегрузкой железом не суще-
ствует единого порогового значения уровня сыво-
роточного ферритина, при котором следовало бы 
начинать терапию хелаторами, поскольку на него 
также влияют воспалительные и неопластические 
процессы. Необходимо дополнять изучение данно-
го показателя другими исследованиями, дающими 
точную количественную оценку содержания желе-
за в жизненно важных органах [1].

Биопсия печени, хоть и является самым точным 
методом определения концентрации железа [5], 
является инвазивной, болезненной и несет потен-
циальный риск инфицирования. На сегодняшний 
день биопсия печени все больше отходит на второй 
план и приобретает историческое значение, повсе-
местно вытесняясь магнитно-резонансной томогра-
фией печени и сердца [1]. 

Печень в первую очередь подвержена избыточ-
ному накоплению железа. Именно поэтому кон-
центрация железа в печени (Liver Iron Concentra-
tion/ LIC) принята стандартом для оценки общей 
перегрузки организма железом, и высчитывается 
по формуле Angelucci: Общая нагрузка железом 
организма (мг/кг)  =  10,6 х LIC (в мг/г) [5].

Оценка концентрации железа в миокарде (Myo-
cardial Iron Concentration/MIC) производится по 
причине того, что перегрузка железом сердца яв-
ляется одной из главных причин летальности ге-
мотрансфузионно-зависимых больных [4]. Отсут-
ствие перегрузки железом печени не говорит об 
отсутствии перегрузки железом сердца [6]. Пере-
грузка железом других органов имеет менее важ-
ное значение в клинической практике. 

Физиологического механизма экскреции избы-
точного количества железа не существует. Хела-
торы железа — единственная группа препаратов, 
способствующая выведению ионов железа из орга-
низма. Однако, в связи с наличием побочных эф-
фектов у хелаторов железа, а также их высокой сто-
имости, необходима объективная обоснованность 
их назначения. Поскольку железо в организме уча-
ствует в выполнении ряда важнейших биохимиче-
ских функций, избыточное хелатирование может 
быть опасным, т.е. мониторинг хелатирования яв-
ляется обязательным условием лечения.

В настоящее время для неинвазивной оценки 
концентрации железа в тканях и органах челове-
ка используется методика магнитно-резонансной
Т2*-релаксометрии. Методика основана на реги-
страции снижения интенсивности сигнала от участ-
ка ткани, насыщенного ионами трехвалентного 
железа. Для расчета содержания железа в печени и 
сердце используется оценка параметра времени ре-
лаксации Т2*, являющегося временем поперечной 

релаксации в GRE-последовательности, представ-
ляющей собой комбинацию «истинной» релакса-
ции и релаксации Т2, вызванной неоднородностью 
магнитного поля.

Применение методики магнитно-резонансной 
Т2*- релаксометрии позволяет дать точную коли-
чественную оценку перегрузки организма железом, 
используя таблицы соответствия определенных 
значений Т2* конкретным концентрациям железа в 
исследуемых органах [6, 7]. Многие исследовате-
ли [4, 8] убеждены в необходимости включения ме-
тодики магнитно-резонансной Т2*- релаксометрии 
в протокол обследования пациентов c подозрением 
на перегрузку железом, особенно при планирова-
нии терапии хелаторами железа.

Цель исследования
Оценить возможность использования методики 

магнитно-резонансной Т2*-релаксометрии для объ-
ективной количественной оценки перегрузки желе-
зом печени и сердца у пациентов гематологического 
профиля, в качестве альтернативной или дополняю-
щей методики, сравнить полученные данные с пока-
зателями концентрации ферритина сыворотки крови.

Материалы и методы
Магнитно-резонансная Т2*-релаксометрия пе-

чени и сердца выполнена 60 пациентам с лабора-
торно подтвержденной перегрузкой железом. Сре-
ди них было 38 мужчин и 22 женщины. Средний 
возраст составил 44,8 ± 1,5 лет. Показатель концен-
трации ферритина сыворотки крови у всех пациен-
тов получен за один месяц до выполнения МРТ. 

Распределение нозологических форм заболева-
ний пациентов представлено в таблице 1.

Из таблицы 1 следует, что наибольшее число 
нозологических форм составляли пациенты с ми-
елодиспластическим синдромом (14) и первичным 
гемохроматозом (10). Реже встречались пациенты 
с лимфопролиферативными заболеваниями, также 
были больные гемохроматозом неуточненного ге-
неза.

Среди обследованных пациентов 44 (73,3%) 
человека имели факт трансфузии эритроцитарной 
массы в анамнезе, остальные 16 (26,7%) не имели. 

У всех пациентов были лабораторные иссле-
дования концентрации сывороточного ферритина, 
а у 44 трансфузионно зависимых пациентов были 
данные об общем количестве перелитой эритроци-
тарной массы.

Исследования проводили на высокопольном 
МР-томографе «Magnetom Espree» с индукцией 
магнитного поля 1,5 Тл с применением поверх-
ностной матричной катушки для тела.
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Исследования сердца на МР-томографе вы-
полнялось с кардиосинхронизацией, исследования
выполняли на задержке дыхания. Для получения 
МР-изображений применяли двухкамерную по-
зицию по короткой оси, с применением 10 ми-
нимально отличающихся друг от друга значений
ТЕ (1,93…3,5…5,2…6,9…8,7…10,4…12,1…13,9
…15,6…17,3 мс), TR  =  600 мс, толщина среза — 
10 мм. В области межжелудочковой перегородки 
(МЖП) выбирали участок ткани площадью не ме-
нее 1 см2 (рис.1).

После получения МР-изображений с различ-
ным временем ТЕ строили график спада интен-
сивности МР-сигнала (рис.1) с использованием 
встроенного приложения Mean Curve, а затем
по времени Т2* определяли концентрацию железа 
в сердце: MIC = 45 × (T2*) – 1,22 [6].

Для оценки содержания железа в печени МР-
сканирование осуществляли на задержке дыхания 
при получении срезов в аксиальной плоскости, срез 
проходит через участки, наиболее обеднённые ин-
терстициальными элементами с большим массивом 
паренхимы (как правило, сегменты S7, S8), с приме-
нением 12 минимально отличающихся друг от друга 
значений ТЕ (1,3…2,5…3,6…4,8…5,9 …7,1…8,3…9,
4…10,6…11,7…12,9…14,1 мс), TR  =  200 мс, толщи-
ной среза — 10 мм. Выбирали наиболее бессосу-
дистый участок паренхимы не менее 2 см2 (рис.3),
не менее чем на трех уровнях. Использовали 
встроенное приложение Mean Curve, строили гра-
фик спада интенсивности МР-сигнала (рис.4).
Далее исходя из величины Т2* и обратной для
него R2*вычисляли концентрацию железа в пече-
ни: LIC  =  0,03 × R2* + 0,74 [8]. 

Таблица 1. Нозологические формы заболеваний и количество обследованных пациентов

Заболевание
Количество пациентов

Абс. %

Талассемия 9 15

Миелодиспластический синдром 14 23,3

Апластическая анемия 9 15

Первичный гемохроматоз 10 16

Первичный миелофиброз 8 13,3

Лимфопролиферативные заболевания 2 3,3

Миелопролиферативные заболевания 6 10

Другие неуточненные заболевания 2 3,3

ВСЕГО 60 100

Рисунок 1. Выбор ROI в сердце для построения 
графика падения интенсивности МР-сигнала

Рисунок 2. График спада интенсивности
МР-сигнала от участка миокарда
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Рисунок 3. Выбор ROI в печени для построения 
графика падения МР-сигнала

Рисунок 4. График спада интенсивности
МР-сигнала от участка паренхимы печени

Результаты представлены в виде медианы (МЕ) 
и межквартильного интервала (LQ–UQ), с целью 
сравнения которых использован непараметриче-
ский критерий Манна–Уитни. Статистически зна-
чимым считался критерий достоверности р < 0,05.

Результаты и обсуждения
В результате проведения магнитно-резонанс-

ной Т2*-релаксометрии сердца пациенты были 
разбиты на две группы: I группа: с выявлен-
ной перегрузкой железом миокарда — 4 (6,6%);
II группа: перегрузка железом миокарда не выявле-
на — 56 (93,4%).

В I группе была выявлена перегрузка железом 
миокарда у 4 больных (6,6%), во всех случаях пе-
регрузка имела умеренную степень выраженности 
(время Т2* — 10–15 мс, MIC — 1,65–2,71 мг/г).

Были сопоставлены данные лабораторных ис-
следований (сывороточная концентрация феррити-
на, нормальные значения которой — до 1000мкг/л) 
с концентрацией железа в миокарде у пациентов с 
выявленной перегрузкой железом сердца (табл. 2). 

Таким образом, лишь у одного пациента на-
личие перегрузки железом миокарда со сред-

ней степенью выраженности не подтвердилось 
лабораторно, но было выявлено благодаря маг-
нитно-резонансной Т2*-релаксометрии, что по-
требовало немедленного назначения хелаторов 
железа.

Данный пациент, 27 лет, с диагнозом сиде-
робластная анемия, и колебаниями сывороточ-
ной концентрации ферритина 363–900 мкг/л за 
последний месяц (при норме до 1000 мкг/л) с 
более чем 100 гемотрансфузий в анамнезе, жел-
тушными кожными покровами и повышением 
трансаминаз в крови, направлен на МРТ в связи
с несоответствием клинической картины дан-
ным лабораторных исследований. Ниже пред-
ставлены изображение участка межжелудоч-
ковой перегородки данного пациента (рис. 5) 
и график падения интенсивности МР-сигнала 
(рис. 6).

В результате проведения Т2* магнитно-резо-
нансной релаксометрии печени, пациенты были 
разбиты на следующие группы и подгруппы: 

I группа: перегрузки железом печени не выяв-
лено — 8 (13,3%), типичный график падения ин-
тенсивности сигнала представлен на рис. 7 (а);

Таблица 2. Сопоставление данных МРТ и лабораторных исследований

Пол и возраст 
пациента Вид нозологии Концентрация железа 

в миокарде (мг/г)

Концентрация
ферритина в сыворотке 

(мкг/л)

Мужчина,53 года Первичный гемохроматоз 2,46 3825 

Мужчина, 27 лет Сидеробластная анемия 2,16 363-900

Мужчина, 39 лет Талассемия 1,73 3223

Мужчина, 50 лет Миелодиспластический синдром 2,15 2047
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Рисунок 5. Контрольный участок
в области межжелудочковую перегородку

Рисунок 6. График спада интенсивности
сигнала от участка в области
межжелудочковую перегородку

Рисунок 7. Графики падения МР-сигнала.

Ось У — интенсивность сигнала, ось Х — время ТE. Четко прослеживается обратная зависимость: 
чем меньше время падения МР-сигнала, тем больше значение перегрузки железом
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II группа: с выявленной перегрузкой
железом печени — 53 (86,6%):

— перегрузка легкой степени выраженности — 
21 (35% от общего числа обследованных), типичный 
график падения интенсивности сигнала на рис.7(б);

— умеренно выраженная перегрузка — 
19 (31,6% от общего числа обследованных), ти-
пичный график падения интенсивности сигнала на 
рис.7 (в);

— тяжелая перегрузка - 12 (20% от общего чи-
сла обследованных), типичный график падения ин-
тенсивности сигнала на рис. 7 (г). 

