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avtorTa sayuradRebod!

redaqciaSi statiis warmodgenisas saWiroa davicvaT Semdegi wesebi:

	 1. statia unda warmoadginoT 2 calad,  rusul an inglisur enebze, dabeWdili 
standartuli furclis 1 gverdze,  3 sm siganis marcxena velisa da striqonebs 
Soris 1,5 intervalis dacviT. gamoyenebuli kompiuteruli Srifti rusul da ing-
lisurenovan teqstebSi - Times New Roman (Кириллица), xolo qarTulenovan teqstSi 
saWiroa gamoviyenoT AcadNusx. Sriftis zoma – 12. statias Tan unda axldes CD 
statiiT. 
	 2. statiis moculoba ar unda Seadgendes 10 gverdze naklebs da 20 gverdze mets 
literaturis siis da reziumeebis (inglisur, rusul da qarTul enebze) CaTvliT.
	 3. statiaSi saWiroa gaSuqdes: sakiTxis aqtualoba; kvlevis mizani; sakvlevi 
masala da gamoyenebuli meTodebi; miRebuli Sedegebi da maTi gansja. eqsperimen-
tuli xasiaTis statiebis warmodgenisas avtorebma unda miuTiTon saeqsperimento 
cxovelebis saxeoba da raodenoba; gautkivarebisa da daZinebis meTodebi (mwvave 
cdebis pirobebSi).
	 4. statias Tan unda axldes reziume inglisur, rusul da qarTul enebze 
aranakleb naxevari gverdis moculobisa (saTauris, avtorebis, dawesebulebis 
miTiTebiT da unda Seicavdes Semdeg ganyofilebebs: mizani, masala da meTodebi, 
Sedegebi da daskvnebi; teqstualuri nawili ar unda iyos 15 striqonze naklebi) 
da sakvanZo sityvebis CamonaTvali (key words).
	 5. cxrilebi saWiroa warmoadginoT nabeWdi saxiT. yvela cifruli, Sema-
jamebeli da procentuli monacemebi unda Seesabamebodes teqstSi moyvanils. 
	 6. fotosuraTebi unda iyos kontrastuli; suraTebi, naxazebi, diagramebi 
- dasaTaurebuli, danomrili da saTanado adgilas Casmuli. rentgenogramebis 
fotoaslebi warmoadgineT pozitiuri gamosaxulebiT tiff formatSi. mikrofoto-
suraTebis warwerebSi saWiroa miuTiToT okularis an obieqtivis saSualebiT 
gadidebis xarisxi, anaTalebis SeRebvis an impregnaciis meTodi da aRniSnoT su-
raTis zeda da qveda nawilebi.
	 7. samamulo avtorebis gvarebi statiaSi aRiniSneba inicialebis TandarTviT, 
ucxourisa – ucxouri transkripciiT.
	 8. statias Tan unda axldes avtoris mier gamoyenebuli samamulo da ucxo-
uri Sromebis bibliografiuli sia (bolo 5-8 wlis siRrmiT). anbanuri wyobiT 
warmodgenil bibliografiul siaSi miuTiTeT jer samamulo, Semdeg ucxoeli 
avtorebi (gvari, inicialebi, statiis saTauri, Jurnalis dasaxeleba, gamocemis 
adgili, weli, Jurnalis #, pirveli da bolo gverdebi). monografiis SemTxvevaSi 
miuTiTeT gamocemis weli, adgili da gverdebis saerTo raodenoba. teqstSi 
kvadratul fCxilebSi unda miuTiToT avtoris Sesabamisi N literaturis siis 
mixedviT.
	 9. statias Tan unda axldes: a) dawesebulebis an samecniero xelmZRvane-
lis wardgineba, damowmebuli xelmoweriTa da beWdiT; b) dargis specialistis 
damowmebuli recenzia, romelSic miTiTebuli iqneba sakiTxis aqtualoba, masalis 
sakmaoba, meTodis sandooba, Sedegebis samecniero-praqtikuli mniSvneloba.
	 10. statiis bolos saWiroa yvela avtoris xelmowera, romelTa raodenoba 
ar unda aRematebodes 5-s.
	 11. redaqcia itovebs uflebas Seasworos statia. teqstze muSaoba da Se-
jereba xdeba saavtoro originalis mixedviT.
	 12. dauSvebelia redaqciaSi iseTi statiis wardgena, romelic dasabeWdad 
wardgenili iyo sxva redaqciaSi an gamoqveynebuli iyo sxva gamocemebSi.

aRniSnuli wesebis darRvevis SemTxvevaSi statiebi ar ganixileba.
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НАУКА

Успехи, достигнутые в клинической иммунологии за 
последние годы, позволили к настоящему времени вы-
явить нарушения функционирования иммунной си-
стемы при различных состояниях организма. Однако 
не всегда применяемые средства и методы их лечения 
обладали достаточным терапевтическим эффектом и 
давали желаемые результаты. Для восстановления 
нарушенной функции иммунной системы необходи-
мы иные подходы к принципам лечения. Толчком к 
накоплению нового уровня знаний и катализатором 
научных исследований в клинической иммунологии 
послужило внедрение нового понятия – иммунореа-
билитация [7,8]. В его смысл по современным пред-
ставлениям вкладывается не только восстановление 
нарушенных звеньев иммунной системы, но и выздо-
ровление больного при остром течении заболевания 
или достижение стойкой ремиссии при хронической 
патологии [1,3-6,10-22].

Мне посчастливилось быть у истоков ее зарождения и 
стать не только основоположником совершенно ново-
го научного направления – иммунореабилитации, но 
и основателем новой медицинской науки – иммуноре-
абилитологии.

Сегодня можно уверенно сказать, что иммунореаби-
литология прошла путь от простого термина, от «вос-
точной сказки» до всемирного признания. Многие 
мои ученики, последователи в различных странах и 
регионах мира активно включились в разработку и 
изучение проблем, основных методов и принципов 
иммунореабилитологии. Выпускаются монографии, 
статьи, публикуются обзоры, защищаются диссерта-
ции, проводятся научные конгрессы, конференции, 
симпозиумы, т.е. иммунореабилитология как наука 
живет полноценной жизнью. Хотелось бы оглянуться 
назад и вспомнить путь, который прошла медицинская 
наука, прежде чем прийти к пониманию иммунореаби-
литологии, а также рассказать читателям о современ-
ных ее успехах и перспективах ее развития.

Исторически сложилось так, что термин иммунореаби-
литация возник на фоне уже имеющихся определенных 
успехов лечения больных с нарушенной функцией 
иммунной системы. Вначале возникло понятие им-

мунотерапии, когда лечение той или иной патологии 
проводили иммунологическими методами. Например, 
применение при дифтерии противодифтерийного 
анатоксина. 

Затем встала проблема пересадки органов и тканей 
при аутоиммунных заболеваниях. Необходимо было 
затормозить нормальное функционирование иммунной 
системы. И понятие иммуносупрессия точно охаракте-
ризовало поставленную цель. 

Появление вторичных иммунодефицитов, связанных с 
иммунологической недостаточностью, поставило во-
прос об иммуностимуляции, понятия многозначащего 
вначале, но как только было установлено, что иммун-
ная система функционирует с помощью по крайней 
мере двух десятков различных звеньев, то сразу встал 
вопрос: какое звено стимулировать? А то простимули-
руешь клетки-супрессоры – и вместо ожидаемого эф-
фекта улучшения можно ухудшить состояние больного. 
Поэтому понятие «иммуностимуляция» не объясняло, 
что стимулировать, а что тормозить, а также не могло 
дать основание для дифференцированного подхода к 
каждому звену. 

Внедрение в практику иммунокоррекции на этом фоне 
было объективным процессом, с помощью которого 
можно осуществить коррекцию нарушенных показателей 
иммунной системы и вывести их на некий новый уровень, 
который соответствует нормальным параметрам. 

Однако часто возникал вопрос: всегда ли необходимо 
применение иммунокоррекции? Если снижен какой-то 
показатель, то следует ли его приводить к норме? В свя-
зи с этим понятие «иммунокоррекция» не всегда давало 
ответы на возникающие вопросы. Поэтому появление 
понятия иммуномодуляции в середине 70-х годов XX 
века было объективным процессом в клинической 
иммунологии, а применение иммуномодулирующих 
препаратов при этом оказывало иммунотропное дей-
ствие с эффектом восстановления пониженных или по-
вышенных показателей иммунной системы до нормы.

В многочисленных работах показано стимулирующее 
и супрессорное влияние на иммунную систему различ-

ИММУНОРЕАБИЛИТОЛОГИЯ: ВЗГЛЯД ОТ ИСТОКОВ В БУДУЩЕЕ. 
ОТ ИММУНОТЕРАПИИ К ПЕРСОНАЛИЗИРОВАННОЙ 

ТАРГЕТНОЙ ИММУНОРЕАБИЛИТАЦИИ 

Сепиашвили Р.И.
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ных факторов экзогенного и эндогенного характера. К 
ним относятся разнообразные вещества органической 
и неорганической природы, биополимеры, компонен-
ты чужеродных органов и тканей, микробных клеток. 
При этом все вещества, благоприятно влияющие на 
иммунитет, получили название «адъюванты» (от англ. 
adjuvant – помогающий, полезный). 

В ряде работ понятие иммуномодуляторов толкуется 
очень широко: к ним относят адъюванты, иммуноде-
прессанты. Приняв такую точку зрения, мы должны 
были бы констатировать, что все зарегистрированные 
иммунобиологические препараты (а их более тысячи) – 
вакцины, иммуноглобулины, бактериофаги, препараты 
нормофлоры, аллергены, цитокины – являются имму-
номодулирующими препаратами. Ежегодно только в 
России 20–30 новых иммунобиологических препаратов 
успешно проходят государственные испытания, причем 
1/3 из них – это препараты, вводимые людям [12]. Такая 
широкая трактовка была бы вполне справедливой, если 
бы иммунный ответ не был специфической реакцией 
на антиген.

Для понимания, что же такое иммуномодуляторы, нами 
дано их определение: 
Иммуномодуляторы – это препараты, преимущественно 
влияющие в той или иной степени на функциональную 
систему иммунного гомеостаза и характеризующиеся 
тропностью и специфичностью к иммунной системе.

С различной степенью интенсивности на иммунную 
систему могут влиять и другие, самые различные пре-
параты и воздействия, например, пищевые добавки, 
различного рода цитостатики и ионизирующее излу-
чение. Однако такие модуляторы не обладают троп-
ностью к системе иммунитета и преимущественным 
действием на ее параметры и в относительно равной 
степени действуют на различные организменные 
системы, в том числе и на иммунную. Поэтому они 
не могут относиться к обозначенной выше категории 
иммуномодуляторов и именуются как препараты, 
неспецифически влияющие на иммунную систему, 
способные оказывать депрессивное или, наоборот, 
стимулирующее действие на ее количественные и/или 
функциональные параметры.

Исходя из приведенного выше определения, к им-
муномодуляторам можно отнести уже не тысячи, а 
только десятки веществ, и притом только те, которые 
официально зарегистрированы в соответствующих 
государственных органах как иммуномодулирующие 
препараты.

Если принять этот постулат за основу, то большинство 
адъювантов и иммунодепрессантов не могут быть 
классифицированы как иммуномодуляторы. И тогда 
по праву можно считать, что сама иммуномодуляция 

реально возникла не в начале XX века, а скорее всего, 
когда в 1972 г. американский ученый Allan Goldstein 
впервые выделил из тимуса телят несколько полипеп-
тидов, которые различались по молекулярной массе и 
степени активности, и назвал их тимозинами. Особое 
внимание привлекла пятая фракция, выделенная по-
средством изоэлектрической фокусировки и содержа-
щая 40–50 белков. В соответствии с изоэлектрической 
точкой они получили названия: α (изоэлектрическая 
точка <5,0); β (от 5,0 до 7,0); γ (>7,0).

Совершенно логично, что на определенном этапе раз-
вития науки, в середине 80-годов ХХ века, появилось 
новое направление современной медицины – имму-
нореабилитация, учитывающее взаимосвязь между 
иммунной и другими системами организма (нервной, 
эндокринной, дыхательной, кровообращения). В это 
понятие вкладывалось не только восстановление на-
рушенных звеньев иммунной системы, но и выздоров-
ление больного при остром течении заболевания или 
достижение стойкой ремиссии при хронической пато-
логии. Понятие иммунореабилитации включает рекон-
структивное, медикаментозное, физиотерапевтическое, 
санаторно-курортное восстановление способности 
иммунной системы осуществлять защитные и регуля-
торные функции [7,8,11,17,19]. Первые исследования 
проблемы иммунореабилитации при некоторых заболе-
ваниях внутренних органов в клинике, аутоиммунной 
патологии и вторичных иммунодефицитов [1–19] по-
казали большую эффективность ее принципов.

А началось все это в 1984 году, когда судьба распоря-
дилась так, что я был вынужден переехать работать 
из Краснодара в Цхалтубо, где нами был организован 
общекурортный иммунологический центр, а в 1989 
году создан Цхалтубский научно-исследовательский 
институт клинической иммунологии и аллергологии, 
который за время существования стал признанным в 
мире лидером в разработке и научном обосновании 
основных принципов и методов иммунореабилита-
ции как в клинических, так и санаторно-курортных 
условиях, определяющих назначение тех или иных 
лекарственных препаратов, курортных и преформиро-
ванных физических факторов при патологии иммунной 
системы. Кроме того, в Институте были разработаны 
показания и противопоказания к их применению в 
зависимости от возраста и стадии заболевания, от-
работаны клинические и лабораторные, в том числе 
иммунологические тесты оценки действия изучаемых 
естественных факторов, возможность их сочетанного 
применения, установлены оптимальные условия для их 
назначения (разовые и курсовые дозы, способы приме-
нения, совместимость между собой, с лекарственными 
иммуномодуляторами и другими медикаментозными 
средствами, выявление осложнений), разработаны 
превентивные и противорецидивные меры. Установ-
лена взаимосвязь клинического течения болезни с со-
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стоянием иммунологической реактивности организма. 
У пациентов с достаточно стойкой ремиссией (6-12 
месяцев), как правило, определялись нормальные, 
близкие к норме или незначительные изменения им-
мунологических параметров. В противоположность 
этому, относительные ранние рецидивы болезни (1–2 
месяца) выявлялись преимущественно у лиц с наиболее 
стойкими и долговременными нарушениями функции 
иммунной системы. Показана возможность сочета-
ния санаторно-курортных факторов иммунореаби-
литации с лекарственными иммуномодуляторами. 
Впервые применен способ введения в организм 
иммуномодулирующих препаратов с использовани-
ем физиотерапевтических процедур (электрофорез, 
фонофорез). Показана высокая эффективность и 
безвредность указанного метода.

Для реабилитации больных с нарушенной функцией 
иммунной системы нами впервые был предложен и 
внедрен в практику принцип этапности – «клиника 
института - санаторий (иммунореабилитационный 
центр)». При этом оценка иммунной системы осу-
ществлялась по единым методикам на всех этапах. 
Показано преимущество данного принципа лечения 
перед традиционными методами.

Учет клинико-иммунологической характеристики 
больных с нарушенной функцией иммунной системы 
является обязательным базисом для выбора дальней-
шей реабилитационной практики. Методы иммуно-
реабилитации безвредны, не обладают побочными 
действиями, не вызывают осложнений, легко доступны 
для применения не только у лиц в молодом возрасте 
или средних лет, но и у пожилых людей, для которых 
применение некоторых медикаментозных средств или 
методов лечения противопоказано и чревато различ-
ными осложнениями.

Результаты проведенных исследований показали, что 
иммунореабилитация является необходимым этапом 
терапии пациентов с нарушенной функцией иммунной 
системы, обладает большой эффективностью, что выра-
жается в торможении прогрессирования патологичес-
кого процесса, сокращении сроков лечения основного 
заболевания, уменьшения числа рецидивов, значитель-
ном удлинении ремиссии или полном восстановлении 
здоровья и трудоспособности больных.

Полученные данные явились базисом нового направле-
ния – иммунореабилитации – сложного, многогранного 
процесса, включающего не только медицинские, но и 
профессиональные, психологические аспекты и име-
ющего при различных патологических процессах свои 
особенности и закономерности, которые составляют 
основу новой области знаний медицинской науки в 
общем и иммунологии, в частности.

Но для осуществления этого процесса необходимо 
осознать, что же подразумевается под иммунореаби-
литацией, чем она отличается от иммунокоррекции, 
каковы ее принципы? Необходимо ответить и на ряд 
других вопросов. Отправной точкой стало понятие 
самой концепции реабилитации (восстановление прав). 
Но даже в этом вопросе есть свои сложности. В некото-
рых странах в последние годы пользуются «принципом 
нормализации» (“principle of normalization”) близким к 
термину «абилитация» (“habilitation”) – предоставление 
прав, применяемом часто в отношении лиц, страдаю-
щих с раннего возраста каким-либо физическим или 
психическим дефектом. Во Франции и франкоязыч-
ных странах предпочитают говорить о «реадаптации» 
(“readaptation”), вкладывая в этот термин несколько 
иное содержание – восстановление приспособляемости 
(чаще всего имеется в виду восстановление приспосо-
бляемости на измененном болезнью уровне). Термин 
«адаптация» многие авторы предлагают сохранить 
лишь для биологической приспособляемости. Дли-
тельная активация иммунной системы является одним 
из патогенетических факторов срыва адаптационных 
механизмов, что обусловливает хронизацию воспали-
тельного процесса.

При этом иммунная система становится лабильной 
к воздействию указанных факторов, что проявляется 
в виде количественных и качественных изменений в 
составе основных компонентов иммунитета, наруше-
ний иммунорегуляторных механизмов, осуществляю-
щих созревание, дифференцировку и межклеточные 
взаимодействия. Глубинные механизмы нарушения 
нормального физиологического функционирования 
и взаимодействия иммунокомпетентных клеток в 
иммунном ответе, выражающиеся как в нарушении 
экспрессии мембранно-рецепторного аппарата, так и 
в изменении цитокинового профиля в процессе разви-
тия заболевания, сами зачастую становятся основной 
патогенетической причиной возникновения «порочного 
круга», приводящего к «самоподдержанию» иммуно-
патологии и перехода в хроническое течение болезни, 
особенностью которой является протекание ее в более 
тяжелых, затяжных и рецидивирующих формах. Не-
желательные последствия превращаются в широкий 
спектр патологии в виде аллергических, аутоиммун-
ных, воспалительных и онкологических заболеваний.

В ряде стран Западной Европы и США реабилитацию 
рассматривают как «третичную профилактику», цель 
которой заключается в избежании инвалидности или 
уменьшении ее последствий. Нередко приходится 
слышать о том, что концепция реабилитации включает 
в себя «всё и вся», т.е. профилактику, лечение, по-
следующее после болезни приспособление к жизни и 
труду. Таким образом, как бы стираются грани, разли-
чия между этими понятиями, что верно лишь отчасти. 
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Реабилитация - это не только профилактика, лечение 
и трудоустройство, это, прежде всего, новый подход к 
больному человеку.

Не обсуждая преимуществ и недостатков всех этих по-
нятий, скажем только, что термин «реабилитация» по-
лучил в настоящее время международное признание и 
его распространение поддержала ВОЗ, по определению 
которой «реабилитация – это комбинированное и коор-
динированное применение медицинских, социальных, 
педагогических и профессиональных мероприятий с 
целью подготовки и переподготовки (переквалифика-
ции) индивидуума на оптимум его трудоспособности».

Основными задачами реабилитации являются обеспе-
чение пациенту наилучших условий не только меди-
цинских, но и моральных, физических, профессиональ-
ных, общественных с тем, чтобы он мог в кратчайший 
срок вернуться к активной деятельности в обществе. 
Многоплановость задач реабилитации обуславливает 
необходимость условного деления ее направления 
на виды и аспекты: медицинский, психологический, 
социальный, профессиональный, педагогический. 
К медицинской реабилитации относятся все виды 
лечебно-диагностических процедур, направленные 
на восстановление функциональных особенностей 
органа или организма в целом, его психологического 
статуса, на профилактику и ликвидацию осложнений 
и рецидивов заболевания с помощью медикаментоз-
ного, хирургического, санаторно-курортного лечения, 
трудо- и физиотерапии, а также на предупреждение 
прогрессирования заболеваний путем проведения ме-
роприятий по вторичной профилактике.

В настоящее время достигнуты определенные успехи 
в лечении больных с нарушенной функцией иммун-
ной системы в стационарных условиях. На большом 
числе различных групп пациентов испытана терапев-
тическая эффективность многих иммуномодуляторов: 
тактивина, тималина, миелопида, спленина, тимогена, 
нуклеината натрия, интерферона, продигиозана, диме-
фосфана, вилозена, тимунокса, тимусмулли, имунокса, 
сандиммуна, гамимуна N, ликопида, полиоксидония. 
Кроме того, в клиническую практику внедрены такие 
методы коррекции нарушений иммунной системы, 
как иммуносорбция, плазмаферез, метод введения 
аутологичных макрофагов, метод экстракорпоральной 
иммунофармакотерапии.

Многочисленные примеры из опыта последних двух 
десятилетий свидетельствуют об эффективности реа-
билитационных мероприятий на санаторно-курортном 
этапе, после которого при правильно организованном 
лечении, направленном на восстановление трудоспо-
собности, большинство больных полноценно возвра-
щаются к своей прежней работе.

Если в реабилитации иммунной системы в стационар-
ных условиях накоплен богатый опыт, то проблема им-
муномодулирующей терапии на санаторно-курортном 
этапе еще включает много вопросов, решение которых 
позволит широко использовать данный принцип в 
практической медицине.

Неизбежно возникает вопрос: «Знаем ли мы, иммуно-
логи, как действуют на иммунную систему в норме и 
при патологии преформированные курортные и физи-
ческие факторы?».

Мы говорим: «Данный курорт – кардиологического 
профиля, данный – неврологического, данный – гинеко-
логического». Сегодня мы можем уже сказать: «Данный 
курорт – иммунологического профиля». И это большой 
шаг вперед, ибо иммунологические механизмы лежат в 
основе развития многих заболеваний, которые показаны 
для санаторно-курортного лечения [1,11,12,17,19-21].

С различными дефектами иммунной системы мил-
лионы людей направляются в санаторно-курортные 
учреждения, как правило, об этих нарушениях не знают 
ни те, кто направляет, ни те, кого направляют, и ни те, 
кто их принимает на лечение. Проводя комплексную 
терапию заболеваний, врачи не достигают желаемых 
результатов. Зачастую это связано с тем, что они не 
знают, как действуют те или иные природные и физи-
ческие факторы на главное или сопутствующее пато-
генетическое звено в развитии болезни – на иммунный 
гомеостаз человека. В природе очень много целебных 
факторов, которые оказывают определенное воздей-
ствие на иммунный статус организма как в норме, так 
и при различных патологических состояниях. Изучение 
этого вопроса является актуальнейшей задачей совре-
менной медицины. А его решение позволит врачам в 
зависимости от ситуации регулировать функцию им-
мунного гомеостаза человека не только лекарствами, 
но и немедикаментозными, курортными и физическими 
факторами самостоятельно или в комплексе с медика-
ментозными средствами.

Необходимо учитывать, что больные приезжают на 
курорт в основном в стадии ремиссии, когда нарушения 
иммунологических параметров не столь выражены. Но 
это не значит, что их иммунная система функционирует 
нормально. В связи с этим необходимо совершенство-
вать методы, позволяющие объективно оценить ее 
состояние в курортных условиях.

Следует также изучить механизмы иммуномодулирую-
щего действия отдельных преформированных факторов 
(радоновые, сероводородные, иодобромные ванны, 
питьевые минеральные воды, климат, спелеотерапия, 
морские ингаляции) на каждом курорте самостоятельно 
с учетом местных особенностей. 
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Совершенствование, с одной стороны, и унифици-
рованность, с другой, иммунологических методов 
исследования являются обязательным условием 
качественного уровня диагностических тестов. В 
настоящее время на многих курортах изучаются те 
или иные параметры клеточного или гуморального 
иммунитета с применением различных методов, в 
связи с чем сопоставление полученных результатов в 
различных лабораториях становится затруднительным 
или невозможным. Необходимо согласовать перечень 
обязательных иммунологических тестов для всех цен-
тров и дополнительных для каждого в отдельности и 
ознакомить с их возможностями медицинских работ-
ников курортов. Проводимые исследования мало коор-
динируются, носят разрозненный характер и решают 
вопросы «местного значения».

В стационаре, независимо от его географического по-
ложения, каждый лекарственный иммуномодулятор 
имеет однотипное действие на больных. Влияние же 
одинаковых по характеру преформированных курорт-
ных факторов в различных регионах страны может 
обладать совершенно противоположным воздействием. 
Поэтому необходимо разработать четкие критерии, 
определяющие назначение тех пли иных курортных 
и физических факторов при патологии иммунной си-
стемы, изучить механизмы их иммуномодулирующего 
действия, разработать показания и противопоказания к 
их применению в зависимости от возраста больных и 
стадии заболевания, отработать клинические и лабора-
торные, в том числе иммунологические тесты оценки 
эффективности действия изучаемых естественных 
факторов, установить оптимальные условия для их 
назначения (разовые и курсовые дозы, способы при-
менения, продолжительность каждой процедуры, воз-
можность сочетания между собой, с лекарственными 
иммуномодуляторами и с другими медикаментозными 
средствами, выявление осложнений), разработать пре-
вентивные и противорецидивные меры. Знание всего 
этого позволит врачам проводить патогенетически 
обоснованное лечение дефектов иммунной системы.

Иммуномодулирующий эффект курортных и префор-
мированных физических факторов может быть усилен 
путем их дифференцированного применения с учетом 
клинических особенностей и состояния функциони-
рования иммунной системы, а также индивидуальных 
особенностей больного. Под воздействием природных 
и преформированных физических факторов включают-
ся многоступенчатые системы целостного организма, 
которые делятся на восемь ступеней – от рефлекторных 
реакций, развивающихся при участии субкортикальных 
и кортикальных структур мозга, до изменений тканево-
го метаболизма, оказывающих влияние на реактивность 
клеточных структур и систем, участвующих в реали-
зации лечебного эффекта. Вызванные физическими 
факторами реакции на каждой ступени отражаются 

на функциональном состоянии иммунной системы. В 
частности, при радонотерапии энергия дочерних про-
дуктов распада радона взаимодействует с нервными 
рецепторами кожи и другими кожными элементами. 
Нервнорефлекторное влияние радоновых ванн обуслав-
ливает подавление активности передней доли гипофиза 
и глюкокортикоидной функции коры надпочечников с 
последующим снижением активности воспалительного 
процесса и аутоиммунных реакций.

Есть все основания полагать, что многие физиотера-
певтические и бальнеологические процедуры (массаж, 
определенные комплексы ЛФК, грязелечение, ванны, 
УВЧ) действуют посредством усиления тканевого лим-
фотока и интенсификации рециркуляции лимфоцитов 
в организме. Однако проблема в таком плане ранее 
не формулировалась, систематические исследования 
в этом направлении отсутствуют. Целесообразно их 
организовать, чтобы более точно сформулировать 
критерии показаний в успешности данных процедур. 
Сочетанное применение курортных и преформиро-
ванных физических факторов с медикаментозными 
иммуномодуляторами существенно повышает эффек-
тивность иммунореабилитации.

Естественно, решение этих вопросов за год или два 
является нереальным. Но работа в этом важном направ-
лении в дальнейшем приведет медицинскую практику 
к вопросу о создании иммунологических отделений в 
санаториях и даже специализированных санаториев – 
реабилитационных центров иммунологического про-
филя на многих курортах.

Курорт Цхалтубо имеет все основания называться в 
этом деле «пионером». Здесь организован реабилита-
ционный (лечебный) центр по восстановлению защит-
ных сил организма, функционирующий параллельно 
с Институтом аллергологии, астмы и клинической 
иммунологии АН Грузии. Создание такого лечебно-
диагностического модуля реабилитации больных с 
дисбалансами или патологией иммунной системы 
на курортах является наиболее оптимизированным 
вариантом и может быть рекомендовано для примера 
[11,13,14,17,19,20].

Обосновывая современную концепцию иммунореаби-
литации, мы выделили два ее основных направления: 
специализированная и прикладная иммунореабилита-
ция. Специализированные иммунореабилитационные 
мероприятия должны проводиться в тех случаях, когда 
симптомы иммунопатологического состояния прева-
лируют в патогенезе заболевания. С такой ситуацией 
сталкиваются при трансплантационной болезни, а так-
же при аллергических и аутоиммунных заболеваниях, 
когда иммунопатология проявляется инфекционным, 
опухолевым или иммунопролиферативным синдромом. 
В системе специализированных мероприятий иммуно-
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коррекция занимает ведущее место и проводится только 
специалистами-иммунологами в рамках специализи-
рованных реабилитационных учреждений иммуноло-
гического профиля. В других случаях эти изменения 
столь значительны, что требуют иммунокоррекции. 
Тем не менее, при этом иммунореабилитационные 
мероприятия являются прикладными, вторичными. 
Если в первом случае иммунореабилитация обязатель-
на и проводится в специализированных учреждениях 
иммунологического профиля, то во втором, несмотря 
на то, что больные могут пользоваться консультацией 
специалиста-иммунолога, лечение они получают, как 
правило, на базе медицинских учреждений по профилю 
основного заболевания.

Кроме того, полученные новые знания позволили 
по другому взглянуть на проблемы иммунореаби-
литации больных с нарушенной функцией иммун-
ной системы. Исходя из общих основополагающих 
принципов иммунореабилитации, а также анализа 
собственного фактического научного материала, 
данных моих учеников и литературы, мы постарались 
обосновать стратегию и тактику комплексной имму-
нореабилитации больных с нарушенной функцией 
иммунной системы [17,19], имеющих склонность к 
хроническому, рецидивирующему течению, а также 
разработать основные принципы, подходы и методы 
иммунореабилитации с учетом иммунопатогенети-
ческих особенностей заболевания. Патогенетическая 
роль иммунных нарушений в процессе формиро-
вания хронических воспалительных заболеваний 
широко обсуждается в научной печати. Сложность 
патогенеза, каскадность патологических процессов 
и многообразие механизмов его реализации, а также 
глубина иммунных повреждений, которые могут раз-
виваться как локально, так и в организме в целом, 
указывают на невозможность быстрого восстанов-
ления нарушенных функций иммунной системы и 
достижения стойкой клинико-иммунологической 
ремиссии при однократном проведении иммуноре-
абилитационных мероприятий. Успешное решение 
этой проблемы связано с правильным подходом к 
восстановлению функционирования иммунной си-
стемы. Приводим краткую обобщающую справку о 
методах и подходах к иммунореабилитации больных 
с нарушенной иммунной системой, описанной в ли-
тературе, процесс развития которой шел от простого 
к более сложному [19].

Не обсуждая подробно все применяемые в процессе 
разработки иммунореабилитационные программы, их 
достоинства и недостатки, остановимся на основных по-
ложениях, которые вытекают из результатов ранее прове-
денных нами клинико-иммунологических исследований, 
их ретроспективного анализа и являются общими для 
иммунозависимых заболеваний с хроническим течением.

Как уже было сказано ранее, характерной особенно-
стью таких заболеваний являются глубокие и стойкие 
нарушения механизмов регуляции и взаимодействия 
иммунокомпетентных клеток в процессе иммунного 
ответа, приводящие к разбалансировке в цитокиновой 
системе регуляции и вытекающие из этого явления 
повышенной апоптотической гибели эффекторных 
клеток.

Следовательно, комплексная программа иммунореаби-
литации больных с нарушенной функцией иммунной 
системы должна состоять из многих компонентов и 
подходов, предусматривающих как целевую направ-
ленную коррекцию выявленных количественных и 
функциональных иммунных нарушений на клеточном 
и субклеточном уровнях с помощью медикаментозных 
и немедикаментозных методов иммунокоррекции, 
оказывающих множественное действие и способству-
ющих процессам восстановления, так и, учитывая 
длительность процесса достижения клинико-иммуно-
логической ремиссии, создать условия для достижения 
пролонгированности положительного воздействия и 
его закрепления в процессе иммунореабилитации.

Больные с нарушенной функцией иммунной системы 
требуют длительной, планомерной, дифференциро-
ванной и патогенетической иммунореабилитации, 
соответствующей уровню выявленных клинико-им-
мунологических нарушений, с применением на всех 
этапах лечения иммунокорригирующих препаратов 
или методов, позволяющих нормализовать иммун-
ный дисбаланс. Проводимая больным комплексная 
иммунореабилитация должна быть поэтапной и про-
ходить обязательно под контролем иммунологического 
мониторирования. При рецидивирующем течении 
болезни поэтапное лечение является патогенетически 
обоснованным, способствует регрессии или предотвра-
щению прогрессирования патологического процесса и 
закреплению клинических достижений проведенной 
иммунореабилитации. Процесс восстановления нару-
шенных функций иммунной системы при иммунопато-
логических заболеваниях с рецидивирующим течением 
должен включать: базисную, восстановительную и 
поддерживающую иммунореабилитацию, а также пред-
усматривать следующие основные этапы.

Первый этап – клинический (длительность от 14 до 
45 дней). Этот этап обычно проводится в условиях 
стационара с целью постановки достоверного клини-
ческого диагноза и установления степени иммунной 
патологии, либо в период обострения основного заболе-
вания. Ранняя реабилитация больных на данном этапе 
заключается в назначении больному традиционного 
базисного этиотропного и симптоматического лечения с 
параллельным введением индивидуально подобранной 
целенаправленной иммунокорригирующей терапии 
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(так называемая базисная иммунореабилитация). При 
назначении лечения обязательно учитываются сопут-
ствующие заболевания. Базисная иммунореабилитация 
представляет собой лечебно-диагностический процесс, 
направленный на создание необходимых условий для 
восстановления нарушенных систем иммунного гоме-
остаза, и предполагает выявление и лечение патологи-
ческих состояний, которые непосредственно связаны с 
возникновением и развитием иммунного дисбаланса. 
По результатам проведенного клинико-иммунологи-
ческого обследования оценивается характер и стадия 
сформировавшихся изменений, по дефекту в системе 
иммунитета определяется стартовый препарат для 
целенаправленной иммунокорригирующей терапии. 
Важным аспектом является разработка и реализация 
комплексной терапии, которая ускоряет положитель-
ную динамику восстановления и стабилизирует до-
стигнутый эффект. На этой стадии (в зависимости от 
тяжести заболевания), по данным литературы, возмож-
но подключение экстракорпоральных методов лечения 
– плазмафереза и гемосорбции (3–5 сеансов), оказыва-
ющих быстрый эффект при иммунных нарушениях.

Второй этап – амбулаторный. Этот этап иммунореаби-
литации самый длительный (до трех лет) и заключается 
в проведении восстановительного лечения в амбулатор-
ных условиях (восстановительная иммунореабилита-
ция). Однако, если достоверный диагноз первоначально 
поставлен в амбулаторных условиях и больной по со-
стоянию здоровья не нуждается в госпитализации, то 
базисная и восстановительная иммунореабилитация 
могут осуществляться на этом этапе комплексной им-
мунореабилитацией. На амбулаторный этап возлагается 
ответственность за создание наиболее благоприятных 
условий для восстановления утраченных функций, 
в связи с чем больной нуждается в проведении ком-
плексных мероприятий, направленных на наиболее 
полное восстановление здоровья. Восстановительная 
иммунореабилитация, прежде всего, заключается в 
сочетанном применении различных комбинаций им-
мунокорригирующих препаратов и методов, обладаю-
щих одной направленностью, но имеющих различные 
механизмы действия. Она ориентирована на будущее, 
т.е. на замедление прогрессирования, предупреждение 
рецидивов и осложнений, а в идеальном случае на при-
остановление дальнейшего развития болезни. В связи 
с этим комплексные мероприятия, направленные на 
восстановление трудоспособности лиц, утративших ее 
в результате заболевания, должны включать как меди-
цинские аспекты, так и мероприятия психологического, 
педагогического и социального характера. Значение 
данного этапа достаточно велико, главной особенно-
стью является его комплексность и многоплановость. 
Стратегия врача на данном этапе реабилитации должна 
заключаться прежде всего в индивидуальном подходе 
и основываться на объективной оценке степени актив-
ности процесса с учетом клинико-иммунологических 

изменений, оценке психологического статуса больного. 
Комплекс лечебных мероприятий для каждого больного 
должен состоять из: медикаментозной терапии – ба-
зисной терапии (по необходимости), иммунотропных 
лекарственных препаратов (в зависимости от степени 
иммунного дисбаланса) под контролем иммунологиче-
ского мониторирования, использования немедикамен-
тозных физических методов реабилитации с учетом 
оценки тяжести состояния больного в данный период 
заболевания и ведущих клинических синдромов. В ком-
плекс физических методов иммунореабилитации могут 
быть подключены: адаптационная и лечебная гимнастика, 
лечебный массаж, электро- и фонофорез в сочетании 
с иммуномодуляторами для местного воздействия на 
область основного воспалительного очага. Физические 
нагрузки и физиопроцедуры необходимо назначать с 
учетом сопутствующих заболеваний, в определенной 
последовательности с соответствующими интервалами 
и дозировками (начинать следует с малых доз).

Иммунореабилитация больных с нарушенной функ-
цией иммунной системы в амбулаторных условиях 
должна включать в себя следующие мероприятия:
- наблюдение за развитием болезни с применением 
современных иммунологических, лабораторных и 
инструментальных методов диагностики;
- назначение на длительный срок лекарственных 
средств, контроль эффективности медикаментозного 
лечения;
- назначение иммунотропных средств и обязательное 
иммунологическое мониторирование больного;
- физиотерапия (индуктотерапия, электро- и фонофо-
рез с применением иммуномодуляторов) и лечебный 
массаж;
- назначение и систематическая корректировка физи-
ческих нагрузок, контроль эффективности.

Третий этап – санаторно-курортный (ежегодный, не 
менее 24 дней в год – поддерживающая иммуноре-
абилитация). Проводится после исчезновения при-
знаков обострения заболевания и может следовать 
за клиническим или амбулаторным этапами имму-
нореабилитации. Является важным и обязательным 
этапом в системе иммунореабилитационных меро-
приятий, поскольку предусматривает использование 
дополнительных курортных и преформированных 
физических факторов. Проведение гипербарической 
оксигенации, радоновые, сероводородные, минераль-
ные, бишофитные ванны, использование торфяной 
грязи и естественных пелоидов, адаптационная и 
лечебная гимнастика, магнитолазеротерапия и ле-
чебный массаж позволяют уменьшить частоту обо-
стрений в 2–5 раз, ускорить процесс нормализации 
иммунологических показателей, отменить или до 
минимума уменьшить дозу кортикостероидов и не-
специфических противовоспалительных препаратов, 
добиться стойкой клинической ремиссии.
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На основании анализа результатов проведенных ис-
следований нами разработана стратегия и тактика 
иммунореабилитации больных с нарушенной функцией 
иммунной системы [17,19].

Стратегия иммунореабилитации лиц с нарушенной 
функцией иммунной системы состоит в ее комплекс-
ности и учете патогенетических особенностей разви-
тия заболевания. Тактика иммунореабилитации таких 
пациентов предусматривает совокупность средств 
(методов) и приемов (основных принципов), направ-
ленных на достижение главной цели – восстановление 
нарушенных функций иммунной системы, следователь-
но, улучшение здоровья и качества жизни больного. 
Комплексная иммунореабилитация должна состоять 
из методов, оказывающих непосредственное влияние 
на иммунную систему, и методов экстраиммунного 
воздействия, способствующих восстановлению им-
мунной системы опосредованно. Они должны быть 
комплексными, дифференцированными и рациональ-
ными, последовательными и дозированными, не пре-
вышающими адаптационные возможности больного.

При проведении комплексной иммунореабилитации 
больным с нарушенной функцией иммунной системы 
и хроническим рецидивирующим течением заболева-
ния основополагающими на всех этапах реабилитации 
являются следующие принципы:
- постановка достоверного клинического диагноза и 
определение степени иммунной патологии, обязатель-
ный учет сопутствующих заболеваний. Применение 
традиционных базисных фармакологических средств 
должно обязательно проводится в комплексе со специ-
ализированной патогенетической иммунокоррекцией;
- индивидуальный подбор иммунотропных препара-
тов в зависимости от степени иммунных нарушений. 
Причем стартовый препарат определяется врачом в 
соответствии с выявленными дефектами в системе 
иммунитета. Для больных с длительно протекающими 
и часто рецидивирующими иммунопатологическими 
процессами необходимо использование нескольких 
иммуномодуляторов, имеющих различные клетки-
мишени в иммунной системе; 
- сочетанность системного и локального использования 
иммуномодуляторов оправдана, приводит к значитель-
ному улучшению как лабораторных, так и клинических 
показателей. Локальное применение иммуномоду-
ляторов является патогенетически обоснованным и 
способствует повышению клинической эффективности 
проводимой иммунореабилитации; 
- обязательное применение немедикаментозных мето-
дов иммунореабилитации (курортные и преформиро-
ванные физические факторы);
- индивидуальный подбор, последовательность и до-
зированность медикаментозной и немедикаментозной 
терапии. Оптимальным считается сочетанное при-
менение методов и препаратов, обладающих одной 

направленностью, но имеющих различные механизмы 
действия;
- этапность, непрерывность и преемственность ведения 
больного. 

Иммунореабилитационные мероприятия должны 
проводится последовательно и непрерывно на всех 
этапах комплексного лечения больного: стационар 
– амбулаторий – санаторий с учетом положительной 
динамики клинико-иммунологических изменений, 
достигнутых на предыдущем этапе иммунореабили-
тации, и стремиться к достижению восстановления 
физиологических параметров иммунной системы и 
соблюдением особенностей нормы для исследуемого 
региона. Иммунореабилитационное лечение проводит-
ся до полного восстановления показателей и функций 
всех звеньев иммунитета;
- поэтапное иммунологическое мониторирование 
больных;
- пролонгированность и цикличность (многоступен-
чатость) проведения курсов иммунореабилитацион-
ных мероприятий. Количество циклов определяется 
степенью иммунных нарушений, выявленных при 
иммунологическом исследовании, и может колебаться 
от 2–3 до 5–6 и более. Длительность сочетанной амбу-
латорно-санаторной иммунореабилитации составляет 
не менее трех лет; 
- сроки начала иммунореабилитации – с момента уста-
новления иммунной патологии.

В результате разработанных нами основных принципов 
и методов иммунореабилитации больных с нарушенной 
функцией иммунной системы положительные клинико-
иммунологические эффекты со стойкой клинической 
ремиссией (до 12 месяцев и более) наблюдаются у 
95–98% больных. Находясь на переломном отрезке 
времени, в заключение следует подчеркнуть, что из-
учение иммунореабилитологии находится в начале 
длительного пути и результаты будущих исследований 
позволят ей занять заслуженное и достойное место 
среди научных дисциплин [17,19,20].

Резюмируя общие положения результатов проведенных 
исследований по обоснованию нового направления 
– иммунореабилитации больных с нарушенной функ-
цией иммунной системы – необходимо выделить ее 
основные принципы.

Цель иммунореабилитации – восстановление нарушен-
ного иммунного гомеостаза организма, выражающееся 
в нормализации иммунологических параметров и вы-
здоровлении больного при остром течении болезни 
или достижении стойкой ремиссии процесса при хро-
нических формах. Здесь целесообразно подчеркнуть 
наше понимание разницы между иммунокоррекцией 
и иммунореабилитацией. Критерием эффективности 
иммунокоррекции является доведение одного или не-
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скольких иммунологических показателей до нормаль-
ных величин. Например, если под воздействием лечеб-
ных факторов у больного с часто рецидивирующим 
хроническим бронхитом удалось скорректировать 
CD3, CD4 или соотношение CD4/CD8, то это имму-
нокоррекция. Однако при этом клинический эффект 
может не наблюдаться, а через некоторое время опять 
может выявиться дисбаланс иммунорегуляторных 
клеток. Но если под воздействием применяемых 
лечебных факторов иммунная система доходит до 
своих способностей восстановиться в своих правах 
и рецидивы хронического бронхита исчезают совсем 
или сводятся к минимуму, ремиссия резко удлиняет-
ся, т.е. она становится стойкой, то тогда, мы можем 
судить об иммунореабилитации больных с нарушен-
ной функцией иммунной системы.

