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Аналитические обзоры
УДК 571.27

ЗАБОЛЕВАНИЯ, СВЯЗАННЫЕ С ДисрЕГУЛЯЦИЕЙ 
СИСТЕМЫ КОМПЛЕМЕНТА,  

И  ПЕРСПЕКТИВЫ ИХ ЛЕЧЕНИЯ
Е.С. Умнякова1, Л.Д. Пашинская2, И.А. Кренев2, С.В. Легковой2,  
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Diseases associated with complement system 
dysregulation and the prospects  

of their treatment
E.S. Umnyakova1, L.D. Pashinskaya2, I.A. Krenev2, S.V. Legkovoy2,  

V.N. Kokryakov1, 2, M.N. Berlov1, 2

1 Institute of Experimental Medicine, Saint Petersburg, Russia; 
2 Saint Petersburg State University, Saint Petersburg, Russia

©© Коллектив авторов, 2018

В настоящее время одна из серьезных проблем медицины заключается в  практически полном 
отсутствии терапевтических средств, регулирующих уровень активации комплемента. Между тем 
система комплемента играет существенную роль в патогенезе целого ряда заболеваний, таких как 
возрастная макулодистрофия (дегенеративное заболевание глаз, являющееся главной причиной раз-
вития слепоты у пожилых людей), некоторые заболевания почек, в том числе атипичный гемолити-
ко-уремический синдром и мембранопролиферативный гломерулонефрит II типа, пароксизмальная 
ночная гемоглобинурия (болезнь Маркиафавы – Микели), наследственная ангиоэдема. Помимо 
этого комплемент и  его компоненты участвуют в  развитии и  течении аутоиммунных патологиче-
ских процессов, таких как системная красная волчанка, ревматоидный артрит, аутоиммунная ге-
молитическая анемия; нейродегенеративных и опухолевых заболеваний, а также осложнений после 
инфарктов, инсультов и трансплантаций. В обзоре рассматриваются участие комплемента в пато-
логических процессах, существующие методы лечения и  перспективы развития препаратов, спо-
собных корректировать работу комплемента — важнейшего компонента врожденного иммунитета.

Ключевые слова: система комплемента; системная красная волчанка; возрастная макуло-
дистрофия; атипичный гемолитико-уремический синдром; наследственная ангиоэдема; гломе-
рулопатии; аутоиммунные заболевания; регуляторы комплемента; антимикробные пептиды; де-
фенсины человека.

The lack of pharmaceutical agents that could modulate complement activation is one of the most seri-
ous problems in modern medical practice. Meanwhile, the complement system plays a significant role in 
the pathogenesis of numerous diseases such as age-related macular degeneration (degenerative eye disease, 
which is the main cause of blindness in the elderly), kidney diseases such as atypical hemolytic-uremic 
syndrome and membranoproliferative glomerulonephritis type II, paroxysmal nocturnal hemoglobinuria 
(Marchiafava–Micheli disease), and hereditary angioedema. The complement and its components are 
involved in the development and progression of autoimmune pathological processes, such as systemic 
lupus erythematosus, rheumatoid arthritis, and autoimmune hemolytic anemia; neurodegenerative and 
neoplastic diseases; and complications after heart attacks, strokes, and transplants. This review considers 
the involvement of complements in the pathological processes, existing methods of treatment, and the 
prospects for the development of drugs that can correct the work of complement — the most important 
component of innate immunity.

Keywords: complement system; systemic lupus erythematosus; age-related macular degeneration; 
atypical hemolytic-uremic syndrome; hereditary angioedema; glomerulopathies; autoimmune diseases; 
complement regulators; antimicrobial peptides; human defensins.
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Схемы лечения, которые главным образом 
применяются на ранних этапах развития инфек-
ций, и противовоспалительная терапия, которая 
проводится на поздних стадиях сепсиса эффек-
тивны в наибольшей степени, и ингибирование 
комплемента на уровне C3 на модели позднего 
сепсиса у  приматов оказывает благоприятное 
влияние на течение заболевания и  на улуч-
шение клинических показателей у  животных.

Повреждения тканей при активации компле-
мента также были отмечены при ишемическо-ге-
моррагических поражениях (инфаркте миокарда, 
инсульте), а  также при повреждениях, возни-
кающих в  результате сосудистой хирургии или 
трансплантации органов. Геморрагия тканей, 
приводящая к кратковременному излиянию кро-
ви и  запускающая воспаление и  другие иммун-
ные реакции, включая активацию комплемента, 
может служить причиной аутоповреждения тка-
ней, уровень которого зависит от органа, в  ко-
тором и  происходит активация. Распознавание 
системой комплемента поврежденных клеток 
активирует каскад реакций, происходит выброс 
анафилатоксинов, которые активируют им-
мунные клетки. Освобождение активных форм 
кислорода и других сигнальных молекул прово-
цирует повреждения и клинические проявления 
патологических процессов. Несколько методов 
лечения, направленных на ингибирование ком-
племента, оказались эффективными только при 
лечении ишемическо-геморрагических повреж-
дений, в  особенности инфаркта миокарда [47].

Терапия заболеваний,  
связанных с дисрегуляцией комплемента

Поскольку в  настоящее время существует 
ряд трудностей при лечении заболеваний, свя-
занных с  некорректной работой системы ком-
племента, остается актуальным поиск веществ, 
влияющих на активацию комплемента и моду-
лирующих работу этой системы. Всего лишь 
два препарата были одобрены и  используются 
в клинической практике: выделенный из плаз-
мы человека C1inh (Cinryze™, ViroPharma) для 
лечения наследственной ангиоэдемы и терапев-
тические антитела к C5 — экулизумаб (Soliris®, 
Alexion) для лечения пароксизмальной ночной 
гемоглобинурии и атипичного гемолитико-уре-
мического синдрома (aHUS). Однако стоимость 
этих препаратов довольно высока. Оба препа-

рата входят в  пятерку самых дорогих лекарств 
в  мире. Одним из возможных путей решения 
задачи терапии этих тяжелейших заболеваний 
может быть поиск молекул-регуляторов сре-
ди многочисленных антимикробных пепти-
дов (АМП) различных структурных семейств. 
Согласно литературным данным некоторые 
АМП не только обладают антимикробными 
свойствами, что отражено в  названии этих со-
единений [48, 49], но и взаимодействуют с раз-
личными компонентами иммунной системы. 
В частности, было обнаружено, что такие АМП, 
как α-дефенсины человека, протегрин-1 свиньи, 
ареницин-1 пескожила и тахеплезин-1 мечехво-
ста, способны взаимодействовать с отдельными 
компонентами системы комплемента (C1q, 
MBL). Также было показано влияние пептидов 
на активацию комплемента: в различных усло-
виях пептиды ее либо усиливали, либо ослаб
ляли [50–58]. Для создания лекарственных 
средств, способных подавлять нежелательную 
активацию комплемента или, наоборот, уси-
ливать ее в  случае ослабления этой системы, 
необходимо вести поиск пептидов, которые 
бы либо с  высокой аффинностью связывались 
с компонентами комплемента и предотвращали 
их взаимодействие со следующими участника-
ми каскада, либо способствовали активации.

В настоящее время клинические испытания 
проходит пептидный препарат — модифициро-
ванный компстатин СP40. Компстатин перво-
начально был обнаружен с  помощью фагового 
дисплея: случайным образом была подобрана 
аминокислотная последовательность пепти-
да, который избирательно связывается с  цен-
тральным компонентом комплемента C3 и  его 
активным фрагментом C3b, предотвращая кон-
версию С3 в  С3а и  С3b, а  также сборку кон-
вертаз с  участием последнего [59, 60]. Таким 
образом, компстатин ингибирует амплифика-
цию и  терминальные стадии комплемента.