Были сопоставлены данные лабораторных ис-
следований (сывороточная концентрация феррити-
на, нормальные значения которой — до 1000 мкг/л) 
с данными магнитно-резонансной Т2* релаксоме-

трии печени, при которой перегрузки железом ор-
гана выявлено не было (Т2* > 15,4 мс, LIC > 2 мг/г). 
Данные представлены в таблице 3.

Из таблицы 3 следует, что повышение сыворо-
точной концентрации ферритина у 50% обследо-
ванных пациентов без перегрузки железом было 
неспецифическим (вероятно, указывало на сопут-
ствующие воспалительные процессы в организме).

Были сопоставлены данные лабораторных ис-
следований (сывороточная концентрация феррити-
на, нормальные значения которой — до 1000 мкг/л) 
с результатами магнитно-резонансной Т2* релак-
сометрии печени у 21 пациента, при которой была 
получена легкая степень перегрузки железом орга-
на (время Т2*  =  4,5 — 15,4мс; LIC  =  2-7 мг/г) 
(график 1)

Таблица 3. Сопоставление данных МРТ у пациентов
без выявленной перегрузки печени и лабораторных данных

Пол и возраст 
пациента Диагноз Концентрация железа 

в печени (мг/г)

Концентрация
ферритина в сыворотке 

(мкг/л)
Женщина,31 год Гемолитическая анемия 0,24 124
Мужчина, 30 лет Первичный гемохроматоз 1,31 1011
Мужчина, 62 года Первичный гемохроматоз 1,31 170
Мужчина, 14 лет Талассемия 1,0 1651
Женщина, 7 лет Талассемия 1,21 168,5
Женщина, 57 лет Миелодиспластический синдром 1,66 165
Мужчина, 25 лет Первичный гемохроматоз 1,11 1051
Мужчина, 38 лет Первичный гемохроматоз 1,31 1466

График 1. Сопоставление результатов МРТ 
(Т2*-релаксометрии) у пациентов

с выявленной легкой степенью перегрузки
и данных лабораторных исследований

Ось Х — LIC, ось Y — концентрация ферритина 
сыворотки крови.

График 2. Сопоставление результатов МРТ
с умеренной степенью перегрузки и данных 

лабораторных исследований

Ось Х — LIC, ось Y — концентрация ферритина 
сыворотки крови



44 том 4 №5 / 2017

Радиология / Radiology

Из данного распределения следует, что у 14,2% 
пациентов с нормальными, но пограничными пока-
зателями ферритина сыворотки крови уже имелась 
легкая степень перегрузки. В случае с одним из па-
циентов, сывороточный ферритин которого превы-
шал 10500 мкг/л (значение вне области графика), 
можно было бы ожидать пропорционально боль-
шее значение перегрузки печени, однако перегруз-
ка легкой степени, вероятнее всего, свидетельству-
ет о наличии в организме источника воспаления. 

Были сопоставлены данные лабораторных ис-
следований (сывороточная концентрация феррити-
на, нормальные значения которой — до 1000 мкг/л)
с результатами магнитно-резонансной Т2* релаксоме-
трии печени у 19 пациентов, при которой была полу-
чена умеренная степень перегрузки железом органа: 
(время Т2* = 2,1–4,5 мс; LIC = 7–15 мг/г) (график 2).

Из графика 2 следует, что у пациентов с уме-
ренными (средними) степенями перегрузки желе-
зом также встречались как пограничные с нормой 
показатели ферритина сыворотки крови, так и экс-
тремально низкие (265 мкг/л, нормальные в отсут-
ствии патологии) для данной степени перегрузки 
(10,38 мг/г) значения ферритина сыворотки крови. 
В 84,2% случаев тенденции подъема ферритина 
все-таки отражала наличие перегрузки железом, 
однако не были им пропорциональны.

Были сопоставлены данные лабораторных ис-
следований (сывороточная концентрация феррити-
на, нормальные значения которой — до 1000 мкг/л) 
с результатами магнитно-резонансной Т2* релак-
сометрии печени у 12 пациентов, при которой была 
получена тяжелая степень перегрузки железом ор-
гана (время Т2* <2,1 мс; LIC> 15 мг/г) (график 3).

В группе пациентов с тяжелой перегрузкой 
также определяется случай отсутствия повышения 
ферритина сыворотки крови (363 мкг/л), при кон-
центрации железа в печени 21,3 мг/г. В основном 
же тенденция повышения ферритина при тяжелой 
степени перегрузки отвечает ожиданиям, в 83,3 % 
тяжелых перегрузок печени значения ферритина 
были выше 2000 мкг/л.

Аналогичные результаты были получены в ис-
следованиях, посвященных изучению применения 
стандартных протоколов МРТ печени и феррити-
на сыворотки крови еще в 1995 году [9], а также 
более поздних исследовательских работах, в кото-
рых МРТ было выполнено уже с использованием 
Т2*-релаксометрии [10].

Вывод
Магнитно-резонансная Т2*-релаксометрия яв-

ляется неинвазивным, высоко эффективным ме-
тодом объективной количественной оценки пере-
грузки железом у пациентов гематологического 
профиля, в сравнении с показателем сывороточной 
концентрации ферритина, не являющимся специ-
фичным. Магнитно-резонансную Т2*-релаксоме-
трию целесообразно включить в протокол обсле-
дования пациентов при подозрении на наличие 
перегрузки железом, особенно при планировании 
терапии хелаторами железа.
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Резюме
Актуальность. Компоненты пуринергической системы (подобно цитокинам и хемокинам) принимают 

участие в регуляции функций различных клеток иммунной системы и развитии эффективного ответа, на-
правленного на элиминацию внеклеточных и внутриклеточных патогенов, собственных измененных клеток 
и/или погибших клеток. Несмотря на активное исследование пуринергической регуляции в патогенезе мно-
гих заболеваний, уровень спонтанной экспрессии таких участников пуринергического сигналинга, как CD39
и CD73 на субпопуляциях Т-лимфоцитов здоровых доноров, мало изучен. Целью настоящего исследования 
было определение уровня экспрессии CD39 и CD73 на субпопуляциях Т-лимфоцитов периферической кро-
ви здоровых доноров, а также выявление возможных изменений, связанных с полом и возрастом обследуе-
мых. Материалы и методы. В исследование включены 65 условно здоровых доноров в возрасте от 25 лет до
61 года. С использованием многоцветной проточной лазерной цитометрии на субпопуляциях Т-хелперов (Th), 
цитотоксических (Tcyt) и регуляторных (Трег) Т-клеток на разных стадиях их дифференцировки, выявленных 
на основании экспрессии CD45R0 и CD62L — «наивные», фенотип CD45R0–CD62L+, клетки центральной 
памяти (CM) — CD45R0+CD62L+, клетки эффекторной памяти (EM) — CD45R0+CD62L–, а также «тер-
минально-дифференцированные» CD45RA-позитивные эффекторные клетки (TEMRA) — CD45R0–CD62L–) 
оценивали уровни экспрессии CD39 и CD73. Результаты. У женщин количество CD73+ EM (p = 0,027)
и TEMRA (p = 0,006) цитотоксических Т-клеток было достоверно более высоким. Были выявлены поло-
жительные корреляционные связи с возрастом у CD39-позитивных «наивных» Тh и Тcyt, а также EM Tcyt; 
и отрицательные — с CD73+ «наивными» CD3+CD8+ клетками и CM. Подтвердились предположения об 
уменьшении количества CD73+ клеток по мере повышения их «зрелости» по направлению «наивные» — 
CM — EM — TEMRA у цитотоксических Т-лимфоцитов. Заключение. Полученные результаты подтвержда-
ют предположение о влиянии пола и возраста на уровень экспрессии CD39 и CD73 на субпопуляциях Т-лим-
фоцитов здоровых доноров и открывают перспективы их изучения у пациентов с различными заболеваниями.

Ключевые слова: пуринергическая регуляция, CD39, CD73, Т-лимфоциты, здоровые доноры

Для цитирования:Трансляционная медицина. 2017; 4 (5): 46–60.
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Abstract
Background. The components of the purinergic system participate in the function regulation of various 

immune system cells as well as in the development of an effective response aimed to extracellular and intracel-
lular pathogens, altered and/or dead cells elimination. Despite the active research of purinergic regulation in the 
pathogenesis of many diseases, the level of spontaneous expression of such participants of purinergic signaling 
as CD39 and CD73 on the T-lymphocytes subpopulation of healthy donors has been little studied. The aim of the 
present study was to determine the expression of CD39 and CD73 on the peripheral T-lymphocytes subpopula-
tions of healthy donors, and to identify possible changes related to the sex and age of the subjects. Materials and 
methods. The study included 65 healthy donors 25-61 years old. Multicolor fl ow cytometry was used to iden-
tify T-helpers (Th), T-cytotoxic (Tcyt), T-regulatory (Treg) cells and their subpopulations — Naïve (CD45R0–
CD62L+), Central memory (CM) (CD45R0+CD62L+), Effector memory (EM) (CD45R0+CD62L–) and ter-
minally differentiated CD45RA-positive effector cells (TEMRA) (CD45R0–CD62L–). Additionally CD39 and 
CD73 expression levels were detected. Results. The levels of CD73+ EM (p = 0,027) and TEMRA (p = 0,006) 
Tcyt in female subjects were signifi cantly higher. Positive correlations with age were found in CD39+ Naïve Th 
and Tcyt and EM Tcyt. Negative correlations were detected with CD73+ Naïve and CM Tcyt. Assumptions that 
the number of CD73 + cells decreased in the direction of Naive-CM-EM-TEMRA in cytotoxic T-lymphocytes 
were confi rmed. Conclusions. The results confi rm the assumption of of sex and age infl uence on the expression 
of CD39 and CD73 on the T-lymphocytes subpopulations of healthy donors

Key words: purinergic regulation, CD39, CD73, T-lymphocytes, healthy donors.

For citation:Translyatsionnaya meditsina =  Translational Medicine. 2017; 4 (5): 46–60.

В настоящее время ведется активное изучение 
роли пуринергического сигналинга в патогенезе 
широкого спектра заболеваний и патологических 
состояний, к числу которых относятся регуляция 
инфекционного и неинфекционного воспаления, 
опухолевого роста и метастазирования, реакции 
отторжения трансплантата, аутоиммунные заболе-
ваниях, кальцификация элементов сердечно-сосу-
дистой системы и т.д. Компоненты пуринергиче-

ской системы (подобно цитокинам и хемокинам) 
принимают участие в регуляции функций клеток 
иммунной системы и развитии эффективного от-
вета, направленного на элиминацию внеклеточных 
и внутриклеточных патогенов, собственных изме-
ненных клеток и/или погибших клеток [1, 2, 3, 4].

Внеклеточный АТФ как ключевой компонент 
пуринергической системы обладает широким спек-
тром провоспалительных эффектов и участвует 



48 том 4 №5 / 2017

Тканевые, клеточные, геномные и протеомные технологии /  

в «тонкой» настройке иммунного ответа. Более 
того, АТФ относится к DAMP (от англ. «danger-
associated-molecular-pattern») — эндогенным тка-
невым факторам, которые, в кооперации с други-
ми сигналами, запускают и регулируют иммунный 
ответ. В частности, АТФ вовлечен в хемотаксис, 
продукцию активных форм кислорода фагоцитами 
и синтез цитокинов воспалительными клетками [1].