Условие назначения– достоверность диагноза как ос-
новного, так и сопутствующего.

Сроки начала иммунореабилитации – с момента уста-
новления иммунной патологии (в некоторых случаях 
предполагаемой иммунной недостаточности) и поста-
новки точного клинического диагноза с учетом всех 
особенностей проявления основного заболевания, его 
осложнений и сопутствующей патологии.

Характер – строго индивидуальный.

Методы иммунореабилитации – дифференцированные, 
рациональные, комплексные, сочетающие курортные 
и преформированные физические факторы с лекар-
ственными иммуномодуляторами. Процедуры должны 
назначаться в определенной последовательности с 
соответствующими интервалами и дозировками. Это 
особенно важно, так как последовательное применение 
процедур может как усиливать действие друг друга, так 
и ослаблять. Например, нами показано, что при лече-
нии больных хроническим бронхитом спелеотерапия 
должна на 2-3 ч предшествовать радоновым бальнео-
процедурам, а ЛФК и массаж необходимо назначать им 
раньше других с утра (9-11 ч), т.е. должен соблюдаться 
принцип адаптогенных (подготавливающих) и трени-
рующих процедур. 

Весьма важно, чтобы количество используемых 
иммунореабилитационных процедур не превышало 
адаптационные возможности организма. Они должны 
начинаться с малых доз и проводиться по принципу 
гипосенсибилизации, что в конечном итоге спо-
собствует лучшей переносимости адаптационного 
периода. Однако необходимо отметить, что эффек-
тивность иммунореабилитации зависит не только 
от дозы и схемы применения процедур, но и от ме-
ханизмов их действия и состояния функциональной 
системы гомеостаза.

Непрерывность и преемственность должна быть абсо-
лютной на всех этапах иммунореабилитации:
а) клиника института или иммунологическое отделение 
больницы, госпиталя;
б) санаторий или реабилитационный центр иммуноло-
гического профиля;
в) поликлиника по месту жительства или при клинике 
института. 

Каждый последующий этап иммунореабилитации 
необходимо начинать с учетом достигнутых на 
предыдущем этапе результатов. Осознавая важ-
ность диагностических иммунологических тестов, 
представляется обязательным применение на всех 
этапах реабилитации идентичных методов оценки 
иммунного статуса для возможного их сравни-
тельного изучения. При этом следует учесть, что 
постоянное динамическое наблюдение за больным 
и регулярный иммунологический мониторинг явля-
ются обязательным условием иммунореабилитации. 
В связи с этим особо актуальным становится своев-
ременное создание ее организационных структур 
типа специализированных иммунологических отде-
лений в санаториях или реабилитационных центрах 
иммунологического профиля, иммунологических 
отделений в больницах и госпиталях, иммунологи-
ческих кабинетов в поликлиниках, в которых наряду  
с реабилитационными подразделениями должны 
функционировать диагностические иммунологиче-
ские лаборатории.

Проблема реабилитации больных с нарушенной функ-
цией иммунной системы является одной из главных 
проблем иммунореабилитологии, науки, основополож-
ником которой мне посчастливилось стать и которую на 
современном этапе можно рассматривать следующим 
образом: 
Иммунореабилитология – это наука, изучающая про-
цессы восстановления функциональной активности 
иммунной системы до физиологической нормы под 
воздействием комплекса лечебно-профилактических 
системных мероприятий как медикаментозных, 
включая лекарственные иммуномодуляторы, так и 
немедикаментозных для достижения полного вы-
здоровления больного при остром течении болезни 
или стойкой клинико-иммунологической ремиссии 
при исчезновении или минимизации рецидивов при 
хронической ее форме.

Оставаясь в неразрывной связи с клинической имму-
нологией, за последние годы иммунореабилитология 
доказала свою индивидуальность и самостоятельность, 
а методы иммунореабилитации в настоящее время ис-
пользуются почти во всех медицинских и санаторно-
курортных учреждениях [17,19].
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В настоящее время отмечается бурный рост имму-
нозависимых заболеваний с их реструктуризацией в 
сторону превалирования хронических патологических 
процессов, развивающихся на фоне дезадаптации им-
мунной системы и увеличения числа преморбидных 
состояний. Практически нет такого патологического 
процесса, который в той или иной мере не проявлялся 
бы на уровне изменений в иммунной системе, которая 
представляет собой сложную цепь взаимозависимых 
клеточных и молекулярно-генетических процессов, 
включающих в себя как механизмы обратной связи, так 
и введение в работу резервных клеток и направленную 
экспрессию специфических рецепторов для регулятор-
ных молекул на определенных, необходимых в данный 
момент клетках-мишенях.

Развитие вторичных иммунодефицитных состояний 
может быть следствием полифакторного воздействия 
на систему иммунитета антропогенных факторов хими-
ческой и физической природы, инфекционных агентов 
как бактериальных, так и вирусных, определенных 
лекарственных препаратов (антибиотики, глюкокор-
тикоиды, неспецифические противовоспалительные 
препараты, иммунодепрессанты), белкового голодания, 
недостатка витаминов, применения некачественных 
пищевых продуктов, хирургического вмешательства, 
травмы, психоэмоционального стресса.

Длительная активация иммунной системы является 
одним из патогенетических факторов срыва адапта-
ционных механизмов, что обусловливает хронизацию 
воспалительного процесса.

Одним из бурно развивающихся за последние годы на-
правлений является разработка таргетных фармаколо-
гических препаратов, целенаправленно влияющих на те 
или иные звенья иммунной системы. Однако разработка 
нового оригинального препарата требует длительного 
времени (5–12 лет) при очень больших финансовых за-
тратах. С другой стороны, к разработке, производству 
и внедрению новых лекарственных препаратов предъ-
являются очень серьезные нормативные требования по 
сертификации и лицензированию согласно GLP (Good 
Laboratory Practice – надлежащая лабораторная практика), 
GMP (Good Manifacturing Practice – надлежащая произ-
водственная практика), GCP (Good Clinical Practice – над-
лежащая клиническая практика) [23].

Другой важной составляющей при разработке новых 
препаратов, в том числе и иммуномодуляторов, а также 
новых методов иммунореабилитации является внедре-
ние принципов персонализации в этот очень сложный 
процесс. Как известно, персонализированная медицина 
построена на принципах 4П:
– предиктивность, превентивность,
– персонализация, партисипативность.

По данным литературы, к 2017 году доля персонали-
зированных лекарственных средств будет составлять 
треть всех фармацевтических препаратов в общем 
объеме мирового выпуска.

Иммунная система способна распознавать и разрушать 
опухолевые клетки. Решающую роль в опухолеассо-
циированной иммуносупрессии играет нарушение 
регуляции взаимодействия сигналов с соответству-
ющих костимуляторов и коингибиторов рецепторов, 
так называемых «контрольных точек иммунитета» 
– immune “checkpoints”, модулирующих процесс акти-
вации Т-лимфоцитов – основных участников противо-
опухолевого иммунитета. Применение в клинике при 
ряде злокачественных опухолей мАт против некоторых 
негативных регуляторов иммунитета, таких как мо-
лекулы CTLA-4 и PD-1/PD-L1, имело значительный 
терапевтических успех.

Оригинальный, принципиально новый и высоко эф-
фективный метод иммунотерапии рака разработан 
американским ученым Джеймсом Эллисоном из Те-
хасского университета. Вместо того чтобы нацелиться 
на специфические опухоли, он изучал специфический 
белок CTLA-4 (CD 152), подавляющий способность 
иммунной системы атаковать клетки опухоли, и обна-
ружил, что блокирование этого белка, образно говоря, 
«спускает с привязи» Т-клетки иммунной системы, и 
они целенаправленно начинают уничтожать опухо-
левые клетки. Наиболее эффективный результат был 
получен у пациентов с меланомой при использовании 
CTLA-4 моноклональных антител (Ипилимумаба).

Клиническую эффективность также продемонстриро-
вали анти-PD-L1 и PD-L2 моноклональные антитела 
(Ниволумаб и Пембролизумаб). Очень перспективными 
при изучении проблем иммунотерапии рака является 
исследование молекулярно-генетических аспектов 
регуляции иммуноопосредованных таргетных противо-
опухолевых вакцин, опухолеспецифических клонов 
Т-лимфоцитов, НК-клеток [2,9,23,24].

В настоящее время нельзя останавливаться на достиг-
нутом, а необходимо наметить будущие перспективы. 
Особенно актуально сегодня стоит вопрос об имму-
нореабилитации людей, подвергшихся воздействию 
различных экологически неблагоприятных факторов, 
иммунореабилитации при старении, СПИДе, после 
перенесенных тяжелых травм, включая хирургическую.

Не менее актуальным является изучение различных ме-
ханизмов иммунореабилитации, а также разработка ее 
фундаментальных основ. В этом плане перспективными 
являются работы, исследующие характер взаимосвязей 
между показателями иммунной системы и другими си-
стемами организма (нервной, эндокринной, дыхательной, 
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кровообращения). Поэтому только констатация тех или 
иных иммунологических нарушений без выяснения воз-
можных этиологических факторов иммунологической 
недостаточности, механизмов патогенеза, без учета 
клинико-функциональных, биохимических изменений 
организма больного, всего разнообразия клинических 
форм и стадий заболевания с установлением непосред-
ственного дефекта в иммунной системе вряд ли поможет 
больному; только комплексное изучение всех параметров, 
тщательный клинико-иммунологический мониторинг 
являются основой для выбора и проведения эффективной 
иммунореабилитации.

Несмотря на достигнутые успехи, необходимо подчер-
кнуть, что это только лишь начало большого, тернистого, 
однако весьма значимого пути, который нам необходимо 
обязательно пройти вместе. Уже сейчас в названии многих 
научных, научно-практических, лечебных учреждений мы 
встречаем слово «иммунореабилитация»; многие ученые 
проводят исследования в области иммунореабилитации. 

Задача каждого, кто посвятит свою научно-практиче-
скую деятельность изучению проблем иммунореаби-
литации – внести свой посильный вклад в эту значи-
мую для здоровья людей отрасль медицинской науки. 
А ведущей и координирующей структурой в сфере 
дальнейшего изучения вопросов иммунореабилитации 
стала Всемирная организация по иммунопатологии 
(WIPO), штаб-квартира которой находится в Москве. 
Под эгидой WIPO будут организованы иммунореаби-
литационные центры во многих регионах России, а 
также в США, Израиле, Германии, Республике Чехии, 
Австрии, Болгарии, Венгрии, Австралии, Таиланде, 
Сингапуре, Польше, Голландии, на Кипре.

Таким образом, чуть более чем за 100-летнюю историю 
был пройден путь от начала применения иммунотера-
пии (первого использования дифтерийного анатоксина 
при лечении дифтерии) к персонализированной таргет-
ной иммунореабилитации. 

Мы находимся на начальном этапе новой эры, на по-
роге достижений в клинической иммунологии, кото-
рые будут способствовать разработке новых методов 
персонализированной таргетной иммунореабилитации 
больных с нарушенной функцией иммунной системы 
[11,13,17,19,20].
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SUMMARY

IMMUNOREHABILITOLOGY: A LOOK FROM 
THE SOURCES TO THE FUTURE. FROM IMMU-
NOTHERAPY TO PERSONALIZED TARGETED 
IMMUNOREHABLITATION

Sepiashvili R.

Peoples Friendship University of Russia, Moscow; Na-
tional Institute of Allergology, Asthma and Clinical Im-
munology of Georgian Academy of Sciences, Tskhaltubo, 
Georgia; Institute of Immunology, Moscow, Russia 

Development and introduction of modern clinical diag-

nostic tests (that allow to evaluate the functional system of 
immune homeostasis) into medical practice, a huge body 
of evidence on the leading role of the immune system in 
pathogenesis most acute and chronic diseases and even 
identification of specific nosological forms of immune-
mediated diseases forced the scientists to search and 
develop new tools and techniques that have therapeutic 
effects on the impaired immune homeostasis and restore 
it to the normal state.

The introduction of a new concept – immunorehabilitation 
– was an impetus for the accumulation of new knowledge 
and a catalyst for research in clinical immunology. It was 
Revaz Sepiashvili who breathed life into the concept of 
immunorehabilitation. He was lucky to be at its origi. He 
became not only the founder of the brand new scientific 
field – immunorehabilitation, but also the founder of a new 
medical science – immunorehablitology. In this paper, the 
author returns to the roots and recalls the way that medical 
science has gone before coming to understand immunore-
hablitology and tells readers about current successes and 
its development prospects.

Keywords: immunorehabilitotogy, immunorehabilitation, 
immunomodulators, immunotherapy, immunosuppres-
sion, classification of immunomodulators, immunotropic 
preparations, rehabilitation, immune system physiology, 
immunophysiology, sanatorium–resort rehabilitation.

РЕЗЮМЕ

ИММУНОРЕАБИЛИТОЛОГИЯ: ВЗГЛЯД ОТ ИС-
ТОКОВ В БУДУЩЕЕ. ОТ ИММУНОТЕРАПИИ К 
ПЕРСОНАЛИЗИРОВАННОЙ ТАРГЕТНОЙ ИМ-
МУНОРЕАБИЛИТАЦИИ 

Сепиашвили Р.И.

Российский университет дружбы народов, Москва; 
Национальный Институт аллергологии, астмы и 
клинической иммунологии АН Грузии; Институт им-
мунофизиологии, Москва, Российская Федерация

Разработка и внедрение в практическую медицину со-
временных клинико-диагностических тестов оценки 
функциональной системы иммунного гомеостаза, бур-
ный рост данных о ведущей роли иммунной системы 
в патогенезе возникновения и развития большинства 
острых и хронических заболеваний и даже выделение 
в отдельные нозологичеcкие формы заболеваний этой 
системы, поставили перед учеными вопрос о разработ-
ке и изыскании новых средств и методов, оказывающих 
терапевтическое воздействие на восстановление нару-
шенного иммунного гомеостаза человека. 

Толчком к накоплению нового уровня знаний и ка-
тализатором научных исследований в клинической 
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иммунологии послужило внедрение нового понятия 
– иммунореабилитация. Чуть более 30 лет прошло с 
публикации первых работ по этой проблеме. Именно 
автор представленной статьи вдохнул жизнь в понятие 
иммунореабилитация. Ему посчастливилось быть у 
истоков ее зарождения и стать не только основопо-
ложником совершенно нового научного направления 

– иммунореабилитации, но и основателем новой ме-
дицинской науки – иммунореабилитологии. В данной 
работе автор возвращается к истокам и вспоминает 
путь, который прошла медицинская наука, прежде 
чем прийти к пониманию иммунореабилитологии, 
а также рассказать читателям о современных ее 
успехах и перспективах развития.

reziume

imunoreabilitologia: xedva sawyisidan momavlisaken. 
imunoTerapiidan personalizebuli miznobrivi imunoreabilitaciisaken

r. sefiaSvili  

ruseTis xalxTa megobrobis universiteti, moskovi; saqarTvelos macnierebaTa akademiis 
alergologiis, asTmis da klinikuri imunologiis erovnuli instituti;  

imunofiziologiis instituti, moskovi, rf

praqtikul medicinaSi imunuri homeostazis  
funqciuri sistemis Sefasebis  Tanamedrove 
klinikur-sadiagnostiko testebis Seqmnam  
da danergvam, monacemTa mniSvnelovanma 
zrdam   mravali mwvave da qronikuli 
daavadebis  warmoSobasa da paTogenezSi 
imunuri sistemis wamyvani rolis Sesaxeb, am  
funqciuri sistemis  darRvevaTa gamoyofam  
damoukidebel nozologiur formebadac ki 
mecnierTa winaSe dasva sakiTxi  adamianis  
imunuri homeostazis  aRdgenis Terapiuli 
efeqtis ganmsazRvreli  axali saSuale-
bebisa da meTodebis Ziebisa da SemuSavebis 

Sesaxeb. klinikuri imunologiis samecniero 
kvlevebis katalizatori gaxda  axali cneba - 
imunoreabilitacia. swored  r.i.  sefiaSvilma 
STabera suli imunoreabilitaciis cnebas.  igi 
aris ara marto axali samecniero  mimar-
Tulebis - imunoreabilitaciis  damaarsebeli, 
aramed, axali samedicino mecnierebis - imu-
noreabilitologiis fuZemdebeli.  naSromSi 
avtori ubrundeba  saTaveebs da ixsenebs gzas, 
romelic samedicino mecnierebam ganvlo imu-
noreabilitologiis gaazrebamde,  mouTxrobs 
mkiTxvels am mecnierebis Tanamedrove miR-
wevebsa da ganviTarebis perspeqtivebze.

ОСНОВНЫЕ ЭТАПЫ ПРИГОТОВЛЕНИЯ ЖИЗНЕСПОСОБНЫХ ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК 
РАКА МОЧЕВОГО ПУЗЫРЯ: ОТ ВЫДЕЛЕНИЯ ОПУХОЛЕВОГО МАТЕРИАЛА 

ДО КРИОКОНСЕРВАЦИИ КЛЕТОЧНЫХ ЛИНИЙ

1,2Славянская Т.А., 1-3Cальникова С.В. 

1Российский университет дружбы народов; 2Институт иммунофизиологии;
 3ФГБУ Клиническая больница №1 Управления делами Президента РФ, Москва, Россия

В последнее десятилетие достигнуты несомненные 
успехи в лечении злокачественных опухолей, в первую 
очередь, вследствие прогресса лекарственной терапии, 
основанной на достижениях молекулярной биологии, 
иммунологии, понимании механизмов опухолевой 
прогрессии, взаимоотношения иммунной системы 
и опухоли, процессов, происходящих в опухолевом 
микроокружении. Исследования, убедительно доказав-
шие ведущую роль иммунной системы не только при 

различных инфекционных патологиях [4,10,11,16-19], 
но в противоопухолевой защите организма, стали от-
правной точкой как для разработки различных имму-
нологических критериев и маркеров для диагностики 
и прогнозирования опухолевого процесса [14,22], так и 
новых методов иммунотерапии злокачественных ново-
образований [1-3,5-9,13,15,20]. Это создает предпосыл-
ки для разработки новых подходов и новых мишеней в 
лечении больных злокачественными новообразования-
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ми, использовании инновационных методов и способов 
лечения, технологий, которые могут обеспечить успех 
современной системной терапии. Одним из перспек-
тивных направлений на сегодняшний день является 
противоопухолевая вакцинотерапия. Для генерации 
специфического противоопухолевого иммунного от-
вета наиболее перспективным является разработка 
аутологичных персонифицированных дендритнокле-
точных противоопухолевых вакцин (ПДПВ). 

Разработка аутологичных ПДПВ против рака моче-
вого пузыря (РМП) является актуальной проблемой 
[8,9,13,15,20], которая охватывает множество аспектов, 
необходимых для ее стандартизации. В частности, не-
обходимо оптимизировать методику получения первич-
ной культуры опухолевых клеток из индивидуального 
операционного материала. В настоящее время накоплен 
обширный опыт культивирования разнообразных опу-
холевых клеток, однако нет единого мнения по поводу 
оптимального метода выделения жизнеспособных 
одиночных клеток из опухолевой ткани [21]. Традици-
онно, предпочтение отдают ферментативной обработке 
тканей, которую считают наименее травматичной для 
клеток, в то же время использование этого метода 
приводит к трудно обнаруживаемым метаболическим 
изменениям, в частности, к изменению проницаемости 
мембран и потери ими части белков, что не вызывает 
немедленной гибели клеток, но в дальнейшем тормозит 
рост культуры in vitro. Не вызывает сомнений тот факт, 
что полученный для исследований материал должен 
быть взят в работу немедленно, тем не менее, в усло-
виях использования методики в клинике необходимо 
определить оптимально возможный промежуток вре-
мени между забором биоматериала и его посевом на 
питательные среды; установить температурный режим 
для хранения образцов опухолевого материала, что, в 
дальнейшем, позволит проводить специфическую им-
мунотерапию онкологическим больным из отдаленных 
медицинских учреждений. Важными аспектами также 
являются разработка методики получения жизнеспо-
собных опухолевых клеток из операционного матери-
ала, подбор наиболее подходящих питательных сред и 
ростовых факторов для культивирования опухолевых 
культур, условий криоконсервации клеточных линий. 

Вышеизложенное определяет несомненную актуаль-
ность проведения исследований по изучению особен-
ностей получения, культивирования и криоконсерва-
ции клеток опухоли мочевого пузыря для создания 
персонифицированных противоопухолевых вакцин, 
что позволит не только восполнить этот пробел, но и, в 
дальнейшем, получить принципиально новое средство 
для лечения уротелиальной карциномы. 

Ранее нами были освещены некоторые аспекты, связан-
ные с особенностями культивирования клеток уроте-
лиальной карциномы (КУК) [12]. В данной работе под-

робно рассмотрены все основные этапы приготовления 
жизнеспособных опухолевых клеток рака мочевого 
пузыря - от выделения клеток из опухолевого матери-
ала больного до криоконсервации, обеспечивающие 
высокую жизнеспособность выделенных клеточных 
культур уротелиальной карциномы. 

Материал и методы. В работе использованы образ-
цы опухоли 54 больных в возрасте от 37 до 82 лет с 
мышечно-инвазивной и неинвазивной формами РМП, 
выделенные непосредственно после проведения хирур-
гического вмешательства. Перед забором биоматериала 
от всех пациентов получены письменные добровольные 
информированные согласия.

Транспортировку опухолевого материала и культивиро-
вание опухолевых клеток осуществляли на питательной 
среде (ПС) DMEM/F12 (ПанЭко, Россия).

Для оценки благоприятного температурного режима, 
образцы опухоли от каждого пациента были разделены 
на три равные фрагмента, каждый из которых был по-
мещен в стерильную пробирку/контейнер с ПС. Затем 
3 пробирки/контейнера с одинаковым биоматериалом 
от каждого больного отправляли в холодильные каме-
ры для хранения при разных температурных условиях 
(0оС; +4оС и +8оС) и, в дальнейшем, в течение 24 часов 
от момента забора биоматериала, доставляли в лабо-
раторию. Оценку жизнеспособности проводили через 
каждые 24 часа в течение 6 дней.

В условиях лаборатории проводили дезагрегацию опу-
холи с использованием раствора Версена, Трипсина и 
Коллагеназы (ПанЭко, Россия) двумя методами: авто-
матическим механическим (с помощью Медимашины 
DAKO, Denmark) и энзиматическим (I вариант - с 0,25% 
раствором Трипсина; II вариант - с 0,2% раствором 
Коллагеназы II типа). 

Опухолевые клетки культивировали в СО2 инкубаторах 
(Thermo Fisher Scientific™, USA) в условиях 100% 
влажности при 37оС, атмосфере с 5% содержанием 
углекислого газа. В работе использовали культуральные 
флаконы с вентилируемыми крышками (Sarstedt, USA). 
Для улучшения адгезионных свойств культивируемых 
клеток поверхность флаконов предварительно покры-
вали 0,1% раствором желатина (Биолот, Россия). 

Для оптимизации культивирования КУК подбирали 
условия (различные питательные среды, ростовые 
добавки и факторы), при которых отмечали мак-
симальную скорость прироста КУК на 3 сутки их 
культивирования. 

В работе использовали питательные среды DMEM/F12 
с L-глутамином и RPMI-1640 с L-глутамином (Биолот, 
Россия), а также различные концентрации ростовой до-
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бавки (5, 10, 15, 20 и 25% эмбриональной телячьей сы-
воротки – ЭТС, Биолот, Россия). Для этого 10 000 КУК 
помещали в каждую ячейку 96-и луночного планшета 
(Sarstedt, USA) с анализируемыми концентрациями 
ЭТС и ростовыми средами. 

Кроме того, исследовали влияние ростовых факто-
ров инсулина-трансферрина-селенита натрия - ITS 
(Invitrogen, USA), ростовой добавки для эпителиальных 
клеток Mammary Epithelial Cell Growth Supplement 
- MEGS (Thermo Fisher Scientific®, USA) и готовой 
бессывороточной селективной среды для культиви-
рования эпителиальных клеток человека Panser 628 
(PAN-Biotech®, USA) на скорость пролиферации КУК. 
ITS использовали в рекомендованном производителем 
разведении 1:100. Конечная концентрация компонентов 
в среде составляла: инсулин - 5 мкг/мл, трансферрин 
- 5 мкг/мл, селен - 5 нг/мл. MEGS добавлялся из расчета 
5 мл добавки на 500 мл основной полной питательной 
среды (ППС) для получения раствора, содержащего: экс-
тракт бычьего гипофиза (ЭБГ) - 0.4% v/v, рекомбинант-
ный человеческий инсулино-подобный фактор-I роста 
- 1 µг/мл, гидрокортизон - 0.5 µг/мл, рекомбинантный 
человеческий эпидермальный фактор роста - 3 нг/мл.

КУК культивировали в течение 3 суток в СО2 инкуба-
торе (Thermo Fisher Scientific™, USA), затем клетки 
снимали двухкомпонентным раствором, содержащим 
одну часть 0,02 % раствора Версена (Биолот, Россия) и 
одну часть 0,25% раствора Трипсина (Биолот, Россия). 
Прирост количества КУК, предварительно окрашен-
ного трипановым синим, осуществляли с помощью 
автоматического счетчика клеток Countess (Invitrogen, 
USA). 

С целью подбора оптимальных условий для замора-
живания КУК исследовали метод быстрой заморозки 
криопробирок с опухолевыми клетками непосред-
ственно в холодильнике с температурой -80оС и метод 
постепенного снижения температуры с помощью 
программного замораживателя Mr. Frosty™ Freezing 
Container (Thermo Scientific ™, USA). Для заморозки 
КУК снимали с культуральных флаконов двухкомпо-
нентным раствором, содержащим одну часть 0,02 % 
раствора Версена (Биолот, Россия) и одну часть 0,25% 
раствора Трипсина (Биолот, Россия) после 3-минут-
ной экспозиции в СО2 инкубаторе (Thermo Fisher 
Scientific™, USA). Количество снятых клеток и их жиз-
неспособность оценивали в автоматическом счетчике 
клеток Сountess (Invitrogen, USA). Суспензию клеток 
центрифугировали 10 минут на скорости 1000g, затем 
надосадочную жидкость сливали, а к осадку добавляли 
криосреду (КС), состоящую из: 90% ЭТС (Биолот, Рос-
сия) и 10% Диметилсульфоксида (DMSO) для культур 
клеток (Биолот, Россия). КУК ресуспендировали в 

КС, в криопробирки вносили по 5 млн. клеток на 1 мл 
КС и незамедлительно помещали в холодильник при 
температуре -80оС, где хранили в течение 5 дней. Часть 
криопробирок помещали в пенопластовый контейнер, 
а другую часть - в программный замораживатель Mr. 
Frosty™ Freezing Container (Thermo Scientific ™, USA) 
со скоростью охлаждения 1оС в минуту, оптимальной 
для поддержания жизнеспособности клеток. Для раз-
мораживания криопробирки помещали на 3 минуты 
в воду с температурой 40оС, затем КУК немедленно 
переносили в пробирки со средой DMEM/F12 с 
L-глутамином, центрифугировали 5 минут на ско-
рости 1000g. Надосадочную жидкость сливали, до-
бавляли ППС (DMEM/F12 с 20% ЭТС) и рассевали 
на культуральные флаконы. После процедуры замо-
раживания/оттаивания клетки окрашивали раство-
ром трипанового синего и оценивали жизнеспособ-
ность КУК, подсчитывая количество неокрашенных 
(живых) клеток в автоматическом счетчике клеток 
Сountess (Invitrogen, USA). 

Для математической обработки данных применяли 
пакет статистических программ SPSS 23.0 for Windows 
(SPSS, Chicago, IL, USA). Статистически значимыми 
считали значения c доверительным интервалом не 
менее 95%, при p≤0,05.

Результаты и их обсуждение. Проведенные срав-
нительные результаты исследования показали, что 
исходная жизнеспособность опухолевых клеток, 
выделенных от больных РМП, была различной. Тем 
не менее, учитывая это обстоятельство, для каждого 
опухолевого образца был посчитан исходный фон 
жизнеспособности клеток, которые в дальнейшем под-
вергались различным воздействиям в соответствии с 
поставленными в работе задачами.

Отмечено, что снижение жизнеспособности КУК в 
условиях 24-часовой экспозиции при температуре 
+40С было минимальным - на 3,3±0,4%. В то же время 
транспортировка и хранение биоматериала в течение 
суток при 00С и +80С приводили к потере жизнеспособ-
ности опухолевых клеток на 7,14±0,7% и 11,8±1,5%, 
соответственно, р≤0,05 (рис. 1).

Последующее более длительное хранение биомате-
риала (от 4 до 6 суток) при аналогичных темпера-
турных режимах: 0оС; +4оС и +8оС показали резкое 
падение жизнеспособности клеток. При этом даже 
при +4оС, начиная со 2 по 6 сутки, гибель клеток 
составила 9±1,9% и 66,7±4,7%, соответственно. При 
других температурных режимах (00С и +80С) в те же 
сроки жизнеспособность КУК резко снижалась, в 
среднем, на 21,5-88,5% и 32,2-92,5%, соответственно, 
р≤0,01(рис. 2).
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Рис. 1. Гибель КУК в зависимости от температурного 
режима и временной экспозиции через 24- 72 часа
примечание: 1 – 24 часа; 2 - 48 часов; 3 – 72 часа

Рис. 2. Гибель клеток уротелиальной карциномы в за-
висимости от температурного режима и временной 
экспозиции на 4-6 сутки 
примечание: 1 – 4 сутки; 2 – 5 сутки; 3 – 6 сутки

После определения оптимального временного и тем-
пературного режимов транспортировки и хранения, 
КУК, обладающие наибольшей жизнеспособностью, 
подвергали различным методам механической дез-
агрегации. Для работы использовали биоматериал, 
который хранили в стерильных пробирках/контейнерах 
в ПС при +4оС не более 24 часов с жизнеспособностью 
клеток не ниже 80%.

В экспериментальных исследованиях установлено, 
что жизнеспособность КУК при механической дез-
агрегации биоматериала РМП была достоверно выше 
и составляла 81,8±6% в сравнении с ферментативным 
способом обработки опухоли, где выживаемость при 
I и II вариантах, соответственно, составила 28,4±3,3% 
и 55,6±4,9%, р≤0,01(рис. 3).

Полученные данные показали, что транспортировка 
опухолевого материала при температуре +4оС в течение 
24 часов с последующей неэнзиматической дезагре-

гацией является наиболее предпочтительной для вы-
деления аутологичных КУК. Использование данного 
режима в работе с биоматериалом от больных РМП не 
приводит к значимому снижению жизнеспособности 
опухолевых клеток, не препятствует их дальнейшему 
адгезионному росту и пролиферации, что, в конечном 
итоге, позволяет получить КУК с жизнеспособностью 
от 75,8 до 87,8%.

Рис. 3. Жизнеспособность клеток уротелиальной 
карциномы при различных методах дезагрегации опу-
холевого биоматериала
примечание: 1 – ферментативная дезагрегация I 
(трипсин); 2 - ферментативная дезагрегация II (кол-
лагеназа); 3* – механическая дезагрегация

Изучение скорости пролиферации клеток в культуре по-
казало, что она была различной и зависела от условий 
культивирования – питательной среды и концентрации 
ЭТС (рис. 4). В среде DMEM/F12 с L-глутамином 
и добавлением 5% ЭТС количество КУК на 3 сутки 
культивирования составило 20500±4100. При исполь-
зовании RPMI-1640 с аналогичными добавками и 5% 
содержанием ЭТС количество КУК, выросших в лунках 
планшета, составило 19600±4300 (р>0,05). Отмечено, 
что с увеличением концентрации ЭТС в питательных 
средах количество КУК возрастало и составило для 
DMEM/F12 с L-глутамином/RPMI-1640 с L-глутамином 
соответственно: 22700±3900/21300±4100 (10% ЭТС) и 
25000±8100/24000±4300 клеток (15% ЭТС).

Рис. 4. Результат прироста КУК в зависимости от 
используемой питательной среды и концентрации ЭТС

При добавлении в среду 20% ЭТС выявлено досто-
верно значимое увеличение темпов прироста клеток. 



	
GEORGIAN MEDICAL NEWS  
No 5 (266) 2017

© GMN 23 

Количество КУК составило 34600±4200 для DMEM/
F12 и 29200±4200 для RPMI-1640 (р<0,05). Дальнейшее 
повышение концентрации ЭТС до 25% не влияло на 
скорость пролиферации КУК, где их пролиферативная 
активность была на уровне 34900±4400 при культиви-
ровании на среде DMEM/F12 и 31100±3900 клеток - на 
среде RPMI-1640.

Основываясь на результатах предыдущего экспери-
мента, для дальнейшего изучения эффективности 
добавления других ростовых факторов и добавок на 
пролиферацию КУК в качестве ППС использовали пи-
тательную среду DMEM/F12 с L-глутамином и добав-
лением 20% ЭТС как наиболее соответствующую для 
обеспечения оптимального роста КУК. Для изучения 
скорости прироста клеток на 3 сутки культивирования 
в экспериментальные лунки 96-луночного планшета 
с ППС в каждую лунку добавляли по 10 000 КУК и 
ростовые факторы - ITS, MEGS, либо их комбинации. 
В качестве контроля использовали лунки с ППС и 
КУК без добавления ростовых добавок. Кроме того, 
в отдельные ячейки КУК высевали в селективную 
бессывороточную питательную среду для культиви-
рования эпителиальных клеток человека Panser 628 
(PAN-Biotech®, USA). 

На рис. 5 представлены результаты прироста КУК в 
зависимости от используемых ростовых добавок. 

Рис. 5. Результаты прироста КУК в зависимости 
от добавления в ППС дополнительных ростовых 
факторов

Результаты проведенных экспериментов показали, что 
при добавлении к ППС одного из ростовых факторов - 
ITS или MEGS скорость пролиферации КУК на 3 сутки 
культивирования была выше в сравнении с контролем, 
либо культивированием клеток в бессывороточной 
среде Panser 628. Установлено, что на 3 сутки в лунках 
ППС+ITS количество клеток составило 38600±3900, а 
ППС+ MEGS - 42300±4100. Добавление в питательную 
среду обоих ростовых добавок (ППС+ITS+MEGS) 
приводило к достоверно значимому увеличению ско-
рости пролиферации КУК - 45600±4200 (р<0,05). В 
контрольных ячейках планшета (культивирование в 
ППС без добавления других ростовых факторов) коли-

чество клеток, полученных на 3 сутки культивирования 
увеличилось до 34600±4200. Применение селективной 
бессывороточной питательной среды для культивиро-
вания эпителиальных клеток человека Panser 628 по 
своей эффективности было сопоставимо с контролем 
(культивированием КУК на ППС). Количество кле-
ток в ячейках планшета с данной средой составило 
35000±4300. 

Исследование эффективности различных способов крио-
консервации проводили на 21 образце КУК. В резуль-
тате проведенных исследований (рис. 6) установлены 
различия в жизнеспособности клеток, замороженных 
методом быстрой заморозки (рутинный метод) и мето-
дом постепенного снижения температуры с помощью 
программного замораживателя Mr. Frosty™ Freezing 
Container (Thermo Scientific ™, USA). 

Рис. 6. Жизнеспособность КУК в зависимости от 
условий криоконсервации

Следует отметить, что количество жизнеспособных 
клеток в образцах КУК перед заморозкой составило 
96,8±1,9%. При использовании рутинного метода ко-
личество жизнеспособных КУК было достоверно ниже 
(88,9±3,4%) в сравнении с методом, где использовали 
программный замораживатель - 94,1±2,2%, р<0,05.

В результате проведения комплексного изучения осо-
бенностей культивирования КУК, их оптимизации, 
верификации клеток опухолевых культур РМП полу-
чены и подготовлены к депонированию две опухолевые 
линии со стабильной экспрессией раковотестикуляр-
ных антигенов (РТА) на 50-м и 47-м пассажах, соот-
ветственно: 
а) образец мышечно-неинвазивной уротелиальной 
карциномы Т1N0M0, high grade, взятый в ходе транс-
уретральной резекции от пациента Т. с диагнозом па-
пиллярный уротелиальный РМП high grade с инвазией 
в подслизистый слой; 
б) образец мышечно-инвазивной уротелиальной 
карциномы Т2N0M0, high grade, полученный при 
радикальной лапароскопической цистэктомии с рас-
ширенной тазовой лимфаденэктомией от пациента Р. 
с диагнозом уротелиальный папиллярный РМП high 
grade, врастающий в поверхностный слой мышечной 
оболочки стенки мочевого пузыря.
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Выводы
1. Отработаны оптимальные условия для сохранения 
жизнеспособности аутологичных КУК в процессе их 
культивирования с целью создания ПДПВ против РМП.
2. Установлены параметры транспортировки и хра-
нения биоматериала от больных РМП, нуждающихся 
в проведении иммунотерапии ПДПВ из отдаленных 
медицинских учреждений.
3. Определены оптимальные условия дезагрегации 
биоматериала, обеспечивающие высокую жизнеспо-
собность КУК.
4. Подобраны оптимальные питательные среды и ро-
стовые добавки для КУК. Оптимальной ППС для куль-
тивирования КУК является DMEM/F12 с L-глутамином 
с добавлением 20% ЭТС в конечной концентрации, 
что обеспечивает максимальный прирост опухолевых 
клеток на 3 день культивирования в СО2 инкубаторе. 
Добавление к ППС (DMEM/F12 с L-глутамином с до-
бавлением 20% ЭТС) комбинации ростовых факторов 
(ITS+MEGS) способствует максимальной пролифера-
ции опухолевых клеток и является достоверно наиболее 
эффективной (р<0,05) в сравнении с их отдельным 
применением в качестве ростовых добавок. 
5. Установлено, что селективная бессывороточная ППС 
для культивирования эпителиальных клеток человека 
Panser 628 при культивировании КУК обеспечивает 
сопоставимый с сывороточной ППС (DMEM/F12 с 
L-глутамином с добавлением 20% ЭТС) прирост кле-
точной массы. Скорость пролиферации опухолевых 
клеток РМП на обеих ППС одинаковая (р˂0,05). Это 
свидетельствует о возможности успешной замены 
сывороточной ППС на селективную бессывороточную 
ППС Panser 628, что наиболее предпочтительно для 
клинического использования. 
6. Использование программного замораживателя со 
скоростью охлаждения 1оС в минуту является опти-
мальным для поддержания жизнеспособности КУК и 
может быть рекомендовано для длительного хранения 
опухолевых клеток, предназначенных для приготовле-
ния аутологичных противоопухолевых вакцин.
7. В результате проведенной работы для депонирования 
подготовлены две верифицированые опухолевые линии 
РМП с мышечно-инвазивной и мышечно-неинвазивной 
уротелиальной карциномой, экспрессирующие РТА.
8. Применение аллогенных клеточных культур, ха-
рактеризующихся постоянством цитогенетических 
изменений и стабильной экспрессией опухолеассо-
циированных антигенов, перспективно для создания 
аллогенных противоопухолевых вакцин для иммуноте-
рапии и их использования в научно-исследовательских 
целях при РМП.

Примечание: 
Работа выполнена в рамках диссертационного иссле-
дования, запланированного на кафедре аллергологии 
и иммунологии ФПК МР Медицинского института 
ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы на-

родов» (РУДН), и Договора о сотрудничестве между 
АНО «Институт иммунофизиологии» и ФГБУ «На-
учно-исследовательский институт онкологии имени 
Н. Н. Петрова МЗ РФ».
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SUMMARY

THE MAIN STAGES OF THE PREPARATION OF VIABLE TUMOR CELLS OF BLADDER CANCER: 
FROM ISOLATION OF THE TUMOR MATERIAL TILL CRYOPRESERVATION OF CELL LINES

1,2Slavyanskaya T., 1-3Salnikova S.

1 People’s Friendship University of Russia (RUDN University); 2 Institute of Immunophysiology; 
3 FSBI Clinical Hospital №1 of the Presidential Affairs Management 

of the Russian Federation, Moscow, Russian Federation

The development of personalized autologous dendritic 
cell anti-tumor vaccines (PDPW) against bladder cancer 
(BC) is a relevant issue that covers many aspects required 
for its standardization. The article presents personal ex-
perimental studies related to development of optimal con-
ditions of transportation of biological material; tempera-
ture and temporary modes for the storage of the samples; 
the materials about the optimal method of disaggregation 
of the biomaterial; there has been shown a comparative 

analysis of different methods of tumor disaggregation; the 
selection of nutritious growth mediums and growth factors 
for urothelial carcinoma cells (UCC), the conditions of cryo-
preservation of tumor cells for maximum UCC viability, po-
tentially suitable for creating PDPW against BC.

Keywords: bladder cancer, primary culture, anti-tumor vac-
cines, immunotherapy, urothelial carcinoma, cell viability, nu-
tritious growth mediums, growth factors, cryopreservation.

РЕЗЮМЕ

ОСНОВНЫЕ ЭТАПЫ ПРИГОТОВЛЕНИЯ ЖИЗНЕСПОСОБНЫХ ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК РАКА 
МОЧЕВОГО ПУЗЫРЯ: ОТ ВЫДЕЛЕНИЯ ОПУХОЛЕВОГО МАТЕРИАЛА ДО КРИОКОНСЕРВАЦИИ 

КЛЕТОЧНЫХ ЛИНИЙ
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Разработка персонифицированных аутологичных 
дендритноклеточных противоопухолевых вакцин 
(ПДПВ) против рака мочевого пузыря (РМП) яв-
ляется актуальной проблемой, которая охватывает 
множество аспектов, необходимых для ее стандарти-

зации. В статье представлены данные собственных 
экспериментальных исследований по разработке 
оптимальных условий транспортировки биоматери-
ала; температурном и временном режимах хранения 
образцов; результаты по оптимальному методу деза-
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грегации биоматериала; продемонстрирован срав-
нительный анализ различных методов дезагрегации 
опухоли и материал по подбору питательных сред и 
ростовых факторов, условий криоконсервации ауто-

логичных клеток уротелиальной карциномы (КУК), 
обеспечивающих максимальную жизнеспособность 
КУК, потенциально пригодных для создания ПДПВ 
против РМП. 

reziume

Sardis  buStis kibos sicocxlisunariani simsivnuri ujredebis  momzadebis ZiriTadi  
etapebi: simsivnuri masalis gamoyofidan ujreduli xazebis kriokonservaciamde
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dawesebuleba №1, klinikuri saavadmyofo, moskovi, ruseTi

personificirebuli autologiuri dendritul-
ujreduli simsivnis sawinaaRmdego vaqcinis 
SemuSaveba Sardis  buStis kibos dros aqtua-
luri problemaa, romelic misi standartiza-
ciisaTvis aucilebel  mraval aspeqts moicavs.

statiaSi warmodgenilia sakuTari eqsperi-
mentuli kvlevebis monacemebi biomasalis 
transportirebis, nimuSebis Senaxvis  tem-
peraturuli da droiTi reJimebis, biomasa-
lis dezagregaciis optimaluri meTodis  

SemuSavebis TvalsazirisiT. mocemulia: 
simsivnis dezagregaciis sxvadasxva meTodis 
SedarebiTi analizi, monacemebi kvebis da 
zrdis faqtorebis SerCevis, aseve, uroTeluri 
karcinomis autologiuri ujredebis krio-
konservaciis Sesaxeb, rac uzrunvelyofs 
Sardis  buStis kibos  sawinaaRmdego per-
sonificirebuli dendritulujreduli 
vaqcinis SeqmnisaTvis vargisi   uroTeluri 
karcinomis ujredebis maqsimalur sicocx-
lisunarianobas.