На сегодняшний день сделаны только пер-
вые шаги, направленные на получение лекар-
ственных средств на основе пептидов, которые 
могли бы модулировать активность комплемен-
та. В дальнейшем необходимо более подробно 
и  досконально изучать характер и  стехиоме-
трию взаимодействия пептидов с  компонента-
ми комплемента для того, чтобы определить 
параметры, изменяя которые можно либо акти
вировать, либо ингибировать комплемент.
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Нами проведен обзор имеющихся данных по патогенезу наследственной моторно-сенсорной 
полиневропатии Шарко – Мари – Тута. Вопрос о  роли в  нем воспалительных изменений не до 
конца изучен. Известна важность процессов перекисного окисления липидов, воспалительных 
нарушений и  увеличения или уменьшения гуморальных факторов воспаления, в  том числе ци-
токинов. Описан ряд случаев сочетания наследственных, острых и хронических воспалительных 
полиневропатий. Данные патогенетические особенности в случае быстрого ухудшения состояния 
больных с болезнью Шарко – Мари – Тута позволяют предположить активацию воспалительных 
процессов, развивается болевой синдром, что нехарактерно для данного заболевания. В этом 
случае следует рассматривать вопрос о применении у пациентов противовоспалительной терапии.

Ключевые слова: Шарко – Мари – Тут; наследственная полиневропатия; хроническая вос-
палительная демиелинизирующая полиневропатия.

In our review, we discuss the inflammatory changes in the pathophysiology of Charcot–Marie–Tooth 
hereditary polyneuropathy, and this matter is still under further evaluation. Lipid oxidation, inflammatory 
changes, and blood inflammation agent (e.g., cytokines) concentration changes are important for the 
pathogenesis of this disorder. Several clinical cases of acute or chronic combination of hereditary and 
inflammatory polyneuropathies are identified. These clinical cases may be suspected when the typical 
course of Charcot–Marie–Tooth disease changed to rapid worsening of motor symptoms, inflamma-
tory changes, and pain syndrome. Thus, anti-inflammatory treatment should be considered in these  
cases.

Keywords: Charcot–Marie–Tooth; hereditary polyneuropathy; chronic inflammatory demyelinating 
polyneuropathy.

Наследственная моторно-сенсорная поли
невропатия Шарко – Мари – Тута (ШМТ) пред-
ставляет собой гетерогенную группу врожден-
ных дегенеративных заболеваний со сходным 
клиническим фенотипом, характеризующимся 
комплексным патогенезом, существенной со-
ставной частью которого являются воспали-
тельные нарушения [1, 2]. В настоящее время 
идентифицировано более 80 генов, ассоции-
рованных с  развитием этого заболевания  [3]. 
ШМТ традиционно подразделяется на два 
варианта: демиелинизирующий тип (ШМТ1), 
для которого характерно существенное замед-
ление скорости проведения импульса (СПИ), 

обусловленное демиелинизацией, и нейрональ-
ный тип (ШМТ2), при котором наблюдаются 
нормальные СПИ и  аксонопатия [4,  5]. В по-
давляющем большинстве случаев оба варианта 
ШМТ наследуются по аутосомно-доминантно-
му типу. В связи со значительным прогрессом 
в  области генетики этого заболевания рас-
сматривается необходимость внедрения новой 
классификации ШМТ, в основу которой поло-
жен генетический принцип [6]. «Золотым стан-
дартом» инструментальной диагностики ШМТ 
является стимуляционная электронейромио-
графия [7], при которой наблюдаются типич-
ные изменения вызванных моторных ответов 
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мутазы (СОД) и  глутатион-S-трансферазы по 
сравнению со здоровыми детьми [36].

Активация ПОЛ у  пациентов с  ШМТ кор-
релирует с  увеличением продукции провос
палительных цитокинов, в частности IL-1b [37]. 
Существуют экспериментальные доказатель-
ства макрофагзависимой стимуляции воспали-
тельных процессов и  поражения миелина при 
ШМТ 1-го типа [38]. Напротив, подавление 
активности макрофагов в  экспериментальных 
работах на мышах с  моделью ШМТ приво-
дило к  респрутингу аксонов и, как следствие, 
к повышению амплитуды вызванных моторных 
ответов [39]. По результатам биопсии пери-
ферических нервов у  больных с  ШМТ в  ряде 
случаев обнаруживали макрофаг-ассоцииро-
ванную демиелинизацию [16].

В ряде работ [34, 40] рассматривается роль 
хронического окислительного стресса и воспа-
ления в  патогенезе прогрессирующей потери 
мышечных волокон у пациентов с ШМТ, пре-
восходящей способность мышц к  возможной 
регенерации [34, 40]. У всех пациентов мужско-
го пола (100 %) с  ШМТ 1-го типа отмечается 
повышение уровня антител к периферическому 
миелиновому белку 22 [41].

Представленные патохимические процессы 
безусловно усугубляют имеющиеся у  пациен-
тов с  ШМТ нарушения и  способствуют даль-
нейшему прогрессированию этого дегенера-
тивного заболевания. Логично предположить, 
что снижение интенсивности обнаруженных 
патологических реакций, например оксида-
тивного стресса, может замедлить скорость 
дегенеративного процесса в  нервной системе 
и окажет положительный клинический эффект. 
В качестве возможных лекарственных средств, 
оказывающих влияние на вышеописанные па-
тохимические реакции, в  том числе процессы 
ПОЛ, рассматриваются антиоксиданты. Вместе 

с  тем согласно данным клинических исследо-
ваний [42,  43] применение витамина  С при 
ШМТ не имело положительного клиническо-
го эффекта, притом что наблюдалась норма-
лизация иммунологических показателей, что, 
вероятно, связано с  недостаточным воздей-
ствием витамина С на окислительно-восстано-
вительное равновесие на уровне митохондрий. 
Применение мелатонина, антиоксидантные, 
гомеостатические и стресс-протективные свой-
ства которого хорошо известны [44, 45], у  де-
тей с  ШМТ привело к  нормализации уровней 
СОД и глутатион-S-трансферазы и улучшению 
клинических показателей [36].

Заключение

Патогенез наследственной моторно-сенсор-
ной полиневропатии Шарко – Мари – Тута 
изучен не до конца. Известна важность про-
цессов перекисного окисления липидов, вос-
палительных нарушений и  увеличения или 
уменьшения гуморальных факторов воспа-
ления, в  том числе цитокинов. Описан ряд 
случаев сочетания наследственных, острых 
и  хронических воспалительных полиневропа-
тий. Данные патогенетические особенности 
заболевания позволяют предположить в  слу-
чае быстрого ухудшения состояния больных 
с  болезнью Шарко – Мари – Тута активацию 
воспалительных процессов, развитие болевого 
синдрома, что нехарактерно для клинического 
течения заболевания. В  этом случае следует 
рассматривать вопрос о  применении у  паци-
ентов противовоспалительной терапии.
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Цель исследования  — изучение эффективности комплексной терапии послеродового эндо-
метрита (ПЭ) с  использованием чрескожного электрофореза метронидазола в  основной группе 
родильниц (n = 43; средний возраст — 27,6 ± 5,2 года). Пациентки из группы сравнения (n = 42; 
средний возраст — 26,3 ± 4,1 года) получали только базисное лечение по протоколу. С помощью 
клинической балльной шкалы определяли выраженность основных симптомов ПЭ у  родильниц 
в баллах до и после лечения, количественно оценивали эффективность лечения в сравниваемых 
группах. Показано, что электрофоретическое чрескожное введение метронидазола в  сочетании 
с  базисной медикаментозной терапией оказывает выраженное противовоспалительное действие 
на местном и  системном уровнях и  снижает риск генерализации инфекции при эндометрите. 
Установлена высокая терапевтическая эффективность применения электрофореза с  метронида-
золом в  комплексном лечении родильниц по сравнению с  базисной терапией ПЭ.

Ключевые слова: послеродовой эндометрит; электрофорез; метронидазол; балльная шкала; 
клиническая эффективность.

This study aimed to investigate the effectiveness of the complex therapy of postpartum endometri-
tis  (PE) using percutaneous electrophoresis of metronidazole in the main group of puerperas (n = 43, 
mean age 27.6 ± 5.2 years). Patients from the comparison group (n = 42, mean age 26.3 ± 4.1 years) 
received only basic treatment according to the protocol. This study determined the severity of the 
main symptoms of PE in puerperas before and after the treatment using the clinical scale. The ef-
fectiveness of the treatment was evaluated quantitatively. Electrophoretic percutaneous administration 
of metronidazole combined with basic drug therapy exerted a pronounced anti-inflammatory effect 
at the local and systemic levels and reduced the risk of infection in endometritis. Compared with 
the basic therapy of PE, the high therapeutic effectiveness of electrophoresis with metronidazole was  
established.