Аденозин обладает противоположными АТФ 
эффектами и играет ведущую роль в ограничении 
воспалительного ответа. Так, этот метаболит подав-
ляет адгезию лейкоцитов к эндотелиальным клет-
кам микроциркуляторного русла, снижает уровень 
продукции активных форм кислорода нейтрофила-
ми и угнетает синтез и секрецию провоспалитель-
ных цитокинов клетками различного происхожде-
ния [5]. С другой стороны, аденозин способствует 
выходу противовоспалительного IL10 из моноци-
тов, а также запускает продукцию VEGF (vascular 
endothelial growth factor) — мощного индуктора ан-
гиогенеза и сосудистой проницаемости [6]. 

После выхода АТФ во внеклеточное простран-
ство происходит дефосфорилирование данной моле-
кулы различными сывороточными и мембранными 
ферментами. Основными нуклеотидазами, участвую-
щими в этом процессе, являются CD39 (E-NTPDase1, 
от англ. «ectonucleoside triphosphate diphosphohy-
drolase 1») и CD73 (Ecto5’NTase, от англ. «ecto-5’-
nucleotidase»). Первая метаболизирует АТФ до 
АДФ, пирофосфата и АМФ. Последний, в свою 
очередь, расщепляется до аденозина и фосфата
с помощью поверхностного рецептора CD73 [7]. 
Таким образом, активность экзонуклеотидаз CD39 
и CD73 обеспечивает баланс провоспалительного 
АТФ и противовоспалительного аденозина в оча-
ге воспаления. Эти молекулы высоко экспрессиру-
ются на клетках многих тканей и органов: сердца, 
плаценты, легких, печени, кишечника, мозга, почек 
и др. Более того, данные мембранно-ассоциирован-
ные ферменты широко представлены на клетках 
иммунной системы: моноцитах, нейтрофилах, ден-
дритных клетках, В-лимфоцитах, субпопуляциях 
Т-лимфоцитов [8]. 

В настоящее время показано, что пуринергиче-
ская регуляция контролирует активность Т-клеток. 
Предполагается, что пуриновые нуклеотиды и нук-
леозиды играют заметную роль в проведении сиг-
нала, необходимого для распознавания антигена 
Т-клетками при формировании иммунологическо-
го синапса [9]. АТФ участвует в реакциях специфи-
ческого иммунного ответа посредством регуляции 
дифференцировки и функциональной активности 
регуляторных Т-клеток (Трег) [10]. Аденозин явля-
ется антагонистом АТФ и в отношении Т-клеток. 
Он подавляет активность некоторых популяций 

Т-клеток (например, проявление цитолитических 
свойств или синтез цитокинов), в частности, Т-хел-
перов 17 (Th17) [1], а также активирует Трег. Кроме 
того, аденозин подавляет дифференцировку Тхэлпе-
ров (Th) - Th1 и Th2 за счет снижения уровня проли-
феративной активности и продукции IL2 [11].

Экспрессия CD39 и CD73 была показана на ре-
гуляторных клетках мыши и человека, а также на 
других типах Т-клеток [8]. Вместе с тем широкое 
внедрение многоцветного анализа при изучении 
циркулирующих Т-клеток методом проточной 
лазерной цитометрии позволило выявить субпо-
пуляции Т-лимфоцитов, не детектировавшиеся 
ранее [12, 13]. Это позволило провести как оценку 
фенотипа, так и определить функциональные ха-
рактеристики клеток в свете их участия в системе 
пуринергической регуляции.

Несмотря на активное исследование пуринер-
гической регуляции в патогенезе многих заболева-
ний, уровень спонтанной экспрессии таких участ-
ников пуринергического сигналинга, как CD39
и CD73 на субпопуляциях Т-лимфоцитов здоровых 
доноров, мало изучен. В настоящее время имеются 
лишь отдельные наблюдения о возможных возраст-
ных и половых различиях [14]. Хотя именно этот 
аспект является наиболее важным на этапе изуче-
ния клинической значимости нарушений работы 
иммунной системы у пациентов с различными за-
болеваниями. 

В связи с этим целью настоящего исследова-
ния было определение уровня экспрессии CD39 и 
CD73 на субпопуляциях Т-лимфоцитов перифери-
ческой крови здоровых доноров, а также выявление 
возможных изменений, связанных с полом и возра-
стом обследуемых. 

Материал и методы
В исследование включены 65 условно здоро-

вых доноров в возрасте от 25 лет до 61 года (меди-
ана возраста 45 (41;49) лет). Мужчин — 31, жен-
щин — 34 человека. Медиана возраста мужчин 
составила 43 (40;48) лет, женщин — 46 (41;52). На 
момент исследования на состояние здоровья жа-
лоб не предъявляли, и все были признаны условно 
здоровыми. Критериями исключения были острые 
или обострения хронических заболеваний, аутоим-
мунные, онкологические, психические заболевания 
в анамнезе, а также изменения при стандартном 
клиническом и биохимическом лабораторном об-
следовании, выходящим за пределы референсных 
значений. 

Все исследования проводились с информиро-
ванного согласия обследуемых и в соответствии
с Хельсинкской декларацией Всемирной ассоци-
ации «Этические принципы проведения научных 
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медицинских исследований с участием человека» 
с поправками 2000 г. и «Правилами клинической 
практики в Российской Федерации», утвержденны-
ми приказом Минздрава РФ от 19.06.2003 г. № 266.

Забор крови из кубитальной вены осуществ-
ляли натощак, в состоянии физического и эмоци-
онального покоя вакуумными системами Vacuette 
с K3EDTA. Все исследования проводились в день 
забора крови. Подготовку образцов для проведения 
цитофлуориметрического учета проводили в соот-
ветствии с общепринятыми рекомендациями [15].

Моноклональные антитела
и проточная цитометрия.

Для выявления основных популяций Т-лим-
фоцитов и оценки уровня экспрессии ими CD39 
и CD73 применялась следующая панель моно-
клональных антител, конъюгированных с различ-
ными флуорохромами — CD39-FITC (clone A1, 
cat. 328206, BioLegend, Inc., USA), CD25-PE (clone 
B1.49.9, cat. A07774 , Beckman Coulter, USA), 
CD62L-ECD (clone DREG56, cat. IM2713U, Beck-
man Coulter, USA), CD45R0-PC5.5 (clone UCHL1, 
cat. IM2712U, Beckman Coulter, USA), CD4-PC7 
(clone SFCI12T4D11 (T4), cat 737660, Beckman 
Coulter, USA), CD8-APC (clone B9.11, cat. IM2469, 
Beckman Coulter, USA), CD3-APC-Alexa Fluor 750 
(clone UCHT1, cat. A94680, Beckman Coulter, USA), 
CD73-Pacifi c Blue (clone AD2, cat. 344012, BioLeg-
end, Inc., USA) and CD45-Krome Orange (clone J33,
cat. A96416, Beckman Coulter, USA). Распределение 
антител по канал флуоресценции проводили в со-
ответствие с принципами формирования панелей 
для многоцветных цитофлуориметрических иссле-
дований [16, 17]. Указанным выше набором моно-
клональных антител окрашивали 100 мкл перифе-
рической крови в соответствие с рекомендациями 
производителя. Удаление эритроцитов из образцов 
проводили по безотмывочной технологии с ис-
пользованием лизирующего раствора VersaLyse 
(кат. № A09777), к 975 мкл которого ex tempora 
добавляли 25 мкл фиксирующего раствора IOTest 
3 Fixative Solution (кат. № A07800). После разру-
шения эритроцитов образцы однократно отмыва-
ли избытком физиологического раствора при 330g
в течение 7 минут, после чего надосадок удаляли, 
а клеточный осадок ресуспендировали в физио-
логическом растворе с рН 7,2-7,4, содержащем
2% параформальдегида (Sigma-Aldrich, США). Ана-
лиз образцов проводили на проточном цитофлюори-
метре Navios™ (Beckman Coulter, США), оснащен-
ном тремя диодными лазерами 405, 488 и 638 нм. 

Все полученные результаты сравнивали в вы-
борках для мужчин   и для женщин, в разных воз-
растных группах (до 45 лет и старше 45 лет), а также

в зависимости от возраста с поправкой на пол об-
следуемых. 

Обработку цитофлуориметрических данных 
проводили при помощи программ Navios Software 
v.1.2 и Kaluza™ v.1.2 (Beckman Coulter, США). 
Статистическую обработку проводили при по-
мощи программного обеспечения Statistica 8.0 
(StatSoft, США) и GraphPad Prism 4.00 for Windows 
(GraphPad Prism Software Inc., США). Нормаль-
ность распределения проверяли по критерию со-
гласия Пирсона хи-квадрат. Результаты выражали 
в виде % позитивных клеток от искомой популяции 
и приводили в виде медианы и интерквартильного 
размаха (25%; 75%). Дисперсионный анализ прово-
дили с использованием теста ANOVA. Достовер-
ность различий оценивали с использованием непа-
раметрического U-критерия Манна-Уитни, а также 
t-критерия Стьюдента, корреляционный анализ — 
критерием Спирмена. Различия считали достовер-
ными при p<0,05.

Для выявления основных популяций Т-лим-
фоцитов периферической крови применяли алго-
ритм (тактику «гейтирования»), приведенный на 
рисунке 1. Для каждого из образцов анализировали 
не менее 40000 одиночных лимфоцитов, выделен-
ных с использованием гистограмм 1–3 рисунка 1. 
Затем при помощи гистограммы 4 на основании 
яркой экспрессии поверхностного CD25 и нали-
чия на поверхности клеток CD4 выделяли регуля-
торные Т-клетки (область «Tregs»), фенотип ко-
торых можно было описать как CD4+CD25bright. 
На основании результатов собственных предвари-
тельных исследований и данных литературы [18] 
можно утверждать что в рамках данной популя-
ции Т-хелперов относительное содержание Т-лим-
фоцитов, экспрессирующих транскрипционные 
фактор FoxP3, не менее 90-92%, что позволяет 
применять данный методических подход для вы-
явления популяции Трег. С использованием гисто-
граммы 5 в рамках общей популяции лимфоцитов 
периферической крови выявляли Т-лимфоциты на 
основании экспрессии CD3 — линейного маркера 
Т-клеточной линии дифференцировки клеток. Да-
лее при помощи гистограммы 6 общую популяцию 
Т-клеток подразделяли на Т-хелперы (Th) с фено-
типом CD3+CD4+ и цитотоксические Т-лимфо-
циты (Tcyt) (CD3+CD8+). В ходе дальнейших ис-
следований проводили анализ субпопуляционного 
состава Трег, Th и цитотоксических Т-клеток. На 
каждой из указанных популяций Т-лимфоцитов 
проводили оценку уровней экспрессии CD45R0
и CD62L, как это было описано ранее [19, 20].
На основании экспрессии CD45R0 и CD62L клет-
ки указанных выше популяций Т-лимфоцитов 
(показано на примере Т-хелперов с фенотипом 



50 том 4 №5 / 2017

Тканевые, клеточные, геномные и протеомные технологии /  

Рисунок 1. Тактика поэтапного гейтирования, применявшаяся
для выявления основных субпопуляций Т-лимфоцитов периферической крови