КРИТЕРИИ ОТБОРА ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК И ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 
СПЕЦИФИЧЕСКОЙ ИММУНОТЕРАПИИ ПРИ РАКЕ МОЧЕВОГО ПУЗЫРЯ

1,2 Славянская Т.А., 1-3 Сальникова С.В., 1,2 Сепиашвили Р.И. 
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В последнее десятилетие достигнуты несомненные 
успехи в лечении злокачественных опухолей, в первую 
очередь, вследствие прогресса лекарственной терапии, 
основанной на достижениях молекулярной биологии, 
иммунологии, понимании механизмов опухолевой про-
грессии, взаимоотношения иммунной системы и опу-
холи, а также процессов, происходящих в опухолевом 
микроокружении. Это способствовало значительному 
расширению возможности применения имеющихся 
знаний в изучении иммунопатогенетических особенно-
стей различных заболеваний [2,3,7,8,17-20], появлению 
новых научных медицинских направлений на стыке не-
скольких специальностей (включая иммуноонкологию) 
и возможности применения в клинической практике 
принципиально новых методов диагностики и лечения 
[4,5,9,11,13,14,33]. Иммунологические подходы в онко-

логии позволили изучать патогенетические механизмы 
развития опухоли, противоопухолевый иммунитет, 
ускорили поиск прогностических и диагностических 
маркеров, клеток-мишеней для таргетной терапии, 
определить новые подходы для решения терапевтичес-
ких задач. Вместе с тем, внедрение инновационных 
биотехнологий ставит новые вопросы, решение кото-
рых представляется стратегически важным в развитии 
фундаментальных и клинических аспектов современ-
ной онкологии. 

Наряду с общепринятыми методами лечения рака моче-
вого пузыря (РМП): хирургическим, лучевой и химио-
терапией, иммунотерапия опухоли является современ-
ным и многообещающим направлением в онкологии. 
Неспецифические методы иммунотерапии с успехом 
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применяется уже более 40 лет для активации иммун-
ной системы при лечении уротелиальной карциномы. 
Разработка метода специфической иммунотерапии при 
РМП представляет собой актуальную проблему. 

Раковотестикулярные антигены (РТА), которые в нор-
ме присутствуют у взрослых людей только в яичке и 
плаценте, являются наиболее перспективной мишенью 
при создании противоопухолевых вакцин, поскольку от-
личаются выраженной иммуногенностью, определяются 
в различных типах опухолей и имеют ограниченные 
паттерны экспрессии в здоровых тканях взрослого орга-
низма. Вместе с тем, высокий показатель мутационной 
нагрузки при РМП, уступающий только меланоме и 
раку легких, определяет чувствительность опухоли к 
иммунотерапевтическим методам воздействия и делает 
её одной из наиболее перспективных мишеней для им-
мунотерапии [1]. Ингибиторы контрольных точек, такие 
как CTLA-4, PD-1 и PD-L1, а также противоопухолевые 
вакцины, уже продемонстрировали свою активность при 
этих заболеваниях. Возможно, что именно значительное 
количество мутаций в опухоли, имеющей высокий уро-
вень экспрессии опухолеассоциированных антигенов для 
их представления иммунной системе, является важным 
фактором эффективности иммунопрепаратов. 

Изучено более 100 представителей этой группы 
антигенов, их которых около 30 - закодированы в 
Х-хромосоме, включая такие высокоиммуногенные 
семейства, как MAGE-A, GAGE, BAGE и NY-ESO-1. 
Частота экспрессии РТА сильно варьирует в зависи-
мости от типа опухоли. Для меланомы, рака яичников, 
рака легких и РМП характерна высокая экспрессия 
РТА, тогда как для колоректального рака и рака про-
статы – низкая [24]. По уровню мутационной нагрузки 
уротелиальная карцинома занимает третье место среди 
всех злокачественных новообразований, уступая в этом 
отношении только меланоме и раку легких, что опреде-
ляет перспективу использования иммунотерапии при 
РМП [21,23,26,29,32,35]. В ряде исследований были 
продемонстрированы высокие уровни экспрессии РТА 
клетками РМП [24,28]. Так, в когортных исследованиях 
[24], проведенных на 350 больных РМП, изучен ком-
плекс РТА: NY-ESO-1, MAGE-A3, LAGE-1 и PRAME 
для определения их прогностической значимости. По-
казано, что экспрессия генов РТА достоверно связана 
как со стадией заболевания, так и степенью проник-
новения опухоли. Так, экспрессия генов MAGE-A3 
составила 43%, NY -ESO-1 - 35%, LAGE-1 – 27% и 
PRAME – 20%. Наличие экспрессии генов MAGE-A3 у 
больных РМП определяли чаще, чем другие РТА, и она, 
по мнению авторов, была ассоциирована с более агрес-
сивными типами опухоли. Экспрессия гена LAGE-1 
была характерна для мышечно-неинвазивной формы 
(МНФ) РМП с тенденцией к опухолевой прогрессии. 
Экспрессия гена PRAME указывала на плохой ответ 
на химиотерапию. MAGE-A3 и LAGE-1 были ассо-

циированы с коротким безрецидивным периодом. Это 
создает предпосылки для разработки новых подходов и 
новых мишеней в лечении больных злокачественными 
новообразованиями, использовании инновационных 
методов и способов лечения, технологий, которые мо-
гут обеспечить успех современной системной терапии. 
Хотя высокая иммуногенность уротелиальной карци-
номы доказана, подобные исследования в пределах 
данной нозологии являются единичными. 

Создание персонифицированных дендритноклеточных 
противоопухолевых вакцин (ПДПВ) для лечения РМП 
связано не только с выбором оптимальных антигенов 
для активации дендритных клеток, но и определением 
оптимальных параметров культивирования клеток для 
обеспечения наибольшей экспрессии РТА опухолевы-
ми клетками. Эта проблема также охватывает множе-
ство аспектов, необходимых для ее стандартизации. В 
частности, при культивировании опухолевых клеток 
в условиях in vitro их трансформация идет более бы-
стрыми темпами по сравнению с развитием опухоли in 
vivo, что необходимо учитывать при выборе клеточных 
линий для исследований. 

По данным литературы [26], в опухолях мочевого пузы-
ря отмечены разнообразные изменения в 9 хромосоме, 
особенно в локусе 21р, моносомия по хромосомам 1, 3, 
6, 8, 13, 14 и 17, потеря хромосомы Y. В FISH исследова-
ниях с помощью центромерных зондов специфические 
мутации 9 хромосомы обнаружены в 44-60% случаев. 
Подобные хромосомные нарушения соответствуют 
самым ранним стадиям развития уротелиальной опу-
холи и не связаны с ее прогрессированием. Именно 
в локусе 21р 9 хромосомы находится кластер генов-
супрессоров опухолевого роста р14(ARF), р15 и р16 
(MTS1, CDKN2), который кодирует белок, ингибиру-
ющий циклин-зависимые киназы 4. Другую большую 
группу составляют изменения 17 хромосомы, в которой 
закодирован ген-супрессор опухолевого роста р53. 
Эти изменения составляют около 42% и коррелируют 
как со степенью злокачественности, так и со стадией 
опухолевого процесса. Делецию 17р часто определяют 
при мышечно-инвазивном раке. По некоторым данным, 
эта мутация связана с неблагоприятным прогнозом 
течения заболевания, ранним прогрессированием и 
метастазированием опухоли. Также для мышечно-инва-
зивных опухолей характерны мутации короткого плеча 
13 хромосомы (27% случаев), где находится ген RB. 

Вышеизложенное определяет несомненную актуаль-
ность проведения исследований по разработке критери-
ев отбора опухолевых клеток при РМП, пригодных для 
приготовления на их основе аутологичных дендритно-
клеточных вакцин. Это позволит не только восполнить 
имеющийся пробел в научных исследованиях, но и, в 
дальнейшем, получить принципиально новое средство 
для лечения уротелиальной карциномы. 
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Целью данного исследования явилось изучение уровня 
экспрессии раковотестикулярных антигенов (MAGE, 
NY-ESO-1, GAGE и BAGE) клетками уротелиальной 
карциномы на разных пассажах, молекулярно-генети-
ческих особенностей опухолевых культур рака моче-
вого пузыря при длительном культивировании, а также 
получение верифицированных культур клеточной 
линии мышечно-инвазивной и мышечно-неинвазивной 
уротелиальной карциномы, потенциально пригодных 
для создания опухолеассоциированных вакцин против 
рака мочевого пузыря. 

Материал и методы. В работе использованы образцы 
опухоли от 54 больных в возрасте от 37 до 82 лет с 
мышечно-инвазивной формой (МИФ) и МНФ РМП, 
выделенные непосредственно после проведения хирур-
гического вмешательства. Подробную информацию о 
каждом пациенте и характеристику его опухоли полу-
чали из истории болезни. От всех пациентов получено 
письменное добровольное согласие. Полученные в 
ходе операции фрагменты опухолевой ткани размером 
не менее 0,3 см3 немедленно помещали в стерильные 
контейнеры с питательной средой (ПС) DMEM/F12 
(Биолот, Россия) и доставляли в лабораторию. Для деза-
грегации клеток применяли автоматический механиче-
ский метод с помощью Медимашины (DAKO, Дания). 
Полученную клеточную суспензию последовательно 
пропускали через стерильные нейлоновые фильтры с 
диаметром пор 100 и 70 мкм (DAKO, Дания). Жизне-
способность оценивали на автоматическом счетчике 
Countess (Invitrogen, USA) методом подсчета клеток, 
окрашенных трипановым синим. Клетки суспендирова-
ли в полной питательной среде (ППС) следующего со-
става: DMEM/F12 (Биолот, Россия) с добавлением 20% 
фетальной бычьей сыворотки (Биолот, Россия) и росто-
вых факторов: инсулин, трансферрин, селен (Invitrogen, 
USA). Культивирование клеток уротелиальной карци-
номы (КУК) осуществляли в СО2 инкубаторе «Heracel» 
(Termo Electron LTD GmbH, Германия). Пассирование 
проводили с использованием смеси равных объемов 
растворов Версена (Биолот, Россия) и Трипсина (Био-
лот, Россия) [26]. В своей работе руководствовались 
ранее описанными в литературе методами [22,25]. 10 
стабильно перевиваемых опухолевых культур иссле-
довали на ранних (до 10-го) и более поздних (свыше 
30-го) пассажах. За 24 часа до сбора метафазных хро-
мосом в культуральные флаконы добавляли колхицин 
в конечной концентрации 0.04 мкг/мл. Затем, спустя 
24 часа, флакон с монослоем клеток помещали на 1 
минуту в кювету со льдом, после чего, интенсивным 
покачиванием флакона, отделяли метафазные клетки 
от поверхности и сливали полученную суспензию в 
пробирки для центрифугирования. После осаждения 
клеток центрифугированием в течение 10 минут при 
1000 об./мин. к осадку добавляли гипотонический 
раствор (0.075 М КСl), ресуспендировали и экспони-
ровали 35-45 мин. при t=37оС. Затем клетки осаждали 

центрифугированием в течение 10 мин. при 1000 об./мин., 
супернатант удаляли и при осторожном помешивании 
к осадку по каплям добавляли охлажденный фиксатор 
- метанол-уксусную кислоту в соотношении 3:1. По-
следнюю процедуру повторяли трижды. После чего 
клетки раскапывали на охлажденные влажные стекла 
и помещали в термостат на 24 часа при t=56οC. Затем 
препараты обрабатывали раствором трипсина и окра-
шивали по Гимза. Препараты анализировали с учетом 
международной классификации хромосом. В качестве 
клона рассматривали 2–3 клетки с идентичными по-
вреждениями; в случае моносомии (при отсутствии 
одной и той же хромосомы) таких клеток должно было 
быть не менее трех. Число анализируемых клеток в 
культуре зависело от количества выявленных клонов 
и составляло от 20 до 100. Структурные и численные 
изменения хромосом определяли с учетом современной 
номенклатуры [27].

Ранее нами были кратко описаны особенности культи-
вирования КУК [10,16], а также некоторые аспекты по 
данной проблеме [6,12,15,30,31,34].

Экспрессию РТА оценивали методом проточной цито-
метрии на аппарате FACS Canto II c использованием 
антител к РТА: MAGE (FL-309), GAGE3 (N10), BAGE 
(R-15), NY-ESO-1 (E978) (Santa Cruz Biotechnology, 
USA). 

Математическую обработку данных проводили на 
основе пакета статистических программ SPSS 23.0 for 
Windows (SPSS, Chicago, IL, USA).

Результаты и их обсуждение. От 54 больных с раз-
ными формами инвазии РМП получено 10 стабильно 
перевиваемых КУК, которые изучали на наличие экс-
прессии РТА на ранних (до 10-ти) и более поздних 
(свыше 30-ти) пассажах. Из проанализированных 
10 образцов - 6 были представлены МИФ РМП и 4 
МНФ РМП. 

Результаты сравнительных исследований показали, 
что в культурах КУК на ранних пассажах с высокой 
частотой обнаруживали экспрессию РТА. В частности, 
MAGE - 70%; BAGE – 30%; GAGE - 40%; NY-ESO-1 
- 50%. В 70% опухолевых культур регистрировали экс-
прессию, по меньшей мере, одного из анализируемых 
РТА, а в 20% - всех исследованных РТА. В процессе 
культивирования отмечено снижение количества РТА, 
экспрессируемых клеточными линиями (рис. 1). 

Установлено, что экспрессия РТА в образцах была не-
однородной. При длительном культивировании КУК 
(более 30-и пассажей) отмечали достоверное снижение 
процентного содержания клеток, экспрессирующих 
РТА - 28.2±4.6%, вплоть до полного исчезновения 
(р<0,05). Так, при цитофлуориметрическом исследо-
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вании образцов опухолевых КУК пациента Т. с МНФ 
опухоли высокой степени злокачественности (Т1N0M0/
GIII) на 5-м и 30-м пассажах (рис. 2, 3) установлено, что 
экспрессия РТА группы MAGE на 5-м пассаже состав-
ляла 78,6% в сравнении с 39,8% MAGE - позитивных 
клеток, выявленных на 30-м пассаже (р<0,05). 

Рис. 1. Количество РТА-позитивных клеток в культу-
рах опухолевых клеток больных РМП

Суммарное количество КУК, экспрессирующих РТА, 
в одном образце на ранних пассажах, в среднем, 
составляло 48%, в то время как экспрессия РТА у 

КУК, прошедших более 30 пассажей, была значи-
тельно меньше - 28,2% (p<0,05). Экспрессия MAGE, 
в среднем, составила 55,4% на ранних пассажах 
и 39,3% на поздних. Доля клеток, позитивных по 
экспрессии NY-ESO-1, в первичных клеточных 
культурах составила, в среднем, 42,3%, на поздних 
пассажах эта цифра была значительно ниже – 24,1% 
(p<0,05). Клетки, экспрессирующие GAGE и BAGE, 
обнаруживались в 46,8% и 41,9% на ранних этапах 
культивирования. В культурах, прошедших 30 и бо-
лее пассажей, эта цифра составила, соответственно, 
20,5% и 27,5% (p<0,05). Причем опухолевые клетки 
от больных МИФ РМП показали более стабильные 
результаты не только при культивировании, но и при 
определении экспрессии РТА (p≤0,05). Отмечено, что 
КУК от этих больных сохраняли более длительную 
экспрессию РТА при более длительных пассажах. 
Только одна культура не экспрессировала РТА. В то 
время как КУК от пациентов с МНФ РМП практи-
чески не экспрессировали РТА, либо теряли такую 
способность в процессе культивирования. 

Рис. 2. Результаты экспрессии РТА группы MADE опухолевыми клетками уротелиальной карциномы пациента 
Т., 61 года с МНФ опухоли высокой степени злокачественности (Т1N0M0/GIII) на 5-м пассажe

Рис. 3. Результаты экспрессии РТА группы MADE опухолевыми клетками уротелиальной карциномы пациента 
Т., 61 года с МНФ опухоли высокой  степени злокачественности (Т1N0M0/GIII) на 30-м пассаже
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В проведенных исследованиях установлено, что все 
исследуемые опухолевые культуры имели характерные 
для РМП молекулярно-генетические изменения. Чаще 
всего определяли следующие изменения кариотипа 
клеток: делецию 9 хромосомы (66,7%), отсутствие 
Y-хромосомы (50%) и моносомию 13 и 17 хромосом 
(33,3%). В единичных случаях регистрировали изме-
нения в хромосомах 1, 3, 7 и трисомию 7 хромосомы. 
Результаты сравнительных исследований показали, что 
при длительном пассировании в части культур проис-
ходит значительное увеличение количества генетиче-
ских изменений в виде разделения прежде однородной 
популяции на субклоны, различающиеся плоидностью 
(до 56 хромосом) и количеством измененных хромосом. 
Можно предположить, что трансформация опухолевых 
клеток в культуре in vitro идет еще более быстрыми 
темпами по сравнению с ее развитием in vivo. 

При молекулярно-генетическом анализе культуры 
клеток уротелиальной низкодифференцированной 
карциномы высокого злокачественного потенциала 
(T1N0M0 hight grade) пациента Т. (61 год), исследо-
ванной на 9 пассаже (рис. 4а), были обнаружены из-
менения в кариотипе, затрагивающие 9 пару хромо-
сом, в которой происходит делеция короткого плеча 
в локусе 21р (del(9)(p21). На 34-м пассаже (рис. 4б) 
отмечали более значительные изменения кариотипа 
клеток опухолевой культуры: увеличение количества 
хромосомных мутаций и моносомию по 15, 16, 17, 
19 хромосомам. 

  

Рис. 4. Цитогенетический профиль культуры клеток 
уротелиальной карциномы (T1N0M0 hight grade) на 9-м 
пассаже (а) с кариотипом: 46, ХY,-9,+mar и 34-м пас-
саже (б) с кариотипом: 42,XY, -9, -15, -16,-17,-19,+mar 

Наибольшее число хромосомных изменений было вы-
явлено на поздних пассажах. При кариотипировании 
клеток уротелиальной низкодифференцированной 
карциномы высокого злокачественного потенциала 
(T2N0M0 hight grade) пациента Р. (68 лет) на 36-м пас-
саже был определен следующий хромосомный набор: 
53-55,X,-Y,t(1;7), +del(1)(q22)х2, +del(1)(q21),+del(1)
(p22),+del(2)(p13),+del(3)(p),4,+5,del(7)(q11.2),t(7;12)
(p;q),+t(9;12), 
+del(11)(q), 12q+,+t(12;17),t(13;17)(q;p),15p+,+16,+
der(16),-17,-18,+19,-21,-22 (рис. 5).

Рис. 5. Цитогенетический профиль культуры клеток 
уротелиальной карциномы (T2N0M0 hight grade) на 
36-м пассаже с кариотипом: 53-55,X,-Y, t(1;7),+del(1)
(q22)х2,+del(1)(q21),+del(1)(p22),+del(2)(p13),+del(3)
(p),4, +5,del(7)(q11.2),t(7;12)(p;q),+t(9;12),
+del(11)(q),12q+,+t(12;17),t(13;17)(q;p), 15p+,+16,+
der(16),-17,-18,+19,-21,-22

На 38-м пассаже кариотип культуры клеток уротелиаль-
ной низкодифференцированной карциномы высокого 
злокачественного потенциала (T2N0M0 hight grade) 
пациента Р. (71 год) также имели значительные хро-
мосомные изменения: 53,Х-Y,i(1q),+del(1)(p22),del(1)
(q12),del(1)q11,del(1)(q23),del(3)(p11),+der(6),del(7)
(q12), +t(9;12), -10,del(11)(p13),der(11),-13,-15,+16,-17, 
18,+20,-21(рис. 6). 

Рис. 6. Цитогенетический профиль культуры клеток 
уротелиальной карциномы (T2N0M0 hight grade) на 38-м 
пассаже с кариотипом: 53,Х-Y, i(1q), +del(1)(p22),del(1)
(q12), del(1)q11, del(1)(q23), del(3)(p11), +der(6),del(7)
(q12), +t(9;12),-10,del(11)(p13),der(11),-13,-15,+16,-17, 
18,+20,-21

(а)

(б)



	
GEORGIAN MEDICAL NEWS  
No 5 (266) 2017

© GMN 31 

При сопоставлении результатов с данными, получен-
ными методом проточной цитометрии, обнаружена 
достоверная корреляция этих изменений со снижением 
экспрессии РТА (GAGE, BAGE, MAGE и NY-ESO-1) 
(p<0,05). При этом отдельные культуры сохраняли как 
цитогенетический профиль, так и стабильную экс-
прессию РТА при многократных пассажах (таблица), 
что делает их перспективными для дальнейшего ис-
пользования в иммунотерапии при РМП.

В результате проведения комплексного изучения 
особенностей культивирования КУК, их оптимиза-
ции, верификации клеток опухолевых культур РМП 
с проведением молекулярно-генетического анализа 
кариотипа опухолевых клеток и экспрессии РТА на 
их поверхности, были получены и подготовлены к 
депонированию две верифицированные опухолевые 
линии со стабильной экспрессией РТА на 50-м и 47-м 
пассажах, соответственно: 
а) образец мышечно-неинвазивной уротелиальной 
карциномы Т1N0M0, high grade, взятый в ходе транс-
уретральной резекции от пациента Т. с диагнозом па-
пиллярный уротелиальный РМП high grade с инвазией 
в подслизистый слой; 
б) образец мышечно-инвазивной уротелиальной 
карциномы Т2N0M0, high grade, полученный при 
радикальной лапароскопической цистэктомии с рас-
ширенной тазовой лимфаденэктомией от пациента Р. 
с диагнозом уротелиальный папиллярный РМП high 
grade, врастающий в поверхностный слой мышечной 
оболочки стенки мочевого пузыря.

Выводы
1. В процессе культивирования клеток РМП выявлено, 
что для создания аутологичных ПДПВ необходимо 
оценивать уровень экспрессии РТА и использовать 
аутологичные опухолевые клетки на ранних пассажах 
(не позднее десятого). КУК с высокой частотой экспрес-

сии РТА могут быть использованы для приготовления 
аутологичных дендритноклеточных вакцин. В МНФ 
РМП экспрессия РТА существенно ниже, чем при МИФ 
РМП, но не отсутствует полностью.
2. В результате проведенной работы для депонирования 
подготовлены две верифицированые опухолевые линии 
РМП с мышечно-инвазивной и мышечно-неинвазивной 
уротелиальной карциномой, экспрессирующие РТА.
3. Применение аллогенных клеточных культур, характе-
ризующихся постоянством цитогенетических изменений 
и стабильной экспрессией опухолеассоциированных 
антигенов, перспективно для создания аллогенных 
противоопухолевых вакцин для иммунотерапии и их ис-
пользования в научно-исследовательских целях при РМП.

Примечание: 
Работа выполнена в рамках диссертационного иссле-
дования, запланированного на кафедре аллергологии 
и иммунологии ФПК МР Медицинского института 
ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы на-
родов» (РУДН), и Договора о сотрудничестве между 
АНО «Институт иммунофизиологии» и ФГБУ «На-
учно-исследовательский институт онкологии имени 
Н.Н. Петрова МЗ РФ».
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SUMMARY

CRITERIA FOR SELECTION OF TUMOR CELLS 
AND PROSPECTS FOR SPECIFIC IMMUNOTHER-
APY FOR BLADDER CANCER

1,2Slavyanskaya T., 1-3Salnikova S., 1,2Sepiashvili R.

1People’s Friendship University of Russia; 2Institute of 
Immunophysiology; 3FSBI Clinical Hospital №1 of the 
Presidential Affairs Management of the Russian Federa-
tion, Moscow, Russia

Specific antitumor immunotherapy with autologous den-
dritic cell vaccines is one of the new approaches of mod-
ern medicine. For activation of dendritic cells highly im-
munogenic antigens are used, however optimal antigens 
in case of bladder cancer (BC) are still not researched. 
Cancer-testis antigens (CTA) are the most promising tar-
get in the context of creation of antitumor vaccines, be-
cause they are distinguished by pronounced immunoge-
nicity, they are detected in different types of tumors and have 
limited pattern of expression in healthy tissues of grown-up 
organism. Regarding the level of mutational load, bladder 
cancer (BC) holds the third position among all malignant 
growths, which creates particular opportunities for use of im-
munotherapy in case of this disease. At chromosomal level 
most times the following cytogenetic anomalies specific for 
BC are detected: hyperploidies at 3, 7 and 17 chromosomes 
and deletion of 9p 21 locus. Besides, in the literature there is 
information about possible monosomy at 2, 3, 6, 8, 13, 14, 
17 and frequent loss of Y chromosome in case of BC. De-
velopment of personified dendritic cell antitumor vaccines 
(PDAV) against bladder cancer (BC) is a relevant problem, 
which covers many aspects, necessary for its standardiza-
tion. In particular, in case of cultivation of tumor cells under 
in vitro conditions their transformation goes at higher pace in 
comparison with in vivo tumor development. Moreover, the 
article presents the results of the study of molecular-genetic 
features of BC of tumor cultures in case of long-term culti-
vation, the level of expression of CTA (MAGE, NY-ESO-1, 
GAGE, BAGE) by urothelial carcinoma cells (UCC). There 
has been described the karyotypes of cells of urothelial low 
differentiated carcinoma of high malignant potential at vari-
ous passages with prolonged cultivation, as well as the corre-
lation between cytogenetic profile and expression of tumor-
specific cancer-testis antigens has been identified. There 
have been developed two verified cell line cultures of muscle 
invasive and muscle-non-invasive urothelial carcinoma, that 
are potentially useful for the producing of tumor-associated 
vaccines against BC.

Keywords: urothelial carcinoma, сancer-testis antigens, 
anti-tumor vaccine, karyotype, cell line cultures.

РЕЗЮМЕ

КРИТЕРИИ ОТБОРА ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК 
И ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ СПЕЦИ-
ФИЧЕСКОЙ ИММУНОТЕРАПИИ ПРИ РАКЕ 
МОЧЕВОГО ПУЗЫРЯ

1,2 Славянская Т.А., 1-3 Сальникова С.В., 
1,2 Сепиашвили Р.И. 

1Российский университет дружбы народов, Москва; 
2Институт иммунофизиологии, Москва; 3ФГБУ Кли-
ническая больница №1 Управления делами Президента 
РФ, Москва, Россия

Специфическая противоопухолевая иммунотерапия 
аутологичными дендритноклеточными вакцинами 
является одним из новых направлений современной 
медицины. Для активации дендритных клеток ис-
пользуют высокоиммуногенные антигены, однако 
оптимальные антигены при раке мочевого пузыря 
(РМП) по сей день не изучены. Раково-тестикулярные 
антигены (РТА) являются наиболее перспективной 
мишенью при создании противоопухолевых вакцин, 
поскольку отличаются выраженной иммуногенностью, 
определяются в различных типах опухолей и имеют 
ограниченные паттерны экспрессии в здоровых тка-
нях взрослого организма. По уровню мутационной 
нагрузки РМП занимает третье место среди всех 
злокачественных новообразований, что создает опре-
деленные перспективы для использования иммуноте-
рапии при этом заболевании. На хромосомном уровне 
чаще всего выявляются следующие, характерные для 
РМП, цитогенетические аномалии: гиперплоидии по 
3, 7 и 17-й хромосомам и делеция 9р 21 локуса. Кроме 
того, в литературе имеются сведения о возможной 
моносомии по 2, 3, 6, 8, 13, 14, 17 и частой потере 
Y-хромосомы при РМП. Разработка персонифици-
рованных дендритноклеточных противоопухолевых 
вакцин против РМП является актуальной проблемой, 
которая охватывает множество аспектов, необходи-
мых для ее стандартизации. В частности, при культи-
вировании опухолевых клеток в условиях in vitro их 
трансформация происходит более быстрыми темпами 
в сравнении с развитием опухоли in vivo. В работе 
представлены данные по изучению особенностей 
экспрессии РТА (MAGE, NY-ESO-1, GAGE, BAGE) 
опухолевыми клетками уротелиальной карциномы 
при длительном культивировании. Кроме того, пред-
ставлены результаты изучения молекулярно-генети-
ческих особенностей опухолевых культур РМП при 
длительном культивировании, описаны кариотипы 
клеток уротелиальной низкодифференцированной 
карциномы высокого злокачественного потенциала 
на различных пассажах при длительном культиви-
ровании, выявлена взаимосвязь цитогенетического 
профиля с экспрессией опухолеспецифических 



34

	
МЕДИЦИНСКИЕ НОВОСТИ ГРУЗИИ

CFMFHSDTKJC CFVTLBWBYJ CBF[KTYB

РТА. Подготовлены две верифицированные куль-
туры клеточной линии мышечно-инвазивной и мы-
шечно-неинвазивной уротелиальной карциномы, 
потенциально пригодные для создания опухоле-
ассоциированных вакцин против РМП. 

reziume

simsivnuri ujredebis SerCevis kriteriumebi 
da specifikuri imunoTerapiis gamoyenebis 
perspeqtiva Sardis buStis kibos dros

1,2t. slavianskaia, 1-3s. salnikova, 
1,2r. sefiaSvili

1ruseTis xalxTa megobrobis universiteti, 
moskovi; 2imunofiziologiis instituti, 
moskovi; 3ruseTis federaciis prezidentis 
saqmeTa sammarTvelos #1 klinikuri saavad-
myofo, moskovi, ruseTis federacia

kibossawinaaRmdego specifikuri imunoTe-
rapia autologiuri dendritulujreduli 
vaqcinebiT Tanamedrove medicinis erT-erT 
axal mimarTulebas warmoadgens. dendri-
tuli ujredebis aqtivaciisaTvis iyeneben 
maRal-imunogenur antigenebs, Tumca Sar-
dis buStis kibos (Sbk) dros optimaluri 
antigenebi dRemde ar aris Seswavlili. 
simsivnur-testikuluri antigenebi (sta) 
yvelaze perspeqtiul samiznes warmoadgenen 

simsivnissawinaaRmdego vaqcinebis Seqmnis 
dros, radganac gamoirCevian gamoxatuli imu-
nogenobiT, ganisazRvrebian sxvadasxva tipis 
simsivnis dros da aqvT eqspresiis SezRudu-
li paterni janmrTel mozrdil organizmSi.  
mutaciuri datvirTvis donis mixedviT, Sbk 
yvela avTvisebian axalwarmonaqmnebs Soris 
mesame adgilzea, rac imunoTerapiis gamoy-
enebis garkveul perspeqtivas qmnis am daa-
vadebis dros. personificirebuli ujreduli  
simsivnissawinaaRmdego vaqcinebis  SemuSaveba 
Sbk-s dros aqtualuri problemaa, romelic  
misi standartizebisaTvis aucilebel mra-
val aspeqts moicavs, kerZod, simsivnuri 
ujredebi in vitro pirobebSi kultivirebisas 
ufro maRali tempiT transformirdeba, vidre 
simsivnis ganviTarebis dros in vivo. statiaSi 
moyvanilia Sbk-s simsivnuri ujredebis mole-
kulur-genetikuri Taviseburebebis Seswavlis 
Sedegebi xangrZlivi kultivirebisas, aRweri-
lia uroTeluri dabaldiferencirebuli, 
avTvisebianobis maRali potencialis mqone 
karcinomis ujredebis kariotipebi,  gamov-
lenilia citogenetikuri profilis kavSiri 
simsivnur-specifikuri antigenebis eqspresias-
Tan. momzadebulia kunTovan-invaziuri da 
kunTovan-arainvaziuri uroTeluri karcino-
mis ujreduli xazis ori verificirebuli 
kultura, romelic potenciurad gamoyeneba-
dia Sbk-s sawinaaRmdego  simsivneasocire-
buli vaqcinebis Sesaqmnelad. 

CURATIVE TREATMENT OF COLORECTAL CANCER SOLITARY METASTASIS 
TO LIVER SUBCAPSULE BY PERCUTANEOUS US GUIDED RADIOFREQUENCY 

ABLATION USING HYDRODISSECTION (CASE REPORT)

Paksashvili N., Ninikashvili T., Azrumelashvili T., Mizandari M. 

Department of Interventional Radiology, Tbilisi State Medical University, “
High Technology Medical Center - University Clinic”, Ltd, Georgia

Colorectal Cancer (CRC) is the second leading cause 
of cancer- related deaths in developed countries [15]. 
Colorectal liver metastasis (CRLM) develop in half of CRC 
patients. Surgical resection - a gold standard treatment, is 
limited by unmet eligibility criteria and high recurrence 
rate [4]. Percutaneous imaging guided Radiofrequency 
ablation (RFA) has been introduced as an alternative to 
surgery, showing the comparable treatment results [16].

RFA is effective and a minimally invasive technique, with 
low complications. Although RFA has been used with 
increasing frequency, there are still some technical limita-

tions, depending on ablation size and location. Furthermore, 
major complications of RFA are closely related to their 
location in the liver parenchyma [8].

There are a number of strategies helpful for preventing 
complications during the procedure.They include fluid, gas 
or balloon interpositions between the adjacent structures 
and the ablation zone [11].

This case report shows that hydrodissection is technically 
feasible and effective in improving protection of the adja-
cent structures by separating them from the liver capsule. 
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Case report. A 39-year-old male patient with moderately 
differentiated adenocarcinoma of the colon underwent 
left hemicolectomy with colostomy formation followed 
by several courses of chemotherapy.  Up to 3 cm meta-
static lesion was detected in the liver two years after 
colectomy – so, patient presents with pT4N0M0 stage 
of disease. The liver tumor remained stable despite 
chemotherapy. At this point multidisciplinary discus-
sion decided to perform RFA procedure and patient was 
referred to our hospital for liver metastasis locoregional 
ablative therapy. 

Contrast enhanced CT revealed 2.5cm diameter sub-
capsular solitary metastasis in the right liver lobe (segment 
5); PET CT showed the radiotracer active uptake in the 
mass (Fig 1,2). 

Fig 1. PET-CT reveals radio-tracer active uptake in sub-
capsular lesion

Fig 2. Radio-tracer active uptake in subcapsular lesion 
(coronal view)

Procedure: Peri-procedural medication included use of 
intravenous sedation. Because of mass subcapsular loca-
tion hydrodissection has been performed (Fig. 3); for this 
peritoneal cavity has been drained under US guidance the 
day prior to procedure. 1200 ml 5% Glucose solution (as 
a dielectric) has been injected into the peritoneal cavity 
before the RF procedure start; fluid injection was stopped 
after achieving the liver surface 8-10 mm separation from 
parietal peritoneum as shown by US (Fig. 4). Monopolar 
RF electrode has been introduced into the liver parenchyma 
under real-time US guidance (Fig. 5); RF electrode passed 
through 3-4 cm normal liver parenchyma before reaching 
the “target” and RF processing has been performed accord-
ing the routine protocol in order to create 5 cm diameter 
ablation zone (Fig 6,7,8). RF processing was finished by 
track ablation for tumor seeding prevention. The process 
was monitored in real-time by US. The injected fluid was 
aspirated by the end of the procedure and drainage catheter 
was withdrawn. 

Fig. 3. US reveals the “target” - subcapsular mass mea-
suring 25mm 

Fig. 4. US image - liver capsule has been separated (8-
10mm) from parietal peritoneum by hydrodissection
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Fig.5. US image - RF electrode moves towards the “target”

Fig. 7. US image - RF processing is documented by air 
bubbles 

Fig. 9. PET-CT shows the absence of radio-tracer uptake 
in processed mass

Fig. 6. US image - RF electrode with open antenas into 
the “target”

Fig. 8. US image -  air bubbles cover the whole mass

Fig. 10. CT shows mass complete necrosis
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Follow-up imaging was performed next day and in 1 month 
after RF processing. CT scan revealed complete necrosi-
sof tumor, showing no contrast enhancement; follow-up 
PET-CT scan confirmed the result showing the absence of 
radio-tracer uptake (Fig 9,10). 

No intraprocedural complication were detected  and the 
patient was discharged home the next day. 

Although considered to be minimally invasive, percu-
taneous image-guided thermal ablation is associated 
with a potential risk of thermal injury to the adja-
cent vulnerable structures (peritoneum, diaphragm, 
bowel, gallbladder, bile duct, urinary tract, vessels 
and nerves) [10]. 

RFA use near the liver hilum is limited not only by the 
vascular structures but also by the potential for biliary 
damage, resulting in stricture or fistula formation, as the 
large bile ducts do not tolerate heat well [12]. 

The heat-sink effect is a commonly described limitation of 
RFA and occurs when flowing blood or air  absorbs  heat, 
produced by RF electrode, thereby “cools” the “target” 
lesion and decreases RFA efficacy; because of this, tumor 
tissue that is adjacent to vasculature is less susceptible to 
thermal damage [13]. 

Caution must also be employed when considering RFA 
in lesions near the liver capsule or in close proximity to 
hollow intra-abdominal organs because of perforation risk 
due to process of the probe insertion or to thermal injury. 
The colon appears to be more sensitive to this effect than 
the small bowel or stomach [2]. 

Lesions located on the surface of the liver is associated with a 
higher risk of complications [14]. Recent guidelines for RFA of 
liver lesions have suggested that tumour location at the surface 
of the liver is a relative contraindication [1]. To overcome 
these difficulties and to avoid thermal damage to surrounding 
structures, artificialascites can be effectively used [9]. 

Percutaneous RFA with hydrodissection is a feasible, safe 
and effective technique in the treatment of superficial liver 
metastasis, enabling to perform the procedure to subcapsular 
masses safely andimprove the visibility of “target” tumor [6]. 

CT and USare the imaging modalities, widely used for 
guiding RFA. US technical feasibility is often limited 
due to poor conspicuity of the tumor; implementation of 
artificial ascites may enhancethe technical feasibility of 
US-guided RFA [7].

When performing hydrodissection on RFA, saline solution 
is not suitable because of its high electrical conductivity. In 
contrast, glucose solution can be used to generate a protec-
tive effect during RFA because of its lower conductivity 

[5]. Based on existing experience, the tumor should be 
punctured through normal parenchyma, as RF track sub-
sequent ablation enables to minimize possible seeding [3].

Conclusion. The ablation technique including peritoneal 
hydrodissection, described in paper avoids capsular breach 
and appears safe and technically effective in subcapsular 
lesions treatment.
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SUMMARY

CURATIVE TREATMENT OF COLORECTAL 
CANCER SOLITARY METASTASIS TO LIVER 
SUBCAPSULE BY PERCUTANEOUS US GUIDED 
RADIOFREQUENCY ABLATION USING HY-
DRODISSECTION (CASE REPORT)

Paksashvili N., Ninikashvili T., Azrumelashvili T., 
Mizandari M. 

Department of Interventional Radiology, Tbilisi State 
Medical University, “High Technology Medical Center - 
University Clinic”, Ltd, Georgia

Case report presents the successful treatment of solitary 
liver metastasis in a patient with resected colon cancer.

A 39-year-old male underwent left hemicolectomy with 
colostomy formation followed by chemotherapy for a 
moderately differentiated adenocarcinoma of the colon. 
Two years later, a liver metastatic lesion was detected. 
Patient received chemotherapy; the mass remained stable 
in size, measuring up to 3 cm in diameter. 

Low-invasive percutaneous curative treatment by Radiofre-
quency ablation was conducted using hydrodissection by 
dielectric fluid intraperitoneal introduction for hydrodissec-
tion. The follow-up imaging showed the complete response 
to treatment 

The ablation technique including peritoneal hydrodissection, 
described in paper avoids capsular breach and appears safe 
and technically effective in subcapsular lesions treatment.

Keywords: Liver metastasis, Percutaneous, RFA, hydrodis-
section.

РЕЗЮМЕ

ЛЕЧЕНИЕ СОЛИТАРНОГО СУБКАПСУЛЯРНО-
ГО МЕТАСТАЗА ПЕЧЕНИ РАДИОЧАСТОТНОЙ 
АБЛЯЦИЕЙ С ПРИМЕНЕНИЕМ ИНТРАПЕРИТО-
НЕАЛЬНОЙ ГИДРОДИССЕКЦИИ ПРИ КОЛОРЕК-
ТАЛЬНОМ РАКЕ (СЛУЧАЙ ИЗ ПРАКТИКИ)

Паксашвили Н.А., Ниникашвили Т.Т., 
Азрумелашвили Т.С., Мизандари М.Г.

Тбилисский государственный медицинский университет, 
департамент радиологии; ООО “Центр высоких меди-
цинских технологии, университетская клиника”, Грузия

В статъе описан клинический случай лечения солитарного 
метастаза печени при колоректалъном раке. Пациенту 
мужского пола 39 лет проведена левосторонняя гемико-
лэктомия с формированием колостомы и последующим 
проведением нескольких курсов химиотерапии. Спустя 
два года после операции контрольная КТ выявила субкап-
сулярный вторичный очаг в печени, размер которого на 
фоне химиотерапии стабилизировался на уровне до 3 см.

Пациенту проведено малоинвазивное чрезкожное ле-
чение с применением интраперитонеальной гидродис-
секции. Контрольное радиологическое исследование 
документировало полную иррадикацию опухоли.

В представленной статье описан клинический слу-
чай, когда при применении радиочастотной абляции 
субкапсулярных опухолей печени удалось избежать 
термического повреждения париетального листка пери-
тонеума и диафрагмы с помощью интраперитонеальной 
гидродиссекции.

reziume

RviZlis koloreqtuli simsivnis dros 
subkafsuluri solitaruli metastazis 
mkurnaloba radiosixSiruli ablaciiT in-
traperitoneuli hidrodiseqciis gamoyenebiT 
(klinikuri SemTxveva)

n. paqsaSvili, T. ninikaSvili, 
T. azrumelaSvili, m. mizandari

Tbilisis saxelmwifo samedicino universite-
ti, radiologiis departamenti; Sps “maRali 
samedicino teqnologiebis centri, sauniver-
siteto klinika”, saqarTvelo

statiaSi aRwerilia koloreqtuli simsiv-
nis fonze ganviTarebuli RviZlis solita-
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ruli metastazis radiosixSiruli ablaciiT 
mkurnalobis klinikuri SemTxveva.

39 wlis  mamakacs swori nawlavis adenokar-
cinomis diagnoziT Cautarda marcxenamxrivi 
hemikoleqtomia kolostomis formirebiT, 
Semdgomi qimioTerapiiს ramdenime kursiT.  
ori wlis Semdeg sakontrolo kompiuteruli 
tomografiuli kvleviT gamovlinda subkaf-
sulurad lokalizebuli meoradi xasiaTis, 
3 sm zomis, qimioTerapiis fonze dastabile-
buli dazianeba RviZlSi.

pacients Cautarda mcireinvaziuri kangav-
liTi mkurnaloba radiosixSiruli ablaciiT 
intraperitoneuli hidrodiseqciis gamoye-
nebiT. sakontrolo radiologiuri kvleviT 
dadasturda simsivnis sruli iradikacia. 

aRwerili klinikuri SemTxveva sainteresoa 
im TvalsazrisiT, rom RviZlis subkafsuluri 
simsivnis radiosixSiruli ablaciiT intraper-
itonuli hidrodiseqciis gamoyenebiT Tavidan 
iqna acilebuli pariesuli peritoneumisa da 
diafragmis SesaZlo Termuli dazianeba.

MODULATION OF ANTITUMOR IMMUNE RESPONSE 
IN MOUSE PROSTATE CANCER MODEL

1Mitskevich N., 1Tsertsvadze T., 1Mchedlishvili K., 2Matchavariani K., 3Guruli G.

1Iv. Javakhishvili Tbilisi State University, Division of Immunology and Microbiology; 
2Tbilisi State Medical University, Department of Allergology and Clinical Immunology, Georgia; 

3Virginia Commonwealth University, Division of Urology, Richmond VA, USA.