Keywords: postpartum endometritis; electrophoresis; metronidazole; scoring scale; clinical efficacy.

В соответствии с данными Всемирной орга
низации здравоохранения до 150 тысяч ро-
дильниц ежегодно умирает от послеродовых 
инфекционных осложнений [1], при этом в их 
структуре эндометрит сохраняет лидирующее 
положение и  служит серьезным препятствием 
для эффективного восстановления здоровья 
женщины после родов. Распространенность эн-
дометрита в  общей популяции после самопро-
извольных родов составляет 3–8 %, при пато-

логических родах — 10–20 %, после экстренной 
операции кесарева сечения — 15–25 % [2, 3, 14].

Тенденция к  увеличению числа послеро-
довых гнойно-воспалительных заболеваний 
диктует необходимость разработки новых и 
совершенствования существующих способов 
лечения послеродового эндометрита (ПЭ). 
Использование физических факторов в составе 
традиционной терапии ПЭ позволяет повысить 
эффективность лечения путем минимизации 
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при ПЭ. Применение метода чрескожного 
электрофореза метронидазола в  комплексной 
терапии ПЭ способствует скорейшей нормали-
зации клинико-лабораторных показателей и ре-
грессу воспалительного очага в матке. При этом 
активность ФЛА2 служит ценным диагности-
ческим критерием для оценки эффективности 
проводимого лечения ПЭ. Для практического 
здравоохранения разработан эффективный, 
безопасный и  не требующий больших мате-
риальных затрат метод лечения послеродовых 
осложнений с применением электрофореза ме-
тронидазола, позволяющий повысить эффек-
тивность лечения родильниц с  ПЭ.

Выводы

1.	 Включение метода чрескожного электрофо-
реза метронидазола в комплексную терапию 
ПЭ способствует повышению ее эффектив-
ности, что характеризуется нормализацией 
клинико-лабораторных параметров и  сни-
жением выраженности клинической сим-

птоматики заболевания с  28,8 ± 12,75 до 
7,3 ± 2,59 балла (р < 0,05), что в  1,7 раза 
меньше среднего балла в  группе сравнения 
после лечения (р < 0,05).

2.	 Установлена прямая корреляционная взаи-
мосвязь между воспалительным маркером 
ФЛА2 и суммарным средним баллом на одну 
пациентку с ПЭ в основной группе (r = 0,75; 
p = 0,001) и  группе сравнения (r = 0,68; 
p = 0,003), что свидетельствует о  тесном со-
пряжении процессов воспаления и  выра-
женности клинической симптоматики у ро-
дильниц с эндометритом до начала терапии.

3.	 Чрескожное электрофоретическое введе-
ние метронидазола длительностью 20 мин 
с  плотностью тока 0,05  мА/см2 ежедневно 
в  течение 6 дней нормализует уровень фос-
фолипазы А2 до 3,37 ± 0,14 МЕ/л, оказывает 
противовоспалительное действие и  патоге-
нетически обосновано, о  чем свидетельст
вует прямая корреляционная зависимость 
активности фосфолипазы А2 от выраженно-
сти клинической симптоматики после ком-
плексного лечения ПЭ (r = 0,60; p = 0,024).
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Внутрипортальная терапия 
мононуклеарными  клетками  

аутологичного костного мозга у  пациентов  
в листе ожидания трансплантации печени
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Intraportal therapy of autologous bone 
marrow mononuclear cells  

in patients on the waiting list  
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Данная работа посвящена исследованию особенностей методики внутрипортального введения 
мононуклеарных клеток (МНК) аутологичного костного мозга человека у  пациентов из листа 
ожидания трансплантации печени. В исследование были включены 8 пациентов. Показатель пе-
ченочной недостаточности по шкале MELD превышал 10 баллов (от 12 до 22 баллов), а по кри-
терию Child-Turcotte-Pugh тяжесть печеночной недостаточности соответствовала классам B и С. 
Методом билатеральной трепан-аспирации из заднего гребня подвздошной кости получали от 
224 до 320 мл аспирата аутологичного костного мозга, объем фракции МНК составил от 47,1 до 
58,3 мл (медиана — 47 мл). Абсолютное количество полученных жизнеспособных МНК равнялось 
1,24 · 109–5,84 · 109, а CD34+-клеток — 2,54 · 106–48,20 · 106. После катетеризации портальной вены 
и прямой портографии во всех случаях отмечено наличие венозных коллатералей. Для определения 
оптимальной скорости селективной перфузии сегментарных ветвей портальной вены выполняли 
портофлоуметрию. Инфузию в портальную вену осуществляли со скоростью 0,3–1,5 мл/с. Во время 
процедуры получения костного мозга и введения МНК серьезных нежелательных явлений отме-
чено не было. У всех пациентов в период 3 мес. наблюдения после введения МНК зафиксирована 
стабилизация цирроза печени — отсутствие ухудшения исходного статуса по данным показателей 
MELD и Child-Turcotte-Pugh. Наблюдалось улучшение соматического статуса по опроснику SF-36.

В исследовании доказана безопасность внутрипортальной терапии МНК у  пациентов в  ли-
сте ожидания трансплантации печени, продемонстрирована методика таргетной доставки МНК 
аутологичного костного мозга в  печень, позволяющая минимизировать их потерю при внутри-
портальном способе введения. Для оценки эффективности воздействия мононуклеарных кле-
ток аутологичного костного мозга требуется увеличение выборки пациентов, сроков наблюдения 
и  дальнейшее усовершенствование данной методики.

Ключевые слова: мононуклеарные клетки аутологичного костного мозга (МНК); внутри-
портальное введение; костный мозг; портофлоуметрия; цирроз печени; трансплантация печени.

This study was carried out to explore the methodology of intraportal infusion of autologous bone 
marrow mononuclear cells in patients in the waiting list for liver transplantation. The study included 
eight patients. The Model for End-Stage Liver Disease (MELD) score as a predictor of hepatic failure 
exceeds 10 points, i.e., 12–22 points. According to Child–Turcotte–Pugh (CTP) classification, the 
severity of cirrhosis ranged from class B to C. The bone marrow volume of 224–320 ml was harvested 
by bilateral aspiration from the posterior iliac crest. The total volume of the mononuclear cells (MNC) 
was 47.1–58.3 ml (median, 47 ml). The absolute viable count of isolated MNC was 1.24 · 109–5.84 · 109 
and CD34+ cells 2.54 · 106–48.20 · 106. After portal vein catheterization, direct transhepatic portography 
was performed, and portosystemic collaterals were found in all cases. Portal flowmetry was performed 
to determine the optimal selective perfusion rate of the segmental branches of the portal vein. Portal 
vein infusion was performed at 0.3–1.5 ml/sec. Serious side effects were not detected during bone 
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Катетеризация портальной вены несет опре-
деленный риск кровотечения в условиях асцита 
и  умеренной коагулопатии у  пациентов с  ЦП. 
Однако предварительная эвакуация асцита, 
применение методики пломбировки пункцион-
ного канала гемостатической губкой позволяют 
минимизировать геморрагические осложнения. 
Изучив особенности внутрипортального введе-
ния МНК аутологичного костного мозга, мы 
подтвердили наличие портальной гипертен-
зии с  формированием венозных коллатералей 
и изменение портальной гемодинамики. В связи 
с  этим возник вопрос инфузии и  селективной 
доставки в  печень МНК в  этих условиях. Для 
решения этой проблемы экспериментальным 
путем после проведения прямой портографии 
с помощью предварительной портофлуометрии 
мы устанавливали оптимальную скорость селек-
тивной перфузии сегментарных ветвей ворот-
ной вены для каждого пациента, что позволи-
ло избежать потери клеток по внепеченочным 
венозным коллатералям (см. табл. 2, рис. 2, 3). 
Необходимо отметить, что при внутрипорталь-
ном и  внутриартериальном введении гемопо-
этических и  мезенхимных стволовых клеток 
аутологичного костного мозга в  ранее прове-
денных исследованиях авторы не рассматри-
вали актуальность скорости введения клеток.