и анализа экспрессии поверхностных CD39 и CD73

Гистограмма 1: по оси абсцисс — уровень экспрессии CD45; по оси ординат — боковое светорассеяние 
(SS), характеризующее структуру («сложность» организации) цитоплазмы клеток; в области «CD45++» 
находятся клетки с высокой экспрессией CD45 и низкими значениями бокового светорассеяния. Гисто-
грамма 2: по оси абсцисс — интегральный сигнал прямого светорассеяния; по оси ординат — пиковый 
сигнал прямого светорассеяния; в области «sgl LY» находятся не слипшиеся лимфоциты, на гистограмме 
отображены клетки из области «CD45++» гистограммы 1. Гистограмма 3: по оси абсцисс — боковое 
светорассеяние (SS); по оси ординат — прямое светорассеяние (FS), характеризующее размер клеток; 
в области «лимфоциты» находятся клетки соответствующие по своим размерам и структуре популяции 
лимфоцитов периферической крови. Описание последующих этапов выявления основных популяций
Т-лимфоцитов («тактика гейтирования») приведена в разделе «Материалы и методы».
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CD3+CD4+) были разделены на «наивные» клетки 
с фенотипом CD45R0–CD62L+ (Naive на гисто-
грамме 7 рисунка 1), клетки центральной памяти 
с фенотипом CD45R0+CD62L+ (СМ), клетки эф-
фекторной памяти, позитивные только по CD45R0 
(ЕМ) и «терминально-дифференцированные» 
CD45RA-позитивные эффекторные клетки (TEMRA),
на поверхности которых оба исследованных
антигена отсутствовали. Далее каждую из выде-
ленных субпопуляций Т-клеток анализировали 
при помощи двухпараметрических гистограмм по 
уровням экспрессии CD3 и CD39 (гистограмма 8 
рисунка 1), а также CD3 и CD73 (гистограмма 9 
рисунка 1), как это показано на гистограммах 8
и 9 рисунка на примере популяции Т-хелперов 
центральной памяти. 

Гистограмма 1: по оси абсцисс — уровень 
экспрессии CD45; по оси ординат — боковое све-
торассеяние (SS), характеризующее структуру 
(«сложность» организации) цитоплазмы клеток; 
в области «CD45++» находятся клетки с высокой 
экспрессией CD45 и низкими значениями бокового 
светорассеяния. Гистограмма 2: по оси абсцисс — 
интегральный сигнал прямого светорассеяния; по 
оси ординат — пиковый сигнал прямого светорас-
сеяния; в области «sgl LY» находятся не слипшиеся 
лимфоциты, на гистограмме отображены клетки из 
области «CD45++» гистограммы 1. Гистограмма 3: 
по оси абсцисс — боковое светорассеяние (SS); по 
оси ординат — прямое светорассеяние (FS), харак-
теризующее размер клеток; в области «лимфоци-
ты» находятся клетки соответствующие по своим 
размерам и структуре популяции лимфоцитов пе-
риферической крови. Описание последующих эта-
пов выявления основных популяций Т-лимфоци-
тов («тактика гейтирования») приведена в разделе 
«Материалы и методы».

Результаты
Подходы к разделению Т-клеток на субпопу-

ляции и возможные тактики гейтирования были 
описаны и апробированы нами ранее [12, 13, 21]. 
Анализ уровня экспрессии CD39 и CD73 на суб-
популяциях Т-лимфоцитов (рисунок 2) продемон-
стрировал неравномерность в зависимости от зре-
лости клеток. 

Обозначения на рисунке: «Naïve» — «наивные» 
Т-лимфоциты с фенотипом CD45R0–CD62L+; 
СМ — Т-лимфоциты центральной памяти с фе-
нотипом CD45R0+CD62L+; ЕМ — Т-лимфоциты
эффекторной памяти с фенотипом CD45R0+CD62L–; 
TEMRA — «терминально-дифференцированные»
клетки эффекторной памяти с фенотипом CD45R0–
CD62L–. N, C, E, T — различия с популяцией

«наивных» клеток, клеток центральной памяти, клеток 
эффекторной памяти и клетками TEMRA достоверны 
при р<0,05 согласно U-критерию Манна-Уитни.

При анализе основных популяций цитотокси-
ческих Т-клеток, выявленных при помощи антител 
против CD45R0 и CD62L, отмечено постепенное 
снижение относительного содержания CD73-пози-
тивных клеток в линии «наивные» — СМ — ЕМ — 
TEMRA, для которых эти величины составили 79,91 
(72,89; 85,03)%, 21,88 (14,78; 28,60)%, 8,91 (5,28; 
13,72)% и 7,15 (5,09; 11,84) % соответственно (раз-
личия между всеми популяциями были достоверны 
при р<0,001, кроме EM и TEMRA, между которыми 
различий отмечено не было (р = 0,223, рисунок 2). 
При анализе уровня экспрессии CD39 наблюдалась 
несколько другая динамика между сравниваемыми 
популяциями Tcyt. Данный антиген практически 
не обнаруживался на CD3+CD8+ клетках с фено-
типом CD45R0–CD62L+ — 0,94 (0,36; 1,87)%, но 
его экспрессия достигала своего максимума на 
клетках с фенотипом CD45R0+CD62L+, около 8 
(1,17; 12,58)% которых несли его на своей поверх-
ности. Полученные для СМ значения достоверно 
(р<0,001) превосходило показатели не только «на-
ивных» Tcyt, но и клеток ЕМ (р<0,001), для кото-
рых эта величина составляла 4,04 (0,49; 7,53)%, и 
клеток TEMRA (0,69 (0,21; 1,47)%, р<0,001). 

Проведенное нами исследование уровня CD73 
на различных популяциях CD3+CD4+ клеток (рису-
нок 2) показало, что данная молекула лучше всего 
представлена на поверхности субпопуляций Th, уже 
прошедших антиген-зависимую стадию дифферен-
цировки — 7,00 (4,63; 10,48)% и 9,18 (5,08; 13,24)% 
позитивных клеток среди СМ и ЕМ, соответствен-
но (р = 0,002). «Наивные» клетки данный антиген 
практически не экспрессировали (всего около 1% 
позитивных клеток), тогда как среди TEMRA од-
носильное содержание CD73+ клеток находилось в 
пределах 5%. Что же касается CD39, то на «наив-
ных» клетках данный антиген практически не об-
наруживался (около 2% CD39+ клеток), тогда как 
увеличение экспрессии CD45R0 сопровождалась 
почти десятикратным увеличением (р<0,001) уров-
ня CD39 в рамках данной популяции клеток. Сни-
жение поверхностного CD62L и переход в стадию 
Т-хелперов эффекторной памяти приводило к дву-
кратному снижению относительного содержания 
CD39-позитивных клеток (до 8,29 (2,27; 12,66)%). 
На зрелых эффекторных CD3+CD4+ лимфоцитах 
CD39 обнаруживался лишь на 3,75 (1,31; 7,54)% 
клеток. 

Исследование субпопуляционного состава ре-
гуляторных Т-лимфоцитов не вывило достоверных 
различий по экспрессии CD73 между «наивными» 
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Рисунок 2. Относительное содержание CD73+ и CD39+ клеток среди цитотоксических Т-лимфоцитов, 
Т-хелперов и регуляторных Т-клеток различного уровня созревания

клетками, клетками центральной и эффекторной 
памяти (рисунок 2). Тогда как относительное содер-
жание CD39-позитивных клеток в рамках популя-
ций СМ и ЕМ (55,22 (22,23; 69,52)% и 54,40 (19,38; 
68,42)%, соответственно) достоверно (в обоих слу-
чаях р<0,001) превосходило значения, полученные 
для Трег с фенотипом CD45R0-CD62L+, среди ко-
торых лишь 13,19 (5,74; 16,65)% несли данную мо-
лекулу на своей поверхности. 

При проведении сравнительного анализа от-
носительного содержания CD73-позитивных лим-

фоцитов в рамках популяций цитотоксических 
Т-клеток, Th и Трег с учетом гендерных различий 
было выявлен достоверно более высокий уровень 
CD73+ клеток EM Tcyt (p = 0,027) и TEMRA Tcyt 
(p = 0,006) у женщин (таблица 1). В тоже время уро-
вень CD39+ клеток у мужчин и женщин не разли-
чался ни по одной из исследованных субпопуляций 
Т-лимфоцитов (таблица 2). 

У здоровых доноров старшей возрастной ка-
тегории (старше 45 лет) отмечался достоверно бо-
лее низкий уровень «наивных» цитотоксических 

Обозначения на рисунке: «Naïve» — «наивные» Т-лимфоциты с фенотипом CD45R0–CD62L+; СМ — Т-лимфо-
циты центральной памяти с фенотипом CD45R0+CD62L+; ЕМ — Т-лимфоциты эффекторной памяти с феноти-
пом CD45R0+CD62L–; TEMRA — «терминально-дифференцированные» клетки эффекторной памяти с фено-
типом CD45R0–CD62L–. N, C, E, T — различия с популяцией «наивных» клеток, клеток центральной памяти, 
клеток эффекторной памяти и клетками TEMRA достоверны при р < 0,05 согласно U-критерию Манна-Уитни.
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Таблица 1. Общий уровень CD73+ клеток на субпопуляциях Т-лимфоцитов
в зависимости от пола доноров, % от искомой популяции, Ме (25;75)

Популяция Т-клеток Мужчины (n = 31) Женщины (n = 34) p

Naïve Tcyt 79,39 (70,31;85,03) 80,69 (75,56;85,20) 0,478

CM Tcyt 19,89 (12,50;27,61) 24,86 (16,25;28,63) 0,152

EM Tcyt 6,34 (4,15;12,02) 10,41 (6,87;15,24) 0,027

TEMRA Tcyt 5,67 (3,81;8,79) 9,19 (6,17;16,32) 0,006

Naïve Th 0,74 (0,35;1,83) 1,05 (0,68;1,59) 0,494

CM Th 7,20 (3,97;11,33) 6,94 (5,00;10,10) 0,823

EM Th 8,15 (4,66;13,81) 9,38 (5,39;13,24) 0,599

TEMRA Th 6,21 (3,16;10,23) 5,67 (3,42;10,92) 0,947

Naïve Трег 3,97 (2,12;6,68) 4,73 (3,39;7,69) 0,131

CM Трег 3,60 (2,59;6,08) 4,64 (3,26;6,68) 0,074

EM Трег 4,16 (2,16;6,89) 4,98 (2,57;6,86) 0,368

Таблица 2. Общий уровень CD39+ клеток на субпопуляциях Т-лимфоцитов
в зависимости от пола доноров, % от искомой популяции, Ме (25;75)

Популяция Т-клеток Мужчины (n = 31) Женщины (n = 34) p

Naïve Tcyt 1,05 (0,36;1,61) 0,84 (0,32;2,07) 0,984

CM Tcyt 8,04 (0,87;13,60) 8,10 (1,76;12,52) 0,717

EM Tcyt 3,93 (0,28;6,72) 4,44 (0,67;8,67) 0,415

TEMRA Tcyt 0,81 (0,17;1,61) 0,65 (0,21;1,47) 0,669

Naïve Th 2,13 (0,70;3,27) 1,25 (0,78;2,66) 0,214

CM Th 12,68 (4,64;16,82) 15,13 (5,28;18,40) 0,267

EM Th 8,29 (1,38;13,19) 8,13 (2,64;12,43) 0,838

TEMRA Th 3,89 (0,83;8,10) 3,52 (1,31;6,99) 0,947

Naïve Трег 13,82 (4,83;16,79) 11,58 (5,74;16,18) 0,824

CM Трег 53,65 (22,02;69,52) 58,09 (36,34;72,25) 0,454

EM Трег 44,00 (17,86;69,73) 57,26 (19,58;68,42) 0,331

T-клеток, несущих на своей поверхности CD73 
(младше 45 — 83,81 (78,33;87,13)%; старше 45 — 
77,03 (71,13;82,90)%, при p = 0,007). При этом такая 
закономерность была отмечена только у доноров-жен-
щин. У мужчин достоверных отличий в уровне экс-
прессии CD39 и CD73 на основных популяциях Т-кле-
ток в разных возрастных группах отмечено не было. 