Prostate cancer is the fifth most common cancer in both 
sexes combined and the second most common cancer in 
men. It is also the most common cancer in American men, 
and second leading cause of cancer death among them., 
with more than 161 000 new cases expected in the United 
States in 2017 (American Cancer Society, 2017). In Georgia, 
222 men were diagnosed with prostate cancer in 2008 (6th 
most common cancer in Georgian men), and 143 died with 
this disease (7th leading cause of cancer death). Obviously, 
this is a very important health problem worldwide. Though the 
treatment of the localized prostate cancer is well established 
and mostly successful, once disease spreads outside of prostate 
it becomes virtually incurable. The only effective treatment 
of the prostate cancer is hormonal therapy, which halts the 
progression of the disease, but does not eliminate it. In addi-
tion, basic principles of hormonal therapy (androgen ablation), 
which was the first successful therapy against advanced cancer, 
has not been changed much since its introduction more than 50 
years ago. Available treatments for the advanced prostate can-
cer (secondary hormonal manipulations, chemotherapy, etc.) 
have only limited effectiveness and significant side effects. 
Therefore, search and development of the effective therapies 
for the advanced hormone-refractory prostate cancer is one 
of the critical problems of contemporary cancer treatment.  

Immunomodulatory drugs are being used with increasing 
frequency to treat various cancers. And although some 
of the greatest advancements have been achieved in the 
treatment of hematologic malignancies, a growing body 
of evidence exists to suggest a benefit in the treatment of 
solid organ tumors, including prostate cancer. Though the 

benefits of therapy have been shown in clinical trials, the 
underlying immune mechanisms responsible for the out-
comes have not been completely elucidated. With clinical 
research confirming the benefits of combination therapy 
over monotherapy, it has become more important than ever 
to define the effects each drug has upon the immune system 
and the target malignancy so that new regimens might be 
created to maximize efficacy and minimize side effects. 
As our understanding of tumor immunology has evolved, 
the role for immunotherapy in the treatment of malignancy 
has evolved as well. The discovery of cancer testis antigens 
(CTA) has fueled further research into both adaptive and 
adoptive immunotherapy techniques. Cancer testis antigens 
are expressed in the “immunologically privileged” tissues, 
and therefore autologous T cells do not have inherent toler-
ance toward them. With limited expression in adult tissue and 
increased expression in certain malignancies, cancer testis 
antigens seem ideal targets for immunotherapy. CTA expres-
sion is controlled epigenetically by CpG methylation in gene 
promoters and histone acetylation in neighboring chromatin. 
Therefore, CTA expression in tumor cells can be augmented 
by the administration of DNA methylation inhibitors [1-3].

Immunotherapy provides promise for the treatment of 
prostate cancer and other genitourinary (GU) malignan-
cies. Early studies combining immunomodulatory drugs 
and chemotherapeutic agents have shown some benefit 
and prompted further investigation into their use as part of 
the medical armamentarium against prostate cancer. Cur-
rent research focuses on two compounds currently being 
utilized in combination to treat hematologic malignancies, 
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5-Azacytidine (5-AzaC) and Lenalidomide (Lena). Both, 
Lena and 5-AzaC have been used in combination with 
other chemotherapeutic agents with variable results in the 
treatment of prostate cancer. 

Current research focuses on two compounds currently being 
utilized in combination to treat hematologic malignancies, 
5-Azacytidine (5-AzaC) and Lenalidomide. 5-AzaC and its 
analogues, DNA methylation inhibitors, have been shown 
to increase tumor exposure to the immune system through 
various mechanisms including upregulation of gene expres-
sion of cancer testis antigens, as well as through direct cyto-
toxic effects on tumor cells as a result of DNA demethylation 
[2-4]. It has also shown to have some effect on the immune 
system, though the exact mechanism of these effects not well 
known at this time [5-8]. Lenalidomide and its analogues, 
synthetic compounds created from thalidomide to be more 
potent with less neurologic side effects, have been shown to 
augment both innate and adaptive immune responses resulting 
in improved response to malignancies when combined with 
chemotherapeutic drugs [9]. It has also been confirmed that 
the drugs exhibit direct inhibitory effects on angiogenesis and 
tumor cell proliferation [9-12].Though a lot of research has 
been done on the effects these drugs have upon NK cells and 
T lymphocytes [13-16]. Not much is known about their effect 
on dendritic cells, and no studies to date have looked at their 
combination in the treatment of prostate cancer.

Material and methods. Mice: C57BL/6 and balb/c mice 
have been obtained. Animals were maintained at the 

vivarium at Iv. Javakhishvili Tbilisi State University ac-
cording to standard guidelines. Prostate Cancer Cell Line: 
RM-1 - a murine prostate cancer cell line and Study Drugs: 
Lenalidomide and 5-AzaCcitidine were gifted by Virginia 
Commonwealth University. Dendritic cells: briefly, bone 
marrow has been collected from tibias and femurs of Male 
C57BL/6 animals.

At first, we evaluated the compounds (Lenalidomide, 
5-Azacitidine) separately in vitro and studied their effects 
on prostate cancer RM-1 cells and dendritic cells (DC).

We studied a proliferation of the cells using the Cell Prolifera-
tion Assay. Dendritic cells and RM-1 cells in suspension were 
exposed to different concentrations of lenalidomide. A DMSO 
control and one group with no treatment were also included. 

Flow cytometry was performed on dendritic cells after their 
stimulation with different concentrations of lenalidomide 
DC were stained with following antibodies: MHC class I, 
MHC class II, CD40, CD80, CD86, CD205.

RT-PCR was performed on all groups looking at P1A, ETA 
and ETB gene expression. Expression of both endothelin 
genes was identified in all groups prompting performance 
of real time PCR

The production of IL-12 and IL-15 was identified in all 
groups using ELISA and their levels in the supernatants 
were determined.

Fig. 2. RM-1 prostate cancer cells proliferation assay. 
Untreated RM-1 cells and RM-1 cells treated with DMSO 
(solvent for lenalidomide) provided controls. Lenalidomide 
was used at the concentration of 0.5µM, 1.0µM, 2.0µM and 
10µM. No statistical difference was seen in cell proliferation 
when comparing different conditions. 
LN - lenalidomide

Fig. 1. Dendritic cells proliferation assay. DC without 
stimulation and DC treated with DMSO (solvent for le-
nalidomide) provided controls. Lenalidomide was used at 
the concentration of 0.5µM, 1.0µM, 2.0µM and 10µM. No 
statistical difference was seen when comparing different 
conditions. 
DC – dendritic cells, LN - lenalidomide
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Results and their discussion. Cell proliferation Assay (Le-
nalidomide): Dendritic cells and RM-1 cells in suspension 
were exposed to 4 different concentrations of lenalidomide 
from 0.5- 10 μM. A DMSO control and one group with no 
treatment were also included. The cell proliferation assay was 
then performed, as described above, on each group. Dendritic 
cell proliferation increased slightly with increasing concentra-
tions of lenalidomide. RM-1 cell proliferation increased up 
to concentrations of 2 μM after which it decreased in a dose 
dependent fashion. The differences in cell proliferation be-
tween groups did not reach statistical significance with either 
dendritic cells or RM-1 cells (Figs. 1 and 2). 

Cell proliferation Assay (5-Azacitidine): Dendritic cells and 
RM-1 cells in suspension were exposed to two different 
concentrations of 5-AzaC, 0.5 μM and 1.0 μM. One group 
with no treatment was also included as a control. The cell 
proliferation assay was then performed, as described above, 
on each group. Cell proliferation in both DC and RM-1 cells 
decreased in a dose dependent fashion with increasing con-
centrations of 5-AzaC. For the DC statistically significant 
difference from control was seen only at the concentration 
of 1.0 µM (P=0.029). Results are shown in Fig. 3. 

Fig. 3. Dendritic cells proliferation assay. DC without 
stimulation provided control. 5-Azacitidine (5-AzaC) was 
used at the concentrations of 0.5µM and 1.0µM. Statisti-
cally significant difference in cell proliferation from the 
control (decrease) was seen at the 5-AzaC concentration 
of 1.0 µM.
5-AzaC – 5-Azacitidine, DC – dendritic cells
* Depicts statistically significant difference in comparison 
to untreated DC

For the RM-1 cells (Fig. 4) the difference between the 
control and both 5-AzaC treated cells were statistically 
significant (P=0.016 for the group treated with the con-
centration of 0.5 µM and P=0.004 for the group treated 
with the concentration of 1.0 µM of 5-AzaC). There was 
no statistically significant difference between the 5-AzaC 
treated groups. 

Fig. 4. RM-1 cells proliferation assay. RM-1 cells without 
treatment provided control. 5-Azacitidine (5-AzaC) was used 
at the concentrations of 0.5µM and 1.0µM. Statistically signifi-
cant difference in cell proliferation from the control (decrease) 
was seen at both 5-AzaC concentrations.  
5-AzaC – 5-Azacitidine, RM-1 – murine prostate cancer cells
* Depicts statistically significant difference in comparison 
to RM-1 cells

Flow Cytometry (Dendritic Cells and Lenalidomide): Flow 
cytometry was performed on dendritic cells after their 
stimulation with different concentrations of lenalidomide. 
Dendritic cells exposed to DMSO (solvent for lenalido-
mide) acted as control. Lenalidomide was added during the 
last 48 hours of culture, after which DC were harvested, 
stained with different antibodies (MHC class I, MHC class 
II, CD40, CD80, CD86 and CD205) and flow cytometry 
was performed. Results are presented in Fig. 5. 

Fig. 5. Flow cytometry results for DC treated with le-
nalidomide. DC treated with DMSO (0.1%, solvent for 
lenalidomide) provided control. Lenalidomide was used at 
the concentration of 0.5µM, 1.0µM, and 10µM.  DMSO and 
lenalidomide were applied for the last 48 hours of culture. 
DC were stained with following antibodies: MHC class I, 
MHC class II, CD40, CD80, CD86, CD205. 
LN – lenalidomide, DC – dendritic cells
* Depicts statistically significant difference in comparison 
to DMSO-treated DC
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As it can be seen, there was approximately 10% rise in the 
expression of most DC markers at the lenalidomide concen-
tration of 0.5 µM, and these differences were statistically 
significant (P<0.001). Comparison dot-plots are presented 
in Fig. 6. We could not see any significant differences at 
other concentrations of lenalidomide. 

Fig. 6. Comparison dot-plots between DC treated with 
DMSO (0.1%) and lenalidomide (0.5 µM) for the last 48 
hours of culture. There was approximately 10% rise in the 
expression of DC markers after the exposure to lenalido-
mide at the 0.5 µM concentration.
LN – lenalidomide, DC – dendritic cells

Fig. 7. Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction 
performed on dendritic cells after their stimulation with 
5-AzaC for the last 48 hours of culture to determine the 
dose-dependent induction of the endothelin receptors A and 
B. Untreated DC provided the control. 5-AzaC was used 
at the concentrations of 0.5 µM and 1.0 µM. Treated and 
control cells were harvested, total RNA was extracted and 
used as a template to determine the expression of endothelin 

receptors (ETA and ETB) and control gene GAPDH.  
B – blank, P – positive control,    M – DNA molecular 
weight markers.
5-AzaC – 5-azacitidine, ETA – endothelin receptor A, ETB 
– endothelin receptor B

Polymerase Chain Reaction (Endothelins): Dendritic cells 
in suspension were exposed to two different concentra-
tions of 5-AzaC, 0.5 μM and 1.0 μM. One group with no 
treatment was also included. RT-PCR was performed on 
all groups looking at ETA and ETB gene expression. Expres-
sion of both endothelin genes was identified in all groups 
(Fig. 7) prompting performance of real time PCR (Fig. 8). 
At a concentration of 0.5 μM, this revealed an increase 
of ETA expression on DC by 1.62±0.02, and ETB receptor 
expression increased by 2.39±0.09 (Both were statistically 
significant, P<0.001). When we used a concentration of 1.0 
μM a somewhat smaller increase was noted (1.47±0.03 for 
ETA, P=0.001, in comparison to control, and 1.82±0.09 for 
ETB, P<0.001). Interestingly, stimulation of endothelin re-
ceptor expression on DC by 5-AzaC was statistically higher 
at a lower dose (P=0.012 for ETA receptors expression and 
P=0.011 for ETB receptors).

Fig. 8. Quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR) 
for the expression of endothelin receptors A and B (ETA and 
ETB) in DC after their treatment with different concentra-
tions of 5-AzaC (0.5 µM and 1.0 µM).
5-AzaC – 5-azacitidine, DC – dendritic cells, ETA – endo-
thelin receptor A, ETB – endothelin receptor B.
* Depicts statistically significant difference in comparison 
to untreated DC

Polymerase Chain Reaction (P1A): To determine the pres-
ence of P1A (cancer testis antigen) antigen in RM-1 cells 
and the possibility to change its expression, RM-1 cells 
were exposed to 5-AzaC and lenalidomide. These substrates 
were added to the RM-1 cultures and the expression of 
P1A was assessed. RM-1 cells were exposed to 9 different 
concentrations of lenalidomide from 0.5 μM to 40 μM. A 
DMSO control and one group with no treatment were also 
included. RT-PCR was performed on all groups looking at 
P1A gene expression. No expression of P1A was identified 
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in any group exposed to lenalidomide thus precluding the 
need to perform quantitative PCR on the groups.

RM-1 cells in suspension were exposed to two different 
concentrations of 5-AzaC, 0.5 μM and 1.0 μM. One group 
with no treatment was also included. RT-PCR was then 
performed on all groups looking at P1A gene expression. 
Expression of P1A was identified in the groups exposed 
to 5-AzaC prompting the performance of real time PCR 
which showed a dose dependent increase in P1A expres-
sion in RM-1 cell exposed to 5-AzaC. Experiments were 
repeated three times with similar results, and combined 
data are presented (mean ± SEM). There was a 3.23±0.26 
fold increase in P1A expression for 5-AzaC at 0.5 µM 
concentration and 6.21±0.36 fold increase for 5-AzaC at 
1.0 µM concentration (Fig. 9). The difference among all 
three groups is statistically significant.

Fig. 9. Quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR) for 
the expression of P1A (cancer testis antigen) gene in DC af-
ter their treatment with different concentrations of 5-AzaC 
(0.5 µM and 1.0 µM).  There was a statistically significant 
dose-dependent increase of the P1A gene expression.
5-AzaC – 5-Azacitidine, RM-1 – murine prostate cancer 
cells
* Depicts statistically significant difference in comparison 
to untreated RM-1 cells

ELISA (IL 12 and IL 15): Dendritic cells were grown in 
culture and matured with TNFα for the last 48 hours. Ma-
ture DC were treated for the last 48 hours with 5-AzaC at 
concentrations of 0.5 µM and 1.0 μM. Untreated mature DC 
(no 5-AzaC) provided the control (Fig. 10). The produc-
tion of IL-12 and IL-15 was identified in all groups using 
ELISA and their levels in the supernatants were determined. 
IL-12 production increased in a dose dependent fashion 
with increasing concentrations of 5-AzaC with the highest 
level was noted in the group exposed to 1.0 μM of 5-AzaC, 
though both concentrations (0.5 μM and 1.0 μM) resulted 
in the statistically significant increase in IL-12 production 
(P=0.002 and P<0.001, respectively). IL-15 production on 
the other hand increased only in the group exposed to 1.0 
μM 5-AzaC (P=0.018). These data suggest that 5-AzaC 

affects IL-12 production in DC in dose-dependent manner, 
while only its high concentration resulted in the increased 
production of IL-15 by DC. 

Fig. 10. The production of IL-12 and IL-15 by DC after 
exposure to 5-AzaC at different concentrations (0.5 µM 
and 1.0 µM) for 48 hours. 
5-AzaC – 5-azacitidine, DC – dendritic cells, mDC – mature 
dendritic cells 
* Depicts statistically significant difference in comparison 
to mDC

Early studies combining immunomodulatory drugs and 
chemotherapeutic agents have shown some benefit and 
prompted further investigation into their use as part of 
the medical armamentarium against prostate cancer. Both 
lenalidomide and 5-AzaC have been used in combination 
with other chemotherapeutic agents with variable results 
in the treatment of prostate cancer [17-23]. The addition of 
lenalidomide to 5-AzaC has been shown to be of therapeutic 
benefit in the treatment of certain hematologic malignancies 
[24-27]. The underlying mechanisms identified, theoreti-
cally responsible for the benefit obtained from combination 
therapy, are not confined to hematologic malignancies and 
should apply to a wide variety of solid organ tumors. Our 
findings suggest that there may be a potential benefit in 
combining lenalidomide and 5-AzaC in the treatment of 
prostate cancer and help to further define the underlying 
impact these medications have upon the host immune 
system and tumor cells through the use of a murine model. 

Although our results suggested, consistent with current the-
ory proposed by other studies, that lenalidomide enhances 
dendritic cell proliferation in vitro and in higher doses is 
cytotoxic to murine prostate cancer cells, these results did 
not reach statistical significance. This indicates that with 
further testing, it might be possible to reach statistical sig-
nificance, but that the differences would be small. This find-
ing would seem to indicate that lenalidomide may increase 
dendritic cell proliferation slightly, but that it primarily 
alters immune function through other mechanisms. Flow 
cytometry experiments for the expression of DC markers 
demonstrated approximately 10% increase in the expres-
sion of most DC markers after the exposure to the 0.5 µM 
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concentration of the lenalidomide. Higher concentrations 
did not affect DC markers expression (is it possible that 
higher concentrations of the lenalidomide became suppres-
sive?). Anyway, this seems to be an area in great need of 
future studies. In Contrast, 5-AzaC caused a dose dependent 
decrease in both the proliferation of dendritic cells and 
RM-1 cells. 5-AzaC is a DNA methylation inhibitor and, 
as expected, is cytotoxic to proliferating cells. Despite this 
fact, 5-AzaC appears to activate dendritic cells with the 
increased expression of endothelin receptors and with rise 
in the production of IL-12 and IL-15. A dose dependent 
increase in the production of IL-12 and IL-15 by dendritic 
cells in response to increasing concentrations of 5-AzaC 
when given with TNFα, would in turn activate both the 
innate immune system through its action on natural killer 
cells and the adaptive immune system through its action 
on t helper cells. Though our findings are preliminary and 
need to be repeated, this is in conflict with previous stud-
ies which have suggested that 5-AzaC decreases NK cell 
cytotoxicity and dendritic cell function. It is possible either 
that previous studies mischaracterized the impact 5-AzaC 
has on dendritic cell function by focusing on alternative 
measures of their activity, or it may be that the upregula-
tion of dendritic cell function is counteracted by the direct 
cytotoxic effect on dendritic cell proliferation identified in 
our cell proliferation studies. 

Regardless of its direct impact on immune effector cells, 
it is clear that 5-AzaC increases tumor exposure to the 
immune system through its upregulation of Cancer Testis 
Antigens [2,3, 28-33].  This was confirmed in our study 
in a murine model of prostate cancer. Though, one other 
group has shown its upregulation in response to exposure 
to 5-AzaC in a murine lung cancer cell line, no group has 
specifically looked at the upregulation of P1A expression 
in a murine prostate cancer cell line. With lenalidomide’s 
ability to increase immune responses and 5-AzaC’s ability 
to increase tumor exposure to the immune system, it may 
be possible to treat prostate cancer with this combination 
for patient benefit. 

Conclusion: 5-AzaC appears to activate DC with the in-
creased expression of endothelin receptors and with rise in 
the production of IL-12 and IL-15. 5-AzaC affects IL-12 
production in both immature and mature DC, while it has 
significant impact on IL-15 production only in immature 
DC. 5-AzaC caused a dose dependent decrease in both 
the proliferation of dendritic cells and RM-1 cells. Cell 
proliferation in both DC and RM-1 cells decreased in a 
dose dependent fashion with increasing concentrations 
of 5-AzaC. Increasing concentrations of lenalidomide 
slightly increased proliferation of DC. The differences in 
cell proliferation between groups did not reach statistical 
significance with either DC or RM-1 cells.

Therefore, this combination of epigenetic modifications and 
immunomodulation by 5-AzaC and Lenalidomide should 

increase tumor immunogenicity and it enhanced DC func-
tion; These compounds might have a role in the treatment 
of advanced prostate cancer.
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SUMMARY

MODULATION OF ANTITUMOR IMMUNE RESPONSE IN MOUSE PROSTATE CANCER MODEL

1Mitskevich N., 1Tsertsvadze T., 1Mchedlishvili K., 2Matchavariani K., 3Guruli G.

1Iv. Javakhishvili Tbilisi State University, Division of Immunology and Microbiology; 
2Tbilisi State Medical University, Department of Allergology and Clinical Immunology, Georgia;

3Virginia Commonwealth University, Division of Urology, Richmond VA, USA

Aim of study - prostate cancer is second most common 
cancer in men worldwide, and fifth leading cause of death 
from cancer in men (6.6% of the total men deaths). Un-
fortunately, once cancer spreads outside of prostate, it 
becomes incurable. Androgen deprivation can provide 
some relief, but resistance will develop eventually, and 
at that time no effective treatment options are left to the 
patient. Therefore, the search of alternative treatment mo-
dalities is paramount. In this article we evaluated the role 
of epigenetic modifier 5-azacitidine (5-AzaC) and immu-
nomodulator - Lenalidomide and their possible impact on 
the immune response in the murine prostate cancer model. 

We studied their impact on murine prostate cancer cells 
and on dendritic cells (DC), the most potent antigen-pre-
senting cells known. 

RM-1 is a murine prostate cancer cell line, resembling 
hormone-independent model, which is a lethal variant 
of this disease in humans. Dendritic cells were obtained 
from murine bone marrow. Cell proliferation assays were 
performed to evaluate the effect of 5-AzaC and lenalido-
mide on prostate cancer and DC. Flow cytometry, ELISA 
and real-time PCR was performed to evaluate the effect of 
these compounds on DC and prostate cancer cells. 
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5-AzaC treatment of RM-1 prostate cancer cells and 
DC resulted in the decreased proliferation for both, 
while lenalidomide had no effect. DC were treated 
with lenalidomide and the expression of surface mark-
ers MHC Class I, MHC Class II, CD80, CD86, CD 
205, and CD40 was increased. Secretion of IL-12 and 
IL-15 by DC increased significantly with addition of 
5-AzaC. There was also the change in the expression 
of endothelin receptors on DC, which can affect their 
function. 5-AzaC also resulted in the increased expres-

sion of cancer-testis antigen, P1A, by prostate cancer 
cells. Combination of epigenetic modifications and im-
munomodulation by 5-AzaC and lenalidomide should 
increase tumor immunogenicity and it enhanced DC 
function. Therefore, these compounds might have a 
role in the treatment of advanced prostate cancer.

Keywords: prostate cancer, antitumor immunity, immu-
nomodulatory drugs, lenalidomide, 5-azacitidine, den-
dritic cells.

РЕЗЮМЕ

МОДУЛЯЦИЯ АНТИОПУХОЛЕВОГО ИММУННОГО ОТВЕТА 
В ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ МОДЕЛИ РАКА ПРОСТАТЫ У МЫШЕЙ

1Мицкевич Н.Г., 1Церцвадзе Т.Ш., 1Мчедлишвили К.Н., 2Мачавариани К.Дж., 3Гурули Г.Г.

1Тбилисский государственный университет им. И. Джавахишвили, кафедра иммунологии и микробиологии; 
2Тбилисский государственный медицинский университет, департамент аллергологии и клинической 

иммунологии, Грузия; 3Университет Содружества Вирджинии, департамент урологии, Ричмонд, США

В статье оценена роль эпигенетического модифика-
тора 5-азацитидина (5-AzaC) и иммуномодулятора 
леналидомида и их возможное влияние на иммунный 
ответ в модели рака предстательной железы мыши. 
Изучено их влияние на мышиные клетки рака пред-
стательной железы и дендритные клетки (ДК), кото-
рые известны как наиболее эффективные и антиген-
презентирующие клетки.

RM-1 представляет собой линию клеток рака предста-
тельной железы у мышей, сходную с не зависящей от 
гормонов моделью, которая является смертельной для 
людей. Дендритные клетки были получены из мыши-
ного костного мозга. Проанализировали пролифера-
цию клеток для оценки влияния 5-AzaC и леналидо-
мида на рак предстательной железы и ДК. Проведена 
проточная цитометрия, ELISA и PCR в реальном вре-
мени для оценки влияния этих соединений на ДК и 
клетки рака предстательной железы.

Обработка 5-AzaC-ом RM-1 клеток предстательной 
железы и ДК приводила к уменьшению их пролифе-
рации, тогда как леналидомид не оказывал никакого 
эффекта. ДК обрабатывали леналидомидом и изуча-
ли экспрессию поверхностных маркеров MHC клас-
са I, MHC класса II, CD80, CD86, CD 205 и CD40, 
которая оказалась увеличенной. Секреция IL-12 и 
IL-15 с помощью ДК значительно увеличилась с до-
бавлением 5-AzaC. Наблюдалось также изменение 
экспрессии рецепторов эндотелина на ДК, что мо-
жет повлиять на их функцию. 5-AzaC также приво-
дил к увеличению экспрессии антигена рака яичка, 
P1A, клетками рака предстательной железы. Соче-
тание эпигенетических модификаций и иммуномо-
дуляции с помощью 5-AzaC и Леналидомида долж-
но увеличить иммуногенность опухоли и улучшить 
функцию ДК. Следовательно, эти соединения могут 
играть определенную роль в лечении рака предста-
тельной железы.

reziume

antisimsivnuri imunuri pasuxis modulacia 
prostatis kibos Tagvis eqsperimentul modelSi

1n. mickeviCi, 1T. cercvaZe, 1k. mWedliSvili, 2q. maWavariani, 3g. guruli 

1iv. javaxiSvilis sax. Tbilisis saxelmwifo universiteti, imunologiisa 
da mikrobiologiis kaTedra; 2.Tbilisis saxelmwifo samedicino universiteti, 

alergologiisa da klinikuri imunologiis departamenti, saqarTvelo; 3virjiniis 
Tanamegobrobis universiteti, urologiis departamenti, riCmondi, aSS 

kvlevaSi Sefasebulia epigenetikuri modifi-
katoris - 5-azacitidinis (5-AzaC) da imuno-
modulatoris – lenalidomidis SesaZlo gav-

lena imunur pasuxze prostatis kibos Tagvis 
eqsperimentul modelSi. Seswavlilia maTi 
zemoqmedeba Tagvis prostatis simsivnur da 
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dendritul ujredebze (DC).  gamoyenebulia 
Tagvis prostatis kibos hormondamoukide-
beli modelis msgavsi ujreduli xazi (RM-1), 
romelic adamianisTvis am daavadebis leta-
lur variants warmoadgens.

dendrituli ujredebi miRebuli iqna Tagvis 
Zvlis tvinidan. 5-azacitidinisa da lenalid-
omidis efeqtis Sesafaseblad prostatis 
kibos da dendritul ujredebze Catarda 
ujredebis proliferaciuli kvleva, gamdi-
nare citometria, imunofermetuli analizi 
(ELISA) da polimerazis jaWvuri reaqcia 
realur  droSi. 

5-azacitidinis damatebis Sedegad RM-1 
prostatis kibosa da dendritul ujrede-
bze dafiqsirda proliferaciis daqveiT-

eba; lenalidomidis efeqti ar gamovlinda. 
dendrituli ujredebis lenalidomidiT 
damuSavebis Semdeg dafiqsirda zedapiruli 
markerebis - MHC I, MHC II, CD80, CD86, CD 205 
და CD40  - eqspresiis momateba.  dendritul 
ujredebze 5-AzaC-is damatebam mniSvnelovnad 
gazarda IL-12-is da IL-15-is sekrecia da Secv-
ala endoTelinis receptorebis eqspresia.  
5-AzaC-is damatebis Sedegad, aseve, gaizarda 
prostatis kibos ujredebis mier saTesles 
kibos antigenis eqspresia. 

dadgenilia, rom epigenetikuri modifikacia 
5-azacitidiniT����������������������    ���������������������  da�������������������   ������������������ imunomodulacia����  ���le-
nalidomidiT������������������������������� ������������������������������aZlierebs��������������������� ��������������������simsivnis����������� ����������imunogeno-
bas�������������������������������������� �������������������������������������da����������������������������������� ����������������������������������dendrituli������������������������ �����������������������ujredebis�������������� �������������funqcias�����. ���Se-
sabamisad, SesaZlebelia es naerTebi efeqturi 
iyos  prostatis kibos mkurnalobaSi.

ВЫБОР СПОСОБА МИНИИНВАЗИВНОЙ ПАЛЛИАТИВНОЙ ДЕКОМПРЕССИИ ПРИ 
ЛЕЧЕНИИ БОЛЬНЫХ СО ЗЛОКАЧЕСТВЕННОЙ ОБСТРУКЦИЕЙ ЖЕЛЧЕВЫВОДЯЩИХ 

ПУТЕЙ НА ОСНОВЕ ИЗУЧЕНИЯ БИОХИМИЧЕСКИХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ЖЕЛЧИ

1,2Быков М.И., 3Сепиашвили Р.И., 2Щава В.В., 2Гобаева С.Л., 1Быков И.М., 1Басов А.А.
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В настоящее время миниинвазивные методы деком-
прессии желчевыводящих протоков (ЖВП) являются 
обязательным звеном лечения больных с обструкци-
ей желчных протоков злокачественного генеза. Эти 
методики эффективны и обеспечивают отличные 
результаты при минимальной операционной травме 
[1,10,19]. Предоперационную декомпрессию желч-
ных путей следует проводить во всех случаях дли-
тельно существующей механической непроходимости 
ЖВП как можно в более ранние сроки после предва-
рительной предоперационной подготовки. Сроки пре-
доперационной подготовки и диагностического поис-
ка определяются наличием таких жизненно опасных 
осложнений, как острый холангит и развитие явлений 

печеночной недостаточности, так как только экстрен-
но выполненное миниинвазивное вмешательство поз-
воляет избежать неблагоприятный исход течения за-
болевания.

Все миниинвазивные методы желчной декомпрессии 
по направлению доступа к ЖВП можно условно раз-
делить на антеградные чрескожно-чреспеченочные 
вмешательства, выполняемые с использованием рент-
геноскопического и ультразвукового контроля, ре-
троградные транспапиллярные вмешательства с при-
менением рентгеноскопического и эндоскопического 
оборудования и, реже применяемые, лапароскопичес-
ки-ассистированные операции. По сей день не су-
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ществует универсального способа миниинвазивного 
дренирования билиарного тракта; у каждого из этих 
методов имеются свои преимущества и недостатки, 
начиная от относительной простоты выполнения, 
низкого уровня послеоперационных осложнений и 
летальности, заканчивая необходимостью использо-
вания дорогостоящего оборудования и расходных ма-
териалов [4,9,12,18]. Выбор метода миниинвазивной 
декомпрессии обыкновенно зависит от таких факто-
ров, как уровень препятствия оттоку желчи, наличие 
доступа к проведению дренирующего вмешательства, 
материально техническая и кадровая оснащенность 
лечебного учреждения. Из вышепредставленного 
следует, что лечение механической желтухи злокачес-
твенного генеза – сложная задача, требующая раз-
ностороннего подхода для получения оптимального 
результата. 

С целью длительной паллиативной билиарной деком-
прессии следует отдавать предпочтение вариантам 
миниинвазивных вмешательств с внутренним дре-
нированием, имеющих определенные преимущества 
перед наружным желчеотведением и, прежде всего, 
обеспечивающих физиологичный транзит желчи в 
двенадцатиперстную кишку (ДПК) и лучшее качество 
жизни пациентов. На современном этапе развития эн-
доскопии именно ретроградные методы декомпрессии 
ЖВП являются предпочтительным звеном лечения 
больных с обструкцией желчных протоков злокаче-
ственной этиологии [2,23]. Рациональное примене-
ние таких транспапиллярных методов декомпрессии, 
как эндоскопическая папиллосфинктеротомия, бал-
лонная дилатация и внутрипротоковое бужирование, 
назобилиарное дренирование и различные варианты 
эндобилиарного стентирования позволяют устано-
вить причину и уровень блока ЖВП, а также восста-
новить пассаж желчи в ДПК в 73-95% клинических 
наблюдений [11,21]. При этом эндоскопические ме-
тоды декомпрессии ЖВП могут рассматриваться как 
способ первичного лечения в качестве подготовки к 
радикальному хирургическому лечению [8,17], так и в 
плане окончательного паллиативного вмешательства 
у инкурабельных больных и пациентов преклонного 
возраста с критическим анестезиологическим риском 
[7,20].

Среди недостатков эндоскопического ретроградного 
внутреннего дренирования ЖВП следует выделить 
высокую частоту поздних осложнений, таких как 
регулярные рецидивы механической желтухи и хо-
лангита в связи с обтурацией просвета стента микро-
литами. Эта отрицательная сторона характерна для 
любых билиарных стентов независимо от материала 
изготовления или способа их установки, однако сро-
ки возникновения окклюзии значительно варьиру-
ют в зависимости от различных факторов [5,6,16]. 
Большинство исследователей пришли к выводу, что 

после установки стента происходит покрытие его 
поверхности белково-бактериальной пленкой, состо-
ящей из фибрина, коллагена, фибронектина и имму-
ноглобулина А, далее происходит отложение солей и 
микролитов на поверхности пленки, что в конечном 
итоге приводит к сужению просвета и обструкции эн-
допротеза [3,22]. В литературе недостаточно внима-
ния уделяется проблемам определения выраженности 
метаболических нарушений в желчи, возникающих 
при обструкции ЖВП и отражающих глубину несо-
стоятельности локальной системы неспецифической 
защиты организма, что могло бы значительно влиять 
на выбор декомпрессионного вмешательства. 

Наибольший интерес в выборе той или иной модели 
эндопротеза представляют транспапиллярные дрени-
рующие вмешательства у инкурабельных онкологи-
ческих больных, так как риск развития рецидивной 
механической желтухи или необходимость плановых 
замен стентов требуют повторных госпитализаций, 
анестезий, определенных экономических затрат, что 
не приводит к увеличению продолжительности и 
улучшению качества жизни пациентов. До недавне-
го времени ведущим фактором, определяющим вы-
бор метода паллиативной декомпрессии, в группе 
онкологических больных являлась ожидаемая про-
должительность жизни, которая в основном, зависит 
от размера первичной опухоли, степени физикально-
го статуса пациента по классификации ASA, а также 
генерализации онкологического процесса. При этом 
выбор способа билиарной декомпрессии и модели эн-
допротеза зачастую осуществляется эмпирически, не 
учитывая метаболический статус на местном уровне, 
прежде всего, в желчи. 

Целью исследования явилось изучение основных ме-
таболических нарушений на местном уровне (в жел-
чи) у больных злокачественной обструкцией желче-
выводящих протоков, выявление новых объективных 
диагностических критериев, определяющих выбор 
дренирующего вмешательства и подбор модели эндо-
билиарного стента. 

Материал и методы. Лабораторные показатели, 
отражающие основные метаболические наруше-
ния, изучены в трех различных группах больных: 
I группа (контрольная), которую составили паци-
енты без инструментальных данных, подтверждав-
ших желчнокаменную болезнь и злокачественные 
новообразования органов билиопанкреатодуоде-
нальной зоны (БПДЗ) (n=38); II группа, которую 
составили больные злокачественными новообра-
зованиями органов БПДЗ без клинических и лабо-
раторных проявлений холангита (n=39); III группа 
- больные злокачественными новообразованиями 
органов БПДЗ, осложненными острым холангитом 
(n=24). Для оценки интенсивности свободноради-
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кального окисления в желчи использовали метод 
люминол-зависимой H2O2-индуцированной хеми-
люминесценции, максимум вспышки хемилюми-
несценции (МВХЛ). Площадь хемилюминесценции 
(ПХЛ) измеряли посредством хемилюминотестера 
ЛТ-01 по методике [14] и выражали в условных 
единицах (усл. ед.) и единицах площади (ед. пл.), 
соответственно. Определение антиокислительной 
активности (АОА) желчи проводили амперометри-
ческим методом на анализаторе антиоксидантной 
активности («Яуза-01-ААА») по способу [13], по 
которому сначала при определенном потенциале 
(1,3 В) измеряли электрический ток, возникающий 
при окислении на поверхности рабочего электро-
да стандарта (аскорбиновая кислота в концентрации 
от 0,1 до 8,0 мг/л), на основании полученных дан-
ных выполняли построение калибровочного гра-
фика. Определение содержания холестерина (ХС) 
желчи проводили с помощью набора реактивов 
«Холестерин-22-Витал» (Витал Диагностикс СПб). 
Изучение общих липидов (ОЛ) желчи проводили 
с помощью набора реактивов «Общие липиды» 
(PLIVA-Lachema Diagnostika s.r.o.). 

Для определения литогенности желчи разработан инте-
гральный показатель (ИПЛ), включающий определение 
в желчи у обследуемого (i) показателей липидного об-
мена (ХС, ОЛ) и состояния прооксидантно-антиокси-
дантного баланса (АОА, MВХЛ и ПХЛ), позволяющий 
осуществлять комплексную оценку выраженности дис-
холии [15], рассчитываемый по формуле:

ИПЛi=[(ХСi/ХСk)·(ПХЛi/ПХЛLi·MВХЛi/MВХЛLi)/
(ПХЛk/ПХЛLk·MВХЛk/MВХЛLk)]
[(ОЛi/ОЛk)·(Ki·АОАi/АОАvitCi)/(Kk·АОАk/АОАvitCk)] 

где Ki и Kk – коэффициент разведения – кратность раз-
ведения пробы желчи обследуемого и пробы желчи, 
принятой за контроль, соответственно, при опреде-

лении АОА, и чем больше значение ИПЛi, тем выше 
степень литогенности желчи и соответственно риск 
развития холелитиаза. 

Статистическую обработку экспериментальных дан-
ных проводили в соответствии с методами, приняты-
ми в вариационной статистике, с использованием про-
граммного обеспечения статистического анализа R (R 
Development Core Team, 2008, достоверным считали 
различие при р<0,05).

Результаты и их обсуждение. Анализ биохимичес-
ких показателей на местном (в желчи) и системном 
(в крови) уровнях позволил установить у пациентов 
со злокачественными новообразованиями БПДЗ на-
личие выраженных в различной степени метаболи-
ческих нарушений, прежде всего - дислипидемии и 
дисбаланса прооксидантно-антиоксидантной систем 
с преобладанием прооксидантных факторов. При 
этом, если полученные в результате анализа крови 
данные характеризовались значительной вариабель-
ностью, что несколько затрудняло проведение диа-
гностических мероприятий, то на местном уровне (в 
желчи) изменения таких биохимических субстратов 
как общие липиды, холестерин, антиокислительная 
активность, максимум вспышки хемилюминисценции 
и площадь вспышки хемилюминисценции носили до-
статочно закономерный характер (таблица 1). Наибо-
лее существенные изменения прооксидантно-антиок-
сидантного баланса на системном и местном уровнях 
наблюдались в группах пациентов с развившимся 
воспалительными осложнениями (холангитом). Вы-
шеизложенное характеризовалось, прежде всего, 
значительным повышением интенсивности свободно-
радикального окисления в крови в III группе, у кото-
рых показатели МВХЛ были увеличены в сравнении 
с I группой (p<0,05) на 54,2%, а значения ПХЛ были 
выше, соответственно, в 1,7 раз. Установлено, что в 
крови и желчи во всех клинических группах наблюда-

Таблица 1. Показатели прооксидантно-антиоксидантной системы и липидного спектра в желчи 
у пациентов с механической желтухой (M±m)

Показатель
I группа 

контрольная 
(n = 38)

II группа 
без холангита 

(n = 39)

III группа 
с холангитом 

(n = 24)
МВХЛ, 
усл. ед. 1,92 ± 0,83 1,62 ± 0,51 2,96 ± 0,27

ПХЛ, ед. пл. 171,75 ± 7,3 207,30 ± 3,78* 289,31 ± 7,34*,#

АОА (• 102), мг/л 0,61 ± 0,04 0,25 ± 0,01* 0,17 ± 0,02*,#

ОЛ, г/л 8,06 ± 0,14 3,47 ± 0,24 1,96 ± 0,49*

ХС, ммоль/л 2,99 ± 0,37 2,26 ± 0,23* 1,72 ± 0,36*

ТрГ, ммоль/л 0,66 ± 0,04 0,52 ± 0,01 0,48 ± 0,05
примечание: * – p<0,05 в сравнении с показателями I группы (контроль); 

# – p<0,05 в сравнении с показателями II группы
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лось развитие дисбаланса в функционировании фер-
ментного звена с превалированием дисмутазной ак-
тивности над активностью каталазы и накоплением 
продуктов окислительной модификации. Наиболее 
закономерные изменения рассматриваемых биохи-
мических субстратов выявлены именно в желчи, где 
отмечалось также повышение МВХЛ и ПХЛ пре-
имущественно при воспалительных осложнениях, 
что сопровождалось снижением ее АОА, а также 
увеличением доли ОХС среди ОЛ (таблица 1), со-
провождаясь нарастанием биохимической неста-
бильности желчи. 

Средние значения полученного в проведенном ис-
следовании интегрального показателя литогенности 
желчи у больных со злокачественной обструкцией 
ЖВП (IV группа – без развития холангита и V груп-
па – с развитием холангита) в сравнении со средними 
значениями ИПЛ в контрольной I группе и группах 
больных с холедохолитиазом (II группа – без развития 
холангита и III группа – с развитием холангита) пред-
ставлены на рисунке.

Рис. Изменение интегрального показателя литоген-
ности желчи у пациентов с механической желтухой 
опухолевого генеза
примечание: * – p<0,05 в сравнении с показателями 
I группы; # – p<0,05 в сравнении с показателями II 
группы

Исследования выраженности метаболических нару-
шений на местном уровне, в основе которых лежит 
определение ИПЛ желчи, позволили выделить но-
вые критерии выбора дренирующего вмешательства 
у больных с обструкцией ЖВП при необходимости 
длительной паллиативной декомпрессии. В наших 
исследованиях определяющим критерием выбора яв-
лялся показатель ИПЛ желчи у больных с холедо-
холитиазом (II группа), среднее значение которого 
составило 6,4 ед. лит. Выбор в качестве критерия 
оценки литогенности желчи в клинической практике 
средних значений ИПЛ именно у больных с холедо-

холитиазом (II группа) объясняется тем, что процесс 
холелитогенеза является одной из ключевых причин 
инкрустации билиарных эндопротезов микролитами 
в отдаленном периоде; у пациентов этой группы на-
блюдались минимальные признаки воспалительных 
изменений в ЖВП, а также отсутствовало дополни-
тельное системное влияние, характерное для групп 
больных с опухолевым поражением.

Выбор метода паллиативной декомпрессии в зависи-
мости от полученных данных ИПЛ желчи был осно-
ван на собственных результатах анализа длительности 
функционирования различных моделей применяе-
мых эндопротезов. Согласно полученным данным, 
о сроках функционирования или замены билиарных 
эндопротезов у больных со злокачественными ново-
образованиями БПДЗ установлено, что у полимер-
ных стентов с обычным (стандартным) покрытием 
диапазон значений медианы составляет от 115,5 
до 159,0 суток, у полимерных стентов с двойным 
покрытием – 198,0 суток, а у нитиноловых само-
расширяющихся протезов – 390,0 суток. Диапазон 
длительности функционирования полимерных эн-
допротезов с обычным покрытием обоснован раз-
личными сроками работы этих стентов в зависимо-
сти от локализации опухоли.

Значение ИПЛ желчи, соотнесенное со значениями 
медиан сроков функционирования различных мо-
делей эндопротезов, выявленных в нашем исследо-
вании, легло в основу разработанного нами клини-
ко-диагностического алгоритма выбора стентов для 
паллиативной декомпрессии и времени их плановой 
замены. При этом ожидаемая длительность функци-
онирования эндопротезов может быть пропорцио-
нальна среднему значению ИПЛ желчи II группы. 
В соответствии с вышеизложенным и учетом со-
отношения риска инкрустации различных моделей 
стентов микролитами на фоне индивидуальных по-
казателей ИПЛ желчи разработан определенный ал-
горитм выбора метода паллиативной декомпрессии, 
включающий четыре лечебно-диагностических мо-
дуля (таблица 2).