Таким образом, нами апробирована персо-
нализированная методика введения предвари-
тельно подготовленного аутологичного клеточ-
ного материала в  воротную вену реципиента 

с  учетом особенностей портальной гемодина-
мики и  оптимальной скорости селективной 
перфузии сегментарных ветвей воротной вены.

Заключение

В исследовании доказана безопасность вну-
трипортальной терапии МНК у пациентов в ли-
сте ожидания ТП. Продемонстрирована мето-
дика таргетной доставки МНК аутологичного 
костного мозга в  печень, позволяющая мини-
мизировать их потерю при внутрипортальном 
способе введения. Для оценки эффективности 
воздействия мононуклеарных клеток аутоло-
гичного костного мозга требуется увеличение 
выборки пациентов, сроков наблюдения и даль-
нейшее усовершенствование данной методики.
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ОСОБЕННОСТИ КОГНИТИВНЫХ ФУНКЦИЙ 
У  ПАЦИЕНТОВ С МИАСТЕНИЕЙ
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Cognitive function in patients  
with myasthenia gravis
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В статье приведены результаты комплексного нейропсихологического обследования больных 
миастенией, которое выявило интеллектуально-мнестические расстройства в 36,6 % случаев: на-
рушения процессов запоминания, снижение объема кратковременной памяти, более быструю 
истощаемость внимания. Было установлено, что у  больных миастенией с  тимомой (до проведе-
ния тимэктомии) и  у пациентов с  длительностью заболевания более 10 лет наблюдались более 
выраженные нарушения памяти и  внимания (р < 0,05).

Ключевые слова: миастения; когнитивные нарушения; базальная холинергическая система 
головного мозга; ацетилхолиновые рецепторы; нейропсихологическое обследование.

The study presents the results of a complex neuropsychological examination of patients with mya
sthenia gravis, which revealed intellectual disorders in 36.6% of cases, i.e., violations of memory pro-
cesses, decreasing short-term memory level, and rapid deterioration of attention. A study of patients 
with myasthenia gravis with thymoma (before thymectomy) and patients with disease duration of more 
than 10 years found more pronounced memory and attention disorders (р < 0.05).

Keywords: myasthenia gravis; cognitive impairment; basal forebrain cholinergic system; acetylcholine 
receptor; neuropsychological examination.

Миастения  — хроническое аутоиммунное 
заболевание, характеризующееся преходящей 
слабостью и  утомляемостью скелетных мышц 
вследствие выработки антител к  различным 
антигенным мишеням нервно-мышечного си-
напса [1, 2].

Заболевание может манифестировать в  лю-
бом возрасте, во многих случаях приводит 
к  инвалидизации и  потере трудоспособности, 
в  связи с  чем остается актуальной проблемой 
с  множеством нерешенных вопросов в  отно-
шении не только этиологии и  патогенеза, но 
и  клинической картины заболевания [3, 4]. 
В последние годы широко изучаются вопросы, 
касающиеся оценки когнитивных функций при 
миастении. Известно, что в гипоталамусе, гип-
покампальной извилине, среднем мозге, коре 
головного мозга имеются ацетилхолиновые 
рецепторы, структурно и  генетически сходные 
с  рецепторами на постсинаптической мембра-
не нервно-мышечного синапса [5, 6]. Однако 
до настоящего времени обсуждается вопрос 
о  возможности взаимодействия циркулирую-
щих в  крови антител с  нейрональными холи-

норецепторами [7]. Были выявлены косвенные 
признаки дисфункции базальной холинергиче-
ской системы головного мозга по данным пу-
пиллометрии и  при помощи метода когнитив-
ных вызванных потенциалов головного мозга 
[8, 9]. Другие авторы придерживаются мнения, 
что из-за сверхмалой концентрации антител 
в  ликворе и  структурных особенностей нейро-
нальных холинорецепторов их взаимодействие 
маловероятно [10].

M.B. Eizaguirre et al. (2017) [11] обнаружи-
ли высокую распространенность когнитивных 
расстройств у  пациентов с  миастенией. Среди 
обследованных 24 больных нарушения вни-
мания были отмечены в  37,5 %, вербальной 
памяти  — в  33,3 %, исполнительных функ-
ций  — в  29,2 %  случаев. Достоверные раз-
личия получены при сравнении показателей 
долговременной памяти, отсроченного вос-
произведения и  теста аналогий с  результатами 
здоровых людей.

Согласно результатам исследований когни-
тивные функции при миастении могут быть 
абсолютно сохранными и  иметь выраженные 
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у  83,3 % пациентов, умеренные  — у  16,7 %. 
В  группе контроля когнитивные нарушения 
диагностированы у 33,3 % испытуемых, из них 
легкие нарушения выявлены у 80,0 % обследо-
ванных, умеренные — у 20,0 %. Случаев демен-
ции зафиксировано не было. Однако у  боль-
ных с  тимомой до выполнения тимэктомии 
и  у  пациентов с  длительностью заболевания 
более 10  лет наблюдались более выраженные 
нарушения памяти и  внимания (p < 0,05).

Заключение

Таким образом, на основании проведенного 
исследования установлено, что у больных миа
стенией имеются легкие нейродинамические 
нарушения, проявляющиеся в  виде снижения 
объема кратковременной памяти, более бы-

строй истощаемости внимания и  нарушения 
процессов запоминания. Случаев развития тя-
желых когнитивных нарушений среди исследо-
ванных пациентов зарегистрировано не было, 
однако вследствие более тонкой организации 
и  особенностей анатомического строения на-
рушения функции памяти и  внимания могут 
развиваться при миастении уже на ранних 
этапах заболевания. Данные нарушения могут 
оставаться вне поля зрения как клинициста, 
так и самого пациента и выявляются лишь при 
углубленном нейропсихологическом тестирова-
нии. Однако подобные изменения могут на-
кладывать ограничения на профессиональную 
деятельность, связанную с  быстротой приня-
тия решений и  запоминания большого объема 
информации, что обусловливает необходимость 
их выявления и  коррекции.
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Цель настоящего исследования состояла в разработке метода одновременной иммуногистохи-
мической детекции нейронов и  астроцитов с  использованием пероксидазной метки с  последу-
ющим анализом при помощи микроскопии в  проходящем свете. Для этого была выбрана пара 
антигенов, каждый из которых специфически выявляет либо только нейроны, либо астроциты 
(в качестве маркеров были использованы ядерный белок нервных клеток (NeuN) и  глиальный 
фибриллярный кислый белок (GFAP) соответственно). Данная методика дает возможность не 
только идентифицировать исследуемые клетки, но и  оценивать их функциональное состояние 
как в норме, так и при патологических воздействиях. Предложенный протокол окраски позволяет 
значительно упростить и  оптимизировать процесс обнаружения одновременно двух антигенов 
на препарате и  способствует повышению качества получаемых препаратов.

Ключевые слова: ядерный белок нервных клеток (NeuN); глиальный фибриллярный кислый 
белок (GFAP); иммуногистохимия; световая микроскопия.

This study aimed to develop a method of simultaneous immunohistochemical detection of neurons 
and astrocytes using peroxidase labeling with subsequent analysis by light microscopy. A pair of anti-
gens, each of which specifically identifies either neurons or astrocytes, was chosen (as markers neuronal 
nuclear antigen and glial fibrillary acidic protein were used, respectively). This method not only identifies 
the studied cells, but it also assesses their functional state under normal and pathological conditions. 
The proposed staining protocol allows significant simplification and optimization to simultaneously detect 
two antigens and to improve the quality of the slices obtained.

Keywords: neuronal nuclear antigen (NeuN); glial fibrillary acidic protein (GFAP); immunohisto-
chemistry; light microscopy.