В отношение CD39-позитивных клеток законо-
мерностей, связанных с разделением всех обследу-
емых на две возрастные группы, отмечено не было. 

Вместе с тем при проведении корреляционно-
го анализа количества позитивных по CD73 или 

CD39 Т-лимфоцитов и возрастом доноров, была
зафиксирована достоверная (p<0,05) отрицатель-
ная связь (r =  –0,517) между уровнем «наив-
ных» Tcyt, экспрессирующих CD73 и возрастом
доноров-мужчин. У доноров-женщин достовер-
ных (p < 0,05) корреляционных взаимосвязей с 
возрастом было зафиксировано больше. В част-
ности отрицательные связи были отмечены с 
уровнем Naïve Tcyt CD73+ (r = -0,520) и CM Tcyt 
CD73+ (r = -0,397), а положительные с Naïve Tcyt 
CD39+ (r = 0,361), EM Tcyt CD39+ (r = 0,367)
и Naïve Th CD39+ (r = 0,378). 



54 том 4 №5 / 2017

Тканевые, клеточные, геномные и протеомные технологии /  

Анализ выявленных взаимосвязей свидетель-
ствует о том, что уровень экспрессии CD73 цито-
токсическими Т-лимфоцитами у обследованных 
представителей обоих полов связан с возрастом па-
циентов. Кроме того, наблюдаются существенные 
возрастные изменения суммарной экспрессии CD39 
и CD73 у доноров-женщин. Вместе с тем для даль-
нейших исследований и определения нормативных 
значений по CD39+ и CD73+ Т-лимфоцитам различ-
ных субпопуляций проводился анализ уровня коэкс-
прессии изучаемых регуляторных молекул без учета 
половых и возрастных различий (таблица 3).

Уровень экспрессии CD39 и CD73 на субпо-
пуляциях цитотоксических Т-клеток выявил посте-
пенное снижение CD73+CD39– клеток в линии 
«наивные» клетки — CM — EM — TEMRA (таб-
лица 3). В то же время относительное содержание 
дважды-негативных (CD73–CD39–) в той же линии 
прогрессивно снижалось. 

В отношении Т-хелперов отмечалась обрат-
ная тенденция. Так, относительное содержание 
CD73+CD39– среди «наивных» клеток было на-
именьшим, в то время как среди EM — наиболь-
шим, сохраняя значительное присутствие и сре-
ди зрелых клеток популяции TEMRA. Большая 
часть субпопуляций CD3+CD4+ клеток была 
представлена CD73–CD39–. При этом наиболь-

шее количество дважды-негативных было отме-
чено среди «наивных» (97,12 (95,89; 98,05)%,
а наименьшее — среди клеток центральной
памяти (79,88 (75,24;84,78)%). Важно отметить, 
что в периферической крови условно здоро-
вых доноров Т-хелперы, ко-экспресировавшие
CD39 и CD73, практически не обнаружива-
лись — их относительное содержание не превы-
шало 0,20%. 

Количество CD73–CD39– и CD73–CD39+ среди 
регуляторных Т-клеток центрально и эффекторной 
памяти распределялось примерно поровну. Среди 
«наивных» Трег и TEMRA Трег популяция CD73–
CD39– преобладала.

Обсуждения
Несмотря на то, что многими авторами призна-

ется существенное значение пуринергической сис-
темы в регуляции процессов воспаления и функции 
непосредственно Т-клеток, работ по оценке уровня 
экспрессии CD39 и CD73 на поверхности субпопу-
ляций циркулирующих Т-лимфоцитов совсем нем-
ного [22].

Уровень экспрессии CD39 на Т-лимфоцитах у 
возрастных пациентов выше, чем у молодых, при-
чем уровень экспрессии является генетически де-
терминированным [14]. Таким образом, возможные 

Таблица 3. Коэкспрессия CD39 и CD73 различными субпопуляциями Т-лимфоцитов.

№ Популяции
Доля клеток (комбинация маркеров), %

CD73+CD39- CD73+CD39+ CD73-CD39- CD73-CD39+

1 Naïve Tcyt 79,38 (72,66;84,42)2,3,4 0,31 (0,15;0,58) 3,4 19,43 (14,72;26,09) 2,3,4 0,60 (0,12;1,08)2,3

2 CM Tcyt 21,67 (14,21;26,68)1,3,4 0,51 (0,21;0,87) 3,4 68,87 (61,54;76,27) 1,3,4 7,16 (0,86;12,01)1,3,4

3 EM Tcyt 8,75 (5,12;13,41)1,2 0,13 (0,03;0,35)1,2,4 85,26 (78,46;91,00)1,2,4 3,88 (0,45;7,12)1,2,4

4 TEMRA Tcyt 6,85 (5,06;11,81)1,2 0,07 (0,03;0,14)1,2,3 91,57 (86,54;94,28)1,2,3 0,62 (0,20;1,36)2,3

5 Naïve Th 0,95 (0,40;1,53)6,7,8 0,06 (0,04;0,10)6,7,8 97,12 (95,89;98,05)6,7,8 1,69 (0,74;2,70)6,7,8

6 CM Th 6,30 (4,44;10,28)5,7 0,36 (0,20;0,58)5,8 79,88 (75,24;84,78)5,8 13,47 (4,32;16,27)5,7,8

7 EM Th 8,91 (4,83;13,01)5,6,8 0,21 (0,10;0,37)5 83,21 (75,84;86,82)5,8 7,88 (2,05;12,49)5,6,8

8 TEMRA Th 5,63 (3,10;10,13)5,7 0,12 (0,01;0,29)5,6 89,30 (84,67;93,41)5,6,7 3,70 (1,15;7,21)5,6,7

9 Naïve Трег 3,63 (2,50;5,81)10,11 0,71 (0,25;1,15)10,11,12 83,20 (79,94;88,75)10,11,12 12,37 (5,28;15,77)10,11

10 CM Трег 2,21 (1,30;3,93)9,12 1,81 (0,79;2,78) 9 41,01 (29,40;70,51)9,12 53,88 (22,01;67,01)9

11 EM Трег 2,50 (1,18;4,11)9,12 1,08 (0,61;2,88)9 42,29 (29,35;75,63)9,12 52,21 (19,07;62,50)9

12 TEMRA Трег 6,02 (0,01;9,38)10,11 0,01 (0,01;3,85)9 62,50 (43,37;79,20)9,10,11 –

Примечания: 1–12 — различие с популяцией, обозначенной соответствующим номером, статистиче-
ски значимо (p < 0,05). Сравнения проводились только внутри соответствующих популяций клеток: Tcyt, 
Th, Tрег.
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возрастные особенности экспрессии целесообразно 
учитывать при анализе результатов пациентов с 
различными заболеваниями.

При исследовании субпопуляций Т-лимфоци-
тов было показано, что уровень экспрессии CD39 
и CD73 на поверхности Т-клеток может меняться 
по мере их созревания и активации. Так, «наив-
ные» цитотоксические Т-клетки экспрессируют эк-
зонуклеотидазу CD73, которая быстро снижается 
при активации и дифференцировке в эффекторные
Т-клетки. И наоборот, экспрессия CD39 увеличива-
ется при активации Т-клеток. Клетки центральной 
памяти и эффекторной памяти экспрессируют обе 
нуклеотидазы– CD39 и CD73 — на своей поверх-
ностной мембране [23].

Литературные данные указывают на то, что на-
личие CD39 на поверхностной мембране характер-
но в среднем для 6% общей популяции циркулиру-
ющих цитотоксических Т-клеток условно здоровых 
доноров [24]. При этом считается, что экспрессия 
CD39 может служить одним из признаков зрелых 
антиген-специфических CD3+CD8+ лимфоцитов, 
как это было показано для вирус-специфических 
клеток при ВИЧ-инфекции и хроническом вирус-
ном гепатите С. По-видимому, длительная хрони-
ческая активация цитотоксических Т-клеток анти-
генами, которые не могут быть элиминированы из 
организма, приводит в накоплению пула CD39+ 
клеток в периферической крови. Это наблюдение 
подтверждается обнаруженной высокой корреля-
ционной зависимостью между уровнем антиген-
специфических CD39+CD8+CD3+ клеток в цир-
куляции и вирусной нагрузкой у больных ВИЧ и 
хроническим вирусным гепатином С [24]. Более 
того, сходные результаты были получены в экспе-
риментах с мышами, когда на фоне хронической 
инфекции, вызванной вирусом лимфоцитарного хо-
риоменингита, в крови экспериментальных живот-
ных наблюдалось накопление CD39+CD8+ клеток. 
Вместе с тем в случае цитотоксических Т-лимфоци-
тов CD39 может рассматриваться в качестве одного 
из маркеров регуляторных CD8+ Т-клеток. Так, в 
условиях in vitro CD8+CD39+CD26– клетки пери-
ферической крови условно здоровых добровольцев 
обладали выраженной супрессорной активностью 
по отношению к активированным Т-хелперам [25]. 
В рамках другого исследования было показано, 
что CD39+CD8+ лимфоциты экспрессируют не-
которые молекулы (CD25, Foxp3, LAG-3 и CCL4), 
характерные для «классических» регуляторных 
Т-клеток с фенотипом CD4+CD25+FoxP3+ [26]. 
Данная популяция лимфоцитов была способ-
на снижать эффективность антиген-специфиче-
ской пролиферации Т-хелперов 1 типа в условиях

in vitro, тогда как подавление активности CD39 при 
помощи блокирующих антител частично отменяла 
этот эффект «регуляторных» CD3+CD8+ клеток. 

Экспрессия экзонуклеотидаз на поверхности 
Т-клеток может поддерживать аутокринный аде-
нозиновый сигналинг, который необходим для 
CD8+ Т-клеток памяти. Аденозин, продуцируемый 
CD73, является медиатором формирования систе-
мы, которая блокирует дифференцировку Т-кле-
ток, что способствует более эффективному фор-
мированию долгоживущих Т-клеток памяти [23]. 
С другой стороны, было показано, что «наивные» 
CD45RA+CD45R0– CD8+ Т-клетки, экспрессиру-
ющие CD73, обладают низкой чувствительностью 
к активации in vitro при помощи анти-CD3 анти-
тел, но при добавление в среду для культивирова-
ния анти-CD73 антител, уровень пролиферативной
активности клеток резко увеличивался [27]. По 
мнению авторов, CD73 может участвовать в прове-
дении сигнала внутрь клетки при активации, так как 
его активация при помощи специфических антител 
сопровождалась увеличением уровня фосфорили-
рования белков цитоплазмы. Следует отметить, 
что данные о роли самого CD73, а также формиру-
емого им внеклеточного аденозина, в дифференци-
ровке «наивных» CD8+ T-клеток весьма фрагмен-
тарны, хотя некоторые авторы [23] предполагают, 
что продукция аденозина приводит к остановке 
дифференцировки Т-клеток в отсутствие сильной 
сигнализации через Т-клеточный рецептор, что мо-
жет являться одним из потенциальных механизмов 
ограничения аутоагрессии при формировании кло-
на антиген-специфических клеток. 