Согласно выработанному алгоритму у больных с ожи-
даемой продолжительностью жизни менее 6 месяцев, 
ретроградное эндопротезирование ЖВП полимерным 
стентом с обычным покрытием (диаметром 10–11,5 Fr) 
допустимо при значении ИПЛ менее 6,4 ед. лит., а при 
выявлении ИПЛ в диапазоне от 6,4 до 14,6 ед. лит. 
следует имплантировать пластиковый протез с двой-
ным покрытием (диаметром не менее 10 Fr). Ретро-
градное или антеградное эндопротезирование ЖВП 
саморасширяющимся стентом следует выполнять у 
пациентов с ожидаемой продолжительностью жизни 
более 6 месяцев, а также при значении ИПЛ в диапа-
зоне от 14,6 до 64 ед. лит.
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Таблица 2. Критерии выбора метода паллиативной декомпрессии в зависимости 
от значений интегрального показателя литогенности желчи

Лечебно-
диагностичес-

кие модули

Значения ИПЛ, (ед. лит.) 
(кратность средних 

значений показателя II 
группы)

Средний срок 
функциониро-
вания стентов, 

(сутки)

Методы паллиативной билиарной 
декомпрессии

1 Менее 6,4
( <1,0) 115,5–159,0**

Ретроградное эндопротезирование 
ЖВП полимерным стентом с обычным 
покрытием (диаметром не менее 10 Fr)

2 От 6,4 до 14,6
(от 1,0 до 2,2) 198,0

Ретроградное эндопротезирование 
ЖВП полимерным стентом с двойным 
покрытием (диаметром не менее 10 Fr)

3 От 14,6 до 64,0
(от 2,2 до 10,0) 390,0

Ретроградное или антеградное 
эндопротезирование ЖВП нити-

ноловым саморасширяющимся стентом

4 От 64,0 и более
(от 10,0 и более) Не определен Антеградное наружно-внутреннее 

дренирование
примечание: * – оптимально применимый метод декомпрессии, не исключающий использование альтернатив-
ных методик дренирования ЖВП, рекомендуемых в последующих лечебно-диагностических модулях (2, 3, 4); 
** – наличие диапазона длительности функционирования полимерных эндопротезов с обычным покрытием

 в первом лечебно-диагностическом модуле обосновано различными сроками работы этих стентов 
в зависимости от локализации опухоли

Таблица 3. Критерии прогнозирования приближенных сроков возможной обтурации стентов 
при первичном протезировании

Модель
стента

Значение 
ИПЛ 

желчи 
(ед. лит.)

Сроки
плановой

госпитализации *

Рекомендации при плановых осмотрах 
и госпитализациях у больных с 

функционирующими полимерными стентами

Стент **
(стандартное 

покрытие)
Менее 6,4 3–4 месяца

Санация билиарного эндопротеза с забором 
желчи, определением ее ИПЛ и решением 

вопроса о необходимости замены стента согласно 
выработанному алгоритму

Стент **
(стандартное 

покрытие)
Более 6,4 До 2 месяцев

Решение вопроса о необходимости двухэтапного 
ведения с санацией ЖВП через установливаемый 

НБД и замена стента согласно выработанному 
алгоритму

Стент **
(двойное 

покрытие)
Менее 6,4 До 6 месяцев

Решение вопроса о необходимости двухэтапного 
ведения с санацией ЖВП через устанавливаемый 

НБД и замена стента согласно выработанному 
алгоритму

Стент **
(двойное 

покрытие)
Более 6,4 До 3 месяцев

Санация билиарного эндопротеза с забором 
желчи, определением ее ИПЛ и решением 

вопроса о необходимости замены стента согласно 
выработанному алгоритму

примечание: * – при условии динамического наблюдения за пациентами; ** – диаметр ≥ 10 Fr

Целесообразность применения методики антеградного 
наружно-внутреннего дренирования, вне зависимо-
сти от ожидаемой продолжительности жизни у паци-
ентов со значением ИПЛ, превышающим 64 ед. лит., 
определена возможностью периодической санации 
ЖВП и протеза в амбулаторных условиях из-за вы-
сокого риска его обтурации и развития гнойных ос-
ложнений.

Учитывая полученные в ходе работы результаты, ко-
торые доказали непосредственное влияние выражен-
ности воспаления в ЖВП на формирование ИПЛ жел-
чи, считаем обоснованным применение двухэтапной 
тактики лечения больных, поступающих в стационар 
с клинико-инструментальными и эндоскопическими 
признаками гнойного холангита. В такой ситуации 
первым этапом устанавливается назобилиарное дре-



52

	
МЕДИЦИНСКИЕ НОВОСТИ ГРУЗИИ

CFMFHSDTKJC CFVTLBWBYJ CBF[KTYB

нирование (НБД) с целью дозированной декомпрес-
сии, местного лечения холангита и затем забора желчи 
для определения в ней ИПЛ, на основании значения 
которого проводится выбор оптимальной модели эн-
допротеза, имплантируемого на втором этапе.

Возможность с помощью комплексной оценки 
определять ИПЛ желчи и степень снижения в ней 
антиоксидантных факторов позволила прогнози-
ровать приближенные сроки обтурации билиарных 
стентов. Поэтому в группе больных с отсутствием 
клинико-инструментальных данных и макроскопи-
ческих признаков острого гнойного холангита, ко-
торым обычно одноэтапно выполнялось эндопроте-
зирование, интраоперационно осуществлялся забор 
желчи через стерильный катетер для проведения 
ее биохимического анализа и определения ИПЛ с 
целью обоснования рекомендаций сроков плановой 
госпитализации для решения вопроса о необходи-
мости замены или санации установленного стента 
(таблица 3). При одномоментной установке нитино-
ловых саморасширяющихся стентов динамические 
плановые осмотры должны проводиться с учетом 
клинической ситуации и индивидуальных значений 
ИПЛ желчи, однако не менее одного раза в шесть 
месяцев.

Заключение. Таким образом, возможность иссле-
дования выраженности метаболических наруше-
ний при различных заболеваниях БПДЗ на местном 
уровне (в желчи) на основании определения ее ИПЛ 
позволила оптимизировать алгоритм выбора метода 
декомпрессии ЖВП, направленного на предупреж-
дение ранней обтурации эндопротезов. Включение 
дополнительных критериев оценки дисхолии по-
зволило обеспечить адекватную тактику ведения 
больного в послеоперационном периоде, а также 
обосновать необходимость проведения лечебных 
мероприятий, направленных на профилактику от-
даленных осложнений эндобилиарного стентирова-
ния. Мультидисциплинарный подход к анализу па-
тологических процессов, протекающих у больных 
с механической желтухой, позволяет предположить, 
что повышение эффективности диагностичес-ких 
мероприятий, выявляющих дисхолию и определя-
ющих риск литогенеза путем комплексной оценки 
метаболических нарушений на местном уровне по 
показателям липидного обмена и прооксидантно-
антиоксидантного баланса в желчи, позволит, в 
том числе, осуществлять оптимальный выбор би-
лиарной декомпрессии и своевременно проводить 
полноценную и, при необходимости, длительную 
коррекцию холестаза. 

Работа выполнена при поддержке Министерства здра-
воохранения Российской Федерации от 28.01.2015 г. 
ч. 1, раздел 1.
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SUMMARY

SELECTION OF MINI-INVASIVE PALLIATIVE 
DECOMPRESSION METHOD IN PATIENTS 
WITH MALIGNANT OBSTRUCTION OF BILIARY 
DUCTS BASED ON THE STUDY OF BIOCHEMI-
CAL BILE INDEXES

1,2Bykov M., 3Sepiashvili R., 2Shchava V., 
2Gobayeva S., 1Bykov I., 1Basov A.

1Kuban state medical university, Krasnodar, Russia; 2Sci-
entific research institute of the Ochapovsky regional clin-
ic of the ministry of Public health of Russia, Krasnodar, 
Russia; 3Peopels Friendship University of Russia,(RUDN 
University), Moscow, Russia 

The article gives our own experience in the determina-
tion and study of additional laboratory criteria (total 

lipids, cholesterol, maximum and area chemilumines-
cence, antioxidant activity) at the local level (in bile) 
in patients with bile duct obstruction of malignant eti-
ology. Constellation of metabolic disorders allowed to 
propose an original method for determining the litho-
genicity of bile (integral indicator of lithogenicity). 
The obtained data made it possible to justify the need 
to assess the degree of metabolic disturbances in bile, 
on the basis of which it is possible to predict the risk of 
lithogenesis and the duration of stent operation, which 
in turn helped optimize the algorithm for choosing the 
method of bile ducts decompression aimed at prevent-
ing early obturation of endoprostheses.

Keywords: mechanical jaundice, endobiliary stenting, in-
tegral indicator of bile lithogenicity.

РЕЗЮМЕ

ВЫБОР СПОСОБА МИНИИНВАЗИВНОЙ 
ПАЛЛИАТИВНОЙ ДЕКОМПРЕССИИ ПРИ ЛЕ-
ЧЕНИИ БОЛЬНЫХ СО ЗЛОКАЧЕСТВЕННОЙ 
ОБСТРУКЦИЕЙ ЖЕЛЧЕВЫВОДЯЩИХ ПУТЕЙ 
НА ОСНОВЕ ИЗУЧЕНИЯ БИОХИМИЧЕСКИХ 
ПОКАЗАТЕЛЕЙ ЖЕЛЧИ

1,2Быков М.И., 3Сепиашвили Р.И., 2Щава В.В., 
2Гобаева С.Л., 1Быков И.М., 1Басов А.А.

1Федеральное государственное бюджетное образова-
тельное учреждение высшего образования«Кубанский 
государственный медицинский университет» Мини-
стерства здравоохранения Российской Федерации, 
Краснодар, Россия; 2ГБУЗ «Научно-исследователь-
ский институт - Краевая клиническая больница №1 
им. проф. С.В. Очаповского» Министерства здраво-
охранения Краснодарского края, Краснодар; 3Россий-
ский университет дружбы народов, Москва, Россия

Целью исследования явилось изучение основных ме-
таболических нарушений на местном уровне (в жел-
чи) у больных злокачественной обструкцией желче-
выводящих протоков, выявление новых объективных 
диагностических критериев, определяющих выбор 
дренирующего вмешательства и подбор модели эндо-
билиарного стента. Констелляция метаболических 
нарушений позволила предложить оригинальный 
способ определения литогенности желчи (инте-
гральный показатель литогенности). Полученные 
данные позволили обосновать необходимость оцен-
ки степени метаболических нарушений в желчи, на 
основании которых можно прогнозировать риск ли-
тогенеза и сроки функционирования стентов, что, в 
свою очередь, позволяет оптимизировать алгоритм 
выбора метода декомпрессии желчевыводящих про-
токов, направленного на предупреждение ранней 
обтурации эндопротезов.
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kvlevis mizans warmoadgenda naRvelSi  
ZiriTadi  metaboluri darRvevebis Seswavla 
avadmyofebSi sanaRvle gzebis avTvisebiani  
etiologiis obstruqciiT; axali obieqturi  
diagnostikuri kriteriumebis gamovlena 
endobiliaruli stentis modelis SerCevis 
mizniT.  metaboluri darRvevebis konstela-
ciam ganapiroba naRvlis  liTogenobis 
(liTogenobis  integraluri maCvenebeli) 

gansazRvris originaluri meTodis Se-
muSaveba. miRebulma monacemebma cxadhyo 
naRvlis metaboluri darRvevis xarisxis 
dadgenis aucilebloba liTogenezis riskis 
da stentebis funqcionirebis vadebis gansaz-
RvrisaTvis, ramac, Tavis mxriv,  uzrunvelyo 
sanaRvle gzebis dekompresiis algoriTmis 
optimizireba endoproTezebis adreuli ob-
turaciis Tavidan acilebis mizniT.

reziume

miniinvaziuri  paliatiuri  dekompresiis meTodis  SerCeva sanaRvle gzebis avTvisebiani 
obstruqciis dros  naRvlis  bioqimiuri parametrebis  Seswavlis safuZvelze
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LATENT TUBERCULOSIS POTENTIAL BIOMARKERS: REACTIVATION OF INFECTION

Pantsulaia I., Kikodze N., Chikovani T.

Tbilisi State Medical University, Vl. Bakhutashvili Institute of Medical Biotechnology, Georgia

Active and Latent Tuberculosis
Tuberculosis, although a curable disease, continues to 
be one of the most important infectious causes of death 
worldwide. Despite substantial investments and progress 
made in expansion of directly observed therapy short course 
(DOTS) strategy, improved treatment completion rates and 
inadequate case detection remains a major obstacle for 
global control of Tuberculosis. TB still causes 1.5 million 
deaths and 10 million new cases per year [31]. Georgia has 
one of the highest TB burdens in Eastern Europe. Accord-
ing to the World Health Organization global report (http://
www.euro.who.int/data) an approximately 3850 TB cases 
were identified in Georgia, 6.8% of which were multi-drug 
resistant. The causative organism, Mycobacterium tubercu-
losis, has been estimated to effect nearly 2 billion people 
worldwide but only 10% of these infected individuals 
will develop the active disease within 1–2 years. In rest of 
population, M. tuberculosis will enter the dormant phase 
and likely will have a lifelong persistence with no signs of 
disease. These individuals are carriers of the pathogen and 

represent slow-release reservoirs. Latent carriers harbor a 
2–23% lifetime risk of developing reactivation tubercu-
losis due to concomitant infections, malnutrition or other 
factors [10,11,18,21,23,40]. After exposure to an active 
case of TB–especially, intensive and durable exposure to 
a highly infectious index case with cavitary TB and poor 
cough etiquette - LTBI may ensue. Young individuals and 
those with reduced protective immunity stand the highest 
chance of developing TB following exposure: pregnant 
women, those with HIV coinfection, but to a lesser degree 
also those with diabetes, etc. [41].

Latent infection can only be reduced by firstly identifying 
those who are infected. Once people with latent infection 
have been identified they can be given preventative therapy, 
which will eliminate the M. tuberculosis and, consequently, 
prevent conversion to active disease through elimination of 
the onward progression of the disease [18,23]. Despite an 
international strategy implemented in over 182 countries 
worldwide, the correct diagnosis of TB stages in patients 
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remains one of the main problems and the lack of the 
accurate diagnosis leads to an unacceptable burden of hu-
man suffering and to a waste of precious resources in poor 
countries [1,2,14,15].

Tuberculosis Immunology: Cytokine and immune cells
Bacterial persistence and latency that are crucial compo-
nents for M. tuberculosis virulence has been proven to be 
extremely difficult to diagnose. The latent bacterium does 
not replicate and, therefore, cannot be cultured and 
identify in vitro. The only possible method to diagnose 
the dormant M. tuberculosis infection is by detecting the 
host immunological memory to this pathogen. In order 
to adequately tailor diagnostic tests for TB, it is essential 
to understand the interplay between M. tuberculosis and 
the immune system that leads to development of latent 
infection [7].

M. tuberculosis has shown to be capable altering the 
cytokine balance during host infection by modulating 
expression of both inflammatory and anti-inflammatory 
molecules and cells [7-9,13,22]. Pathogen that gains entry 
to the host through the respiratory tract is preferentially 
phagocytized by alveolar monocytes and tissue macro-
phages. Once ingested by macrophages, cytokines such 
as IL-12, IL-23, IL-7, IL-15 and TNF-a are secreted and 
several T-cell populations are activated. T cells produce 
the effector cytokine IFN-g, which activates macrophages 
in conjunction with TNF-a for efficient killing of intra-
cellular bacteria [12,29]. The mycobactericidal effector 
mechanisms are actively suppressed through CD4+ Th2 
cells, producing immunosuppressive cytokines such as 
IL-4, and CD4+CD25+FoxP3+ regulatory T (Treg) cells 
producing IL-10 and TGF-b [8,17]. In addition, CD8+ 
cytotoxic T cells can eliminate intracellular mycobacteria 
through granulysin and perforin-mediated pathways. A new 
subset of T helper cells called Th17 cells, that are produced 
in the presence of IL-23 and are characterized by produc-
tion of IL-17, have identified as the important modulators 
of inflammation and recall memory responses during M. 
tuberculosis infection [3,16,30]. Th17 cells can recruit 
neutrophils, monocytes, CD4+ T cells producing IFN-γ, 
and stimulate chemokine expression. However, it has been 
shown that IFN-γ can suppress IL-17 producing Th17 cells. 
There is a complex cross-regulation of Th1, Th2, Th17 and 
Treg cell responses during M. tuberculosis different phases 
of infection and the precise role of individual responses in 
protective immunity remain controversial. There is no gold 
standard for the diagnosis of latent TB infection (LTBI). 
Tuberculin skin test (TST) is the most used screening 
method for diagnosis both latent tuberculosis infection and 
active tuberculosis infection (ATBI). However, the skin in-
duration, caused by the sequential cutaneous infiltration of 
neutrophils, macrophages and lymphocytes including Treg 
cells, does not necessarily indicate the presence of viable 
M. tuberculosis in the tissues of asymptomatic individuals 
[32]. This method can also lead to the false positive results 

due to priore vaccination with Bacillus Calmette Guérin 
(BCG) or non-tuberculous mycobacterium infection. 

Immune reactions and Biomarkers in latent tuberculosis 
Quantitative and relatively specific TB antigen-driven 
(ESAT-6, CFP-10, TB 7.7) T cell responses using peripheral 
blood mononuclear cells (PBMC) have been investigated 
for their utility in diagnosing TB infection (IGRA - Inter-
feron- release assay) [5,6]. The IGRA are more specific 
and correlate well with the magnitude of exposure to M. 
tuberculosis. However, an important limitation of these as-
says is that, similarly to TST, they measure T-cell priming 
and not the viable bacterium. In addition, although IGRA 
are useful for the diagnosis of LTBI in low-burden settings, 
they cannot be used to distinguish LTBI from active disease 
using PBMC or whole blood. These assays can diagnose 
the active TB when using cells from the site of disease such 
as lung and cerebrospinal fluid. As an alternative approach, 
the assessment of expression levels of multiple cytokines 
likely will provide more effective results than reliance on 
a single marker.

Petruccioli et al [26] show that the quality of the T lym-
phocyte immune response to M. tuberculosis antigens is 
also heterogeneous among LTBI subjects. The subgroup of 
LTBI subjects with a positive QFT test presents a similar 
profile of T lymphocyte response to the latency antigen 
HBHA than patients with TB disease, characterized by a 
high frequency of TNF-αsingle+ CD4+ T lymphocytes. In 
contrast, the QFT- LTBI subgroup was characterized by a 
dominance of IFN-γsingle+CD4+ T lymphocytes.

The IFN-γ-induced protein (IP-10) assay has been shown 
to be more sensitive assay than IFN-γ for detection of M. 
tuberculosis [20,25,26,28,39] has shown that measuring the 
multiple host marker (IFN-γ, IL-4 and IL-4δ2) expressions 
ex vivo, without in vitro antigen stimulation, can provide 
useful insight into the progression of TB disease. In fact, 
it represents the ongoing immune and existing effector 
response. The potential downside of this method is that 
these responses may not be the TB specific [38,39]. The 
data from Chegou and colleagues suggest that active TB 
can be accurately differentiated from LTBI by utilizing 
adaptations of the commercial Quantiferon test. This assay 
is based on detection of EGF, sCD40L, MIP-1β, VEGF, 
TGF-α or IL-1α in supernatants of antigen stimulated 
PBMC cells [6,26]. Recently, Stern et al [34] have reported 
the molecular signature of active TB infection that differed 
from the latent TB. In particular, genes encoding IL-7, IL-2, 
IL-6, and IFN-1 interleukins and IL-1R2 and IL-18R1 in-
terleukin receptors were up-regulated in active TB patients 
and absent in LTBI individuals. While IL-17 and IGFBP3 
genes showed significant expression in LTBI compared 
to active TB cases, IL-15 was down-regulated in LTBI, 
but not during active TB infection. The gene networking 
studies, covering the cellular immune responses during M. 
tuberculosis pathogenesis at different stages of infection, 
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can be used for identification of specific TB biosignatures 
driven by the host-pathogen interaction [37].

Moreover, Won et al [41] investigate the three unstimulated 
biomarkers (IL-8, IL-13, and VEGF) and 5 Mtb-specific 
biomarkers (IFN-γ, IL-2, IL-3,IP-10, and VEGF) were 
significantly different between active TB and non-active TB 
groups. They found that combinations of three cytokine bio-
markers resulted in the accurate prediction of 92.1-93.7% 
of Mtb-infected cases and 92.3-100% of HCs, respectively. 
Moreover, combinations of five biomarkers accurately 
predicted 90.9-100% of active TB cases and 80-100% of 
LTBI subjects, respectively. In discriminating between 
active TB and non-active TB regardless of QFT results, 
combinations of six biomarkers predicted 79.2-95.8% of 
active TB cases and 67.9-89.3% of non-active TB subjects. 
These data suggest that combinations of whole blood Mtb 
antigen-dependent cytokines could serve as new biomark-
ers to determine TB disease states. Especially, VEGF is 
highlighted as a key biomarker for reflecting active TB, 
irrespective of stimulation. 

Concerning the qualitative differences in immune responses 
observed between TB disease and LTBI, conflicting find-
ings were previously reported, particularly on the role of 
IFN-γ+TNF-α+IL-2+ triple positive T cells, which has been 
proposed as a hallmark of TB disease [27], as well as of 
LTBI [19]. In addition, recent vaccine trials have revealed 
that these multifunctional triple positive cells not neces-
sarily offer protection in humans [33,35]. 

Although many studies investigate the TB biomarker, 
only handfuls were identified which have been clinically 
validated and are associated with risk of TB or progression 
of disease. The longitudinal cohort studies is required with 
careful clinical characterization of participants into TB 
infection and disease groups to validate the accuracies and 
the cut-off values of the markers for active and latent TB 
diagnosis. Moreover, promising biomarkers and biomarker 
signatures which can distinguish various stages within la-
tency are urgently needed in order to prioritize those LTBI 
subjects with the highest risk to reactivate the infection as 
the primary target population for preventive therapy.
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SUMMARY 

LATENT TUBERCULOSIS POTENTIAL BIOMAR-
KERS: REACTIVATION OF INFECTION

Pantsulaia I., Kikodze N., Chikovani T.

Tbilisi State Medical University, Vl. Bakhutashvili Institute 
of Medical Biotechnology, Georgia

Tuberculosis continues to be one of the most important 
infectious causes of death worldwide. Despite substantial 
investments and progress made in expansion of directly 
observed therapy short course (DOTS) strategy, improved 
treatment completion rates and inadequate case detection 
remains a major obstacle for global control of Tubercu-
losis. The global case detection rate has increased from 
28% to 60%.

However, it is estimated that approximately 50% of patients 
with tuberculosis are still not diagnosed or treated appropri-
ately. The current diagnostics tests (tuberculin skin test and 
interferon-gamma release assays) poorly predict who will 
develop active disease and the therapeutic options available 
are not optimal for the scale of the intervention that may 
be required. In this article, we discuss a basis of current 
understanding of latent TB and highlight their biomarkers.  
We conclude that the identification new biomarkers which 
can distinguish various stages within latency are urgently 
needed in order to prioritize those LTB individuals with 
the highest risk to reactivate the infection.

Keywords: latent tuberculosis, interferon test, biomarkers. 
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РЕЗЮМЕ

ПОТЕНЦИАЛЬНЫЕ БИОМАРКЕРЫ ЛАТЕНТ-
НОГО ТУБЕРКУЛЕЗА: РЕАКТИВАЦИЯ ИНФЕК-
ЦИИ

Панцулаиа И.Дж., Кикодзе Н.О., Чиковани Т.И.

Тбилисский государственный медицинский универси-
тет, Институт медицинской биотехнологии им. 
Вл. Бахуташвили, Грузия

Несмотря на солидные инвестиции и достигнутый 
прогресс в экспансии лечения под непосредственным 
наблюдением и стратегии ускоренного курса амбу-
латорной терапии, туберкулез по сей день остается 
основной причиной смертности во всем мире. Число 
клинических случаев заболевания возросло от 28% 
до 60%. Кроме того, в большинстве случаев диагноз 
своевременно не установлен и не проведено соответ-
ствующее лечение. 

Исходя  из вышеизложенного, проведен анализ ретро-
спективной и текущей научной медицинской литерату-
ры по вопросам обнаружения новых иммунологичес-
ких тестов и биомаркеров по выявлению латентного 
туберкулеза. В результате ознакомления с большим 
потоком информации по указанному вопросу авторы 
статьи считают необходимым проведение дальнейшей 
идентификации и оценку новых биомаркеров, которые 
позволят дифференцировать разные стадии латентного 
туберкулеза и обеспечат выявление групп с высоким 
риском реактивации инфекции.

reziume

latenturi tuberkulozis SesaZlo bio-
markerebi: infeqciis reaqtivacia

i. fanculaia, n. qiqoZe, T. Ciqovani

Tbilisis saxelmwifo samedicino univer-
siteti, vl. baxutaSvilis saxelobis samedi-
cino bioteqnologiis instituti, Tbilisi, 
saqarTvelo

sadReisod tuberkulozis drouli da 
swrafi gamovlena jer kidev mniSvnelovan 
problemad  rCeba. janmrTelobis msoflio 
organizaciis gaangariSebiT, msoflioSi aqti-
uri tuberkuloziT yovelwliurad avaddeba 
9 milionamde adamiani da kvdeba 2 milionze 
meti. savaraudod, tuberkuloziT daavadebul-
Ta 50% jer kidev ar aris diagnostirebuli, 
vinaidan arsebuli sadiagnostiko testebiT  
ver xerxdeba latenturi tuberkulozis aq-
tiur formaSi gadasvlis adreuli gamovlena 
da, Sesabamisad, daavadebis  prevencia. winamde-
bare statiaSi mimoxilulia Tanamedrove da 
retrospeqtuli literatura latenturi tu-
berkulozis dros ganviTarebuli imunuri pa-
suxis da misi SesaZlo biomarkerebis Sesaxeb. 
arsebul monacemebze dayrdnobiT, avtorebi 
daaskvnian, rom latenturi tuberkulozis 
stadiebis ganmasxvavebeli biomarkerebis 
identifikacia aqtualur sakiTxs warmoad-
gens. masze dayrdnobiT SesaZlebeli iqneba 
infeqciis reaqtivaciis yvelaze maRali risk-
jgufis individebis gamovlena latenturi 
tuberkuloziT daavadebulebSi.

АНТИРЕТРОВИРУСНАЯ ТЕРАПИЯ И РИСК ПРОГРЕССИРОВАНИЯ ФИБРОЗА ПЕЧЕНИ 
У БОЛЬНЫХ, КОИНФИЦИРОВАННЫХ ВИЧ/ВГС 

Аристанбекова М.С., Балмасова И.П., Малова Е.С., Сепиашвили Р.И.

Российский университет дружбы народов, Москва, Российская Федерация

Примерно 7 миллионов нселения на планете хрони-
чески коинфицированы вирусом иммунодефицита 
человека (ВИЧ) и вирусом гепатита С (ВГС) [18,19]. 
Исследование коинфекции ВИЧ/ВГС показало, что 
возбудители в значительной мере влияют друг на 
друга, усугубляя течение инфекционного процесса и 
отражая этапы борьбы человечества с указанными за-

болеваниями. Так, введение в клиническую практику 
20 лет назад антиретровирусной терапии (АРТ) значи-
тельно повлияло на продолжительность жизни ВИЧ-
инфицированных пациентов и вывело на первый план 
роль хронического гепатита С как наиболее частого 
коморбидного состояния и одну из главных причин 
прогрессирования заболевания в его наиболее тяже-
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лую форму [8]. Медицинские работники столкнулись 
с фактом, что коинфекция ВИЧ/ВГС имеет не только 
более тяжелое течение, но и в значительной степени 
определяет летальность среди пациентов за счет бы-
строго прогрессирования поражения печени [21,24]. 

Воздействие антиретровирусной терапии на течение 
ВИЧ-инфекции сомнений ни у кого не вызывает, но ее 
влияние на прогрессирующее течение фиброза печени 
по сей день остается недостаточно изученным. По-
казано, что АРТ несколько снижает прогрессирование 
фиброза и риск цирроза печени, при этом по мере со-
вершенствования АРТ изменяется и риск [16,17,22]. В 
частности, вызванное АРТ падение вирусной нагрузки 
ВИЧ оказывает дополнительное независимое влияние на 
повреждение печени и развитие ее декомпенсации [4,15].

Успешный ответ на АРТ среди коинфицированных 
пациентов ассоциирован с ростом клеточного иммун-
ного ответа на ВГС, снижением уровня РНК ВГС и 
элиминацией данного возбудителя [12,14,22]. В связи 
с этим при коинфекции рекомендуется начинать АРТ 
уже на ранних стадиях ВИЧ-инфекции [9,23,25]. На-
чало лечения ВИЧ-инфекции перед значительным 
падением числа CD4+ Т-клеток позволяет сохранить 
ВГС-специфический иммунный ответ и предотвратить 
прогрессирование фиброза печени [6]. Применение 
АРТ у коинфицированных пациентов снижает возмож-
ность декомпенсации печени и развития летального 
исхода. Тем не менее, при коинфекции ВИЧ и ВГС 
летальность остается выше, чем у моноинфицирован-
ных пациентов [7], так как ВИЧ, как стало известно 
в последние годы, способствует репликации ВГС и 
ускоряет прогрессирование фиброза печени [11,20]. 

Ранее нами показано, что на прогрессирование фиброза 
печени у больных, коинфицированных ВИЧ/ВГС, в 
значительной мере влияет порядок инфицирования 
больных этими патогенами. Установлено, что прогрес-
сирующий характер фиброз печени у коинефициро-
ванных пациентов принимает гораздо чаще в случаях, 
когда ВИЧ поступает в организм раньше, чем ВГС. 
Эта категория больных отнесена к группе высокого 
риска прогрессирования фиброза печени, в то время 
как пациенты, у которых первым патогеном служил 
ВГС, составили группу наименьшего риска. Группа 
высокого риска отличалась от группы наименьшего 
риска при коинфицировании ВИЧ/ВГС не только по 
частоте встречаемости прогрессирующего течения фи-
броза печени, но и достоверно более высокой вирусной 
нагрузкой ВИЧ, и более низким содержанием в крови 
числа CD3+CD4+ клеток [1,5].

В связи с вышеизложенным, целью данного иссле-
дования явилось определение характера влияния 
противовирусной терапии на развитие фиброза печени 
у больных, коинфицированных вирусом иммунодефи-

цита человека и вирусом гепатита С, в зависимости от 
порядка поступления патогенов в организм пациента.

Материал и методы. В течение 1 года под наблюде-
нием находились 314 больных с верифицированным 
диагнозом коинфекции ВИЧ/ВГС. Около 67% больных 
были поражены генотипом 1b ВГС, 1% - генотипом 
2а, а остальные - генотипом 3а. Все больные являлись 
потребителями наркотических средств.

Среди всех наблюдаемых больных у 106 установлен 
порядок инфицирования ВИЧ и ВГС, из них у 61 паци-
ента первым поступившим патогеном был вирус имму-
нодефицита человека, а у 45 больных инфицирование 
ВИЧ происходило уже при имеющемся хроническом 
гепатите С, т.е. первым патогеном был ВГС. Разница 
во времени инфицирования разными патогенами со-
ставила от 1 года до 3 лет.

Всем пациентам в течение всего срока наблюдения 
проводилась транзиентная эластометрия печени с опре-
делением стадии фиброзного процесса. Большинство 
обследованных пациентов в начале исследования на-
ходились на стадии отсутствия фиброзных изменений 
- 42%-47%, далее по частоте следует стадия начала 
фиброзного процесса - 17%-20%, затем - стадии F2 и 
F4 - 14%-15%, и наименьшее число больных было на 
стадии выраженного фиброза F3 - 8%. В течение года 
наблюдения происходило определенное изменение 
стадий фиброзного процесса как в сторону увеличения, 
так и в сторону снижения. При росте показателей эла-
стометрии более, чем на 10%, фиброз печени считался 
прогрессирующим, при падении на эту же величину - 
регрессирующим, а остальные пациенты относились к 
группе стабильного течения фиброза печени.

В зависимости от проводимого лечения все наблюда-
емые больные были подразделены на две группы: (1) 
получавшие антиретровирусную терапию (АРТ) - 151 
больной; (2) не получавшие ни один из видов противо-
вирусной терапии - 163. 

В настоящем исследовании применялись следующие 
группы препаратов антиретровирусного действия: (1) 
нуклеозидные ингибиторы обратной транскриптазы 
ВИЧ (ламивудин, никавир, видекс, эпивир, зиаген, ви-
розет, стаг), в том числе и комбинированные (комбивир, 
кивекса, вирокомб); (2) ненуклеозидные ингибиторы 
обратной транскриптазы ВИЧ (стокрин, интеленс, ви-
рамун); (3) ингибиторы протеазы ВИЧ (калетра, телзир, 
презиста, ритонавир, реатаз, вирасепт); (4) ингибиторы 
интегразы ВИЧ (исентресс).

Препараты использовались в различных комбинациях. 
Чтобы анализируемые группы были референтными, 
рассматривались две категории комбинированного 
применения препаратов для АРТ: схема № 1 - только 
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ингибиторы обратной транскриптазы в различных 
сочетаниях - у 72 пациентов; схема № 2 - ингибиторы 
обратной транскриптазы в сочетании с ингибиторами 
протеазы или интегразы - у 79 пациентов.

Статистический анализ полученных результатов про-
водился с использованием пакета статистических про-
грамм SPSS, версия 21. 

Результаты и их обуждение. В процессе исследования, 
прежде всего, осуществлялось сопоставление двух 
групп - при проведении и в отсутствие антиретрови-
русной терапии. 

Статистическая обработка осуществлялась методом 
однофакторного дисперсионного анализа (ONE WAY 
ANOVA), позволяющего проводить сопоставление рас-
пределения частоты встречаемости каждого варианта 
течения фиброза печени в сравниваемых группах с 
определением критерия Фишера и его достоверно-
сти. Результаты такого исследования представлены в 
таблице 1.

Как показывают результаты статистической обработ-
ки, взаимосвязь между приемом антиретровирусной 
терапии и характером течения фиброзного процесса 

оказалась высокодостоверной. В случаях, когда боль-
ные коинфекцией ВИЧ и ВГС не получали АРТ, у них 
в 1,3 раза чаще отмечалось прогрессирующее течение 
фиброза печени и в 1,8 раза реже - регрессирующее.

Учитывая высокую степень влияния АРТ на течение 
фиброза печени, была реализована попытка опреде-
лить, какая схема лечения оказывает наибольшее воз-
действие на фиброзный процесс. Результаты анализа 
взаимосвязи между схемой лечения и течением фиброза 
печени представлены в таблице 2. 

Данный фрагмент исследований позволил выявить 
следующую закономерность. В случаях, когда для 
АРТ использовались только препараты ингибиторов 
обратной транскриптазы, частота встречаемости про-
грессирующего течения фиброза печени была в 2,2 раза 
выше, чем в случае сочетания ингибиторов обратной 
транскриптазы и протеазы или интегразы. Более того, 
регрессирующее течение в первом случае наблюдалось 
в 2,5 раза реже, чем во втором.

Таким образом, судя о взаимосвязи АРТ и течения 
фиброза печени, можно утверждать, что к группе риска 
прогрессирующего фиброза следует отнести не только 
пациентов с отсутствием АРТ, но и коинфицированных 

Таблица 1. Сравнительный анализ характера течения фиброза печени 
на фоне антиретровирусной терапии у больных, коинфицированных ВИЧ и ВГС 

Течение фиброза 
печени

Частота встречаемости ONE WAY ANOVA
Проводилась АРТ 

n=151, абс. (%)
АРТ не проводилась 

n=163, абс. (%) F р

Прогрессирующее 
течение, n = 114 48 (31,8) 66 (40,5)

91,023 <0,001*Стабильное течение, 
n = 121 54 (35,8) 67 (41,1)

Регрессирующее 
течение, n = 79 49 (32,4) 30 (18,4)

примечание: n - число больных в группе; F - критерий Фишера, р - вероятность различий 
в распределении данных по группам; * - достоверность различий при р<0,05

Таблица 2. Характер течения фиброза печени в зависимости 
от схемы антиретровирусной терапии у больных, коинфицированных ВИЧ и ВГС 

Течение фиброза печени
Частота встречаемости ONE WAY ANOVA

Схема АРТ № 1 
n=72, абс. (%)

Схема АРТ № 2 
n=79, абс. (%) F р

Прогрессирующее течение, 
n=48 32 (44,4) 16 (20,2)

8,624 <0,001*Стабильное течение, 
n=54 27 (37,5) 27 (37,5)

Регрессирующее течение, 
n=49 13 (18,1) 36 (45,5)

примечание: n - число больных в группе; F - критерий Фишера, р - вероятность различий 
в распределении данных по группам; * - достоверность различий между группами при р<0,05
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больных, у которых для лечения ВИЧ-инфекции ис-
пользовались только препараты из группы ингибиторов 
обратной транскриптазы. 

Исходя из вышеизложенного, весьма интересно из-
учить соответствие течения фиброза печени при раз-
ных схемах антиретровирусной терапии порядку их 
инфицирования вирусами иммунодефицита человека 
и гепатита С. Результаты анализа этих данных пред-
ставлены на рис. 

Рис. Показатели частоты встречаемости вариантов 
течения фиброза печени у больных коинфекцией ВИЧ и 
ВГС, получавших разные схемы АРТ (схема № 1 - вну-
тренний круг, схема № 2 - наружный круг), при разном 
порядке инфицирования

Данный фрагмент исследования показал, что схема про-
ведения АРТ оказывает влияние на характер течения 
фиброза печени в соответствии с порядком поступле-
ния вирусных возбудителей в организм. В случаях, 
когда первым в организм поступает ВИЧ (35 больных), 
частота встречаемости прогрессирующего течения 
фиброза печени не проявляет достоверных различий 

при использовании обеих схем антиретровирусной 
терапии. В группе, в которой первым в организме ока-
зывался ВГС (37 больных), при лечении ингибиторами 
обратной транскриптазы в сочетании с ингибиторами 
протеазы или интегразы прогрессирующее течение 
фиброза печени не регистрировалось вообще, а частота 
регрессирующего течения фиброза печени достигала 
57%, в то время как при лечении только ингибитора-
ми обратной транскриптазы частота встречаемости 
прогрессирующего течения приближалась к половине 
случаев (43%) при достоверном 4-кратном сокращении 
числа лиц с регрессией фиброзных изменений в печени.

Учитывая тот факт, что основной причиной летального 
исхода при коинфекции ВИЧ/ВГС являются деком-
пенсированные заболевания печени, основные усилия 
исследователей сосредоточены на поиске средств 
эффективного лечения хронического гепатита С и их 
сочетания с антиретровирусной терапией [2,10,13]. 
Гораздо меньше внимания уделяется влиянию самой 
АРТ на развитие фиброзных изменений в печени, 
приводящих к прогрессирующему поражению печени 
у коинфицированных пациентов, а существующие 
данные весьма противоречивы. С одной стороны, 
указывется, что АРТ ассоциирована с замедлением фи-
брозных изменений в печени [16,17], с другой стороны, 
у коинфицированных ВИЧ/ВГС больных наблюдается 
нарушение иммунологического ответа в условиях АРТ, 
и возрастает риск связанной с АРТ гепатотоксичности 
[3]. В литературе нами не обнаружено обсуждения 
такого аспекта применения АРТ как его взаимосвязь 
с порядком коинфицирования вирусами иммунодефи-
цита человека и гепатита С.

Полученные нами данные позволяют констатировать, 
что при оценке факторов риска прогрессирующего те-
чения фиброза печени у больных, коинфицированных 
ВИЧ и ВГС, следует учитывать проведение больному 
антиретровирусной терапии, сочетание препаратов 
для АРТ, а также, при возможности, порядок посту-
пления вирусных возбудителей в организм пациента. 
Установлено, что сам факт приема АРТ значительно 
увеличивает возможность регрессирующего течения 
фиброзных изменений печени, при этом наиболее 
благоприятной для развития фиброзного процесса в 
печени служила схема лечения, при которой ингиби-
торы обратной транскриптазы находились в сочетании 
с ингибиторами протеазы или интегразы. В последнем 
случае, если инфицирование ВГС происходило раньше, 
чем ВИЧ, прогрессирующего течения фиброза печени 
не отмечалось вообще.
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SUMMARY

ANTIRETROVIRAL THERAPY AND THE RISK 
OF LIVER FIBROSIS PROGRESSION IN HIV/HCV 
COINFECTED PATIENTS

Arystanbekova M., Balmasova I., Malova E., 
Sepiashvili R.

Peoples’ Friendship University of Russia, Moscow, Russia

The purpose of the study is to determine the nature of the 
impact of antiretroviral therapy on the development of 
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liver fibrosis in patients coinfected with human immu-
nodeficiency virus (HIV) and hepatitis C virus (HCV), 
depending on the order of pathogens acquisition. The 
fact is that the HIV/HCV coinfection is one of the most 
common pathological conditions worldwide and liver 
disease is a major cause of death for these patients. We 
have previously described the phenomenon, according 
to which the order of viral pathogens acquisition in 
HIV/HCV coinfected patients has a significant impact 
on the degree of progression of liver fibrosis. Introduc-
tion to clinical practice of antiretroviral therapy greatly 
increased the life expectancy of HIV-infected patients, 
however, the impact of ART on a progressive course of 
liver fibrosis in HIV/HCV coinfected patients have not 
yet been definitively established. 

Key words: human immunodeficiency virus (HIV), 
hepatitis C virus (HCV), co-infection, antiretroviral therapy 
(ART), liver fibrosis. 

РЕЗЮМЕ

АНТИРЕТРОВИРУСНАЯ ТЕРАПИЯ И РИСК 
ПРОГРЕССИРОВАНИЯ ФИБРОЗА ПЕЧЕНИ У 
БОЛЬНЫХ, КОИНФИЦИРОВАННЫХ ВИЧ/ВГС 

Аристанбекова М.С., Балмасова И.П., Малова Е.С., 
Сепиашвили Р.И.