Введение

В настоящее время нередко возникает не-
обходимость в  выявлении одновременно не-
скольких антигенов на одном препарате для 
визуализации различных популяций клеток 
в ткани или оценки колокализации двух анти-
генов. Как правило, для решения этих задач 
применяют методы флуоресцентной микроско-
пии [1, 2], однако они весьма дорогостоящие 

и  требуют обработки препаратов по длитель-
ному протоколу. Более быстрым и  дешевом 
методом является метод иммуногистохимии 
(ИГХ) с применением ферментных меток с по-
следующим анализом при помощи микроско-
пии в  проходящем свете. В этом случае одно-
временная визуализация двух антигенов может 
осуществляться несколькими способами: с  ис-
пользованием первичных антител разной ви-
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окраски. Во-вторых, повышается качество са-
мих препаратов, так как при долгой обработке 
препаратов в  первичных антителах возникает 
необходимость снижать температуру инкуба-
ции, и  это способствует лучшему удержанию 
срезов на стеклах, в отличие от инкубации при 
более высоких температурах. Также необходи-
мо учитывать, что в  предложенном протоколе 
демаскирование антигенов происходит в  ща-
дящем режиме  — варка препаратов занимает 
20 минут, что тоже способствует сохранению 
срезов в  процессе обработки.

Помимо этого в  постановке ИГХ-реакции 
важным аспектом является фиксация мате
риала и  сохранность тканевых антигенов. 
В  настоящем исследовании сравнивали две 
фиксирующие жидкости  — 4 % параформаль-
дегид (ПФА) и  цинк-этанол-формальдегид 
(ЦЭФ). При анализе материала, фиксирован-
ного в 4 % ПФА и окрашенного иммуногисто-
химически на NeuN и  GFAP, было установле-
но, что реакция на NeuN значительно слабее по 
сравнению с  GFAP, в  то время как материал, 
фиксированный в ЦЭФ, дает одинаково интен-
сивную реакцию на оба антигена, что говорит 
о  большей эффективности данного фиксатора 
по сравнению с  ПФА для ИГХ-исследования. 
Высокая сохранность антигенных детерминант 
была показана при сравнении ЦЭФ и с други-
ми фиксаторами (10 % формалин, 96 % этанол, 
жидкость Буэна). Кроме того, было продемон-
стрировано, что использование ЦЭФ для опре-
деленных антигенов позволяет избежать проце-
дуры теплового демаскирования антигенов, что 

дает возможность упростить и  сократить про-
токол обработки препаратов [9]. Таким обра-
зом, фиксация материала в  ЦЭФ значительно 
повышает чувствительность и  эффективность 
иммуногистохимического метода.

Заключение

В работе рассмотрен новый способ иммуно-
гистохимического определения двух антигенов 
(NeuN и  GFAP) при помощи пероксидазной 
метки, который позволяет одновременно вы-
являть нейроны, астроциты и  кровеносные 
сосуды. Эта методика значительно упроща-
ет процесс обнаружения одновременно двух 
антигенов на препарате и  способствует опти-
мизации процесса окрашивания и повышению 
качества получаемых препаратов. Кроме того, 
данное окрашивание дает возможность оце-
нивать функциональное состояние нейронов 
и  астроцитов и  степень повреждения нервной 
ткани в  ответ на патологическое воздействие, 
что можно использовать в  гистологической 
практике. При сравнении материала, фиксиро-
ванного в  двух разных фиксаторах (4 % ПФА 
и  ЦЭФ), было показано, что ЦЭФ повышал 
чувствительность и  эффективность реакции, 
в  связи с  чем данный фиксатор может быть 
рекомендован для проведения иммуногистохи-
мического окрашивания.

Работа выполнена при финансовой под-
держке РФФИ в  рамках научного проекта 
№  18-315-00134.
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Цель исследования: анализ корреляции пролиферативной активности, определенной на осно
ве рутинной гистологической окраски и  иммуногистохимической реакции на ядерный анти-
ген  Ki-67 при колоректальных аденокарциномах. Материалы и  методы. Выполнена ретро-
спективная оценка 30 аденокарцином ободочной и  прямой кишок. Оценка пролиферативной 
активности осуществлена на серийных гистологических препаратах, изготовленных после пара-
финовой проводки, окрашенных гематоксилином и эозином и обработанных антителами к Ki-67. 
Подсчет выполняли в предварительно выделенных при обзорной микроскопии «горячих точках», 
на четыре поля зрения при большом увеличении микроскопа (≈1 мм2). Результаты.  Оценка 
по коэффициенту ранговой корреляции Кендалла продемонстрировала высокую степень прямой 
связи между числом митозов, подсчитанных при рутинной окраске, и  пролиферативной актив-
ностью, оцененной иммуногистохимическим методом (t = 0,708, p < 0,05). Все наблюдения на 
диаграмме рассеяния удалось разделить на три кластера-«облака» с близкими значениями индекса 
меченных Ki-67 ядер при практически одинаковом числе митозов. Заключение. На основании 
рутинного гистологического исследования представляется возможным разделить колоректальные 
карциномы на опухоли с  низкой (1–2/мм2), умеренной (3–5/мм2) и  высокой (≥ 6/мм2) митоти-
ческой активностью, соответствующей значениям пролиферативного индекса по Ki-67 < 30 %, 
30–50 % и  > 50 %.

Ключевые слова: рак толстой и  прямой кишок; митозы; окраска гематоксилином и  эози-
ном; иммуногистохимия; Ki-67; ранговая корреляция; диаграмма рассеяния; тест Краскела – 
Уоллиса.

Aim of the study. To analyze the correlation between proliferative activities determined on the basis of 
routine histological staining and immunohistochemical reaction to the nuclear antigen Ki-67 in colorectal 
adenocarcinomas. Methods. Thirty adenocarcinomas of the colon and rectum were retrospectively 
evaluated. Evaluation of proliferative activity was performed on serial histological preparations stained 
with hematoxylin and eosin and treated with antibodies to Ki-67. Calculation was carried out in the “hot 
spots” under four microscope high power fields (≈1 mm2). Results. An estimate of the Kendall rank 
correlation coefficient demonstrated a high degree of direct relationship between the number of mitoses 
counted by routine staining and proliferative activity estimated by the immunohistochemical method 
(τ = 0.708, p < 0.05). All observations on the dispersion diagram could be divided into three “cloud” 



МЕДИЦИНСКИЙ АКАДЕМИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ. 2018. ТОМ 18. № 3	 55

чески одинаковом числе митозов. Так, 1–2 ми-
тоза на 1 мм2 соответствовали менее чем 30 % 
пролиферативному индексу, определенному 
на основе иммуногистохимической реакции; 
3–5  митозов на 1 мм2  — 30–50 %; 6 и  бо
лее  митозов на 1 мм2  — более 50 % (рис.  3). 
Тест Краскела – Уоллиса подтвердил значи-
мость различий между описанными кластерами 
пролиферативной активности (H = 20, df = 2, 
p < 0,001).

Заключение

Оценка пролиферативной активности в  ко-
лоректальных аденокарциномах на основе им-
муногистохимической реакции с  антителами 
к белку Ki-67 имеет ряд недостатков, к которым 
в  первую очередь можно отнести увеличение 
общего числа меченых ядер за счет пери- и ин-
тратуморозной лейкоцитарной реакции, а  так-
же свойственных этим опухолям «мусорных не-
крозов», генерирующих ложноположительные 
(артифициальные) сигналы. Нельзя не учиты-
вать и  возможные аутолитические изменения 
операционного материала, возникающие при 
нарушении режима фиксации и резко снижаю-
щие эффективность иммуногистохимического 
исследования. Кроме того, иммуногистохимия 
доступна далеко не во всех патоморфологиче-
ских лабораториях лечебно-профилактических 
учреждений России и  постановка иммуноги-
стохимических реакций увеличивает стоимость 
диагностического процесса.