Снижение уровня экспрессии CD73 на цитоток-
сических Т-лимфоцитах по мере созревания можно 
рассматривать как один из способов реализации 
эффекторных функций этих клеток в очаге воспа-
ления. Наличие на поверхностной мембране CD73, 
способного генерировать во внеклеточном про-
странстве противовоспалительный аденозин, мо-
жет ограничиваться функциональную активность 
CD3+CD8+ клеток по отношению клеток-мишеней 
посредством A2AR рецепторов. Именно поэтому 
определение нормативных показателей по экс-
прессии этой молекулы цитотоксическими Т-лим-
фоцитами является важной задачей, а полученные 
результаты могут найти применение в клинической 
лабораторной диагностике. Например, у больных с 
ANCA-ассоциированным васкулитом (ANtineutro-
phil Cytoplasmic Antibody) относительное содержа-
ние CD73+CD45RA– и CD45RA+ цитотоксических 
Т-лимфоцитов в периферической крови было зна-
чительно ниже значений контрольной группы [28]. 
Более того, уровень CD73-позитивных клеток на-
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ходился в обратной зависимости с содержанием
С-реактивного белка в сыворотке крови больных, 
а повышение количества этих клеток ассоциирова-
лось с увеличением скорости клубочковой филь-
трации и обнаружением микроРНК-31 — регуля-
тора фактора, подавляющего активность HIF 1α 
(гипоксия-индуцируемого фактора 1 альфа).

Субпопуляции клеток памяти Т-хелперов также 
могут нести на себе CD39 [29, 30]. Хотя для CD39+ 
Т-клеток и характерна АТФ-азная активность, они 
не обладают иммуносупрессивными свойствами. 
Вследствие этого было высказано предположение, 
что экспрессия CD39 клетками памяти может, на-
оборот, способствовать угнетению текущих воспа-
лительных процессов или/и защищать эти клетки 
от АТФ-индуцированного апоптоза/некроза в усло-
виях очага воспаления [30]. 

Принципиальные отличия между CD39+
и CD39– Т-хелперами были отмечены при иссле-
довании функциональной активности этих популя-
ций клеток в условиях in vitro [14]. Наличие CD39 
на поверхностной мембране связано с более высо-
ким уровнем экспрессии транскрипционного фак-
тора T-bet, выраженной продукцией эффекторных 
цитокинов (IL4, IL17 и IFNγ) и сниженным синте-
зом IL2, что позволило рассматривать эти клетки 
в качестве зрелой эффекторной популяции Т-хел-
перов. Вместе с тем CD39-негативные Т-клетки 
эффективно секретировали IL2 и IL21, а при со-
культивировании с аутологичными «наивными» 
В-лимфоцитами запускали дифференцировку В-
клеток в сторону плазматических клеток. Кроме 
того, CD39+ Т-хелперы были более восприимчивы 
к проапоптотическим сигналам in vitro по сравне-
нию с CD39– клетками. Перенос генетических кон-
струкций, содержащих CD39, в цитоплазму CD39-
негативных Т-клеток сопровождался увеличением 
уровня погибших клеток в образцах. Еще одной 
особенностью CD39+ Т-хелперов была более вы-
сокая экспрессия рецептора для аденозина A2AR, 
взаимодействие которого со своими лигандами в 
очаге воспаления сопровождается запуском апоп-
тоза в эффекторных клетках, что способствует ог-
раничению воспалительной реакции в тканях. 

Как уже отмечалось выше, CD39+ Т-хелперы 
являются зрелыми или «поляризованными» эффек-
торами, способными к продукции широкого спек-
тра цитокинов, специфичных для Th1, Th2 и Th17, 
но не фолликулярных Т-хелперов. Вместе с тем 
наличие на поверхности CD3+CD4+ клетки CD39
и CD161 одновременно позволяет выявить суб-
популяцию Th17 [31]. Более того, CD39+CD161+ 
клетки периферической крови экспрессировали 
высокий уровень мРНК ключевых хемокиновых 

рецепторов (CCR5, CCR6 и CXCR3) и рецепторов 
для цитокинов (TGFR1, IL23R и IL6R), характер-
ных для Th17. В ответ на стимуляцию in vitro в 
клетках данной популяции увеличивался уровень 
экспрессии генов, кодирующих IL17, IL22 и транс-
крипционного фактора RORγ. В периферической 
крови и биоптатах слизистых оболочек больных с 
болезнью Крона уровень этих клеток был сущест-
венного выше такового условно здоровых доноров. 
Причем оценка относительного содержания клеток 
данной субпопуляции Т-хелперов в крови боль-
ных позволяла отличить активную форму болезни 
Крона от неактивной, что позволяет использовать 
оценку уровня CD39+CD161+CD4+ клеток в диаг-
ностических целях [32]. 

Уровень экспрессии поверхностного CD73
Т-хелперами периферической крови находится на 
весьма низком уровне при сравнении с цитоток-
сическими Т-лимфоцитами. Это соотносится с ли-
тературными данными, указывающими на то, что 
большая часть молекул CD73 обычно локализует-
ся во внутриклеточном компартменте Т-хелперов 
(до 20% клеток), тогда как лишь 1–7% Т-хелперов 
несут ее на своей поверхности [33]. Вместе с тем, 
нами было отмечено увеличение относительного 
содержания CD73+ клеток в рамках субпопуляций 
CD3+CD4+ лимфоцитов, прошедших антиген-за-
висимую дифференцировку. Причем, относитель-
но высокий уровень данного антигена сохранялся 
на клетках эффекторной памяти, способных по-
кидать кровоток и мигрировать в периферические 
ткани. Возможно, в случае Т-хелперов, подобно 
CD3+CD8+ лимфоцитам, CD73 и аденозин игра-
ют роль в ограничении функциональной активно-
сти потенциально аутореактивных клонов клеток. 
Эти механизмы могут быть реализованы как в рам-
ках лимфоидной ткани, так и на периферии, когда 
мишенью для аденозина являются зрелые эффек-
торные лимфоциты. Например, Th17 могут нести 
CD39 и CD73 и угнетать иммунный ответ за счет 
продукции аденозина [34]. Одновременная экс-
прессия CD39 и CD73 на этих клетках регулиру-
ется факторами, которые индуцируют дифферен-
цировку Th17, а именно провоспалительным IL6 и 
противоспалительным TGF-β.

Что же касается Трег как отдельной высоко спе-
циализированной популяции Т-хелперов, то уро-
вень экспрессии CD39 на поверхностной мембра-
не пропорционален уровню FOXP3 в их ядре [35]. 
Более того, существовали предложения об исполь-
зовании CD39 в качестве дополнительного марке-
ра всех Трег [7]. Катаболическая активность пары 
CD39/CD73 тесно связана с уровнем активации этих 
клеток. В экспериментах на лабораторных живот-
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ных отмечалось, что повышенная активность CD39 
на Tрег наблюдается только после активации по-
средством Т-клеточного рецептора (35). Считается, 
что повышенный метаболизм АТФ является крити-
ческим для иммуносупрессивной активности регу-
ляторных Т-клеток [36, 37]. Кроме того, высказано 
предположение, что усиленная активность CD39 
облегчает выход этих клеток в очаги воспаления, 
где они снижают уровень внеклеточного АТФ, тем 
самым снижая опосредованную P2-рецепторами 
гибель Трег [35]. На CD39-дефицитных мышах по-
казано, что CD39 совместно с CD73 осуществляет 
внеклеточную продукцию аденозина, который опо-
средует значительную часть иммуносупрессивной 
и противовоспалительно активности Tрег [8].

Уровень экспрессии CD39 регуляторными
Т-лимфоцитами среди группы условно здоро-
вых доноров может находиться в пределах от 
10% до 60% клеток [35]. Однако при сравнении 
данной группы и больных рассеянным склеро-
зом было отмечено, что у пациентов уровень 
CD39+ регуляторных Т-клеток в перифериче-
ской крови снижен почти в два раза [33]. Сход-
ные результаты были получены другой группой 
авторов, показавших, что в периферической 
крови больных с рецидивирующе-ремитти-
рующей формой заболевания уровень CD39+ 
Трег снижен по сравнению не только с группой 
контроля, но и с группой больных с вторич-
но прогрессирующим рассеянным склерозом 
[38]. Увеличение уровня CD39+ регуляторных
Т-клеток в циркуляции отмечалось при исследо-
вании патогенеза хронического вирусного гепа-
тита В [39]. Повышенное относительное содер-
жание клеток данной популяции было повышено 
у больных с асимптомным носительством вируса 
при сравнении не только с условно здоровыми до-
норами, но и больными с активной формой хрони-
ческого гепатита В, а также с пациентами, у которых 
наблюдалась острая или хроническая печеночная 
недостаточность, связанная с вирусом. Более того, 
увеличение CD39+ Трег в крови коррелировало с 
увеличением вирусной нагрузки, но обладала обрат-
ной зависимостью с уровнем аланинаминотрансфе-
разы в сыворотке крови. Существенный прирост 
CD39-позитивных Трег в циркуляции отмечается и 
при онкологических заболеваниях [37]. Причем, как 
это было показано для больных с колоректальным 
раком, обнаруживается прямая зависимость между 
экспрессией CD39 на CD4+CD25+CD127low Трег и 
уровнем мРНК рецептора для аденозина A2AR лей-
коцитами периферической крови больных.

В нашем исследовании показано, что экспрес-
сия CD73 на субпопуляциях Т-лимфоцитов здоро-

вых доноров может иметь гендерные особенности. 
У женщин количество CD73+ позитивных EM и 
TEMRA цитотоксических Т-клеток было достовер-
но более высоким. Наряду с этим, мы подтверди-
ли, что уровень экспрессии экзонуклеотидаз может 
быть связан с возрастом пациентов, что особенно 
хорошо заметно у женщин. Были выявлены поло-
жительные корреляционные связи с возрастом у 
«наивных» Tcyt CD39+, EM Tcyt CD39+, CD39+ 
«наивных» Th и отрицательные — с CD73+ «наив-
ными» и CM Tcyt.

Подтвердились предположения об уменьшения 
количества CD73+ клеток по мере повышения их 
«зрелости» по направлению «наивные» — CM — 
EM — TEMRA среди цитотоксических Т-лим-
фоцитов. Относительно CD39+ клеток такой од-
нозначной закономерности не прослеживалось. 
Однако, наблюдалась тенденция к увеличению 
относительного содержания CD39+ лимфоцитов в 
рамках клеток центральной памяти, «патрулиру-
ющих» Т-зависимые зоны лимфатических узлов 
и Пейеровых бляшек и способных осуществлять 
регуляторные функции в рамках лимфоидной си-
стемы. Клетки эффекторной памяти с фенотипом 
CD45R0+CD62L– способны к миграции в перифе-
рические ткани, и в состав данной популяции могут 
входить как регуляторные, так и антиген-специфи-
ческие клетки. Тогда как при переходе в эффек-
торную фазу созревания CD3+CD8+ уровень CD39 
снижается до минимальных значений, что, по-ви-
димому, связано с необходимостью выполнять ре-
акции контактного цитолиза в очаге проникнове-
ния патогена и активации под действием местных 
провоспалительных факторов. 