Российский университет дружбы народов, Москва, 
Российская Федерация

Целью исследования явилось определение характера 
влияния противовирусной терапии на развитие фи-
броза печени у больных, коинфицированных вирусами 
иммунодефицита человека (ВИЧ) и гепатита С (ВГС), 
в зависимости от порядка поступления патогенов в 
организм пациента. Коинфекция ВИЧ/ВГС - одна из 
часто встречающихся патологий; причиной ее леталь-
ного исхода в настоящее время служит поражение 
печени. Ранее авторами был описан феномен, согласно 

которому порядок поступления вирусных возбудителей 
в организм коинфицированного ВИЧ/ВГС пациента 
значительно влияет на степень прогрессирования 
фиброза печени. Введение в клиническую практику 
антиретровирусной терапии значительно увеличило 
продолжительность жизни ВИЧ-инфицированных 
пациентов, однако ее влияние на прогрессирование 
фиброза печени у больных коинфекцией ВИЧ/ВГС по 
сей день окончательно не установлено. 

reziume

antiretrovirusuli Terapia da RviZlis 
fibrozis progresirebis riski  aiv- da C 
hepatitis virusiT daavadebulebSi
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kvlevis mizans  warmoadgenda antiviru-
suli Terapiis  gavlenis  Sefaseba RviZlis 
fibrozis  ganviTarebaze   adamianis imu-
nodeficitis virusiT (aiv) da C hepatitis 
virusiT (HCV) koinficirebuli pacientebis 
organzmSi. 

adre avtorebis  mier aRwerilia  SemTxveva, 
sadac dadasturebulia, rom  aiv/HCV koin-
ficirebuli pacientebis organizmSi viru-
suli paTogenebis Seyvana mniSvnelovnad  mo-
qmedebs  RviZlis fibrozis progresirebaze.  
klinikur praqtikaSi antiretrovirusuli  
Terapiis danergvam sagrZnoblad gazarda 
aiv-inficirebul pacientTa sicocxlis xan-
grZlivoba, Tumca, antiretrovirusuli Tera-
piis gavlena RviZlis fibrozis progresire-
baze  aiv/HCV koinficirebul  pacientebSi 
dRemde sabolood dadgenili ar aris.
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Клиническое значение острых и хронических воспали-
тельных поражений генитального тракта в детском воз-
расте определяется, прежде всего, тем, что они могут 
быть причиной серьезных нарушений основных функ-
ций женского организма, в том числе репродуктивной 
системы. Решение проблем охраны репродуктивного 
здоровья детей и подростков, профилактики и лечения 
гинекологических заболеваний в детском возрасте яв-
ляется актуальной проблемой и по сей день привлекает 
внимание ученых-гинекологов. Первое место в струк-
туре гинекологических заболеваний девочек младшего 
школьного и дошкольного возраста занимают вульво-
вагиниты, максимальная доля которых приходится на 
возраст 2-7 лет. В этот период иммунные механизмы 
защиты находятся в стадии функционального станов-
ления и под влиянием частых ОРВИ, дисбиотических 
нарушений слизистых, наличия функциональных на-
рушений органов и систем, хронической соматической 
и эндокринной патологии могут возникнуть срывы в 
работе иммунной системы (ИС) с дебютом иммунной 
недостаточности – иммунокомпрометированные дети 
[4,6,8]. Одним из клинических проявлений у иммуно-
компрометированных детей данного возраста является 
хронический неспецифический вульвовагинит (ХНВВ). 
Любое снижение реактивности детского организма, 
которое чаще всего возникает у девочек с хроническим 
воспалительным процессом генитального тракта или 
после какого-либо острого заболевания различной 
локализации, приводит к нарушению микрофлоры 
влагалища. Более 60% вульвовагинитов у девочек 
дошкольного и младшего школьного возраста имеют 
рецидивирующий характер и возникают на фоне обо-
стрения экстрагенитальной патологии. Заслуживает 
внимание порой непрерывное течение воспалитель-
ного процесса с короткими периодами ремиссии, ре-
зистентности либо непродолжительное и минимальное 
улучшение на фоне традиционной терапии. Сложность 
интерпретации данных при обследовании девочек при-
водит к недооценке риска влияния различных факторов 
на здоровье растущего организма. ХНВВ способствуют 
формированию синехий, образованию рубцовых изме-
нений во влагалище, манифестации или прогрессиро-
ванию аллергопатологии и, как следствие, нарушению 
репродуктивных функций [1,8]. Развитие рецидива 
вульвовагинита, как правило, связывают с неадекватно 

проведенной терапией как ХНВ, так и экстрагениталь-
ной патологии. Поиски новых методов лечения идут по 
пути заимствования опыта «взрослых» гинекологов. 
Однако имеющийся стандарт лечебных воздействий, 
преимущественно влияет на основные симптомы и в 
меньшей степени на этиопатогенетические причины 
рецидивирующего ХНВВ, при этом совершенно не учи-
тываются его иммунопатогенетические особенности. 
Такая терапия для девочек малоприменима [1,5-7]. В 
этой связи представляет интерес уточнение иммунопа-
тогенеза ХНВВ у девочек и разработка рациональных 
методов иммунотерапии.

Цель - разработать эффективную программу комбини-
рованной иммунотерапии для лечения иммунокомпро-
метированных девочек, страдающих рецидивирующим 
хроническим неспецифическим вульвовагинитом с 
учетом уточненных нарушений функционирования 
иммунной системы и системы интерферонов.

Материал и методы. Под наблюдением находилось 
25 девочек в возрасте от 3 до 4 лет, страдающих реци-
дивирующим ХНВВ в стадии обострения. Контроль-
ную группу составили 12 условно здоровых девочек 
соответствующего возраста. Проведено клиническое, 
лабораторное и иммунодиагностическое исследование. 
Для оценки состояния иммунной системы использо-
валось иммунофенотипирование Т-, В-лимфоцитов, 
естественных киллерных клеток (ЕКК). Исследование 
фагоцитарной и микробицидной функции нейтрофиль-
ных гранулоцитов (НГ) проводили с определением 
количества активно фагоцитирующих НГ (%ФАН, ФЧ, 
ФИ), оценкой переваривающей активности (%П, ИП). 
NADPH-оксидазную активность НГ определяли по по-
казателям NBT-теста спонтанного и стимулированного 
(St. aureus), при этом учитывался % формазанпозитив-
ных НГ (%ФПК), средний цитохимический индекс 
(СЦИ), по соотношению %ФПКст/%ФПКсп рассчи-
тывался коэффициент мобилизации (КМ). Применяя 
методы иммуноферментного анализа, тестировались 
уровни сывороточных IgA, IgM, IgG, IgE, ИФНα, ИФНγ 
(тест-системы ООО «Вектор-Бест», Новосибирск). 

Статистическую обработку данных проводили в 
StatSoft Statistica v.6.0.
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Результаты и их обсуждение. Из 25 обследованных 
девочек, страдающих рецидивирующим ХНВВ в 
стадии обострения, выявлено 14 девочек, имеющих 
критериальные клинические признаки иммуноде-
фицита: возвратные ОРВИ с частотой более 10 раз 
в год, частые обострения ХНВВ. Анализ состояния 
ИС и системы интерферонов у этих пациенток по-
зволил выявить определенные нарушения их функ-
ционирования. Так, выявлено достоверное снижение 
абсолютного содержания CD3+CD8+- лимфоцитов 
(0,9 [0,83; 1,02] х109/л против 1,38 [0,91; 1,63] х109/л 

в контроле, p<0,05), CD3-CD16+CD56+-лимфоцитов 
(0,33 [0,24; 0,37] х109/л против 0,43 [0,31; 0,48] х109/л 
в контроле, p<0,05) у девочек с ХНВ в сравнении с 
контролем (рис. 1). На фоне достоверного уменьше-
ния абсолютных значений CD3-CD19+-лимфоцитов 
(0,62 [0,52; 0,71] х109/л против 1,01 [0,95; 1,24] х109/л 
в контроле, p<0,05) установлено значительное сни-
жение в 2 раза уровня сывороточных IgA (р<0,05) и 
IgG (р<0,05) и уменьшение в 1,5 раза концентрации 
IgM (р<0,05) (рис.1,2).

Рис. 1. Состояние клеточного иммунитета у иммуно-
компрометированных девочек с рецидивирующим ХНВ 
на фоне комбинированной иммунотерапии (процент 
от контроля)

Рис. 2. Состояние гуморального иммунитета (сыворо-
точные IgA, IgM, IgG) у иммунокомпрометированных 
девочек с рецидивирующим ХНВ на фоне комбиниро-
ванной иммунотерапии

Снижение основных классов иммуноглобулинов, 
очевидно, связано с переключением В лимфоцитов 
на синтез IgE, что сопровождается проявлениями ато-
пического дерматита, атопического вульвовагинита. 
Уменьшение уровня IgA способствует увеличению 
проницаемости слизистых оболочек для аллергенов, 
что ведет к антигенемии, повышению титра реагиновых 
антител (IgE, IgG4).

В результате анализа уровней сывороточного IgE 
у девочек, страдающих атопическим дерматитом, 
сформированы 2 подгруппы: I подгруппа (64% 
случаев) уровни сыворотчного IgE достоверно не 
отличались от контрольных параметров (р>0,05); II 
подгруппа (36% случаев) характеризовалась высо-
кими уровнями IgE, которые значительно превышали 
контрольные значения: 112,51 (96,4; 172,2) МЕ/мл 
против 26,83 (10,4; 38,3) МЕ/мл (р<0,05) (рис. 3). 
При этом следует отметить, что в группе исследо-
вания 64% девочек с ХНВВ страдали атопическим 
дерматитом.

Рис. 3. Динамика уровня общего IgЕ у иммунокомпроме-
тированных девочек с ХНВВ на фоне комбинированной 
иммунотерапии

Предполагаем, что дефицит сывороточных IgA, 
IgG, IgM способствует поддержанию воспалитель-
ного процесса и создает предпосылки для частого 
обострения ХНВВ с короткими межрецидивными 
периодами, яркими или стертыми клиническими 
проявлениями. При этом реализуются IgE-зависимые 
или IgE-независимые механизмы формирования ато-
пии ввиду чрезмерной нагрузки инфекционными и 
неинфекционными антигенами.

При исследовании фагоцитарной функции НГ у дево-
чек с ХНВВ отмечалось снижение в 1,4 раза %ФАН 
(44,86 [39; 51]% против 61,08 [53,8; 68,8]% в контро-
ле, p<0,05). Показатели поглощающей способности 
НГ имели тенденцию к снижению: ФЧ и ФИ (р>0,05). 
При этом процессы переваривания и завершенности 
фагоцитоза (%П и ИП) не отличались от контроля 
(р>0,05). Активность NADРН-оксидаз, оцениваемая 
в спонтанном NBT-тесте, значительно повышается 
(в 3,9 раз) – адекватное реагирование НГ в ответ на 
развитие воспалительного процесса. Дополнительная 
антигенная нагрузка выявила истощение резервных 
возможностей кислородзависимых механизмов НГ 
у исследуемой группы, проявляющееся отсутствием 
ответа NADРН-оксидаз на St.aureus (КМ 1,31 [0,83; 
1,5] против 2,46 [1,65; 2,38] в контроле, p<0,05) (рис. 
4). Дефектное функционирование первой аварийной 
линии защиты – системы НГ, не способствует своев-
ременному купированию воспалительного процесса 
и может приводить к частому рецидивированию 
ХНВВ, что следует учитывать при определении 
тактики диагностики и лечения девочек с данной 
патологией. 
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Рис. 4. Фагоцитарная и микробицидная функции 
нейтрофильных гранулоцитов у иммунокомпромети-
рованных девочек с ХНВВ на фоне комбинированной 
иммунотерапии (процент от контроля)

При оценке интерферонового статуса у исследуемой 
группы девочек установлено, что уровень ИФНα был 
снижен (в 1,8 раза) 5,75 (2,23; 13,56) пг/мл против 10,56 
(4,46; 15,35) пг/мл в контроле (p>0,05), в то время как 
уровень ИФНγ составил 3,37 (0; 11,37) пг/мл, что в 
2,98 раза выше показателей группы контроля - 1,13 
(0; 5,71) пг/мл (p>0,05). Эти данные свидетельствуют 
о неадекватном ответе системы ИФН у иммуноком-
прометированных девочек, страдающих возвратными 
ОРВИ - отсутствие адекватного повышения уровней 
сывороточных ИФНα, ИФНγ на фоне возвратных ОРВИ 
с частотой более 10 раз в год.

Таким образом, у иммунокомпрометированных девочек, 
страдающих ХНВВ, установлены: дефицит цитотоксиче-
ских Т лимфоцитов, ЕКК, сывороточных ИФНα, ИФНγ, 
IgA, IgM, IgG и дефекты фагоцитарной активности НГ. 
Необходимо подчеркнуть, что перечисленные нарушения 
функционирования ИС выявлены в период обострения 
ХНВВ, но при этом отсутствовали клинические проявле-
ния ОРВИ. Эти данные свидетельствуют об отсутствии 
развития адекватного иммунного ответа на имеющийся 
неспецифический воспалительный процесс. При этом 
дефектное функционирование ИС является причиной 
частых рецидивов ХНВВ и возвратных ОРВИ. 

Принимая во внимание выявленные дефекты функци-
онирования ИС и нарушения интерферонового статуса 
у иммунокомпрометированных девочек, нами разра-
ботана программа комбинированной иммунотерапии 
продолжительностью 2,5 месяца с использованием 
локальной и системной терапии рекомбинантным 
человеческим интерфероном 2b в комбинации с 
антиоксидантами (виферон) в сочетании с глюкоза-
минилмурамилдипептидом - ликопид (таблица), ор-
ганично включающаяся в комплекс терапевтических 
мероприятий. Ранее комбинированная интерферо-
но- и иммунотерапия успешно зарекомендовала себя 
в иммунореабилитации иммунокомпрометированных 
детей с возвратными ОРВИ [2-4]. 

Анализ клинической эффективности при наблюдении 
в катамнезе спустя год продемонстрировал, что по-
сле проведенной комбинированной иммунотерапии 
сократилась частота обострений ХНВВ в 3,4 раза с 
6,2 до 1,8 раз в год (p<0,05) и при этом длительность 
обострений уменьшилась с 12-14 дней до 7-8 дней. 
Клиническая картина возникающих обострений 
ХНВВ после комплекса лечебных мероприятий ха-
рактеризовалась более сглаженной симптоматикой. 
Так, до проведения комплексного лечения с вклю-
чением комбинированной иммунотерапии, период 
обострения характеризовался выраженным диском-
фортом в области вульвы и влагалища, гиперемией 
и отеком вульвы, выделениями из половых путей 
(бели), а после лечения - умеренным дискомфортом 
и гиперемией в области вульвы и влагалища. Кроме 
того, уменьшилась частота ОРВИ с 14,8 до 5,2 эпи-
зодов в год, p<0,05 и сократилась их длительность с 
10-14 дней и до 5 дней, что снизило необходимость 
антибактериальной терапии вследствие отсутствия 
осложненного течения ОРВИ. Клинически благо-
получный период значительно увеличился с 6 до 
11 месяцев в году между повторными ОРВИ, и с 9 
до 11,5 месяцев в году между обострениями ХНВВ. 
В результате проведенного лечения получен по-
зитивный клинический эффект, заключающийся 

Таблица. Программа комбинированной иммунотерапии 
у иммунокомпрометированных девочек с рецидивирующим ХНВ

Цель применения препарата Схема терапии

Коррекция и модуляция ИФН 
статуса 

Базисная системная терапия рекомбинантным человеческим ИФНα2b 
в комбинации с антиоксидантами (виферон):

виферон 150 тыс. МЕ 1 свеча 1 раз в день утром и 500 тыс МЕ 1 свеча 1 раз 
в день на ночь – 20 дней, 

далее виферон 500 тыс ЕД 1 свеча 1 раз в день – 20 дней, 
далее 150 тыс. МЕ 1 свеча 2 раза в день – 20 дней, 
далее 150 тыс. МЕ 1 свеча 1 раз в день – 20 дней. 

Локальная терапия виферон гелем – смазывание 3-4 раза в день носовых ходов, 
ротоглотки, вульвы в течение 2,5 мес. 

Направленная коррекция 
нарушений НГ 

Глюкозоаминилмурамилдипептид (ликопид) 1 мг/сутки два 10-дневных 
прерывистых курса с интервалом в 2 недели.
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как в уменьшении остроты, продолжительности 
обострения ХНВВ, в среднем, на 4-7 дней, так и 
в сокращении частоты обострений ХНВВ на фоне 
значительного уменьшения заболеваемости воз-
вратными ОРВИ. Немаловажно отметить, что на 
фоне проведения комбинированной иммунотерапии 
отмечалась хорошая переносимость лечения и по-
бочных эффектов не зарегистрировано.

Позитивные клинические эффекты комбинированной 
иммунотерапии сопровождались положительной ди-
намикой изменений в ИС. Достигнута нормализация 
ранее сниженного количества лимфоцитов с цитоток-
сической функцией (CD3+CD8+; CD3-CD16+CD56+), 
что приводит к восстановлению эффекторной функ-
ции противоинфекционного иммунитета (рис. 1). 
Отмечается восстановление абсолютных значений 
CD3-CD19+ и на этом фоне уровень сывороточных 
IgA, IgG, ранее сниженный в 2 раза, достоверно 
повышается до контрольных значений (рис. 1, 2). 
Кроме того, выявлено снижение IgE в 1,8-2,2 раза 
у 36% детей с ранее повышенным уровнем IgE (II 
подгруппа) и неизмененный по отношению к контро-
лю уровень IgE у 64% детей (I подгруппа) (рис. 3). 
Анализ фагоцитарной и микробицидной функции НГ 
показал восстановление активно фагоцитирующих 
НГ (%ФАН); показателей поглощающей способно-
сти НГ (ФЧ и ФИ) (рис. 4). Произошла реставрация 
резервных возможностей НГ, проявляющаяся в по-
вышении КМ на фоне сохраняющейся умеренно по-
вышенной активности NADPH-оксидаз в спонтанном 
и стимулированном NBT-тесте (рис. 4). Данные из-
менения, безусловно, позитивные, но демонстрируют 
сохраняющуюся напряженность микробицидных 
систем НГ в связи с продолжающейся антигенной 
нагрузкой (инфекционные антигены, аллергены), 
что требует внимания и продолжения проведения 
реабилитационных мероприятий, способствующих 
полной коррекции дисфункции НГ.

В результате проведения комбинированной иммуно-
терапии выявлена тенденция к повышению уровня 
ИФНα до 8,45 (4,93; 10,92) пг/мл по сравнению с 
10,56 (4,46; 15,35) пг/мл в контроле, при этом уровень 
ИФНγ не менялся 3,81 (0,07; 7,54). Следует отметить, 
что этот эффект получен при отсутствии обострения 
ХНВ и вне острого периода ОРВИ. Данные измене-
ния интерферонового статуса могут быть расценены 
как позитивные, так как выявленная до лечения недо-
статочная продукция ИФНα, ИФНγ на фоне острого 
и рецидивирующего воспалительного процесса была 
компенсирована после лечения восстановлением как 
клеток продуцентов ИФН, так и уровня интерферо-
нов, что клинически сопровождается уменьшением 
частоты и выраженности воспаления генитального 
и респираторного трактов.

Выводы: 
1. Установлены иммунопатогенетические особенности, 
обуславливающие возникновение и формирование 
ХНВВ, ассоциированные с возвратными ОРВИ и 
атопией у иммунокомпрометированных девочек, что 
обуславливает резистентность к проводимой тради-
ционной терапии.
2. Разработана программа комбинированной иммуно-
терапии, с учетом выявленных нарушений противо-
вирусного иммунитета, дефектного функционирования 
НГ, дефицита сывороточных IgA, IgM, IgG, дефектного 
функционирования системы ИФН, для иммунокомпро-
метированных девочек, страдающих рецидивирующи-
ми ХНВВ и возвратными ОРВИ. 
3. Разработанная программа комбинированной иммуно-
терапии с включением виферона и ликопида позволила 
получить позитивный клинико-иммунологический и 
протективный эффект (наблюдение в катамнезе 1 год) 
у иммунокомпрометированных девочек с рецидивиру-
ющим ХНВВ и возвратными ОРВИ. 
4. Программа комбинированной иммунотерапии про-
демонстрировала безопасность использования в 100% 
случаев.
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SUMMARY

COMBINED IMMUNOTHERAPY OF RECONDI-
TIONAL CHRONIC NON-SPECIFIC VULVOVAGI-
NITIS IN IMMUNOCOMPROMISED GIRLS

2Nesterova I., 1Kovaleva S., 1Chudilova G., 
1Lomtatidze L., 3Krutova V., 3Aslanian I., 
3Tulendinova A., 4Malinovskaya V.

1Kuban state medical University, Krasnodar; 2The Peoples’ 
Friendship University of Russia, Moscow; 3Obstetric-
Gynecologic Clinic of Kuban state medical University, 
Krasnodar; 4Federal State Research Center of Epidemiol-
ogy and microbiology named after N.F. Gamaleya, Russia

Nonspecific chronic vulvovaginitis (CNV) is often a clini-
cal indicator of immune deficiency, especially in young 
girls. The established violations of the functioning of 
various parts of the immune system (IS) in this pathology 
dictate the need to include in the complex of immuno-
modulatory therapy. The developed program of combined 
immunotherapy for immunocompromised girls allows to 
reduce the severity and duration of exacerbation of CNV, 
their frequency against the background of a significant re-
duction in the incidence of ARVI. Positive clinical effects 
were observed against the background of the restoration of 
the functioning of the IS. A protective effect was obtained 
(observation in a catamnesis for 1 year) - the duration of a 
clinically safe period increased from 6 to 11-11,5 months 
per year.

Keywords: immunocompromised girls, immunotherapy, 
vulvovaginitis.

РЕЗЮМЕ

КОМБИНИРОВАННАЯ ИММУНОТЕРАПИЯ 
РЕЦИДИВИРУЮЩЕГО ХРОНИЧЕСКОГО НЕ-
СПЕЦИФИЧЕСКОГО ВУЛЬВОВАГИНИТА У 
ИММУНОКОМПРОМЕТИРОВАННЫХ ДЕВОЧЕК

2Нестерова И.В., 1Ковалева С.В., 1Чудилова Г.А., 
1Ломтатидзе Л.В., 3Крутова В.А., 3Асланян И.Э., 
3Тулендинова А.И., 4Малиновская В.В.

1Кубанский государственный медицинский универси-
тет, Краснодар; 2Российский университет дружбы 
народов, Москва; 3Базовая акушерско-гинекологическая 
клиника Кубанского государственного медицинско-
го университета, Краснодар; 4ФГБУ «НИИЭМ им. 
Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, Москва, Россия

Неспецифические хронические вульвовагиниты (ХНВ) 
часто являются клиническим индикатором иммунной 
недостаточности, особенно у девочек раннего возраста. 
Установленные нарушения функционирования раз-

личных звеньев иммунной системы (ИС) при данной 
патологии диктуют необходимость включения в ком-
плекс мероприятий иммуномодулирующей терапии. 
Разработанная программа комбинированной имму-
нотерапии для иммунокомпрометированных девочек 
позволяет уменьшить выраженность и длительность 
обострения ХНВ, их частоту на фоне значительного 
сокращения заболеваемости ОРВИ. Позитивные кли-
нические эффекты наблюдались на фоне восстановле-
ния функционирования ИС. Получен протективный 
эффект (наблюдение в катамнезе 1 год) – длительность 
клинически благополучного периода увеличилась с 6 
до 11-11,5 месяцев в год.

reziume

morecidive qronikuli araspecifikuri vul-
vovaginitis kombinirebuli  imunoTerapia  
imunokomprometirebul gogonebSi

2i. nesterova, 1s. kovaleva, 1g. Cudilova, 
1l. lomTaTiZe, 3v. krutova, 3i. aslaniani, 
3a. tulendinova, 4v. malinovskaia 

1yubanis saxelmwifo samedicino universiteti, 
krasnodari; 2ruseTis xalxTa megobrobis 
universiteti, moskovi; 3yubanis saxelmwifo 
samedicino universitetis sabazo same-
ano-ginekologiuri klinika,  krasnodari; 
4ruseTis janmrTelobis dacvis feder-
aluri saxelmwifo sabiujeto daweseb-
uleba „n.f. hamaleis sax. epidemiologiis da 
mikrobilogiis kvleviTi instituti“ moskovi, 
ruseTi

qronikuli araspecifikuri   vulvovaginiti 
(qav) xSirad  warmoadgens  imunodeficitis 
klinikur maCvenebels, gansakuTrebiT - ad-
reuli asakis  gogonebSi. imunuri sistemis (is) 
sxvadasxva  rgolis darRvevebis arseboba 
aRniSnuli paTologiis  dros  miuTiTebs  
imunomodulaciuri Terapiis  CarTvis 
aucileblobaze mkurnalobis kompleqsSi. 

SemuSavebuli kombinirebuli  imunoTera-
piis programa  uzrunvelyofs qronikuli 
araspecifikuri vulvovaginitis   gamw-
vavebis sixSiris,  gamoxatvis  xarisxis 
da  xangrZlivobis Semcirebas mwvave respi-
raciuli virusuli infeqciiT avadobis 
mniSvnelovani daqveiTebis fonze. dadebiTi 
klinikuri Sedegebi SeiniSneboda imunuri 
sistemis funqcionirebis aRdgenis fonze. 
miRebulia damcavi  efeqti (katamnezuri da-
kvirveba - 1 weli): klinikurad keTilsaimedo   
periodi  gaxangrZlivda  weliwadSi   6 Tvidan   
11-11,5 Tvemde.



	
GEORGIAN MEDICAL NEWS  
No 5 (266) 2017

© GMN 69 

Anti-GAD antibody associated limbic encephalitis (LE) 
is a challenging diagnosis that affects the medial temporal 
lobes of the brain [5-7]. 

While many of the cases of LE associated with other anti-
bodies are due to a paraneoplastic process, anti-GAD LE 
is not associated with paraneoplastic disease (non-parane-
oplastic limbic encephalitis, NPLE). MRI brain is usually 
demonstrates T2/flair changes in the mesial temporal lobes. 
 
Case 1. A 60-year-old male with history of HTN, ESRD 
on hemodialysis (HD) for ten years presented to outside 
hospital with altered mental state (AMS), headache, and 
vomiting for one day prior to arrival. His blood pressure 
was elevated and there was initial concern for hypertensive 
encephalopathy or serotonin syndrome. Cyproheptadine 
was administered. Head CT and MRI brain detected old 
lacunar infarctions, moderate white matter changes and 
atrophy. An electroencephalogram (EEG) showed sharp 
waves and levetiracetam was initiated. An analysis of 
CSF at previous facility was notable for a protein of 67 
mg/dl, WBCs of 23 cells, RBCs 146 cells, and negative 
for HSV, WNV, cryptococcus antigen (Table 1). He de-
veloped fever, and empiric broad-spectrum antibiotics 
(vancomycin, levofloxacin, ceftriaxone, and eventu-
ally meropenem) were administered due to concern 
for occult infection. Erythrocyte sedimentation rate 
(ESR) was elevated up to 95 mm/sec, blood and CSF 
cultures were sterile; CXR showed right apical density 
that was felt to be consistent with atelectasis. Transtho-
racic echocardiogram showed preserved EF 55%, with 
moderate diastolic dysfunction; abdominal and pelvis 
CT showed diverticulosis without diverticulitis, bilateral 
renal atrophy, no evidence of gallbladder disease. His 
liver function test was within acceptable range. Patient 

subsequently underwent a tagged WBC scan that was 
also unrevealing. His liver ultrasound was unremarkable. 
Due to progressive encephalopathy and difficult to con-
trol seizures, he was transferred to our facility’s Neuro 
ICU, 9 days after initial presentation to OSH. 

On arrival, his vital signs were within normal limits (T 
36.7C, BP 150/78, HR 99, RR 20, SPO2 94% RA); howev-
er, his neurological examination was grossly abnormal. He 
was nonverbal with minimal withdrawal to pain and absent 
blink to threat. He had myoclonic movements of legs and 
startle myoclonus, a positive Babinski, jaw jerk and rooting 
reflex, and hyperreflexia (4+) throughout. He remained on 
vancomycin, meropenem and levetiracetam. The neuroin-
tensivists at our institution were originally concerned for 
CJD, HSV, Sjogren’s disease associated encephalitis. The 
repeated LP detected 0 WBC, 41mg/dL of protein in the 
CSF; syphilis teat (VDRL), CMV, HSV and WNV were 
negative (Table 1). No oligoclonal bands were seen and 
IgG index was negative and cytology was non-diagnostic. 
Continuous EEG showed a cluster of seizures and bilateral 
periodic discharges. Levetiracetam dose was increased and 
lacosamide was added. He continued to have seizures and 
topiramate and later clonazepam were added as well. MRI 
of the brain was unchanged from prior MRI performed at 
OSH. CT chest, abdomen and pelvis showed colitis but no 
evidence of malignancy. Due to persistent dysphagia the 
percutaneous gastrostomy (PEG) tube was placed. 

Screening for heavy metals was negative (Table 2). The 
serology for autoimmune disease was unrevealing. Patient 
was started on empiric treatment with intravenous thiamine 
for possible Wernicke’s encephalopathy also vitamin B1, 
as well as B12, and E levels were within normal range. 
Paraneoplastic panel including NMDA AB was negative. 

AUTOIMMUNE LIMBIC ENCEPHALITIS (CASE REPORTS)

1Kobaidze K., 2Harrison A., 1Burklin Y., 1Patidar V., 1Riccardi M. 

1Emory University School of Medicine, Division of Hospital Medicine; 2Division of Neurology Atlanta, USA

Table 1. Cerebrospinal fluid (CSF) analysis 
Lab values Patient 1 Patient 2

Protein (mg/dL) 76 51

Glucose (mg/dL) 64 63

Cell Count  (cells/µL) 2 12

Cryptococcal Ag negative negative

VDRL non-reactive non-reactive

West Nile Virus (WNV) panel negative NA
HSV PCR
VZV PCR

HHV6 PCR 
JCV PCR

All negative All negative

Cytology non-diagnostic negative
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However, anti-GAD AB was not included in these panels 
and was not checked at this point. 

EEG showed bicentral periodic discharges concerning for 
cortical irritability despite four antiepileptic medications. 
Patient was also having periodic episodes of rigidity and 
right gaze deviation suggesting persistent seizure activity. 
A third LP was performed (two weeks after the second LP) 
showing a WBC of 2 cell/microL, protein of 76 mg/dL (up 
from 40), Gram stain detected no organism, fungal cultures 
were negative; WNV, EBV, JCV screening was negative 
(Table 2). At this point, the differential included Bickerstaff 
encephalitis, autoimmune cerebritis seen in some autoim-
mune diseases or CJD. CJD was a concern given the startle 
myoclonus, progressive encephalopathy, and periodic 
discharges seen on EEG. However 14-3-3 protein for was 
not detected. Repeated MRI of the brain (third time since 
disease onset) remained unchanged. Bickerstaff encepha-
litis was suspected and IVIG was started about two weeks 
after presenting to our institution. He received 5 days of 
IVIG without any noticeable improvement. Gq1b antibody 
for Bickerstaff encephalitis was negative.

Following IVIG, a spot EEG was repeated and showed 
left temporal slowing but no ictal activity and no cortical 
irritability. He was transferred out of the Neuro ICU to a 
medical floor service about three weeks after presentation 

to our hospital, and one month after initial presentation to 
outside facility. At this point, elevated serum anti-GAD AB 
97.9 IU/ml (normal is 0-5 IU/ml) was reported, and Anti-
GAD antibody associated autoimmune limbic encephalitis 
(LE) was diagnosed. Treatment with IVIG was resumed but 
he developed a lower extremity venous thromboembolism 
thus IVIG was stopped. His hospitalization was further 
complicated with a GI bleed and pericardial effusion with 
tamponade. He became hemodynamically unstable requir-
ing ICU care. Steroids were not considered given the GI 
bleed. Instead plasma exchange (PLEX) was initiated, once 
he was medically stable. Immediately after PLEX treat-
ment, clinical improvement was noticed. He became more 
alert and was able to follow simple commands. Previously, 
he was somnolent and essentially mute. Following PLEX, 
he was able to communicate with short sentences, and 
started to recognize his family members, participate in PT 
and was able to take PO. He was eventually discharged to 
a skilled nursing facility after a two-month hospitalization.

The patient presented back to our hospital two months 
later after having multiple readmissions elsewhere for 
presumed recurrent pneumonia. He developed episodes 
of agitation in the nursing home and was admitted back to 
our service due to changes in his mental status. On arrival 
patient was agitated and was disorientated. His physical 
exam otherwise was unremarkable. A brain MRI was re-

Table 2. Laboratory data 
Lab data Patient 1 Patient 2

WBC, cells/µL 10.6 3.3

Hgb, mg/dL 8.0 7.7

HCT (%) 25.0 24.2

Platelets, cells/ µL 223,000 300,000

Na, mmol/L 139 137

K, mmol/L 3.4 4.0

Creatinine, mg/dL 5.47 0.33

Albumin, g/dL 2.5 4.4

ANA reflex negative negative

C3 and C4 level NA 3- 83
C4 – 9 ( L)

ANCA negative negative

HIV screen negative negative

Zika virus test NA Negative

Heavy metals screen negative negative
Bartonella heneslae serology negative negative

Leptospirosis serology negative negative

Dengue fever IgG NA IgG elevated 
IgM negative

Paraneoplastic panel negative negative

N-methyl-D-aspartate receptor (NMDR) AB negative negative
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peated and was unchanged from prior studies. Neurology 
team recommended empiric steroids and plasma exchange 
treatments for concern of LE relapse. However this treat-
ment was stopped after serology test detected no elevation 
of anti-GAD antibody. He was seen by psychiatrist for 
depression, suicidal ideation and anxiety. His behavioral 
disturbances and cognitive impairment was thought to be 
secondary effects or sequelae of anti-GAD encephalitis. 
SSRI regimen was started. 

Patient’s seizures resolved following the initial treatment 
for LE but his mentation, while improved, has not returned 
to baseline four months out from the onset of symptoms. 
When last seen, he still required significant support with 
daily activities but had made progress. Patient’s amnesia 
began to improve and he was able to recall events at our 
hospital. He continued with extensive physical, occupa-
tional and speech therapy throughout his hospitalization. 
Patient was able to ambulate with support and was dis-
charged to a rehabilitation facility. 

Case 2.A 30- year-old Hispanic, previously healthy, 
female presented to an outside hospital with lethargy 
and altered mental status, she had a brief upper re-
spiratory symptoms without fever several weeks prior 
to admission. She had been taking over the counter 
naproxen for relief. However, on day of presentation 
to outside facility emergency room (ED), she woke 
up confused and lethargic. In the ED, she had several 
generalized, tonic–clonic seizure and was intubated 
for airway protection; she was admitted to their ICU. 
Her laboratory data was unremarkable (Table 1,2), 
the CSF analysis showed a lymphocytic pleocytosis 
(WBC 12 cells/microL), normal protein and glucose. 
Presumable herpes encephalitis diagnosis was enter-
tained and empiric IV acyclovir was administered but 
treatment was stopped three days after when CSF HSV 
and VZV-PCR was found to be negative. MRI of the 
brain on the six days after admission demonstrated 
bilateral edema involving the mesial temporal lobes 
(Fig.). The patient was extubated and transferred to the 
floor; within a few days, she developed more seizures 
requiring phenytoin and levetiracetam administra-
tion. She was also febrile again and was restarted on 
acyclovir, vancomycin and piperacillin-tazobactam.

Patient was transferred to our hospital for further care on 
day nine from disease onset. Upon arrival to the neuro-ICU, 
her mental status was significantly impaired (nonverbal, not 
following commands) but the remainder of her neurologi-
cal exam was intact with normal cranial nerves, strength, 
sensation and coordination.

She was placed on continuous EEG monitoring, and found 
to be in status epilepticus; several antiepileptic drugs in-
cluding midazolam, fosphenytoin, and levetiracetam were 
required to control her seizures.

Fig. MRI image of the patient 2 demonstrates bilateral 
edema involving the mesial temporal lobes

Repeated LP revealed normal opening pressure, the CSF 
had 1 WBC cell, protein 17 mg/dL. HSV PCR was nega-
tive, cytology was unremarkable. Other serum labs for HIV, 
RPR, Zika virus were negative (Table 2). Further workup 
for infection cause detected elevated IgG to West Nile virus 
(WNV) with negative IgM, suggestive of previous expo-
sure rather than active disease; the serology for Bartonella 
henselae, and leptospirosis was negative. ESR was 4, but 
CRP was elevated to 120 (Table 2)

Repeated MRI brain again demonstrated abnormal signal 
involving the mesial temporal lobes suggestive of encepha-
litis. NMDA encephalitis diagnosis was entertained given 
patient’s age, clinical presentation, EEG and imaging find-
ings as well as findings of autonomic instability. 

Hence, the patient was started on empiric treatment with 
IVIG and completed 5 days of high dose IV methylpred-
nisolone sodium succinate (1 gram per day). Her seizure 
frequency improved somewhat, but her cognitive impair-
ment, with significant short-term memory loss and agita-
tion, did not show as much improvement. The NMDA 
receptor antibody and paraneoplastic panel returned answer 
negative. CT of the chest, abdomen and pelvis was unre-
markable, and pelvic ultrasound did not show any evidence 
of ovarian teratoma. She continued to have low-grade 
fever, and recurrent seizures requiring ICU monitoring for 
what lacosamide and divalproex sodium were added to the 
levetiracetam and fosphenytoin. 

Eventually after controlling seizure activities she was trans-
ferred to the floor on hospitalist service with a neurology 
consultation team on board. At this point, autoimmune en-
cephalitis work up was broadened, and anti-GAD and anti-
TPO antibodies screen-detected elevated anti-GAD antibody 
level of 56.1 IU/ml (Table 2). Thus, her final diagnosis of LE 
due to Anti-GAD AB was eventually made, nearly one month 
after her original presentation to outside facility.
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Patient was started on PLEX and received a total of 5 ex-
changes. At time of discharge to acute rehabilitation facility, 
her cognitive exam and seizure frequency had significantly 
improved. Besides cognitive/behavioral impairment, her 
neurological exam remained intact throughout her hospital-
ization with normal cranial nerves, strength, sensation and 
coordination. Repeat anti-GAD antibody level decreased 
to 13.6 IU following the PLEX treatment. 

She spent two weeks in an acute rehab facility where she 
continued to make some improvement, especially with 
regards to seizures. However, she was still having cogni-
tive impairment and it was recommended that she require 
24-hour supervision at home. Shortly after discharge her 
cognitive assessment by MOCA score was 11/30, indicat-
ing continued significant cognitive impairment. Additional 
testing for an extensive autoimmune/encephalopathy panel 
(serum) including GAD 65 AB and GABA antibody was 
negative. Further treatment with rituximab was initiated and 
seizures have been controlled on levetiracetam, topiramate 
and lacosamide. 

Discussion. Above, we have described two very differ-
ent patients, both with autoimmune anti-GAD associated 
limbic encephalitis. The first patient was older and had 
prior infarctions and white matter disease making the di-
agnosis of limbic encephalitis more difficult. The second 
case was younger patient and had no significant medical 
history before developing onset of seizures, mental status 
changes and cognitive impairment. However, both of these 
patients went over one month before a diagnosis was made 
and consequently before treatment against the autoimmune 
process was started. Both patients had improvement in 
seizure frequency and duration but less improvement with 
the neuropsychiatric and cognitive deficits. It is unclear 
whether the patients’ lasting cognitive deficits are due to 
prolonged status epilepticus or delay in initiating immuno-
modulating therapies (steroids, IVIG, PLEX, rituximab). 
Interestingly, both of our patients appeared to show more 
improvement with PLEX compared to IVIG. However, 
only IVIG has been supported in randomized, controlled 
trial [4]. PLEX has shown modest improvements but effect 
is usually short-lived.

Paraneoplastic antibodies were negative in both of our 
patients. However, autoimmune antibodies were not sent 
in timely manner. These are a separate panel that must be 
ordered to look for other (non-paraneoplastic) autoimmune 
antibodies.

Antibodies to GAD are increasingly being recognized in 
several neurological conditions such as Stiff-Person Syn-
drome, cerebellar ataxia, progressive encephalomyelitis 
with rigidity and myoclonus (PERM), palatal tremor as 
well as in limbic encephalitis. GAD AB + limbic encepha-
litis patients typically develop a refractory temporal lobe 
epilepsy [1,2]. There can be overlap of these syndromes. 

Our first patient had some exam findings consistent of Stiff 
Person syndrome and possibly PERM, in addition to LE. 
However, the second patient, had features more classic for 
LE but possibly encephalomyelitis as well.

Glutamic acid decarboxylase (GAD) is the rate-limiting 
enzyme for converting glutamic acid to gamma –amino-
butyric acid (GABA), a major neurotransmitter inhibitor 
in the CNS. A high concentration of GAD is present in the 
CNS at GABA-ergic nerve terminals. Thus, it is inferred 
that antibodies to GAD, impair GABA production. Many 
patients respond to treatment with immunomodulatory 
therapy. Symptomatic therapy with agents that increase 
GABA activity such as benzodiazepines and baclofen are 
frequently used as mainstays of treatment for Stiff Person 
Syndrome, but their benefits are less clear for patients 
with LE [3].

GAD AB elevation is not specific to neurological disease. 
It has been found that low-titer positivity occurs in 8% of 
Caucasians and in 80% of newly diagnosed type 1 diabetes 
[3]. However, in neurologic diseases, the titer is usually 
markedly elevated, thus, increasing the specificity.

Conclusion. Here we are presenting the clinical, labora-
tory features of two patients presenting with acute onset, 
medically refractory seizures, and prolonged retrograde 
amnesia and cognitive impairment in absence of any neo-
plastic process. Antibodies against onco-neural antigens, 
voltage-gated potassium channel and glutamate receptors, 
which may accompany paraneoplastic as well as non-
paraneoplastic LE, were negative. Both patients’ serology 
study detected high titers of antibodies against GAD.
Both patients presented with drug resistant seizures, 
significant personality changes and both received IVIG 
followed by PLEX. Both patients showed improvement 
in both seizure frequency and mental status though neither 
patient returned to their previous baseline. Both patients 
had a decrease in GAD antibody levels after treatment. 
Both patients required prolonged hospitalization and long 
rehabilitation after discharge. Early diagnosis is important 
to initiate effective treatment with plasma exchange, or 
IVIG. Early rehabilitation and close outpatient monitoring 
by a neurologist is recommended. 
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SUMMARY

AUTOIMMUNE LIMBIC ENCEPHALITIS (CASE 
REPORTS)

1Kobaidze K., 2Harrison A., 1Burklin Y., 1Patidar V., 
1Riccardi M. 

1Emory University School of Medicine, Division of Hospital 
Medicine; 2Division of Neurology Atlanta, USA

Limbic encephalitis (LE) is an autoimmune or paraneo-
plastic disease that affects the medial temporal lobes. The 
patient will usually present with cognitive impairment, 
psychiatric changes, and seizures. Autoimmune limbic en-
cephalitis (LE) is a challenging diagnosis as it is not always 
included in the typical paraneoplastic/autoimmune panels. 
Anti-GAD antibodies are associated with various disease 
including type I diabetes mellitus, various autoimmune 
processes, some neoplastic and infectious diseases. Thus, 
it is not as specific as some of the antibodies causing LE. 

We are presenting two cases of isolated anti-GAD antibody-
associated limbic encephalitis. Both patients were adults 
who developed status epilepticus and refractory seizures, 
cognitive impairment and mood instability. Patients’ cere-
brospinal fluid (CSF) and serum anti- GAD antibodies were 
elevated and after treatment returned to normal reference 
range. The diagnosis for both patients was delayed (by over 
one month following hospitalization), both patients re-
quired prolonged hospitalization and rehabilitation after 
discharge. Patient’s condition improved only after im-
munotherapy, but required several antiepileptic drugs for 
seizure control. The diagnosis was more difficult in the 
first patient, who had numerous other medical problems 
including ESRD and moderately severe microvascular 
changes on brain imaging. In this particular patient, it 
was hard to appreciate any signal changes on MRI in 
the mesial temporal lobes given the underlying white 
matter disease. 

We recommend inclusion of anti- GAD antibody in the 
paraneoplastic/encephalopathy panels in order to decrease 
missed cases of this important cause of LE as well as to 
hasten the diagnosis. This is a treatable disease, and timely 
diagnosis is imperative to improve outcomes.

Keywords: GAD antibodies, limbic encephalitis, seizure, 
autoimmune encephalitis, non-paraneoplastic limbic en-
cephalitis.

РЕЗЮМЕ

АУТОИММУННЫЙ ЛИМБИЧЕСКИЙ ЭНЦЕФА-
ЛИТ (СЛУЧАИ ИЗ ПРАКТИКИ)

1Кобаидзе К., 2Харрисон А., 1Бурклин Е., 
1Патидар В., 1Риккарди М.