На основании рутинного гистологического 
исследования представляется возможным раз-
делить колоректальные карциномы на опухо-
ли с  низкой (1–2/мм2), умеренной (3–5/мм2) 
и высокой (≥ 6/мм2) митотической активностью 
(соответствующей значениям индекса проли-
ферации по Ki-67 <  30 %, 30–50 % и  >50 %), 

что поможет в  клинике объективизировать 
критерии дифференцировки этих новообразо-
ваний, уменьшить сроки патологоанатомиче-
ского анализа биопсийного и  операционного 
материала и  снизить общую стоимость диа-
гностических процедур.
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Таблица

Итоговые показатели предсказательной способности 
модели

Показатель Значение

Множественный R 0,85

Множественный R2 0,73

Скорректированный R2 0,72

F (1,28) 74,7

p < 0,001

Стандартная ошибка оценки 8,87

Рис. 3. Диаграмма рассеяния после логарифмического 
преобразования модели с  тремя «облаками» близких 
значений пролиферативного индекса, рассчитанного 
по реакции на Ki-67, при практически одинаковом 
числе митозов
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ПАТОМОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ 
РЕГЕНЕРАЦИИ РОГОВИЦЫ ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНО 

ИНДУЦИРОВАННОЙ ДИСТРОФИИ  
НА ФОНЕ ИНТРАСТРОМАЛЬНОГО ВВЕДЕНИЯ 

АУТОЛОГИЧНЫХ МОНОНУКЛЕАРНЫХ ЛЕЙКОЦИТОВ
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Рathomorphological features  
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M.S. Deniskо, O.I. Krivosheina, E.O. Filippova, L.R. Mustafinа
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Цель исследования — в эксперименте in vivo изучить особенности течения репаративной ре-
генерации роговицы при индуцированной эндотелиально-эпителиальной дистрофии (ЭЭД) после 
введения суспензии аутологичных мононуклеарных лейкоцитов в заднюю треть стромы роговой 
оболочки. Материалы и методы. Эксперимент выполнен на 27 кроликах породы Шиншилла 
(27 глаз). На первом этапе эксперимента всем животным воспроизводили модель ЭЭД роговицы 
путем механического повреждения и  удаления ее эндотелиального слоя. На втором этапе через 
2 нед. после развития заболевания животных разделяли в зависимости от планируемого лечения 
на две группы: основную, 12 животным которой однократно в  заднюю треть стромы роговицы 
вводили суспензию аутологичных мононуклеарных лейкоцитов; сравнения, 12 животным кото-
рой проводили консервативное лечение ЭЭД роговицы. Результаты. Воспроизведение in vivo 
ЭЭД роговицы путем механического повреждения и  удаления ее эндотелиального слоя сопро-
вождается быстрым (в течение 2 нед.) развитием заболевания с  диффузной гидропической дис-
трофией переднего эпителия, выраженным отеком стромы с расслоением коллагеновых волокон. 
На экспериментальной модели ЭЭД роговой оболочки установлено, что введение суспензии 
аутологичных мононуклеарных лейкоцитов в  заднюю треть стромы роговицы при лечении за-
болевания обеспечивает быструю (в 1,5 раза) дегидратацию стромы, уменьшает в  1,2 раза число 
дистрофических клеток в  переднем эпителии по сравнению с  консервативным лечением. Срок 
восстановления нормальной толщины среза роговицы у  животных основной группы сокраща-
ется в  1,4 раза. Заключение. Введение суспензии аутологичных мононуклеарных лейкоцитов 
в  заднюю треть стромы роговицы при лечении экспериментальной ЭЭД роговой оболочки ин-
дуцирует репаративную регенерацию, ускоряя восстановление поврежденных структур роговицы 
и  препятствуя ее неоваскуляризации.

Ключевые слова: эндотелиально-эпителиальная дистрофия роговицы; клеточные технологии; 
аутологичные мононуклеарные лейкоциты; цитокины; регенерация.

The purpose of research is study the features of the flow of reparative regeneration of the cornea in 
an experiment in vivo with induced bullous keratopathy after the introduction of a suspension of auto
logous mononuclear leukocytes in the posterior third of the corneal stroma. Materials and methods. 
The experiment was performed on 27 chinchilla rabbits (27 eyes). At the first stage of the experiment all 
animals were reproduced the model of corneal bullous keratopathy by mechanical damage and removal 
of its endothelial layer. At the second stage, 2 weeks after the development of the disease, the animals 
were divided, depending on the planned treatment, into 2 groups: the main, 12  animals once in the 
back third of the corneal stroma were administered a suspension of autologous mononuclear leukocytes; 
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структур роговицы и  препятствуя ее неоваску-
ляризации. Полученные данные представляют 
интерес и заслуживают дальнейшего изучения.

Исследование выполнено при поддерж-
ке гранта Фонда содействия инновациям 
УМНИК‑2017.
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МЕТЕОФАКТОРЫ И ОБРАЩАЕМОСТЬ ПАЦИЕНТОВ 
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Meteofactors and admittance of patients  
with atrial fibrillation  

for emergency medical care
V.A. Belyayeva

Institute of Biomedical Research of Vladikavkaz Scientific Center of The Russian Academy of Sciences  
and the Government of the Republic of North Ossetia-Alania, Vladikavkaz, Russia

©© В.А. Беляева, 2018

В статье представлены результаты ретроспективного анализа обращаемости пациентов с  фи-
брилляцией предсердий (ФП) за скорой медицинской помощью в зависимости от метеоусловий 
и  сезона. Цель исследования  — изучить влияние метеофакторов на обращаемость пациентов 
с ФП за скорой медицинской помощью в контексте сезонной динамики. Материалом исследо-
вания служили архивные карты вызовов скорой медицинской помощи в зимний, весенний и лет-
ний периоды 2012 г., а  также соответствующие базы данных среднесуточных метеорологических 
параметров, их межсуточного изменения (∆), индексов патогенности: температуры воздуха  (it), 
атмосферного давления (iр), влажности (ih), скорости ветра (iv), облачности (in), общего индекса 
патогенности погоды (ИПП). В результате исследования было установлено, что в зимний период 
наиболее значимое негативное влияние оказывают флуктуации метеофакторов: среднесуточной 
температуры воздуха, атмосферного давления, it, ∆р, ИПП; в весенний — среднесуточной темпе-
ратуры воздуха, атмосферного давления, it, i∆t; в летний период — i∆t. Обращаемость населения 
с  ФП за медицинской помощью зимой (6,7 ± 0,5 чел/сут) и  весной (6,9 ± 0,4 чел/сут) выше, 
чем летом (5,2 ± 0,5 чел/сут). Заключение. Максимальное число корреляционных связей между 
частотой вызовов скорой медицинской помощи и  метеофакторами, их межсуточными флукту-
ациями и  индексами патогенности присутствует в  зимне-весенний период и  имеет гендерную 
и сезонную специфику. Фактор сезонности оказывает влияние на обращаемость пациентов с ФП 
за неотложной медицинской помощью.

Ключевые слова: фибрилляция предсердий; скорая медицинская помощь; метеофакторы; 
сезонная динамика; индексы патогенности погоды.

This study presents the results of a retrospective analysis of the challenges of patients with atrial 
fibrillation  (AF) for ambulance medical care depending on weather conditions and season. Aim.  This 
study aimed to evaluate the effect of meteorological factors on addressing of patients with AF for 
emergency medical care in the context of seasonal dynamics. Materials. Archival cards of ambulance 
calls in the winter, spring, and summer 2012 and the corresponding databases of average daily 
meteorological parameters, day‑to‑day changes (∆), and pathogenicity indices were used: air temperature 
(it), atmospheric pressure  (iр), humidity  (ih), wind speed (iv), cloudiness (in), and general weather 
pathogenicity index (IWP). Results. In winter, the most significant negative effect is caused by fluctuations 
in meteo-factors: average daily air temperature and atmospheric pressure, it, ∆p, IWP; in spring were the 
average daily air temperature and atmospheric pressure, it, i∆t; in summer was i∆t. The response of the 
population to AF for medical care in the winter (6.7 ± 0.5 person/day) and spring (6.9 ± 0.4 person/day) 
is higher than that in summer (5.2 ± 0.5 person/day). Conclusion. The maximum number of correlation 
links between the frequency of ambulance medical care calls and meteorological factors is present in 
the winter and spring and has gender and season specifics. Seasonality factor affects the treatment of 
patients with AF for emergency medical care.