Все субпопуляции Т-хелперов были представ-
лены преимущественно дубль-негативными клет-
ками. Вместе с тем позитивные по CD39 клетки 
относились преимущественно к клеткам централь-
ной и эффекторной памяти. Скорее всего, низкий 
уровень экспрессии экзонуклеотидаз на Т-хелперах 
можно объяснить отсутствием активных воспали-
тельных процессов у здоровых доноров.

 
Заключение.

Пуринергическая регуляция функциониро-
вания Т-клеток играет важную роль в иммунном 
ответе. Результаты исследований последних лет 
указывают на высокую значимость определения 
уровней CD39 и CD73 на различных популяциях 
циркулирующих Т-лимфоцитов в диагностике, мо-
ниторинге эффективности терапии и прогнозе мно-
гих заболеваний. Вместе с тем, для использования 
данных подходов в клинической лабораторной ди-
агностике целесообразно определить нормативные 
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величины с учетом влияния половых и возрастных 
особенностей пациентов на изучаемые параме-
тры. В нашем исследовании показано, что у жен-
щин количество CD73+ позитивных EM и TEMRA 
цитотоксических Т-клеток было более высоким. 
Установлена связь между уровенем экспрессии 
экзонуклеотидаз и возрастом обследованных паци-
ентов. Выявлены положительные корреляционные 
связи с возрастом у CD39-позитивных «наивных» 
Т-хелперов и цитотоксических Т-клеток, а также 
EM Tcyt; тогда как отрицательные — с CD73+ «на-
ивными» CD3+CD8+ клетками и клетками цент-
ральной памяти. Подтвердились предположения 
об уменьшения количества CD73+ клеток по мере 
повышения их «зрелости» по направлению «наив-
ные» — CM — EM — TEMRA у цитотоксических 
Т-лимфоцитов.
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Резюме
Актуальность. Гипертрофия миокарда ассоциирована с риском развития различных сердечно-сосу-

дистых заболеваний. Причинами возникновения патологической гипертрофии могут служить гемодина-
мические и нейрогуморальные факторы. На клеточном уровне в развитии гипертрофии важную роль иг-
рает элемент кардиомиоцита — Z-диск, белки которого участвуют в поддержании строения саркомера и 
различных сигнальных взаимодействиях. Вовлечение компонентов Z-диска в процесс развития гипертро-
фии остается недостаточно изученным. Цель исследования. Проанализировать экспрессию генов, коди-
рующих белки Z-диска, при гипертрофии миокарда, вызванной преимущественно нейрогуморальными 
факторами в модели реноваскулярной гипертензии «2 kidney, 1 clip». Материалы и методы. Модель «2 
kidney, 1 clip» была реализована на крысах самцах линии Wistar. Животные были разделены на группы в соот-
ветствии со временем действия модели. Определение уровня экспрессии генов, кодирующих белки Z-диска, 
в миокарде крыс проводили при помощи ПЦР в реальном времени. Результаты. Показано изменение экс-
прессии генов cmya5, actn2, nebl: возрастание на ранних сроках (1, 2 недели) с последующим снижением 
до контрольного уровня в левом желудочке и постепенное возрастание к поздним срокам (8, 10 недель) 
в правом желудочке. Экспрессия гена des повышается на сроках 1 и 2 недели в левом и правом желудоч-
ках. Выводы. Время действия модели влияет на профили экспрессии генов, кодирующих структурные и 
сигнальные белки Z-диска при нейрогуморальном воздействии, и подтверждающих роль белков Z-диска 
в развитии гипертрофии левого и правого желудочков.

Ключевые слова: белки Z-диска, гипертрофия миокарда, реноваскулярная гипертензия

Для цитирования: Трансляционная медицина. 2017; 4 (5): 61–68.
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Abstract
Background. Cardiac hypertrophy is a violation of myocardium structure, that increases risk for development 

of various cardiovascular diseases. Pathological hypertrophy can be triggered by hemodynamic and neurohumoral 
factors. At cellular level structural element of cardiomyocytes Z-disk, containing a great number of proteins, plays 
a crucial role in hypertrophy progression. Involvement of Z-disk components in cardiac hypertrophy development 
is not throughly investigated. Objective. The goal of the work was to investigate expression of genes encoding 
Z-disk proteins in cardiac hypertrophy caused by renovascular hypertension. Design and methods. «2 kidney, 1 
clip» model was performed on male Wistar rats. Animals were divided into groups regarding to model duration. 
Gene expression in right and left ventricles was analyzed by real-time PCR. Results. We demonstrated altered 
expression of cmya5, actn2, nebl: increase at the early stage (1, 2 weeks), followed by decrease to basal level in 
left ventricle and gradual increase to the later stage (8, 10 weeks) in right ventricle. Des was upregulated at the 
early stage in both ventricles. Conclusion. Stage of hypertrophy progression could affect expression of genes, 
encoding Z-disk proteins. Thus, confi rming involvement of Z-disc proteins in cardiac hypertrophy development 
caused by neurohumoral factors in left and right ventricles.

Key words: Z-disk proteins, cardiac hypertrophy, renovascular hypertension
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Список сокращений
ГЛЖ — гипертрофия левого желудочка
ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота
кДНК — комплементарная ДНК
мРНК — матричная РНК
ПЦР — полимеразная цепная реакция
ПЦР-рв — ПЦР в реальном времени
РАС — ренин-ангиотензиновая система
РНК — рибонуклеиновая кислота
СНС — симпатическая нервная система

Введение
Гипертрофия миокарда — это процесс изме-

нения геометрии камер сердца, при котором уве-
личивается объем миокарда, как правило, за счет 

утолщения стенок левого или правого желудочков. 
Развитие гипертрофии происходит преимущест-
венно вследствие увеличения размеров, а не коли-
чества отдельных кардиомиоцитов, что связано с 
их терминально дифференцированным состоянием 
и низким потенциалом к делению.

На ранних этапах гипертрофия миокарда разви-
вается как адаптивный ответ организма на внешние 
физиологические нагрузки, и, будучи направлен-
ным на поддержание работоспособности сердца, 
является обратимым процессом. При патологи-
ческой (необратимой) гипертрофии, связанной с 
хроническими изменениями гемодинамических 
параметров, например, артериальной гипертензи-
ей или стенозом аортального клапана, значительно 
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повышается риск развития фиброза, ишемии и, как 
следствие, сердечной недостаточности.

Факторы, влияющие на развитие гипертрофии, 
можно разделить по типу воздействия. Выделяют 
гемодинамические факторы, включающие пере-
грузку объемом или давлением, и негемодинами-
ческие, к которым относят нейрогуморальные фак-
торы [1]. Примером нейрогуморального механизма 
является установление гипертрофии левого желу-
дочка (ГЛЖ) вследствие вторичной гипертензии, 
вызванной стенозом почечной артерии. В этом слу-
чае основную роль играет долгосрочная активация 
ренин-ангиотензиновой системы (РАС) [2]. Кроме 
того, на экспериментальных моделях показано по-
вышение активности симпатической нервной сис-
темы при реноваскулярной гипертензии [3].

Детальные клеточные механизмы развития 
гипертрофии миокарда остаются не до конца опи-
санными. В настоящее время значительное вни-
мание уделяется процессу механотрансдукции — 
трансформации механического воздействия в 
последующую активацию эффекторных молекул и 
сигнальных каскадов в клетках. В процессе меха-
нотрансдукции в кардиомиоцитах ключевую роль 
играет область Z-диска миофибрилл [4]. Было 
показано, что Z-диск изменяет свою структуру и 
форму в зависимости от того, в каком состоянии 
находятся мышечные клетки, покоя или сокраще-
ния [5]. Обсуждается роль Z-диска как «рецепто-
ра растяжения» в кардиомиоцитах, так как неко-
торые белки Z-диска являются биохимическими 
сенсорами и вовлечены в реакцию на напряжение 
в сарколемме [6]. Так, в области Z-диска располо-
жен небольшой участок одного из основных бел-
ков мышечных клеток тайтина (titin). Взаимодей-
ствие тайтина с некоторыми Z-ассоциированными 
белками обеспечивает правильную сборку миофи-
брилл и определяет сигнальные пути при механо-
трансдукции [7]. Таким образом, Z-диск является 
не только структурной границей саркомера, но и 
играет важную роль во внутриклеточном сигна-
линге, соединяя элементы клеточной мембраны, 
цитоскелета и ядра [8]. Наиболее изученными 
белками, входящими в состав Z-диска, являются 
α-актинин-2 (α-actinin-2), десмин (desmin), белки, 
содержащие LIM-домены, кальсарцин-1 (calsar-
cin-1), небулетт (nebulette), миоподин (myopodin), 
миосприн (myosprin), однако их участие в процес-
се развития гипертрофии миокарда исследовано 
недостаточно. Целью данной работы стало изуче-
ние влияния гипертрофии миокарда, вызванной 
преимущественно нейрогуморальными фактора-
ми, на экспрессию ряда генов, кодирующих белки 
Z-диска.

Материалы и методы
Животные модели. На базе вивария Института 

экспериментальной медицины ФГБУ «НМИЦ им. 
В. А. Алмазова» были проведены операции по экс-
периментальному моделированию реноваскуляр-
ной гипертензии «2 kidney, 1 clip». Крысам-самцам 
линии Wistar в возрасте 8 недель было выполнено 
клипирование левой почечной артерии. Все крысы 
были разделены на группы в зависимости от време-
ни, прошедшего после операции до выведения из 
эксперимента и забора материала. Каждая группа 
соответствовала одной временной точке — 1 не-
деля (n = 12), 2 недели (n = 10), 3 недели (n = 11), 
5 недель (n = 11), 8 недель (n = 8) или 10 недель 
(n = 12) после операции, где n соответствует числу 
животных в группе. Также существовала контроль-
ная группа интактных животных (n = 14), которым 
операцию не проводили.

При выведении из эксперимента животным 
под газовой анестезией изофлураном («Foran», 
Abbott Laboratories, Великобритания) в концент-
рации 2,2% проводили вскрытие грудной клетки и 
изъятие сердца. Сердце помещали в раствор PBS, 
тщательно отделяли сосуды и предсердия и изме-
ряли массу оставшегося миокарда. Далее выделяли 
миокард левого и правого желудочков. Образцы 
замораживали в жидком азоте, затем перемещали 
на хранение в морозильную камеру (Т =  -80°С)
до момента выделения РНК.

Выделение РНК из ткани и ПЦР в реальном 
времени. Для выделения РНК из ткани небольшую 
часть замороженного миокарда левого и правого 
желудочков отдельно гомогенизировали в присут-
ствии реагента Extract RNA (Evrogen, Россия) в 
гомогенизаторе TissueLyzer (QIAGEN, США) в со-
ответствии с протоколом производителя реагента 
для выделения. Качественную и количественную 
оценку выделенных образцов производили при по-
мощи спектрофотометра Nanodrop 3300 (Thermo 
Scientifi c, США), также проводили электрофоре-
тический анализ образцов в 1% агарозном геле для 
контроля целостности выделенной РНК.