1Университет Эмори, Медицинская школа, отделение 
госпитальной медицины; 2отделение неврологии, Ат-
ланта, США

Лимбический энцефалит (LE) является болезнью аутоим-
мунной или паранеопластической природы, который по-
ражает медиальные отделы височных долей. Основными 
симптомами являются нарушения когнитивных функций, 
психические расстройства и судороги. Аутоиммунный 
ЛЭ сложно диагностировать, поскольку он не всегда 
включен в типичные паранеопластические/аутоим-
мунные панели. Антитела к глутаматдекарбоксилазе 
(анти-GAD) связаны с различными заболеваниями, 
включая сахарный диабет I типа, аутоиммунные про-
цессы, некоторые неопластические и инфекционные 
заболевания. Таким образом, они не так специфичны, 
как некоторые антитела, вызывающие ЛЭ.
 
Описаны два случая изолированного лимбического 
энцефалита, ассоциированного с анти-GAD: у муж-
чины 60 лет и женщины 30 лет, у которых развился 
эпилептический статус и рефрактерные судороги, 
когнитивные нарушения и нестабильность настрое-
ния. Показатели антител к глутаматдекарбоксилазе  в 
цереброспинальной жидкости и сыворотке были уве-
личены, однако  после лечения вернулись к нормаль-
ному уровню. Диагноз у обоих пациентов поставлен 
спустя месяц после госпитализации, оба нуждались в 
реабилитации после выписки. Состояние пациентов 
улучшилось только после иммунотерапии, однако 
потребовалось несколько противоэпилептических 
препаратов с целью контроля судорог. У мужчины по-
становка диагноза усложнялась наличием множества 
медицинских проблем, включая конечную стадию 
заболевания почек и умеренно тяжелые микрососуди-
стые изменения мозга. Базовое заболевание белого 
вещества затудняло оценку изменений сигнала на 
МРТ в мезиальных височных долях.
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Авторы рекомендуют включить анти-GAD в панели 
паранеопластики/энцефалопатии с целью достижения 
своевременной диагностики и улучшения результатов 
лечения.

reziume

autoimunuri limburi encefaliti (SemTx-
vevebi praqtikidan)

1q. kobaiZe, 2a. harisoni, 1e. burklini, 
1v. patidari, 1m. rikardi

1emoris universiteti, samedicino skola, hos-
pitaluri medicinis ganyofileba; 2nevrolo-
giis ganyofileba, atlanta, aSS

limburi encefaliti (LE) autoimunuri an 
paraneoplaziuri bunebis daavadebaa, romelic 
safeTqlis wilebis medialur ubnebs azianebs. 
pacients, Cveulebriv, aReniSneba kognitiuri 
funqciis darRveva, fsiqiuri darRvevebi 
da krunCxvebi. autoimunuri limburi ence-
falitis diagnozis dasma  rTulia, radgan 
is yovelTvis ar jdeba paraneoplaziur/au-
toimunur panelebSi. anti-GAD antisxeulebi 
sxvadasxva daavadebaTan asocirdeba. maT 
Sorisaa I  tipis diabeti, sxvadasxva auto–
imunuri procesi, zogierTi neoplaziuri da 
infeqciuri daavadeba. amdenad, is ar aris 
iseTi specifikuri, rogorc LE-is gamomwvevi 
zogierTi antisxeuli.

warmogidgenT anti-GAD antisxeulebTan 
asocirebuli izolirebuli limburi ence-
falitis or SemTxvevas. orive pacienti aris 
zrdasruli. maT ganuviTardaT epilefsiuri 
statusi da refraqteruli gulyrebi, kogni-
turi darRvevebi da  xasiaTis arastabilu-
roba. cerebrospinalur siTxesa da SratSi 
aReniSnebodaT momatebuli anti-GAD antisxe–
ulebi, romelTa titri mkurnalobis Sedegad 
normalizda. orive SemTxvevaSi diagnozis 
dasma dagvianda (diagnozi daisva hospitali–
zaciidan daaxloebiT erTi Tvis Semdeg). 
orive pacients dasWirda xangrZlivi hos-
pitalizacia da gaweris Semdgomi reabili-
tacia. pacientTa mdgomareoba gaumjobesda 
mxolod imunoTerapiis Semdeg. gulyrebis 
kontrolisTvis saWiro gaxda ramdenime 
antiepilefsiuri wamlis micema. diagnozis 
dasma ufro rTuli iyo pirveli pacientis 
SemTxvevaSi, romelsac sxva samedicino prob-
lemebic aReniSneboda. 

avtorebi iZlevian rekomendacias, anti-GAD 
antisxeulebi CairTos paraneoplaziur/ 
encefalopaTiis panelebSi, rac Seamcirebs 
LE-is am mniSvnelovani gamomwvevis dakar-
guli SemTxvevebis raodenobas da daaCqa-
rebs swori diagnozis dasmas. aRniSnuli 
daavadeba eqvemdebareba mkurnalobas da 
drouli diagnostika mniSvnelovnad aum-
jobesebs gamosavals.

ИССЛЕДОВАНИЕ ЛИПИДОВ ПЛОДОВ МЕЛКОГО ОРЕХА (CORYLUS AVELLANA L.), 
ПРОИЗРАСТАЮЩЕГО В ГРУЗИИ

Кикалишвили Б.Ю., Горгаслидзе Н.С., Зурабашвили Д.З., 
Сулаквелидзе Ц.П., Малания М.А., Турабелидзе Д.Г.

Тбилисский государственный медицинский университет, Институт фармакохимии им. И. Кутателадзе; 
Центр психического здоровья и превенции наркомании, Тбилиси, Грузия

Мелкий орех (лесной орех, лещина обыкновенная, 
Corylus avellana L.) относится к семейству березовых 
(Betulaceae), является однодомным высоким кустарни-
ком (2,6-4,0 метр высотой). Живет до 100 лет, цветет 
в марте - апреле. Плоды собирают в период полной 
зрелости (август - сентябрь). Плод - деревянистый 

орех диаметром 1,0-1,5 см, темнокоричневого цвета, 
окруженный листовидной оболочкой.

Орешник широко распространен в лесах, перелесках 
и равнинных участках Европы и Азии. Флора Грузии 
богата растениями этого семейства и широко пред-
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ставлена, в основном, на территории западных районов 
Грузии.

Энергетическая ценность лесного ореха составляет 
628 ккал, из них: белков 59 ккал., жиров 541 ккал., 
углеводов 28 ккал. Пищевую ценность на 100 гр 
съедобной части составляют белки (14,95 гр), жиры 
(60,75 гр), углеводы (7,0 гр). Ядра плодов содержат 
белки, сахарозу, стерины, токоферолы, фосфолипиды, 
каротиноиды, широкий спектр витаминов (В, С, Е, РР), 
элементы: фосфор, медь, калии, кальции. Кора и листья 
лесного ореха содержат дубильные вещества, эфирные 
масла. Листья богаты флавоноидами, алкалоидами, 
пальмитиновой кислотой, каротином и витамином 
С. С лекарственной целью используют плоды, кору 
и листья лесного ореха. Кору заготовляют весной во 
время сокодвижения и в дальнейшем сушат в открытом 
помещении. Листья собирают в мае, плоды – в период 
полной зрелости [3,6].

Согласно данным народной медицины, масло плодов 
лесного ореха плодотворно влияет как на сухую, так 
и жирную кожу, легко впитывается и стягивает поры. 
Имеет ярко выраженное вяжущее свойство. Считается, 
что масло плодов лесного ореха обладает смягчающим 
и регенерирующим действием, так как выравнивая 
кожу, питает и восстанавливает функциональное состо-
яние водно-липидного барьера. Все эти данные четко 
свидетельствуют о позитивном влиянии масла плодов 
ореха на процессы гидратации кожи. Вместе с этим, 
в коже наблюдается позитивный сдвиг углеводного 
метаболизма. Является одним из лучших масел при 
проблемах кожи с угревой сыпью [1].

Плоды обладают активным иммуностимулирующим 
свойством, способствуют выработке антител, полезны 
при воспалении предстательной железы, болезнях пече-
ни, почек, гипертонии, атеросклероза, желчнокаменной 
болезни, астении, ревматизме, тяжелых инфекционных 
заболеваниях, стимулируют рост и физическое раз-
витие детей [1].

Рядом авторов [6,11] проведен качественный и коли-
чественный анализ масла плодов мелкого ореха, про-
изростающего в европейских странах. Известно, что 
климато-экологические характеристики (особенности 
почвы, температурные колебания, характер освещения, 
влажности и т.д.) значительно меняет качественный и 
количественный состав растительных масел [7,8].

Анализ липидного состава масла, экстрагированного 
из плодов мелкого ореха, произрастающего в Грузии, 
не проводился.

Целью исследования явился анализ липидного состава 
плодов ореха мелкого (Corylus avellana L.) произрас-
тающего в Грузии.

Материал и методы. Обьектом исследования являются 
плоды ореха мелкого, культивированного в  западных 
областях Грузии (Имеретинский раион). Плоды собра-
ны в период полной зрелости.

С целью выделения нейтральных липидов сухие плоды 
трижды экстрагировали при комнатной температуре 
н-гексаном (соотношение 1:5). Извлечения обьеди-
няли, органический растворитель отгоняли в вакуум-
ротационном аппарате. Получали маслянистую массу 
желтоватого цвета с выходом до 60,0% по отношению 
к воздушно-сухому сырью.

Осуществляли разделение методом тонкослоиной 
хроматографии на пластинках, покрытых силикагелем 
LS 5/40. Использованы системы: петролеиный эфир – 
диэтиловый эфир - уксусная кислота (85:14:1) и гексан 
- диэтиловый эфир (1:1). Пластинки проявляли 30% 
раствором серной кислоты, нагреванием или парами 
иода. В сумме нейтральных липидов масла плодов 
Corylus avellana L. качествено идентифицированы 
углеводороды, триацилглицериды, свободные жирные 
кислоты и стерины.

Стандартными методами определяли физико-химиче-
ские константы масла: установлено, что кислотное чис-
ло находится в пределах 2-3 мг КОН, число омыления 
в интервале 180-200 мгКОН/г, иодное число в пределах 
100-108, коэффициент преломления nd

20-1,460, удель-
ный вес d4

20 - 0,94.

Из остатков шрота выделены полярные липиды с 
суммарным выходом 1,2%. После четырехкратного 
последовательного экстрагирования хлороформ – 
метанолом (2:1) экстракты объединяли, сгущали в 
вакуум-ротационном испарителе при температуре 
60,0°С. На покрытых силикагелем LS 5/40 пластинках 
осуществлено двухмерное разделение. Подвижные 
фазы: хлороформ-метанол-25,0% аммиак (65:30:5), и 
хлороформ – метанол-ледяная уксусная кислота – вода 
(170:25:25:6). Хроматограммы проявляли раствором 
Васьковского или парами иода, обнаружены соедине-
ния с Rf-0,86; Rf-0.66; Rf-0,54; Rf-0,37; Rf-0,18.

Методом высокоэффективной жидкостной хромато-
графии на хроматографе РТС-1 качественно и количе-
ственно идентифицированы жирные кислоты (Детектор 
рефрактометрический R-401, Waters). Разделение про-
ведено на металлической колонке (300,0х3,0 мм), запол-
ненной обращенной фазой μ-Вондопак С18. Элюенты: 
1) метанол-вода (2:1)+0,1% раствор уксусной кислоты; 
2) тетрагидрофуран – ацетонитрил –вода (4:7:9) + 0,1% 
раствор уксусной кислоты. Расход-2,0 мл,мин (2, 4, 5).

Результаты обработаны с использованием программы 
OASIS-740 v.4.
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Результаты и их обсуждение. В полярных липидах ка-
чественно и количественно идентифицированы следу-
ющие фосфолипиды: лизофосфатидилхолин (Rf-0,18; 
в количестве 5,46%); лизофосфатидилэтаноламин (Rf-
0,37; в количестве 12,2%); фосфатидилхолин (Rf-0,54; 
в количестве 39,6%); фосфатидилэтаноламин (Rf-0,66; 
в количестве 27,6%); N-ацилфосфатидилэтаноламин 
(Rf-0,86; в количестве 3,12%) и неидентифицирован-
ный Rf-0,60. В сумме полярных липидов фосфолипиды 
определяли по содержанию неорганического фосфора 
спектрофотометрическим методом.
Качественно идентифицированы также биологически 
значимые аминокислоты: лизин (Rf-0,12); пролин (Rf-
0,24); серин (Rf-0,27); глицин (Rf-0,32); цистеин (Rf-
0,34); валин (Rf-0,43); фенилаланин (Rf-0,56).

На основании качественного анализа установили слож-
ный жирнокисилотный состав масла плодов мелкого 
ореха, произрастающего в Имерети.

Согласно проведенному хроматографическому анализу 
в масле плодов ореха мелкого качественно идентифи-
цированы десять высших жирных кислот с временем 
удерживания от 4,01 минуты до 13,00 минут. На 15,0 
минуте хроматографический процесс исследования 
был прекращен.

Опираясь на приведенные в таблице данные, масло пло-
дов ореха мелкого содержит насыщенные, ненасыщен-
ные и полиненасыщенные высшие жирные кислоты.

Согласно времени удерживания насыщенные жирные 
кислоты идентифицированы в следующем порядке: 
додекановая (на 4,01 минуте), тетрадекановая (на 5,00 
минуте), гексадекановая (на 5,68 минуте), октадека-
новая (на 7,51 минуте), эикозановая (на 11,01 минуте), 
докозановая (на 12,00 минуте) и тетракозановая (на 
13,00 минуте удерживания) (таблица).

Таким образом, в масле плодов ореха мелкого ка-
чественного идентифицировано семь насыщенных 

жирных кислот. На 8,01 минуте удерживания иден-
тивицирована октадецен-9-овая кислота. Необходимо 
подчеркнуть, что присутствие мононенасыщенных 
жирных кислот в масле плодов ореха мелкого оказа-
лось единственным. В отличие от мононенасыщенных 
кислот, в масле плодов ореха мелкого качественно 
идентифицированы две полиненасыщенные жирные 
кислоты с временем удерживания на 8,51 минуте 
(октадекадиен-9,12-овая) и на 9,01 минуте удерживания 
– октадекатриен-9,12,15-овая (таблица).

Таким образом, согласно качественному хроматогра-
фическому анализу, масло плодов ореха мелкого, куль-
тивированного в западной области Грузии, содержит 
семь насыщенных, одну мононенасыщенную и две 
полиненасыщенные высшие жирные кислоты.

Проведенный количественный хроматографический 
анализ масла плодов ореха мелкого, культивированного 
в западной области Грузии, выявил следуюшую зависи-
мость: масло плодов ореха мелкого в доминирующем 
количестве содержало мононенасыщенную кислоту: 
октадецен-9-овую в количестве 80,61±1,3 мг%. А также 
в сравнительно большом количестве полиненасыщен-
ную кислоту октадекадиен 9,12-овую в количестве 
14,28±1,2 мг%. Проведенный статистический анализ 
четко подтвердил количественное превосходство со-
держания октадецен-9-овой кислоты в масле исследо-
ванных плодов (р<0,001).

Как было показано выше, в масле плодов ореха мелкого 
качественно и количественно идентифицирована также 
еще одна полиеновая кислота: октадекатриен-9,12,15-
овая. Однако, ее содержание по сравнению с другими 
полиеновыми кислотами оказалось весьма мизерным, 
не превышая 0,12±0,01 мг%. Вариационно-статисти-
ческий анализ подтверждает достоверность различия 
(р<0,001).

Из класса ненасыщенных жирных кислот четко доми-
нировала гексадекановая кислота. Ее уровень достиг 

Таблица. Жирные кислоты масла плодов Corylus Avellana L (мг%)

кислоты время 
удержания (мин)

структура пиков содержание 
мг%характер площадь (мм2)

додекановая 4,01 L 7980 0,10±0,01
тетрадекановая 5,00 HL 279916 0,10±0,01
гексадекановая 5,68 F 108258 5,10±0,10
октадекановая 7,51 HL 731030 1,65±0,09
октадецен-9-овая 8,01 L 593280 80,61±1,3
октадекадиен-9,12,-овая 8,51 F 1307785 14,28±1,2
октадекатриен-9,12,15-овая 9,01 EF 557098 0,12±0,01
эикозановая 11,01 L 100883 0,18±0,01
докозановая 12,00 F 607676 0,10±0,01
тетракозановая 13,00 HL 69856 0,11±0,01
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5,10±0,10 мг%. В значительно меньшем количестве 
присутствует октадекановая кислота. Различие стати-
стически достоверно (5,10±0,10 мг% и 1,65±0,09 мг%, 
р<0,001, соответственно).

Уровень остальных идентифицированных в масле 
плодов ореха мелкого насыщенных жирных кислот 
оказался исключительно мизерным. Однако, содер-
жание насыщенной кислоты (эикозановой) досто-
верно превышало содержание полиненасыщенной 
(октадекатриен-9,12,15-овой) кислоты. Соответственно 
имеем 0,18±0,01 мг% и 0,12±0,01мг%. Различие стати-
стические достоверно р<0,01.

Уровень остальных насыщенных кислот, идентифи-
цированных в масле плодов ореха мелкого оказался 
исключительно незначительным, а именно: додека-
новой – 0,10±0,01мг%, тетрадекановой – 0,10±0,01 
мг%; докозановой – 0,10±0,01мг% и тетракозановой 
– 0,11±0,01мг%.

Согласно скрининговому анализу, по качественному 
составу высших жирных кислот (от С12:0 до С24:0), ис-
следованное нами масло плодов ореха мелкого, про-
израстающего в западных районах Грузии, по общей 
композиции соответствует таковому, экстрагированно-
му из растений того же вида, произрастающих в других 
эко-географических условиях [7].

Вместе с этим, хорошо известно, что жирнокислотная 
композиция масел значительно меняется в зависимости 
от района произрастания, метеорологических условий 
созревания, агротехнических мероприятий и т.д. По-
этому, композиция жирнокислотного состава растении 
одного и того же вида четко характерны для каждой 
конкретной области произрастания [5].

Жирнокислотный состав исследованного масла плодов 
ореха мелкого, произрастающего в Грузии, по количе-
ственному содержанию ненасыщенных жирных кислот 
(от С12:0 до С24:0) достаточно четко отличается от масел 
плодов орешников, произрастающих в других эко-гео-
графических природных условиях [10].

Различие заключается, в первую очередь, в содержании 
гексадекановой кислоты, которая в масле плодов ореш-
ника, произрастающего в Грузии достигает 5,10±0,10 
мк% и значительно превышает данные, приведенные 
[8] касательно масла, добытого из плодов орешника, 
произрастающего на территории средней  Европейской  
полосы.

Содержание остальных жирных кислот, идентифици-
рованных в исследуемом масле мелкого ореха (Грузия), 
по количественному составу также значительно отли-
чается от данных приведенных в работах [7,8].

Уровень гексадекановой кислоты намного превышает 
уровень остальных насыщенных кислот, идентифи-
цированных в масле плодов мелкого ореха. Указанное 
обстоятельство отличает структуру масла мелкого оре-
ха, произрастающего в Грузии от композиции других 
масел, где чаще доминирует уровень октадекановой 
кислоты.

Общая численность идентифицированных нами на-
сыщенных жирных кислот в масле плодов мелкого 
ореха значительно преобладает над общей численно-
стью ненасыщенных (моно- и полиеновых) жирных 
кислот.

Согласно экспертизной классификации (для жирных 
кислот, полученных из семян и для жирных кислот, 
полученных из мякоти плодов), исследованное нами 
масло плодов мелкого ореха, произростающего в Гру-
зии, относится к жидким растительным маслам груп-
пы олеиновых (четвертая категория по экспертизной 
классификации масел) [4].

По составу преобладающих жирных кислот, содержа-
ние которых должно превышать 20,0% от общей массы 
(такие кислоты в экспертизной практике принято на-
зывать «главными»), исследованное нами масло плодов 
ореха мелкого, произростающего в Грузии, содержит 
свыше 80,0% октадецен-9-ового компонента и не более 
14,0% октадекадиен-9,12-овой кислоты, а также не-
большое количество насыщенных кислот.

Масла этой категории не высыхают на воздухе (в тон-
ком слое) и потому не образуют пленок. Пленки фор-
мируются только после предварительного растирания 
с небольшим количеством свинцового сурика [4].

Среди жирных кислот растительных масел наи-
большую биологическую ценность представляют 
ненасыщенные кислоты. Большинство растений и 
их плоды содержат, в основном, октадецен-9-овую 
и октадекадиен-9,12-овую кислоты. Незаменимые 
кислоты биологически весьма значимы, они, наровне 
с другими полиеновыми кислотами, ответственны за 
текучесть мембран, предотвращая их затвердевание 
при пониженной температуре [2].

Высшие полиненасыщенные жирные кислоты влияют 
положительно на функциональное состояние печени, 
миокарда, принимают участие в фибринолитической 
активности крови, проявляют определенное цитостати-
ческое и особенно гипохолестеринэмическое действие.
Октадекадиен-9,12-овая кислота является исключи-
тельно активным природным соединением, снижа-
ющим уровень холестерина в крови, способствует 
растворению холестериновых бляшек, нормализации 
кровяного давления [9].
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В настоящее время исключительно актуален вопрос 
роли и значения октадекадиен-9,12-овой кислоты в 
онкологической практике. Значимая противоопухо-
левая роль этой кислоты в качестве «растворителя» 
для канцерогенов и в торможении развития опухо-
левых процессов  подчеркивалась рядом авторов 
[9], которые указывают на возможность противо-
опухолевой активности полиеновых кислот. Однако, 
большинство полиеновых кислот эффективны только 
в условиях кислой среды. Исключение представляет 
октадекадиен-9,12-овая и октадекатриен-9,12,15-овая 
кислоты, которые сохраняют противоопухолевую 
активность в среде с нейтральной величиной рН. 
Октадекатриен-9,12,15-овая кислота обладает более 
высокой противоопухолевой активностью.

С точки зрения биофармации, наибольший интерес 
представляют масла, в которых ненасыщенные высшие 
жирные кислоты имеют доминирующую роль.

Извлеченное масло из плодов, произрастающего в 
Грузии мелкого ореха, по структуре и количественно-
му составу высших жирных кислот, достаточно четко 
отличается от масел, извлеченных из плодов соот-
ветствующих растений, произростающих в других 
эко-географических условиях.

Уникальный набор физиологически активных компо-
нентов, их благоприятное соотношение формируют 
определенный интерес не только к разработке и изго-
товлению различных косметических и парфюмерных 
средств, но и в аспекте медико-фармакологических 
задач, выполнимых на базе масла семян ореха мел-
кого, произрастающего в Грузии.
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SUMMARY

STUDY OF LIPIDS OF THE FRUITS OF USUAL 
HAZEL-NUT CORYLUS AVELLANA L., GROWING 
IN GEORGIA

Kikalishvili B., Gorgaslidze N., Zurabashvili D., 
Sulakvelidze Ts., Malania M., Turabelidze D.

Tbilisi State Medical University, Kutateladze Institute of 
Pharmacochemistry; Center of Mental Health and Preven-
tion of addiction; Tbilisi, Georgia

The aim of this investigation was the study of lipids from 
the fruits of usual hazel-nut Corylus avellana L, growing 
in Georgia. Ripe fruits was collected in the West Georgia, 
just in Imereti. From the powdered fruits was obtained the 
sums of neutral and pollar lipids. Qualitatively there were 
established classes entered in them.

By using High performance liquid chromatography quali-
tatively and quantitatively were identified ten fatty acids, 
which time of deduction hesitate from 4,01 min to 13,00 
min. By the analyses there were determined unsaturated 
fatty acids C12:0 to C24:0. The content of unsaturated fatty 
acids considerably is distinquished from the content of 
the oil from the hazel-nut, growing in the other eco-geo-
graphical conditions. In the oil of the hazel-nut growing 
in Georgia content of hexadecanoic acid is by far exceled 
(surpassed) than of the oil from the nut growing in the other 
natural conditions. In the other matters dominant acid is 
octadecanoic  acid. 

The oil from the fruits of hazel-nut content physiologically 
active compounds, which desirably correlation is interest-
ing not only for receiving (obtaining) cosmetic means, not 
is important for usage in practical medicine.

Keywords: Corylus avellana L, lipids, free fatty acids, 
phospholipids.
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РЕЗЮМЕ

ИССЛЕДОВАНИЕ ЛИПИДОВ ПЛОДОВ МЕЛКО-
ГО ОРЕХА (CORYLUS  AVELLANA L.), ПРОИЗ-
РАСТАЮЩЕГО В ГРУЗИИ

Кикалишвили Б.Ю., Горгаслидзе Н.С., 
Зурабашвили Д.З., Сулаквелидзе Ц.П., 
Малания М.А., Турабелидзе Д.Г.

Тбилисский государственный медицинский универси-
тет, Институт фармакохимии им. И. Кутателадзе; 
Центр психического здоровья и превенции наркомании, 
Тбилиси, Грузия

Целью исследования явился анализ липидного состава 
плодов ореха мелкого (Corylus avellana L), произраста-
ющего в Грузии. Собраны плоды ореха мелкого, в за-
падных областях Республики (Район Имерети) в период 
полной зрелости; из них получены нейтральные липи-
ды и методом высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии качественно и количественно идентифициро-
ваны десять жирных кислот с временем удерживания от 
4,01 до 13,00 минут. Согласно кочественному анализу 
исследованных масел на содержание ненасыщенных 
жирных кислот (от С12:0 до С24:0) они четко отличаются 
от масел плодов орешников, произрастающих в других 
эко-географических природных условиях. Различие 
заключается в содержании гексадекановой кислоты, 
которая в масле плодов орешника, произростающего 
в Грузии значиительно превышает уровень гексаде-
кановой кислоты масла плодов орешника, собранных 
в других эко-географических природных условиях. 
Кроме того, уровень гексадекановой кислоты намного 
превышает уровень остальных идентифицированных в 
масле насыщенных кислот. Указанное обстоятельство 
характеризует состав масла плодов мелкого ореха, 
произрастающего в Грузии в отличие от композиции 
других масел, где чаще доминирует уровень октадека-
новой кислоты. По составу преобладающих жирных 
кислот, исследованное нами масло относится к жидким 
растительным маслам группы октадецен-9-овой и со-
держит свыше 80,0 мг% октадецен-9-овая компонента 
и не более 14,0 мг% октадекатриен-9,12,15-овая. Уни-
кальный набор физиологически активных компонентов 
и их благоприятное сочетание вызывает высокий ине-
трес не только к разработке и изготовлению разлчиных 
косметических и парфюмерных средств, но и в аспекте 

медико-фармакологических задач, выполняемых на 
базе масла плодов ореха мелкого произрастающего в 
Грузии.
 
reziume

saqarTveloSi mozardi Cveulebrivi Txilis 
(Corylus avellana L.) nayofis lipidebis Seswavla

b. kikaliSvili, n. gorgasliZe, d. zurabaSvili, 
c. sulaqveliZe, m. malania, d. turabeliZe

Tbilisis saxelmwifo samedicino universite-
ti, i. quTaTelaZis farmakoqimiis instituti; 
fsiqikuri janmrTelobis da narkomaniis 
prevenciis centri, Tbilisi, saqarTvelo

kvlevis mizans warmoadgenda saqarTveloSi 
mozardi Cveulebrivi Txilis - Corylusavellana 
L.  – nayofis lipidebis kvleva. mwife nayofi 
Segrovebulia dasavleT saqarTveloSi, ker-
Zod - imereTSi. dawvrilmanebuli nayofidan 
miRebul iqna neitraluri da polaruli 
lipidebis jami. Tvisobrivad dadgenil iqna 
maTSi Semavali klasebi.

maRalefeqturi siTxuri qromatografiuli 
meTodis gamoyenebiT Tvisobrivad da raode-
nobrivad identificirebulia aTi cximovani 
mJava, romelTa Sekavebis dro meryeobs 4,01 
wT-dan  13,00 wuTamde. analiziT dadgenilia  
cximovani mJavebis arseboba C12:0-dan C24:0-mde. 
avtorebis mier miRebul zeTSi Semavali 
ujeri cximovani mJavebis Semadgenloba 
mniSvnelovnad gansxvavdeba sxva ekogeo-
grafiul pirobebSi mozardi Txilis zeTis 
Semadgenlobisagan; kerZod, qarTuli Txilis 
zeTSi heqsadekanismJavas Semcveloba bevrad 
aRemateba sxva bunebriv pirobebSi mozardi 
Txilis zeTSi amave mJavas Semcvelobas da, 
amasTanave, masSi dominirebs oqtadekanis mJa-
va. Cveulebrivi Txilis nayofis zeTi Seicavs 
unikalur fiziologiurad aqtiur komponen-
tebs, romelTa keTilsaimedo Tanafardoba 
saintereso da mniSvnelovania aramarto 
kosmetikuri saSualebebis  SemuSavebisa da 
damzadebisaTvis, aramed praqtikul medici-
naSi gamosayenebladac.
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Изучение эндемичных видов растений Аджарии вызывает 
особый интерес после открытия границы с соседним 
государством – Турцией. После того как Грузия стала 
связывающим коридором Европы и Азии, существующие 
раньше географические преграды для растительного мира 
ныне легко преодолимыми. Исходя из этого, исследование 
растительности Аджарии и соседнего исторического Ла-
зистана - трансграничной зоны Грузии с Турцией весьма 
актуально.

На сегодняшний день учеными ботаниками выявлено 
27 эндемичных видов растений локального распростра-
нения в Аджарии и трансграничной зоне с Турцией. Из 
них 8 видов характерны только для флористического 
района Аджарии, остальные 19 видов имеют транс-
граничное распространение.

Целью исследования явилось изучение цитотоксиче-
ской активности метанольных экстрактов из эндемич-
ных видов растений Аджарии и Аджарии-Лазистана.

Материал и методы. Объектами исследования яви-
лись эндемичные виды растений Аджарий: Allium 
adzharicum M. Pop., Angelica adzharica M.Pop., Centaurea 
adzharica Sosn., Erysimum contractum Somm. Et Levier., 
Psoralea acaulisvar. adzharica, Ranunculus ampellophylus 
var. adzharica, Rubus adzharicus Sanadze, Эндемич-
ные виды растений Аджарии - Лазистана: Amaracus 
rotundifolius (Boiss.) Briq., Astragalus adzharicus M.Pop., 
Astragalus sommieri Freyn., Hypericum nordmanni Khokhr., 
Hypericum ptarmicifolium var. adzharicum, Linaria adzharica 
Kem.-Nath., Osmanthus decorus (Boiss. et Bal.), Primula 
megasaefolia boiss. E tBal., Quercus petra var. dshorochensis 
c. Koch., Rhododendron smirnovii Trautv., Rhododendron 
ungernii Trautv., Rhynchospora caucasica Vahl., Scrophularia 
chloranta Kyet Boiss., Scrophularia sosnovskyi Kem.-Nath., 
Scutellaria pontica C. Koch., Seseli foliosum (Somm. Et 
Lev.) Mand. 

Осуществлены экспедиции от побережья до высокогор-
ных регионов Аджарии в июле 2014 года. Исследуемые 
растения были собраны в фазу цветения. 

В процессе исследования использованы красители, 
трипсин, соли, растворители и детергенты фирмы 
Sigma-Aldrich (Италия), реактив PrestoBlue™Reagent 
фирмы Invitrogen (США), ростовая среда ДМЕМ фир-
мы Lonza (Бельгия), эмбриональная сыворотка фирмы 
Gibco (США).

Проведено изучение метанольной фракции: 
Тип 

экстракта
Навеска, 

мг 
Количество 
ДМСО, мл

Концен-
трация

Метаноль-
ная фракция 52 0,35 150 мг/мл

Изучение клеточных тестов культуры.
Клеточная линия аденокарциномы молочной железы 
человека MCF-7 
- Происхождение: человек, аденокарцинома молочной 
железы (плевральная жидкость). 
- Морфология: эпителиоподобная. 
- Условия культивирования: среда - ДМЕМ, сыворотка 
- эмбриональная бычья 10%, 100 мкг/мл стрептомицин, 
100 U/мл пенициллини, пируватNa 1mM.
- Процедура пересева - cнятие клеток, используя 
трипсин 0.25%. Оптимальная плотность 2.0-4.0х104 
клеток/см2.
- Криоконсервация - ростовая среда, 8-9% DMSO, 
1.0х106 клеток/мл в ампуле. Жизнеспособность после 
криоконсервации: 94% (окраска трипановым синим на 
нулевом пассаже).
- Контроль контаминации: бактерии, грибы и микоплаз-
ма не обнаружены.
- Источник получения клеточной линии: Университет 
Западного Онтарио, Канада.

Клеточная линия кератиноциты человека HaCaT
- Происхождение: получены доктором Norbert E. 
Fusenig, Heidelberg (Германия) из спонтанно транс-
формированных эпителиальных клеток кожи взрослого 
человека, способны полноценно дифференцироваться 
и образовывать многорядные упорядоченные пласты.
- Морфология: кератиноподобная.
- Условия культивирования: среда - ДМЕМ, сыворотка 
- эмбриональная бычья 10%, 100 мкг/мл стрептомицин, 
100 U/мл пенициллини, пируватNa 1mM.
- Процедура пересева - cнятие клеток дважды в неде-
лю при 70-80% монослое, используя трипсин 0.25%, 
оптимальная плотность 1.0x104 клеток/см2.
- Криоконсервация - ростовая среда, 10% DMSO, 
1.0х106 клеток/мл в ампуле. Жизнеспособность после 
криоконсервации: 90% (окраска трипановым синим на 
нулевом пассаже).
- Контроль контаминации: бактерии, грибы и микоплаз-
ма не обнаружены.
- Источник получения клеточной линии: лаборатория 
тканевой инженерии и физиопатологии кожи, Институт 
Дерматологии, Виа Монти диКрета, Рим, Италия.

ИССЛЕДОВАНИЕ ЦИТОТОКСИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ 
МЕТАНОЛЬНЫХ ЭКСТРАКТОВ ЭНДЕМИЧНЫХ ВИДОВ РАСТЕНИЙ РОДА ERYSIMUM 

АДЖАРСКОГО ФЛОРИСТИЧЕСКОГО РАЙОНА ГРУЗИИ

Беридзе Д.Н., Метревели М.В., Джохадзе М.С., Бакуридзе К.А., Берашвили Д.Т., Бакуридзе А.Д.

Тбилисский государственный медицинский университет, Грузия
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Общая схема проведения экспериментов.
Кератиноциты HaCaTи клетки MCF 7 культивировали в 
модифицированной среде Игла – DМЕМ, содержащей 
10% эмбриональную телячью сыворотку. Клетки рас-
тили в стандартных условиях (37°С, 5% СО2), экспози-
цию с исследуемыми веществами проводили в 24- или 
96-луночных планшетах. Выживаемость и способность 
к пролиферации культивируемых клеток определяли 
с помощью реактива PrestoBlue™Reagent (Invitrogen, 
США). Степень повреждения клеток оценивали ме-
тодом исключения красителя (трипановый синий). 
Для выявления типа клеточной гибели использовали 
флуоресцентную микроскопию и дифференциальное 
окрашивание ДНК системой акридин оранжевый/
этидиум бромид. 

Определение количества клеток.
Для снятия клеток использовали 0,05% трипсин. После 
открепления суспензию клеток переносили в 50 мл про-
бирку, содержащую полную ростовою среду в объеме, 
четырехкратно превышающем объем раствора трип-
сина. Центрифугировали 10 мин. при 1500 об/мин. 
Клетки ресуспензировали в полной ростовой среде. 
Количество клеток в суспензии считали в гемоцито-
метре (камера Горяева), количество жизнеспособных 
клеток - методом исключения красителя. Для этого 
в клеточные суспензии добавляли 0,1% трипановый 
синий в равном объеме. 

Определение пролиферативной активности и жизне-
способности клеток.
Пролиферативную активность и жизнеспособность 
клеток определяли в 96-луночных планшетах, исполь-
зуя реактив PrestoBlue™ (Invitrogen, США), содержа-
щий нефлуоресцентный компонент голубого цвета 
- резазурин, который модифицируется жизнеспособ-
ными клетками в высокофлуоресцентное соединение 
красного цвета. PrestoBlue™ Reagent разводили в куль-
туральной среде (1:9) и добавляли к клеткам в количестве 
100 мкл/лунка. Перед добавлением PrestoBlue™ клетки 
отмывали 1 раз добавляя в каждую лунку по 200 мкл 
изотонического фосфатного буфера (ИФБ), рН 7,4. На 
каждом планшете оставляли лунки с культуральной 
средой без клеток для определения базового уровня 
флуоресценции. Флуоресценцию измеряли после ин-
кубации в течение 2 ч при 37 C, используя фильтр Ex 
535 нм (±25 нм), Em 615 нм (±10 нм). 

Цитоморфологический анализ методом двойного окра-
шивания системой акридиновый оранжевый/этидиум 
бромида флуоресцентной микроскопии.
Цитоморфологический анализ проводили методом 
двойного окрашивания (тест живые-мертвые клетки) 
в 24-луночных планшетах. Смесь двух витальных флу-
оресцентных красителей акридина оранжевого (АО) и 
этидиум бромида (ЭБ) готовили в ИФБ: 30 мкг/мл АО и 
30 мкг/мл EB. Культуральную среду удаляли и заменяли 

200 мкл ИФБ и 200 мкл смесью касителей. Планшеты 
инкубировали при комнатной температуре в темной 
камере в течение 20 мин, затем клетки визуализиро-
вали и фотографировали, используя флуоресцентный 
микроскоп Axiovert 25 (Цейс, Германия), оснащенный 
цифровой камерой.

Из растительного сырья готовили метанольные извле-
чения методом перколяции в течение 24 часов, которые 
фильтровали через бумажный фильтр. Фильтрат испа-
ряли в ротационном вакуум-испарителе и сушили под 
вакуумом до сухого остатка. 

Посредством исследования специфической цитоста-
тической и цитотоксической активности природных 
и синтетических соединений получили значимую 
информацию об их потенциальной способности блоки-
ровать рост опухоли в результате прямого токсического 
воздействия на раковые клетки. При этом, ключевым 
моментом является избирательность действия, т.е. 
потенциальный противораковый препарат, должен 
быть значительно более токсичным по отношению к 
раковым клеткам, чем к нормальным. В данном разделе 
представлены результаты исследования метанольных 
экстрактов. Оценивали и сравнивали суммарный цито-
токсический и цитостатический эффект в отношении 
культивируемых клеток аденокарциномы молочной 
железы MCF-7 и кератиноцитов HaCaT. Для каждого 
типа клеток определяли зависимость доза-эффекта, 
графическим методом рассчитывали концентрации, 
вызывающие снижение количества культивируемых 
клеток на 50% (ЦТД50). 

Результаты исследования цитостатической актив-
ности в отношении культивируемых клеток адено-
карциномы молочной железы MCF-7. 
Клеточная линия MCF-7 представляет собой клетки 
аденокарциномы молочной железы, выделенные в 
1970 году из материала, полученного от 69-летней 
женщины с Кавказа. Аббревиатура MCF-7 происходит 
от названия Мичиганского ракового фогда-7 в Детрой-
те, где в 1973 году была создана эта клеточная линия 
[7]. Анализ публикаций свидетельствует, что клетки 
линии MCF-7 и линии клеток рака молочной железы - 
T-47D и MDA-MB-231 использовались в большинстве 
исследований, посвященных изучению проблем рака 
молочной железы [3].

Основные характеристики клеток MCF-7:
- первичная опухоль: инвазивная карцинома протоков 
молочной железы;
- имеет рецепторы эстрогена;
- отвечает на эстрогены усилением пролиферации;
- имеет рецепторы прогестерона.

Эта клеточная линия сохранила некоторые характе-
ристики дифференцированного эпителия молочных 
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желез, в том числе способность запускать сигнальные 
процессы в результате взаимодействия цитоплазмати-
ческих рецепторов эстрогена с лигандом и образовы-
вать соответствующие комплексы.

На начальном этапе исследования проводили предва-
рительную оценку цитотоксического действия препара-
тов: в среду культивирования клеток MCF-7 добавляли 
исследуемые препараты в концентрации, различающей-
ся на порядок, в виде раствора в ДМСО; концентрация 
ДМСО во всех экспериментах составляла 1%. В случае 
контрольного эксперимента в культуральную среду до-
бавляли только ДМСО в концентрации 1%. 

Статистическую обработку результатов производили 
с использованием стандартной компьютерной про-
граммы «Excel». Статистические данные представлены 
в виде MSD, где М – среднее арифметическое, SD – 
стандартное отклонение.

Результаты и их обсуждение. В результате прове-
денных исследований выявлен лишь один препарат 
(условное название «препарат 1»), обладающий ци-
тотоксичской активностью. Результаты исследования 
приведены в таблице 1. 

В последующих экспериментах исследовали цито-
токсическое действие препарата 1 в концентрациях, 
позволивших получить зависимости доза-эффекта и 
определить значения ЦТД50.

Исследование цитотоксичности препарата 1в отно-
шении  MCF-7. В этой серии экспериментов изучали 
влияние препарата 1 на жизнеспособность культивиру-
емых клеток MCF-7. Установлено, что данный препарат 

обладает выраженным доза-зависимым цитотоксическим 
действием в диапазоне концентраций 5-100 мкг/мл куль-
туральной среды (таблица 2). На рис. 1 приведена 
зависимость цитотоксичности к клеткам MCF-7 от 
концентрации препарата 1. Используя данную кривую 
рассчитана концентрация, вызывающая гибель 50% 
клеток MCF-7 спустя 24 ч и равная 16 мкг/мл (ЦТД50).

Рис. 1. Зависимость цитотоксичности к клеткам 
MCF-7 от концентрации препарата 1

Результаты исследования цитостатической актив-
ности в отношении культивируемых кератиноцитов 
человека линии HaCaT
В качестве модели кератиноцитов человека in vitro ча-
сто используют клеточную линию HaCaT, полученную 
из спонтанно трансформированных эпителиальных 
клеток кожи взрослого человека [1]. Клетки линии 
HaCaT используют для изучения процессов, проис-
ходящих в эпидермисе как в физиологическом, так и 
патологическом состоянии. Кератиноциты HaCaT со-
храняют дифференцировочный потенциал в культуре и 
в определенных условиях экспрессируют классические 
маркеры дифференциации кератиноцитов, такие как 
цитокератины-1 и -10, инволюкрин и филагрин [5] Кле-

Таблица 1. Влияние различных концентраций метанольного экстракта эндемичного растения рода Erysimum 
Аджарского флористического района на жизнеспособность культивируемых клеток MCF-7

п/п Концентрация, 
мкг/мл среды

Кол-во клеток отн. 
ед. флуор.

Кол-во 
клеток, %

Цитотоксичность, 
%

Контроль (ДМСО)
Метанольный экстракт 
(препарат 1)

150
1500

20,2±2,9 (n=24)
6,3±0,1 (n=8)††

0,4±1,0 (n=8)††*

100
31,3
1,9

0
69
98

** - р≤0,05; † - р≤0,001; †† - р≤0,00001
Таблица 2. Влияние различных концентраций препарата 1 

на жизнеспособность культивируемых клеток MCF-7
Концентрация, мкг/мл среды Кол-во клеток, % Цитотоксичность, %

0 (контроль)
5
10
20
25
50
150

100±6,9 (n=16)
70,6±4,9†(n=8)

52,1±4,5†† (n=8)
42,9±5,1††(n=8)
38,7±1,1††(n=8)
34,8±2,6††(n=8)
31,3±4,8††(n=8)

-
29,4
47,9
57,1
61,2
65,2
68,7

† - р≤0,001; †† - р≤0,00001
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точная линия HaCaT является подходящей моделью для 
изучения не только дифференциации кератиноцитов, но 
и пролиферативных процессов, а также апоптотической 
гибели клеток [8]. Клетки данной линии способны 
полноценно дифференцироваться и образовывать 
многорядные упорядоченные пласты. Это свойство 
делает их удобной модельной системой для изучения 
процессов формирования эпидермального пласта [6] 
и даже для формирования эпидермиса при пересадке 
[2]. Кроме того, кератиноциты HaCaT используют и в 
качестве модели воспалительных заболеваний в коже 
при изучении свойств продукции цитокинов [4].