Keywords: atrial fibrillation; ambulance medical care; meteofactors; seasonal dynamics; indices of 
pathogenicity of weather.
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их взаимодействия (Rмнож = 0,47; R2
множ = 0,22; 

p = 0,044). Ситуация усугубляется тем, что 
большинство пациентов с  ФП  — это лица по-
жилого возраста, анамнез которых отягощен 
сопутствующей сердечно-сосудистой патоло-
гией.

В летний и осенний периоды не обнаружено 
корреляционной взаимосвязи между среднесу-
точной температурой воздуха и  частотой вы-
зовов СМП к  пациентам с  ФП. Летом частота 
вызовов СМП в совокупной выборке коррели-
рует с  индексом патогенности изменения тем-
пературы воздуха (r = 0,33; p = 0,039), по мере 
увеличения которого растет число вызовов.

Заключение

Возникающее вследствие абнормальных 
флуктуаций метеофакторов перенапряжение 
механизмов адаптации может провоцировать 
нарушения в  деятельности сердечно-сосуди-

стой системы, которые проявляются наруше-
нием ритма сердца у  пожилых пациентов, как 
правило, имеющих сопутствующую патологию.

Обращаемость пациентов с  ФП за скорой 
медицинской помощью коррелирует с  метео-
факторами, их межсуточными флуктуациями 
и  индексами патогенности, специфичными 
в  разные сезоны года. Наиболее значимы-
ми метеофакторами являются среднесуточная 
температура, атмосферное давление и соответ-
ствующие индексы патогенности. Частота вы-
зовов СМП к  пациентам с  данной патологией 
в  зимний и  весенний периоды выше, чем ле-
том. Влияние метеофакторов на частоту вызо-
вов СМП к  пациентам с  ФП имеет не только 
сезонную, но и  гендерную специфику.

Полученные данные позволяют дифферен-
цированно проводить своевременные профи-
лактические мероприятия у  лиц, находящихся 
в  группе риска, в  соответствии с  сезонной ди-
намикой.
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Предложена генетическая конструкция, позволяющая получать рекомбинантный стрептави-
дин (SA) дикого типа в биологически активной форме с высоким выходом. Показано, что путем 
введения в белок дополнительного лидерного пептида и олигогистидиновой последовательности 
можно выделить растворимый SA из культуральной среды и  из клеточных фракций. Выявлено, 
что температура индукции синтеза белка оказывает существенное влияние на характер распреде-
ления SA по фракциям. Получаемый продукт не загрязнен эндогенным биотином (BT). Способ 
дает возможность избежать стадий денатурации и  ренатурации, которые необходимы при тех-
нологии получения целевого продукта из телец включения и  в  значительной степени снижают 
выход. Таким образом, предлагаемый подход обеспечивает повышение выхода биологически 
высокоактивного стрепативидина (способного связывать BT и  биотинсодержащие соединения), 
который может быть использован для различных практических целей.

Ключевые слова: активность; биотин; выделение белка; культуральная среда; периплазмати-
ческая фракция; растворимая фракция; стрептавидин; тельца включения; pelB-лидерный пептид.

The authors provide a genetic construct for obtaining recombinant biologically active wild type strepta-
vidin with high yield. Addition of leader peptide and oligohistidine sequence to the streptavidin sequence 
makes it possible to isolate soluble streptavidin from the culture medium and from the soluble fraction. 
Temperature conditions for inducing of protein synthesis were found to have a significant effect on the 
distribution profile of streptavidin between fractions. The obtained protein product is not contaminated 
with endogenous biotin. The provided method excludes denaturation and renaturation steps which are 
necessary for isolation of the desired product from inclusion bodies but substantially reduce the yield. 
Thus, the provided approach allows to increase the yield of biologically highly active strepatividin which is 
capable of binding biotin and biotin-containing compounds and can be used for various practical purposes.

Keywords: activity; biotin; protein isolation; culture medium; periplasmic fraction; soluble fraction; 
streptavidin; inclusion bodies; pelB-leader peptide.

Введение

Функциональный аналог авидина яичного 
белка стрептавидин (SA) был выделен из бак-
терий Streptomyces avidinii. Природный SA 
представляет собой тетрамер, способный проч-
но связывать четыре молекулы биотина  (BT). 
В настоящее время описано множество реком-
бинантных SA, различающихся по способности 
связывать BT.

Способность SA связывать BT с  высоким 
сродством нашла применение для решения 

многих проблем фундаментальной биологии 
и  медицины, а  также широко используется 
в  лабораторной диагностике. Комплекс SA 
с  BT обладает высокой устойчивостью к  воз-
действию органических растворителей, денату-
рирующих растворов, детергентов (например, 
додецилсульфат, тритон Х-100), протеолити-
ческих ферментов, экстремальных темпера-
тур и  рН [2], что является весьма полезным 
свойством для решения ряда специальных за-
дач. SA и BT часто служат необходимыми ком-
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Цель работы  — экспериментальная оценка противолучевой эффективности рекомбинант-
ного флагеллина при его раздельном применении или в  комбинации с  интерлейкином-1 бета 
в условиях профилактического и терапевтического введения животным. Материалы и методы 
исследования. В экспериментах на мышах-самцах изучено влияние гибридных флагеллина FliC 
Salmonella typhimurium (ФЛ) и интерлейкина-1β человека (ГосНИИ ОЧБ ФМБА России, Санкт-
Петербург) на параметры 30-суточной выживаемости животных, подвергнутых воздействию ле-
тальных доз рентгеновского излучения. Выживаемость облученных животных анализировали по 
методу Каплана – Мейера. Результаты. Показано, что максимальное протекторное действие 
на 30-суточную выживаемость мышей ФЛ оказывал в  условиях профилактического введения. 
Применение ФЛ в  дозах 1 и  2 мг/кг до облучения мышей в  дозах 7,5; 8,0 и  8,5 Гр статистиче-
ски значимо по сравнению с  контрольными группами повышало выживаемость животных до 
67–87 % (р < 0,05). Одновременное профилактическое введение ФЛ (1 мг/кг) и интерлейкина-1β 
(50 мкг/кг) обеспечивало 100 % выживаемость облученных животных. При применении препара-
тов раздельно — ФЛ за 15–30 мин до воздействия и интерлейкина-1β через 15–30 мин — выжило 
92,8 % мышей. Заключение. Результаты исследования позволяют рассматривать рекомбинантный 
ФЛ в  качестве перспективного кандидатного препарата для конструирования нового поколения 
отечественных средств фармакологической защиты от воздействия ионизирующего излучения, 
в  том числе в  композиции с  интерлейкином-1β.

Ключевые слова: флагеллин; рентгеновское излучение; выживаемость; мыши; комбиниро-
ванное применение; интерлейкин-1 бета.

Research objective. To evaluate the radioprotective effectiveness of recombinant flagellin when 
used alone or in combination with interleukin-1 beta for prophylactic or therapeutic effect on animals. 
Materials and methods. The effect of hybrid flagellin FliC Salmonella typhimurium and human 
interleukin‑1β (Institute of Highly Pure Biopreparations, Saint Petersburg, Russia) on the 30-day 
survival of male mice exposed to lethal doses of X-ray radiation was studied. Survival of irradiated ani-
mals was analyzed by Kaplan–Meier method. Results. The preventive use of flagellin had a protective 
effect on the 30‑day survival of mice irradiated with lethal doses of X-rays. Compared with the irradi-
ated control, the administration of flagellin (1 mg/kg or 2 mg/kg) prior to X-ray exposure (7.5 Gy, 
8.0  Gy or 8.5 Gy) increased the animal survival rate to 67–87%. Complex preventive administration 
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показана эффективность лигандов TLR2/6 
(CBLB613), TLR9 (CpG-ODN), TLR3 (Poly 
(I:C), TLR7/8 (IMQ). По мнению авторов, лу-
чевая терапия в  сочетании с  агонистами TLR 
может сенсибилизировать раковые клетки 
к  ионизирующему излучению, оказывая в  то 
же время радиопротекторное действие на нор-
мальную ткань. В этой связи хочется отметить, 
что ФЛ и его производные, как агонисты TLR5, 
обладают значительным потенциалом в  про-
тивоопухолевой иммунотерапии, поскольку 
способны оказывать противометастатическое 
действие и стимулировать развитие опухолеспе-
цифической иммунологической памяти. Так, 
показано, что примененный в качестве моноте-
рапии энтолимод вызывал быструю индукцию 
хемокинов CXCL9 и  CXCL10, которые обес
печивали хоуминг в  печень циркулирующих 
в  крови натуральных киллеров (НК), экспрес-
сирующих CXCL3, что в  конечном счете про-
являлось в  подавлении активности метастазов 
различных опухолей в  печень. НК‑зависимая 
активация дендритных клеток сопровождалась 
стимуляцией CD8+ Т-клеточного ответа  [22]. 
Кроме того, введение энтолимода может 
уменьшать токсические эффекты лекарствен-
ных препаратов, применяемых в химиотерапии 