ПЦР в реальном времени с обратной транс-
крипцией. На матрице мРНК, предварительно 
обработанной ДНКазой, была получена кДНК 
методом обратной транскрипции в соответст-
вии с рекомендациями набора MMLV RT Kit 
(Evrogen, Россия). Для определения экспрес-
сии гена nppa при помощи ПЦР в реальном 
времени (ПЦР-рв) с системой SYBR были по-
добраны олигонуклеотидные праймеры (пря-
мой : 5’ CCCTCCGATAGATCTGCCCT 3’, обрат-
ный : 5’ CTCTGGTCCACAACGAAATTGG 3’). 
Для всех остальных генов интереса были
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использованы коммерческие системы для ПЦР-
рв с гидролизной пробой (TaqMan Gene Expression 
Assay, AppliedBiosystems, США). Расчет относи-
тельного количества мРНК производили методом 
«∆∆Ct» нормировкой на референсный ген actb [9]. 
В качестве контроля выступала группа интактных 
животных.

Используемые коммерческие системы прайме-
ров для генов:

1. actn2;
2. des;
3. csrp3;
4. ldb3;
5. fhl1;
6. fhl2;
7. nebl;
8. cmya5;
9. actb.
Реакцию проводили на амплификаторе 7500 

Real-TimePCRSystem (LifeTechnologies, США).
Статистический анализ данных. Обработ-

ку результатов осуществляли с использованием 
программного обеспечения 7500 Real TimePCR 
SystemsSoftware, предоставленного производите-
лем в комплекте с прибором. Статистический ана-
лиз данных проводили в программе GraphPad Prism 
(США). Для множественных сравнений с контр-
ольной группой использовали параметрический 
статистический тест ANOVA. Различия признава-
лись статистически значимыми при p<0,05. Данные 
представлены в виде точечных диаграмм размаха 
со средним значением и стандартной ошибкой 
среднего. Кластеризация генов и временных групп 

была выполнена при помощи программы Cluster 
3.0, последующая визуализация данных представ-
лена в программе Java TreeView.

Результаты
Экспрессия гена nppa в качестве молекулярно-

го маркера была измерена для оценки развития ги-
пертрофии в модели «2 kidney, 1 clip». Для этого 
проводили ПЦР-рв с системой SYBR и образцами 
кДНК, выделенных из левого желудочка (рис. 1). 
Уровень мРНК nppa имел значительное повышение 
в группе «8 недель», однако наблюдалось увеличе-
ние и на ранних сроках в группах «1 неделя» и «2 
недели».

В образцах левого желудочка у животных из 
временных групп «1 неделя» и «2 недели» отмеча-
лось увеличение уровня экспрессии генов cmya5, 
actn2, nebl, а на поздних сроках (в группах «8 не-
дель» и «10 недель») наблюдалось снижение до 
контрольного уровня (рис. 2а). Экспрессия следу-
ющих анализируемых генов — des, ldb3, fhl2, fhl1, 
csrp3 — не изменялась ни в одной временной точке 
по сравнению с контрольной группой (рис. 2б). По-
казано, что экспрессия некоторых генов (des, fhl2, 
ldb3) соответствовала динамике возрастания на 
ранних сроках подобно тому, что наблюдается для 
cmya5, actn2, nebl.

Для более наглядного представления профилей 
экспрессии проводили иерархическую кластериза-
цию генов и экспериментальных групп на основе 
данных экспрессии (рис. 3). Снижение или повы-
шение экспрессии определяли после нормализа-
ции входных данных относительного количества 
мРНК.

Опираясь на полученные результаты по экс-
прессии генов в левом желудочке, а именно на от-
сутствие каких-либо изменений в профилях групп 
«3 недели» и «5 недель», для правого желудочка 
выделение РНК и последующий анализ при помо-
щи ПЦР-рв проводили только для образцов четы-
рех временных групп: «1 неделя», «2 недели», «8 
недель», «10 недель». При анализе экспрессии ге-
нов в правом желудочке были обнаружены разли-
чия в динамике экспрессии, в соответствии с чем 
все гены были разделены на две группы. В первую 
группу были включены гены: cmya5, actn2, ldb3, 
nebl, экспрессия которых постепенно возрастала к 
поздним срокам в течение всего эксперимента со 
значимым увеличением в группах 8 и 10 недель 
(Рис. 4а). Во второй группе экспрессия генов des, 
fhl1, csrp3 усиливалась только на ранних сроках 
(во временных точках «1 неделя» и «2 недели»)
с последующим снижением, либо с поддержанием 
уровня (рис. 4б).

Рисунок 1. Увеличение уровня мРНК гена nppa 
в миокарде левого желудочка в модели

реноваскулярной гипертензии

* p < 0,05 относительно контрольной группы
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Рисунок 2. Уровень мРНК генов, кодирующих белки Z-диска, в левом желудочке

А — уровень мРНК генов cmya5, actn2, nebl в миокарде левого желудочка в группах «1, 2, 3, 5, 8, 10 недель»; 
* p < 0,05 относительно контрольной группы; Б — уровень мРНК генов fhl2, des, ldb3, csrp3, fhl1 в миокарде 
левого желудочка в группах «1, 2, 3, 5, 8, 10 недель»; * p < 0,05 относительно контрольной группы

Кластеризация построена для 8 генов 
(csrp3, actn2, des, fhl2, nebl, ldb3, cmya5, 
fhl1) и 6 временных точек («1, 2, 3, 5, 8, 
10 недель»). Соответствие псевдоцве-
тов: зеленому отображению соответст-
вует снижение экспрессии, красному — 
повышение, черный цвет указывает на 
отсутствие изменений

Рисунок 3. Динамика экспрессии генов в левом желудочке
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Риcунок 4. Уровень мРНК генов, кодирующих белки Z-диска, в правом желудочке

А — уровень мРНК генов cmya5, actn2, ldb3, nebl в миокарде правого желудочка в группах: «1, 2, 8, 10 
недель»; * p<0,05 относительно контрольной группы; Б — уровень мРНК генов des, fhl1, csrp3 в миокарде 
правого желудочка в группах «1, 2, 8, 10 недель»; * p<0,05 относительно контрольной группы

Аналогично была проведена кластеризация ге-
нов и экспериментальных групп на основе данных 
по относительному количеству мРНК генов инте-
реса для образцов миокарда правого желудочка 
рис. 5).

Обсуждение. В настоящей работе показано, что 
в модели реноваскулярной гипертензии «2 kidney, 
1 clip» можно выделить группу генов, которые де-
монстрируют схожие профили экспрессии на уров-
не мРНК. В левом желудочке гены cmya5, actn2 
и nebl увеличивали экспрессию на ранних сроках 

(1–2 недели). Ранее было выявлено, что усиление 
активности симпатической нервной системы про-
исходит на начальной стадии развития гипертен-
зии в модели «2 kindey, 1 clip» [10]. Можно пред-
положить, что гены cmya5, actn2 и nebl участвуют 
в развитии гипертрофии левого желудочка при ре-
ализации реноваскулярной модели в ответ на быс-
трую активацию СНС при гипертензии вследствие 
угнетения барорефлекса.

В нашей работе показано, что при гипертро-
фии миокарда, индуцируемой реноваскулярной ги-
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пертензией, в левом желудочке на ранних сроках 
возрастает уровень экспрессии гена cmya5, коди-
рующего белок миосприн. Литературные данные 
подтверждают повышение экспрессии миосприна 
при гипертрофии. Предыдущие работы по иссле-
дованию гипертрофии кардиомиоцитов крыс пока-
зали, что обработка изолированных клеток фени-
лэфрином индуцировала увеличение уровня мРНК 
миосприна по сравнению с контролем [11].

Белки альфа-актинин-2 (actn2) и небулетт (nebl) 
в основном выполняют структурные функции. Мо-
лекулы α-актинина-2 представляют гомодимеры, 
выравненные в антипараллельную структуру и 
образующие поперечные сшивки актиновых фи-
ламентов, определяя их поляризованную ориента-
цию, кроме того, к α-актинину-2 присоединяются 
многие сигнальные белки, например, принадлежа-
щие семейству LIM-белков [12]. Существуют до-
казательства того, что функции белка небулетт за-
ключаются в стабилизации актиновых филаментов, 
более того, небулетт напрямую взаимодействует 
с десмином [13]. Десмин (des) является главным 
промежуточным филаментом кардиомиоцитов и 
отвечает за поддержание структуры цитоскелета 
клетки и правильной организвации миофибрилл. 
На экспериментальных моделях показано, что при 
ремоделировании миокарда вследствие гипертро-
фии экспрессия десмина увеличивается [14]. Таким 
образом, белки, формирующие структуру такого 
важного компонента цитоскелета, как Z-диск, де-
монстрируют усиленный синтез мРНК при общем 
увеличении размера клетки.

Эффекты в правом желудочке при гипертрофии 
левого желудочка могут иметь более адаптивную 
природу. Такая связь может быть опосредована фи-
зическим взаимодействием общих мышечных во-
локон, внутрисердечной гемодинамикой и динами-
кой в малом кругу кровообращения [15]. Адаптация 
может объяснять различия профилей экспрессии 
генов cmya5, actn2 и nebl в правом по сравнению 
с левым желудочком, а именно, стабильность на 
ранних и повышение на поздних сроках действия 
модели (8-10 недель). На поздних сроках большое 
влияние может оказывать активация РАС (повыше-
ние уровня ангиотензина-2 в плазме) и, как след-
ствие, вазоконстрикция и развитие гиперволемии 
[16]. Рост экспрессии генов fhl1 и csrp3 на ранних 
сроках, а гена ldb3 на поздних сроках в правом 
желудочке свидетельствует о том, что каскады с 
участием сигнальных белков (FHL1, MLP и LDB3 
соответственно) возможно подвержены влиянию 
разных нейрогуморальных систем. Таким образом, 
более раннее изменение уровня мРНК некоторых 
генов может быть связано с активацией СНС. Дол-

госрочная регуляция кровяного давления опосре-
дована преимущественно РАС, поэтому изменение 
экспрессии некоторых белков Z-диска на поздних 
сроках, вероятно, регулируются данной нейрогу-
моральной системой.

Выводы
При негемодинамической нагрузке, опосредо-

ванной вазоренальной гипертензией, гены actn2, des, 
nebl, cmya5, fhl2, ldb3, кодирующие белки Z-диска, 
имеют схожую динамику возрастания экспрессии в 
левом желудочке на ранних сроках, что, возможно, 
связано эффектом активации симпатической нерв-
ной системы, в то время как в правом желудочке эти 
гены усиливают экспрессию на более поздних сро-
ках, что может быть опосредовано другим нейрогу-
моральным механизмом, связанным с гиперволеми-
ей и активацией РАС.
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Рисунок 5. Динамика экспрессии генов
в правом желудочке

Кластеризация построена для 7 генов (csrp3, des, 
fhl1, ldb3, cmya5, actn2, nebl) и 4 временных точек 
(«1, 2, 8, 10 недель»). Соответствие псевдоцветов: 
зеленому отображению соответствует снижение 
экспрессии, красному — повышение, черный цвет 
указывает на отсутствие изменений
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