опухолей, например, 5-фторурацила, не изме-
няя при этом их противоопухолевой эффектив-
ности  [23]. На основании этих данных можно 
предположить, что в  случае разработки нового 
радиозащитного средства на основе ФЛ поло-
жительные эффекты его применения не огра-
ничатся противолучевым действием.

Заключение

Результаты исследования позволяют рас-
сматривать рекомбинантный ФЛ, полученный 
в  ГосНИИ ОЧБ, в  качестве перспективного 
кандидатного препарата для конструирования 
отечественных средств фармакологической 
защиты от ионизирующего излучения ново-
го поколения, которые могут использоваться 
в  случае возникновения массовых радиацион-
ных поражений, а  также для снижения радиа
ционно индуцированных тканевых реакций 
при радиотерапии опухолей. Разработка ком-
позиции рекомбинантных ФЛ и  ИЛ-1β мо-
жет способствовать усилению радиозащитного 
эффекта и, возможно, снижению эффективных 
доз препаратов, что в  конечном счете приве-
дет к минимизации риска развития негативных 
эффектов их применения.
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Цель исследования  — определить серотиповую принадлежность и  факторы вирулентности 
штаммов E. coli серогруппы О26, выделенных от детей с  диарейным синдромом. Материа-
лы и  методы. Изучены 53 штамма E. coli О26, выделенные в  2014–2016 гг. из испражнений 
детей с  клиническими проявлениями острой кишечной инфекции (ОКИ) в  Санкт-Петербурге. 
Использовали фенотипические (определяли ферментативные и антигенные свойства, продукцию 
шига-токсинов) и  молекулярно-генетические (ПЦР) методы: проводили детекцию генов виру-
лентности, характерных для энтеропатогенных (EPEC) и энтерогеморрагических (ЕНЕС) E. coli 
(eae, bfp, hlyA и  eae, stx1, stx2, ehxA соответственно), генов, кодирующих О- и  Н-антигены 
(rfb  и  fliC), генов, определяющих филогенетическую группу (chuA, yjaA и TspE). Определяли 
филогенетическую группу и продукцию шига-токсинов. Результаты исследований. Все штам-
мы E.  coli были идентичны по антигенной характеристике  — относились к  серотипу О26:Н11 
и  принадлежали к  филогенетической группе В1. По набору генов вирулентности относились 
к  двум патогруппам: а-ЕРЕС (64,2 %) и  ЕНЕС (35,8 %). Штаммы ЕНЕС продуцировали шига-
токсин 1, кодируемый геном stx1. Различия в  ферментативной активности между штаммами 
E. coli О26:Н11 ЕРЕС и ЕНЕС выявлены не были. Заключение. В данной работе показано, что 
в  популяции E. coli О26:Н11, вызывавших ОКИ у  детей в  Санкт-Петербурге, более 30 %  штам-
мов принадлежали к  группе ЕНЕС. Молекулярно-генетические методы позволяют достоверно 
определять высоковирулентные штаммы возбудителей эшерихиозов.

Ключевые слова: диареегенные E. coli О26; факторы вирулентности; ЕРЕС; ЕНЕС.

Aim. To determine the serotype and virulence factors of the E. coli serogroup O26 isolated from 
children with diarrheal syndrome. Materials and methods. Fifty-three strains of E. coli O26 isolated 
in 2014–2016 from the stool of children with clinical manifestations of acute intestinal infection in Saint 
Petersburg were studied. Phenotypic (enzymatic and antigenic properties), molecular genetic [detection of 
virulence genes of enteropathogenic (EPEC — eae, bfp, hlyA), and enterohemorrhagic (EHEC — eae, 
stx1, stx2, ehxA), genes encoding O- and H-antigens (rfb and fliC), genes, defining phylogenetic group 
(chuA, yjaA и TspE)] methods were used. The phylogenetic group and the production Shiga toxins 
were determined. Results. All strains were identical to the antigen characteristics of serotype O26:H11 
and phylogenetic group B1. Two pathogroups were created based on the set of virulence genes: a-EPEC 
(64.2%) and EHEC (35.8%). Strains EHEC produced Shiga-toxin 1, encoding gen stx1. No  differ-
ences in enzymatic activities were found between the strains of E. coli О26:H11 for EPEC and EHEC 
strains. Conclusion. In the population of E. coli O26:H11, which caused acute intestinal infection in 
children in Saint Petersburg, more than 30% of the strains belonged to the highly virulent group EHEC. 
Molecular-genetic methods should be used for reliable detection of pathogens.

Keywords: diarrheagenic E. coli О26; virulence factors; EPEC; EHEC.
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протекать как в  тяжелой, так и  в легкой фор-
ме. При спорадических случаях дети старшего 
возраста и  взрослые переносили заболевание 
в  легкой форме, и  нередко отмечалось здо-
ровое «носительство». По мнению отдельных 
клиницистов, «эшерихиоз 026» часто протекал 
очень тяжело. В 1958 г. были зарегистриро-
ваны две вспышки ОКИ, этиологически свя-
занные с  E.  coli 026: одна  — среди взрослых, 
протекавшая по типу пищевой интоксикации, 
и  вторая  — среди 43  новорожденных детей, 
9  из которых умерли.

Наши исследования подтвердили сероти-
повую принадлежность штаммов, циркулиру-
ющих в  настоящее время, к  E. coli О26:Н11 
и  показали, что современная популяция ге-
терогенна по наличию генов, контролирую-
щих факторы вирулентности. Данные лите-
ратурных источников свидетельствуют о  том, 
что тяжелые формы ОКИ у  детей и  взрослых 
вызывают E. coli О26, продуцирующие ши-
га-токсины (ЕНЕС). Заболевания, вызванные 
E.  coli  О26 (ЕРЕС), протекают чаще в  легкой 
форме. Сравнительные исследования, прове-
денные в  Санкт-Петербурге, продемонстриро-
вали, что ПЦР-диагностика выявила широкую 
распространенность у детей с ОКИ патогенных 

E.  coli О26. По частоте обнаружения домини-
ровали ЕРЕС — 64,2 %, доля ЕНЕС составляла 
35,8 % [20]. Бактериологическим методом диа-
реегенные E. coli О26 не могли быть разделены 
на ЕРЕС и  ЕНЕС.

Выводы

Популяция E. coli О26:Н11 включает штам-
мы с генотипами вирулентности ЕРЕС и ЕНЕС, 
которые не могут быть достоверно иденти
фицированы при классическом бактерио
логическом исследовании. Методы детекции 
шига-токсинов/генов, ответственных за их 
продукцию, необходимо внедрять в  клиниче-
скую практику врачей-бактериологов для диа-
гностики ЕНЕС-инфекции. При ранней диа-
гностике ЕНЕС-ассоциированных гемоколитов 
возможна коррекция терапии пациентов (ис-
ключение/ограничение применения антибакте-
риальных препаратов бактерицидного дей-
ствия) для снижения риска развития ГУС 
и  ОПН как инвалидизирующих осложнений. 
Молекулярно-генетические методы расширяют 
аналитические и диагностические возможности 
лабораторных исследований при диарейных за-
болеваниях эшерихиозной этиологии.
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