Исследование цитотоксичности препарата 1 (ме-
танольная фракция) в отношении кератиноцитов 
HaCaТ.
В экспериментах изучено влияние препарата 1 на 
жизнеспособность культивируемых клеток HaCaТ. 
Установлено, что данная фракция обладает выражен-
ным доза-зависимым цитотоксическим действием в 
диапазоне концентраций 5-50 мкг/мл культуральной 
среды (таблица 3). На рис. 2 представлена зависимость 

цитотоксичности к клеткам  HaCaТ от концентрации 
препарата 1. Посредством данной кривой рассчитана 
концентрация, вызывающая гибель 50% клеток HaCat 
спустя 24 часа, которая составила 6 мкг/мл (ЦТД50).

Рис. 2. Зависимость цитотоксичности к клеткам  
HaCaТ от концентрации препарата 1

Морфологический анализ состояния клеток до и после 
воздействия препарата 1 представлен на рис. 1. 

Таблица 3. Влияние различных концентраций препарата 1 
на жизнеспособность культивируемых клеток HaCaТ

Концентрация, мкг/мл среды Кол-во клеток, % Цитотоксичность, %

0 (контроль)
5
10
20
25
50

100±6,9 (n=16)
61,7±10,2†(n=8)
35,4±6,9†† (n=8)
20,5±5,7††(n=8)
24,1±4,1††(n=8)
21,8±2,8††(n=8)

-
38,3
64,6
79,5
75,9
78,7

† - р≤0,001; †† - р≤0,00001

Рис. 3. Репрезентативные флуоресцентные микрофотографии клеток MCF-7 (A,B) и HaCaT (C,D)
A,C - спустя 24 ч после добавления ДМСО (растворитель); B,D - спустя 24 ч после воздействия препарата 1 

в дозе 25 мкг/мл с ДМСО. Окрашивание системой акридин оранжевый + этидиум бромида



84

	
МЕДИЦИНСКИЕ НОВОСТИ ГРУЗИИ

CFMFHSDTKJC CFVTLBWBYJ CBF[KTYB

Цитотоксическое действие препарата 1, оказываю-
щее наиболее выраженное влияние по результатам 
анализов, проведенных с применением реактива 
PrestoBlue™, подтверждено стандартным тестом 
на живых и мертвых клетках с использованием 
витальных флуоресцентных красителей - акридина 
оранжевого и этидиум бромида.

В экспериментах к культивируемым в 24-луночных 
планшетах клеткам добавляли метанольный экстракт 
(препарат 1) из расчета 25 мкг/мл культуральной сре-
ды. Спустя 24 часа клетки окрашивали и оценивали 
их количество и состояние с помощью флуоресцент-
ного микроскопа, совмещенного с цифровой фото-
камерой. На рис. 3 представлены репрезентативные 
флуоресцентные микрофотографии клеток MCF-7 и 
HaCaT спустя 24 часа после воздействия раствора 
препарата 1 в дозе 25 мкг/мл и ДМСО (В,D) и рав-
ного объема только ДМСО (контроль) (А,С). При 
действии препарата на клетки MCF-7 выявлен более 
низкий показатель общего количества клеток, чем в 
контроле, при этом процент мертвых некротических 
клеток (красная флуоресценция) был весьма незначи-
телен. Снижение числа клеток MCF-7под действием 
препарата 1, очевидно, обусловлено подавлением их 
пролиферации и активацией апоптоза. Еще более 
выражено действие препарата 1 на клетки HaCaT. 
Спустя 24 ч после инкубации их число многократно 
снижается, а процент мертвых клеток, которые могут 
быть на стадии позднего апоптоза или некротически-
ми (красная флуоресценция) достаточно высокий.

В результате проведенных исследований установлено, 
что эффективным цитотоксическим действием облада-
ют метанольный экстракт (препарат 1) эндемичного 
растения Аджарского флористического района. На 
основании зависимости доза-эффект рассчитаны кон-
центрации этого препарата в культуральной среде, при 
которых количество жизнеспособных клеток снижается 
спустя 24 часа на 50 % (ЦТД50). Значения ЦТД50 при-
ведены в таблице 4. 

Данные, приведенные в таблице 4, указывают, что 
препарат 1 не обладает специфической цитотоксич-
ностью в отношении клеточной линии аденокарци-
номы молочной железы человека MCF-7, которая 
характерна, например, для растительного пигмента 
куркумина. Высокая специфическая цитотоксич-

ность препарата 1 в отношении кератиноцитов дает 
основание рассматривать экстракт эндемичного рас-
тения Аджарского флористического района Грузии 
как потенциальное фармакологическое средство для 
наружной терапии патологий, обусловленных повы-
шенной пролиферацией кератиноцитов, например, 
псориаза.
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Таблица 4. Концентрации препарата 1, снижающие жизнеспособность 
культивируемых клеток человека на 50%

Препарат
Значения ЦТД50, мкг/мл

Клеточная линия MCF-7 Клеточная линия HaCaТ

Препарат 1
Куркумин

16
2,2

6
4,8
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SUMMARY

STUDY OF CYTOTOXIC ACTIVITY OF METHA-
NOL EXTRACTS OF THE ENDEMIC PLANT OF 
THE GENUS ERYSIMUM OF THE ADJARIAN 
FLORISTIC DISTRICT OF GEORGIA

Beridze D., Metreveli M., Joxadze M., Bakuridze K., 
Berashvili D., Bakuridze A.

Tbilisi State Medical University, Georgia

According to the results, investigated methanolic extracts of 
endemic plant from Adjarian floristic region of Georgia do 
not have specific cytotoxicity against the cell lines of breast 
adenocarcinoma MCF-7 human, which is typical, e.g., for 
plant pigment curcumin. At the same time, the high specific 
cytotoxicity of 2 and 3 fractions towards keratinocytes gives 
reason for considering endemic plant extracts, of Adjarian 
floristic region of Georgia, as a potential pharmacological 
means for topical treatment of pathologies caused by in-
creased proliferation of keratinocytes, such as psoriasis.

Keywords: methanolic extracts, breast adenocarcinoma,  
psoriasis.

РЕЗЮМЕ

ИССЛЕДОВАНИЕ ЦИТОТОКСИЧЕСКОЙ АК-
ТИВНОСТИ МЕТАНОЛЬНЫХ ЭКСТРАКТОВ 
ЭНДЕМИЧНЫХ ВИДОВ РАСТЕНИЙ РОДА 
ERYSIMUM АДЖАРСКОГО ФЛОРИСТИЧЕСКО-
ГО РАЙОНА ГРУЗИИ

Беридзе Д.Н., Метревели М.В., Джохадзе М.С., 
Бакуридзе К.А., Берашвили Д.Т., Бакуридзе А.Д.

Тбилисский государственный медицинский универси-
тет, Грузия

В результате проведенных исследований установлено, 
что эффективным цитотоксическим действием обла-
дает метанольный экстракт (препарат 1) эндемичного 
растения Аджарского флористического района. 

Препарат 1 не обладает специфической цитотоксич-
ностью в отношении клеточной линии аденокарци-
номы молочной железы человека MCF-7, которая 
характерна, например, для растительного пигмента 
куркумина. В тоже время, высокая специфическая 
цитотоксичность препарата 1 в отношении кера-
тиноцитов дает основание рассматривать экстракт 
эндемичного растения Аджарского флористического 
района Грузии как потенциальное фармакологи-
ческое средство для наружной терапии патологий, 
обусловленных повышенной пролиферацией кера-
тиноцитов, например, псориаза.

reziume

aWaris floristuli regionis endemuri saxe-
obis Erysimum-is gvaris mcenareebis meTano-
liani eqstraqtebis citotoqsikuri aqtiuro-
bis Seswavla

d. beriZe, m. metreveli, m. joxaZe, k. bakuriZe, 
d. beraSvili, a. bakuriZe

Tbilisis saxelmwifo samedicino universite-
ti, saqarTvelo

aWaris floristuli regionis endemuri 
mcenareebis meTanoliani eqstraqtebis kvlevi-
sas erT preparats (preparati 1) aRmoaCnda 
gamoxatuli citotoqsikuri moqmedeba. amas-
Tan, mas ar axasiaTebs specifikuri citotoq-
sikuri moqmedeba MCF-7–is, adamianis sarZeve 
jirkvlis adenokarcinomis ujreduli kultu-
ris mimarT, rac damaxasiaTebelia mcenareuli 
pigmentis kurkuminisaTvis. preparat 1–s 
gaaCnia maRali specifikuri  citotoqsikuri 
aqtiuroba keratinocitebis mimarT. Sesabam-
isad, aWaris floristuli regionis endemuri 
mcenaris meTanoliani eqstraqti SeiZleba 
gamoyenebuli iyos, rogorc potenciuri far-
makologiuri saSualeba keratinocitebis 
maRali proliferaciiT ganpirobebuli pa-
Tologiebis, magaliTad, fsoriazis garegani 
TerapiisaTvis.
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Bronchial asthma is a serious global health problem. 5% to 
10% of persons of all ages suffer from this chronic airway 
disorder. An atopic diathesis, a genetic predisposition to-
ward the production of IgE antibodies in response to pollen, 
house dust mites, fungi, or animal-derived proteins, is the 
most important risk factor for bronchial asthma. Prevention 
of the disease, as well as effective diagnostic and treatment 
methods have great importance for managing this problem 
[1,4]. The modern approaches in the prevention and treat-
ment of asthma are delivered by GINA ,,Global Strategy 
for Asthma Management and Prevention” [2,5]. The main 
recommendations of this initiative have already been using 
in different countries, includes Georgia, with consideration 
of national peculiarities. The clinical-epidemiological study 
revealed that the western Georgia is distinguished with 
diversity and frequency of allergic diseases, especially high 
rate of respiratory allergies caused by the acute factors of 
eco-geographical climate: air temperature, humidity and 
the variety of plants represented in the region .

According to the above-mentioned, at this stage, the study 
aimed to establish correlation betwee airway obstruction 
and specific IgE specificity, managing future treatment in 
the patients with bronchial asthma, among the population 
of west Georgia. 

Material and methods. In the study have been involved 56 
patients (among them 24 males and 32 females) of different 
ages, with diagnostic bronchial asthma (according to GINA 
recommendation), who applied to the S/R Institute of Al-
lergology, Asthma and Clinical Immunology of Georgian 
Academy of Sciences for specific allegro-diagnostics and 
for management of treatment (Tskaltubo, Georgia). 

On the ground of the aim the study included the following 
steps of allegro-diagnostics:
I step – Computerized spirometry by apparatus ,,SPIRO-
LAB 3” was conducted for verification of external respira-
tory changes and estimation level of bronchial obstruction. 
Besides Peak expiratory flow (PEF), the following param-
eters were studied and analyzed: forced expiratory volume 
in 1 sec (FEV1), forced volume vital capacity (FVC), 
FEV1/FVC ratio (FEV1%) - Tiffeneau-Pinelli index. 
II step – To detect allergenization degree, total serum 
IgE levels, specific IgE and concentration of Phadiatop, 
using modern automated system - “Immuno CAP 100” 
(PHADIA, Switzerland), were estimated in the patients.
III step- future treatment recommendations.

Results and their discussion. All 56 patients were under-
gone the spirometry measurement. Our results show that 
from 56 patient 21 (38%) had very severe obstruction by 
spiromatry: Pretest: FEV 1 – 28%; FEF-45%; FEV1/FVC 
ratio -55% on average. Post test: significant bronchodi-
latation was revealed FEV1> +12%( > 200mL) after the 
inhalation of four puffs of a short – acting beta2 sympa-
thomimetic agent, e.r., 400 µg of salbutamol. In 19 (33%) 
patients severe bronchoobstruction was established. By 
spiromometry was revealed: Pretest: FEV 1 – 42%; FEF-
55%; FEV1/FVC ratio -67% on average. Post test: signifi-
cant bronchodilatation was revealed FEV1> +12%( >200 
mL) after the inhalation of four puffs of a short – acting 
beta2 sympathomimetic agent, e.r., 400 µg of salbutamol. 
In 14 (25%) patients moderate bronchoobstruction was 
diagnosed, the spiromatry results were : Pretest: FEV 1 – 
52%; FEF-65%; FEV1/FVC ratio -67% on average. Post 
test: It was revealed significant bronchodilatation FEV1> 
+12%( >200 mL). Only in 2 (4%) patients were diagnosed 
the normal spiromatry.

All the patients were treated by GINA ,, Global Strategy for 
Asthma Management and Prevention” with consideration 
of national peculiarities. From 56 patients in 49 (88%) the 
asthma was controlled, and only in 7 (12%) patients disease 
was uncontrolled.

According to the analysis of the laboratory results obtained 
after using modern automated system - “ImmunoCAP 100” 
showed that all patients with bronchial asthma revealed 
high titers of total IgE, Phadiatop test was positive in 48 
(85%) patient from 56 and only in 8 (15%) Phadiatop was 
negative. Identification of a particular allergen was carried 
out by investigation of allergen-specific IgE. 

In the patients with bronchial asthma of a specific positivity of 
specific IgE to the weeds (Wx2) – ambrosia, plantain, clasp/
tarragon, atriplex –in 23 (53%) on average; tree dust (Tx9) - 
alder, lactarius piperatus, nuts, oak, willow - 11 (19%) ; and 
cereals (Gx1) - festuca pratensis, lolium temulentum, timoti 
grass, poa - 9 (16%); Mx2 -Penicillium potatum, Cladospo-
rium herbarum, Aspergillus fumigatus, Candida albicans, 
Alternaria alternate- 15 (21%) was revealed , only in 5 (9%) 
patients we cannot established the allergy specific IgE. 

It was established the correlation between spiromatry dates 
and special allergen specific Ig E in patient with bronchial 
asthma.

CORRELATION BETWEEN SPIROMETRY DATES AND SPECIAL  ALLERGEN- 
SPECIFIC IgE IN PATIENTS WITH BRONCHIAL ASTHMA IN WEST GEORGIA

Sepiashvili R., Chikhladze M., Khachapuridze D., Gamkrelidze S.

National Institute of Allergology, Asthma and Clinical Immunology, Georgian Academy of Sciences, Tskaltubo,Georgia; 
Peoples’ Friendship University of Russia (RUDN University), Moscow, Russia
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According to the study results, among the etiologic factors 
of bronchial asthma the highest percentage comes on plant 
allergens-aeropollutants, which is proved by appropriate 
specific IgE positivity. The modern management of al-
lergy is allegro-specific immunotherapy (ASIT), there are: 
Allergen-specific subcutaneous (SCIT) and Sublingual 
immunotherapy (SLIT), also called “desensitization,” has 
been shown to reduce medication use and bronchial hyper-
reactivity, as compared with placebo, in mild to moderately 
severe asthma, although it does not improve pulmonary 
function values [3,6]. This statement applies mainly to 
younger patients. ASIT has a markedly lower chance of 
success in older patients who have had asthma for a long 
time, whose symptoms arise independently of allergen ex-
posure, and for whom anti-inflammatory pharmacotherapy 
has been less effective. ACIT is contraindicated in patients 
whose pulmonary function is persistently impaired with 
FEV1 values below 70%. Specific immunotherapy should 
be performed only by a physician with experience in al-
lergology. It does not replace effective anti-asthmatic phar-
macotherapy, but should rather be seen as a complementary 
element of asthma management. There is accumulating 
evidence that ACIT can help prevent the progression of 
allergic rhino-conjunctivitis to allergic asthma in children 
and adolescents. 

The patients suffering from bronchial were supplied with 
the data of aeropolinometer “Burkard Trap”, developed 
by our clinic permanently updating calendar for distribu-
tion of aeroallergens in Imereti region, which reflects the 
concentration of blossoming plant-trees and atmospheric 
aeroallergens in the air at a given period of time. 

Conclusion. 
By spirometry is possible to estimate degree of bronchoob-
struction and severity of disease in patient with diagnostic 
bronchial asthma.

Increased concentration of Immuno CAP/Phadiatop in 
blood indicates to the present of bronchial asthma to in-
halative allergens. 

“Immuno CAP 100” allowed us to specify/determine the 
presence of specific IgE to certain allergens in blood serum.
It was established the correlation between spiromatry dates 
and special allergen specific Ig E in patient with bronchial 
asthma.

The high level of specific IgE to aeroallergens was revealed 
in the patients with bronchial asthma, the specificity of 
which was particularly strengthened by correlation with 
other allergens specific for the given region. The latter is 
of great importance for providing the effective and safe 
allegro-specific immunotherapy (ASIT) and successful 
preventive measures.
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SUMMARY

CORRELATION BETWEEN SPIROMETRY 
DATES AND SPECIAL ALLERGEN- SPECIFIC IgE 
IN PATIENTS WITH BRONCHIAL ASTHMA IN 
WEST GEORGIA

Sepiashvili R., Chikhladze M., Khachapuridze D., 
Gamkrelidze S.

National Institute of Allergology, Asthma and Clini-
cal Immunology, Georgian Academy of Sciences, 
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Russia (RUDN University), Moscow, Russia

The study aimed to establish correlation between airway 
obstruction and specific IgE specificity, managing future 
treatment in the patients with bronchial asthma, among 
the population of west Georgia. In the study have been 
involved 56 patients (among them 24 males and 32 fe-
males) of different ages, with diagnostic bronchial asthma 
(according to GINA recommendation). On the ground of 
the aim the study included the following steps of allegro-
diagnostics: I step – Computerized spirometry by appa-
ratus ,,SPIROLAB 3”. II step – To detect allergenization 
degree, total serum IgE levels, specific IgE and concentra-
tion of Phadiatop, using modern automated system - "Im-
muno CAP 100", were estimated in the patients. III step- 
future treatment recommendations. All 56 patients were 
undergone the spirometry measurement. Our results show 
that of 56 patient 21 (38%) had very severe obstruction by 
spiromatry: Pretest: FEV 1 – 28%; FEF-45%; FEV1/FVC 
ratio -55% on average. Post test: significant bronchodi-
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latation was revealed FEV1> +12%( >200 mL) after the 
inhalation of four puffs of a short – acting beta2 sympa-
thomimetic agent, e.r., 400 µg of salbutamol. In 19 (33%) 
patients severe bronchoobstruction was established. By 
spiromometry was revealed: Pre test: FEV 1 – 42%; 
FEF-55%; FEV1/FVC ratio -67% on average. Post 
test: significant bronchodilatation was revealed FEV1> 
+12%( >200 mL) In 14 (25%) patients moderate bron-
choobstruction was diagnosed, the spiromatry results were. 
Pretest: FEV 1 – 52%; FEF-65%; FEV1/FVC ratio - 67% 
on average. Post test: It was revealed significant bronchodi-
latation FEV1> +12%( >200 mL). Only in 2 (4%) patients 
were diagnosed the normal spiromatry. In the patients with 
bronchial asthma of a specific positivity of specific IgE to the 
weeds (Wx2) – ambrosia, plantain, clasp/tarragon, atriplex 
- in 23 (53%) on average; tree dust (Tx9) - alder, lactarius 
piperatus, nuts, oak, willow - 11 (19%); and cereals (Gx1) 
- festuca pratensis, lolium temulentum, timoti grass, poa - 9 
(16%); Mx2 -Penicillium notatum, Cladosporium herbarum, 
Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Alternaria alter-
nate- 15 (21%) was revealed, only in 5 (9%) patients we can-
not established the allergy specific IgE. 

It was established the correlation between spiromatry 
dates and special allergen specific IgE in patient with 
bronchial asthma. The latter is of great importance for 
providing the effective and safe allegro-specific immuno-
therapy (ASIT) and successful preventive measures.

Keywords: bronchial asthma, spiromatry, special aller-
gen- specific IgE, ASIT.

РЕЗЮМЕ

КОРРЕЛЯЦИЯ МЕЖДУ СПИРОМЕТРИЧЕСКИ-
МИ ПОКАЗАТЕЛЯМИ И СПЕЦИФИЧНОСТЬЮ 
АЛЛЕРГЕНСПЕЦИФИЧЕСКИХ IgE У ПАЦИЕН-
ТОВ С БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМОЙ

Сепиашвили Р.И., Чихладзе М.В., Хачапуридзе Д.Р., 
Гамкрелидзе С.Л.

НИИ аллергологии, астмы и клинической иммунологии 
Академии наук Грузии, Цхалтубо, Грузия; Российский 
университет дружбы народов, Москва, Россия

Целью исследования явилось определение корреляции 
между данными спирометрии и специальными, аллер-
госпецифичными IgE среди населения Западной Грузии 
с целью эффективного лечения пациентов с диагнозом 
бронхиальной астмы. 

Исследовано 56 пациентов различного возраста, из них 
мальчиков - 24, девочек - 32 с диагнозом бронхиальной 
астмы, которые обратились в Институт аллергологии, 
астмы и клинической иммунологии Академии наук 
Грузии (Цхалтубо, Грузия) для аллергодиагностики. 

Исследование включало следующие этапы: I этап 
- компьютерная спирометрия Spirolab III; II этап - 
определение специфического IgE в сыворотке крови с 
помощью автоматизированной системы «Immuno CAP 
100» (PHADIA, Швейцария); III этап - планирование 
эффективного лечения- аллерген-специфическая им-
мунотерапия. 

В результате проведенного исследования выявлена 
корреляция между данными спирометрии и специ-
альными, аллергоспецифичными IgE у больных брон-
хиальной астмой, что весьма значимо для проведения 
целенаправленного лечения, эффективной и безопасной 
иммунотерапии и успешной реализации профилакти-
ческих мер.

reziume

korelacia spirometriul maCveneblebsa da 
alergenspecifikur IgE-s specifiurobas So-
ris bronquli asTmis mqone pacientebSi

r. sefiaSvili, m. CixlaZe, d. xaWapuriZe, 
s. gamyreliZe

alergologiis, asTmisa da klinikuri imu-
nologiis s/k instituti. wyaltubo, saqa-
rTvelo; xalxTa megobrobis universiteti, 
moskovi, ruseTi

kvlevis mizans warmoadgenda korelaciis 
dadgena bronqoobstruqciis  specifiur IgE-s 
specifiurobas Soris dasavleT saqarTvelos 
mosaxleobaSi.

kvlevaSi CarTuli iyo sxvadasxva asakis 56 pa-
cienti (24  mamakaci, 32 qali) bronquli asTmis 
diagnoziT, romlebmac alergodiagnostikisa 
da efeqturi mkurnalobis mizniT mimarTes 
saqarTvelos mecnierebaTa akademiis aler-
gologiis, asTmis da klinikuri imunologiis 
samecniero-kvleviT instituts (wyaltubo, 
saqarTvelo). kvleva moicavda Semdeg eta-
pebs: I  - bronqoobstruqciis diagnostika 
kompiuteruli  spirometriiT (Spirolab III); II  
- sisxlis SratSi specifikuri IgE-s dadgena 
avtomatizebuli sistemiT (“Immuno CAP 100”, 
PHADIA, Sveicaria),  III  - efeqturi mkurnalo-
bis taqtikis SemuSaveba - alergospecifikuri 
imunoTerapia. 
dadgenilia korelacia bronqoobstruqciis 
sxvadasxva xarisxsa da alergenspecifikuri 
IgE-s specifikurobas Soris, rac mniSvnelova-
nia mizanmimarTuli mkurnalobis, efeqturi 
da usafrTxo imunoTerapiis da  prevenciuli 
RonisZiebebis warmatebiT gan-xorcielebi-
saTvis.
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Тесная связь дыхательной системы с другими система-
ми и органами, ее значительное участие в процессах 
обмена веществ еще раз доказывает исключительную 
роль изучения функции внешнего дыхания. Методы 
исследования параметров внешнего дыхания опреде-
ляют возможность оценить анатомо-физиологические 
особенности структурных единиц легких, а также адек-
ватность отдельных процессов, которые обеспечивают 
газообмен между атмосферным воздухом и легочными 
капиллярами. Основным методом функционального 
исследования легких является спирометрия, которая 
позволяет фиксировать изменения легочного объема 
в процессе различных режимов дыхания, а также ре-
гистрировать скорости движения воздуха в условиях 
изменяющегося объема легких [2-4,6,8]. 

Охрана здоровья студентов является одной из зна-
чимых социальных задач современного общества. 
Эффективная подготовка высокоспециализированных 
кадров тесно связана с охраной здоровья молодого по-
коления, повышением работоспособности студентов. 
В современных условиях социальной, политической, 
экономической лабильности данная прослойка по-
пуляции испытывает значительное отрицательное 
влияние факторов окружающей среды, что связано с 
высокими физическими, эмоциональными и умствен-
ными нагрузками, связанными с периодом адаптации 
к новым условиям студенческой жизни. Доказано, что 
студенты первых трех лет обучения имеют более вы-
сокие показатели заболеваемости, растространения 
негативных тенденций в образе жизни, недостаточный 
уровень гигиенического воспитания. Эти факторы при-
водят к снижению адаптации молодежи, в связи с чем 
проявляются серьезные социально-психологические и 
медицинские проблемы, возникающие в той или иной 
форме [1,5,7]. 

Проведен литературный обзор с целью изучения подоб-
ных исследований, хотя в точности публикации подобных 
исследований не выявлены. Результаты, полученные в 
ходе проведенного исследования помогут сформулиро-
вать профилактические рекомендации для улучшения 
параметров внешнего дыхания, исходя из национальных 
и возрастных особенностей исследуемой группы. 

В связи с вышеуказанными фактами является акту-
альным исследование и уточнение физиологических 
показателей функции внешнего дыхания студентов с 
целью превенции развития психосоматических рас-
стройств и повышения качества процесса обучения. 

ОЦЕНКА ПАРАМЕТРОВ ВНЕШНЕГО ДЫХАНИЯ СТУДЕНТОВ 

Валишвили Т.Н., Чихладзе М.В., Гамкрелидзе С.Л.

Национальная академия наук Грузии, Национальный институт аллергологии, астмы 
и клинической иммунологии, Цкалтубо; Государственный унитверситет им. Акаки Церетели, Кутаиси, Грузия 

Целью исследования явилось проведение спирографи-
ческих исследований с целью уточнения региональ-
ной нормы основных физиологических показателей 
функции внешнего дыхания представителей молодой 
возрастной группы (18-21 лет) популяции Грузии.

Материал и методы. Принципом случайной выборки 
в осенне-зимний период обследованы 235 практически 
здоровых студентов в возрасте от 18 до 21 года, девуш-
ки - 103, юноши - 132. Исследование функции внешнего 
дыхания проводили методом компьютерной спирометрии 
с применением аппарата Spirolab 3 и методом пульсокси-
метрии. Спирометрические исследования проводились 
на базе Национального научно-исследовательского ин-
ститута клинической иммунологии, аллергии и астмы 
Академии наук Грузии (Цхалтубо), в утренние часы при 
информированном согласии студентов. Программное 
обеспечение позволяет конвертировать объемные и ско-
ростные показатели в систему BTPS и сравнивать их с 
должными величинами. 

Методом пульсоксиметрии определяли степерь насы-
щения гемоглобина кислородом,%. 

Методом спирометрии оценивали следущие параме-
тры: жизненная емкость легких (ЖЕЛ), форсирован-
ная жизненная емкость легких (ФЖЕЛ), объем фор-
сированного выдоха за первую секунду (ФЖЕЛ1), 
объем форсированного выдоха за 1 сек/жизненная 
емкость легких (индекс Тиффно), пиковая (макси-
мальная) объемная скорость форсированного выдоха 
(ПОС); максимальная скорость выдоха на уровне 
выдоха 25% форсированной жизненной емкости 
легких (МОС25%); максимальная скорость выдоха 
на уровне выдоха 50% форсированная жизненная 
емкость легких (МОС50%), максимальная скорость 
выдоха на уровне выдоха 75% ФЖЕЛ (МОС75%), 
средняя объёмная скорость в интервале между 25% 
и 75% ФЖЕЛ (МОС 25-75%), максимальная венти-
ляция легких (МВЛ), объем форсированного вдоха 
за первую секунду (ОФВ), резервный объем выдоха 
(РОВ), емкость вдоха (ЕВ). Выполнение маневров 
для определения жизненной емкости легких и фор-
сированной жизненной емкости легких проводилось 
последовательно. В процессе одного исследования 
использовалось три повторных измерения.. В про-
цессе одного исследования использовалось три 
повторных измерения. Статистическую обработку 
результатов иссследования проводили, вычисляя 
среднее арифме тическое значение (М), ошибку сред-
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него арифметического значения (m), и представляли 
в виде M±m. Различия между группами оценивали 
с помощью t-критерия Стъюдента, достоверными 
считались результаты при р<0,05. Интерпретация по-
казателей спирометрии проводилась между группами 
различного пола, а также по отношению к расчетным 
показателям нормы. 

Следует отметить, что студенты, принимающие 
участие в исследовании, не имели никаких жалоб со 
стороны здоровья (особенно в отношении дыхатель-
ной системы). Исходя из данных анкеты-опросника, 
они не были часто подвержены инфекциям и другим 
заболеваниям верхних дыхательных путей, не имели 
жалоб со стороны дыхательной системы и не болели 
никакими заболваниями в течение 2 недель до прове-
дения исследования. 

Результаты и их обсуждение. Компьютерная спиро-
метрия проводилась согласно стандартам ERS, ATS. 
Результаты исследования функции внешнего дыхания 
у обследованных студентов представлены в таблице. 

Границей нормальных значений ЖЕЛ, ФЖЕЛ, 
ФЖЕЛ1, индекс Тиффно, ПОС, МОС75%, МОС50%, 
МОС25%, МОС25-75% этих показателей считается 
80% от должной величины. Как показывают ис-
следования, все показатели находятся в пределах 
возрастной нормы. 

Исследование ЖЕЛ данной возрастной группы выяви-
ло, что ее фактическая величина находится в пределах 
нормы у обоих полов, однако следует отметить, что 
показатели у лиц женского пола оказались несколько 
выше: ЖЕЛ девушек - 109.5±4.5%, ЖЕЛ юношей - 
99±5.25, что, ар всей вероятности, связано с меньшим 
процентным количеством курящих женщин-студенток 
в сравнении со студентами мужского пола и, в опре-
деленной степени, с внелегочными рестриктивными 
изменениями, обусловленными ограниченной подвиж-
ностью грудной клетки ввиду относительно слабого 
развития вспомогательных дыхательных мышц. 

Исследование форсированной жизненной емкости 
легких выявило, что этот показатель соответствует 

Таблица 1. Функциональные показатели внешнего дыхания у обследованных студентов (n=235)

Параметры 
спирометрии

Девушки (n=103) юноши(n=132)

Predicted
 (M±m)

Pretest 
(M±m) 

Pretest % 
(M±m)

Predicted
 (M±m)

Pretest 
(M±m) 

Pretest % 
(M±m)

ЖЕЛ 3.66± 0.121 4.005± 0.045 109.5± 4.5 5.80± 0.417 5.501± 0.209 99± 5.25

ФЖЕЛ 3.64± 0.110 3.46± 0.110 95± 6.0 5.55± 0.394 5.363± 0.145 98± 10.20

ФЖЕЛ1 3.19± 0.070 3.33± 0.115 104± 3.60 4.59± 0.316 4.54± 0.056 100± 8.38

ПОС 7.02± 0.157 5.28± 0.111 74.5± 0.79 10.31± 0.447 9.28± 0.575 90± 2.16

ФЖЕЛ1/ЖЕЛ 84,4± 2.701 96.5± 6.550 114.5± 7.5 82.7± 1.221 85.7± 0.90 104± 1.41

ФЖЕЛ1/ФЖЕЛ 84.4± 2.701 83.2± 3.901 98.5± 1.41 82.7± 1.221 82.7± 1.221 99± 0.81

МОС75% 2.19± 0.025 1.845± 0.758 100± 8.5 2.225± 0.225 2.270± 0.020 87± 6.0

МОС50% 4.52± 0.062 3.925± 1.220 87.0± 5.0 5.870± 0.320 5.46± 0.085 94,5± 2.5

МОС25%  6.21± 0.091 4.745± 0.135 76.5± 3.5 5.201± 0.396 4.69± 0.08 84± 7.0

МОС25-75% 4.1± 0.0301 3.445± 0.305 84± 7,0 8.880± 0.460 9.35± 0.455 98± 7.0

Степень насыщения Hb 02,% 98,65±1,0
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возрастной норме, хотя ФЖЕЛ у лиц женского пола 
(95±6.0%) несколько снижена в сравнении с лицами 
мужского пола (98±10.20%), несмотря на то, что жиз-
ненная емкость легких остается в пределах нормы 
и даже выше - 109.5±4.5%. Известно, что более су-
щественное снижение форсированной ЖЕЛ по срав-
нению с ЖЕЛ говорит о нарушениях бронхиальной 
проходимости. В данном случае можно судить только 
о риске и определенной тенденции к обструктивным 
поражениям легких, поскольку молодой возраст и пока 
еще высокие адаптивные свойства респираторной си-
стемы обеспечивают работу дыхательной системы на 
должном уровне. 

Объем форсированного выдоха, показывающий тот 
объем, который обследуемый способен выдохнуть за 
первую секунду при максимально быстром и глубоком 
выдохе после предварительного максимального вдоха 
(ФЖЕЛ1), находится в пределах нормы. 

Показатели ФЖЕЛ1/ЖЕЛ и ФЖЕЛ1/ФЖЕЛ также на-
ходятся в пределах возрастной нормы. 

Пиковая (максимальная) объемная скорость форси-
рованного выдоха – снижена у лиц женского пола 
в сравнении с юношами - 74.5±0.79% - 90±2.16%, 
соответственно.

Что касается, показателей максимальной скорости вы-
доха на уровне выдоха различного процентного объема 
форсированной жизненной емкости легких, эти показа-
тели варьируют, указывая на определенные тенденции 
функционального состояния  и напряжение процессов 
адаптации респираторной системы. В частности, 
МОС25% - максимальная скорость выдоха на уровне 
выдоха 25% форсированной жизненной емкости лег-
ких, незначительно снижена в обоих половых катего-
риях: у девушек-студенток она составляла - 76.5±3.5%, 
у студентов-юношей - 84±7.0%, что свидетельствует о 
снижении проходимости крупных бронхов. Данный 
показатель у девушек был ниже, чем у юношей. 

МОС50% - максимальная скорость выдоха на уровне 
выдоха 50 % форсированной жизненной емкости лег-
ких и МОС75% - максимальная скорость выдоха на 
уровне выдоха 75% находятся в пределах нормы, что 
свидетельствует о нормальной проходимости средних 
и мелких бронхов, сдедует отметить, что наблюдается 
тенденция к снижению данных показателей, что еще 
раз подчеркивает необходимость укрепления адап-
тивных возможностей провдения профилактических 
мер по предупреждению обструктивных заболеваний 
дыхательной системы. 

МОС25-75% - средняя скорость выдоха 25-75% форси-
рованной жизненной емкости легких также свидетель-
ствует о тенденции к ослаблению процессов адаптации 

и о риске снижения проходимости бронхо-легочной 
системы. 

Растущая урбанизация отражается на адаптивной пере-
стройке аппарата внешнего дыхания молодой возраст-
ной группы. Благоустроенность жизни, европейский 
тип питания, низкий двигательный режим уменьшают 
уровень физического развития студентов. 

Таким образом, в процессе исследования были опре-
делены и уточнены физиологические показатели 
функции внешнего дыхания у молодого поколения 
популяции Грузии (возрастная группа 18-21 лет). 
Данные исследования показали актуальность и необ-
ходимость проведения исследований подобного типа 
во всех возрастных группах популяции. Знание на-
циональных нормативов внешнего дыхания позволит 
определить риск развития заболеваний респиратор-
ной системы, провести эффективную профилактику, 
разработать рекомендации по лечению заболеваний 
дыхательной системы с учетом возрастных, поло-
вых, национальных особенностейПолученные нами 
значения объемно-временных показателей внешнего 
дыхания, могут служить уточненной регионарной 
нормой для молодого поколения Грузии.

Полученные нами значения объемно-временных пока-
зателей внешнего дыхания, могут служить уточненной 
регионарной нормой для молодого поколения Грузии.
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The close relationship of the respiratory system with other 
systems and organs, its significant participation in the pro-
cesses of metabolism once again proves the exceptional 
role of the study of respiratory function. On the other 
hand, the health of students is one of the most important 
social tasks of modern society. 

The aim of the study was detection of parameters of exter-
nal respiration in students of Georgia. 

235 students 18 to 21 of ages, were involved in the study, 
who underwent computer spirometry with Spiro lab 3 to 
achieve the aim of study. The research among Georgian 
students has shown the external respiration function with 
the following characteristics: Pretest (females n=103) - 

VC=109.5±4.5%; FVC=99±5.25%; FEV1=104±3.60%; 
FEV1/VC=114.5±7.5%; PEF=74.5±0.79%; MEF 
25%-75%=84±7,0%. Males (n=132) VC=99±5.25%; 
FVC=98±10.20%; FEV1=100±8.38%; FEV1/
VC=104±1.41%; PEF=90±2.16; MEF 25%-
75%=98±7.0%. Therefore, based on the research of Geor-
gian students on computer spirometry external respiration 
function revealed the peculiarities of physiological pa-
rameters according to gender. The study, showed the need 
for the similar study among the variety of population in 
all age categories. It is really an actual issue for modern 
clinical medicine.

Keywords: spirometry, external respiration function, stu-
dents.
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РЕЗЮМЕ

ОЦЕНКА ПАРАМЕТРОВ ВНЕШНЕГО ДЫХАНИЯ СТУДЕНТОВ 

Валишвили Т.Н., Чихладзе М.В., Гамкрелидзе С.Л.

Национальная академия наук Грузии, Национальный институт аллергологии, астмы и клинической 
иммунологии, Цкалтубо; Государственный унитверситет им. Акаки Церетели, Кутаиси, Грузия 

Тесная связь дыхательной системы с другими си-
стемами и органами, ее значительное участие в 
процессах обмена веществ еще раз доказывает ис-
ключительную роль изучения функции внешнего ды-
хания. С другой стороны, охрана здоровья студентов 
является одной из наиважнейших социальных задач 
современного общества. 

Целью исследования явилось проведение спирогра-
фических исследований с целью уточнения регио-
нальной нормы основных физиологических показа-
телей функции внешнего дыхания представителей 
молодой возрастной группы (18-21 лет). Принципом 
случайной выборки обследованы 235 практически 
здоровых студентов обоих полов (103 девушки, 132 
юноши) в возрасте от 18 до 21 года. Исследование 
функции внешнего дыхания проведено методом 
компьютерной спирометрии с применением аппарата 
Spirolab 3. Следует отметить, что молодые люди, 
принимающие участие в исследовании не имели 
никаких жалоб со стороны здоровья (особенно в 
отношении дыхательной системы). Компьютерная 
спирометрия проводилась согласно стандартам ERS, 

ATS. Исследование данной возрастной группы вы-
явило: Pretest (девушки n=103) - жизненная емкость 
легких -109.5±4.5%; форсированная жизненная 
емкость легких - 99±5.25%; объем форсированно-
го выдоха за первую секунду - 104±3.60%; объем 
форсированного выдоха за 1 с/жизненная емкость 
легких - 114.5±7.5%; пиковая (максимальная) объемная 
скорость форсированного выдоха - 74.5±0.79%; сред-
няя скорость выдоха 25% -75% форсированной жизнен-
ной емкости легких - 84±7,0%. Юноши (n=132): жиз-
ненная емкость легких - 99±5.25%; форсированная 
жизненная емкость легких - 98±10.20%; объем фор-
сированного выдоха за первую секунду - 100±8.38%; 
бъем форсированного выдоха за 1 с/жизненная емкость 
легких - 104±1.41%; пиковая (максимальная) объемная 
скорость форсированного выдоха - 90±2.16; средняя 
скорость выдоха 25% -75% форсированной жизненной 
емкости легких - 98±7.0%. Данные исследования по-
казали актуальность и необходимость проведения ис-
следований подобного типа во всех возрастных груп-
пах популяции, так как установление национальных 
нормативов внешнего дыхания позволит определить 
риск развития заболеваний респираторной системы 
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с целью проведения  эффективной профилактики и 
разработать рекомендации по лечению заболеваний 
дыхательной системы с учетом возрастных, поло-
вых, национальных особенностей. Полученные нами 
значения объемно-временных показателей внешнего 
дыхания, могут служить уточненной регионарной 
нормой для молодого поколения Грузии

reziume

garegani sunTqviis parametrebis Sefaseba 
studentebSi

T. valiSvili, m. CixlaZe, s. gamyreliZe

saqarTvelos mecnierebaTa erovnuli aka-
demia, alergologiis, asTmis da klinikuri 
imunologiis samecniero-kvleviTi instituti, 
wyaltubo; akaki wereTlis sax. saxelmwifo 
universiteti, quTaisi, saqarTvelo

sasunTqi sistemis mWidro kavSiri organizmis 
sxva sistemebTan da organoebTan, misi mniS-
vnelovani monawileoba nivTierebaTa cvlis 
procesebSi kidev erTxel adasturebs gare-
gani sunTqvis kvlevis aucileblobas. meores 

mxriv studentebis janmrTelobis dacva 
warmoadgens Tanamedrove sazogadoebis erT 
erT aqtualur problemas. 

zemoaRniSnulidan gamomdinare kvlevis 
mizans warmoadgenda garegani sunTqvis fun-
qciis fiziologiuri maCveneblebis dadgena 
qarTvel studentebSi. 

kvlevaSi monawileobda 18 dan 21 wlamde 
asakis 235 (103 qali; 132 vaJi) praqtikulad 
janmrTeli studenti, romelTac Cautarda 
kompiuteruli spiromet-ria Spirolab 3 -is gamo-
yenebiT. kompiuteruli spirometria Catarda 
ERS, ATS mier dadgenili yvela standartis 
gaTvaliswinebiT. 

amdenad, kompiuteruli spirometriiT kvlevis 
Sedegad qarTvel studentebSi gamovlinda 
garegani sunTqvis funqciis fiziologiuri 
maCveneblebis Tavisebureba sqesis mixedviT. 
kvlevam, cxadyo msgavsi kvlevis Catarebis 
aucilebloba sxvadasxva populaciis yvela 
asakobriv jgufSi, riskis jgufebis dadgenis 
da drouli profilaqtikuri RonisZiebebis 
ganxorcielebis mizniT.

АМБРОЗИЙНАЯ АЛЛЕРГИЯ НА ЮГЕ РОССИИ - В ЧЕЧЕНСКОЙ РЕСПУБЛИКЕ

1Мачарадзе Д.Ш., 2Янаева Х.А., 3,4Авилов К.К.

1Российский университет дружбы народов (РУДН), Москва; 2Медицинский центр «Планета здоровья», 
Урус-Мартан, Чеченская Республика; 3Институт вычислительной математики РАН, Москва; 

4ЦНИИ Организации и информатизации здравоохранения МЗ РФ, Москва, Россия

В последнее время особое внимание уделяется из-
учению распространенности сенсибилизации к ам-
брозии (Амб), что обусловлено стремительным рас-
пространением этого сорняка по всему миру и его 
значительной аллергенности [3,10,11,14,17,21-23]. 
К растениям рода амброзии принадлежит около 50 
видов, из них 2 вида являются наиболее широко рас-
пространенными: Ambrosia artemisiifolia (амброзия 
полыннолистная) и гигантская амброзия (А. trifida). 
Для каждого региона доминируют разные виды Амб: 
в США, Канаде и некоторых странах Европы - А. 
artemisiifolia и западная амброзия; в Южном Техасе  
США – А. trifida и ложная амброзия (А. acanthicarpa); 
(А. psilotachya) [21].

А. artemisiifolia впервые зафиксирована в южной части 
России в 1918 году, а с конца 1930-х годов широко рас-
пространилась на Северном Кавказе - в Краснодарском 
и Ставропольском краях, а затем - в Ростовской об-
ласти [3,22]. Из юга России и Украины пыльца Амб 
с западными и юго-западными ветрами попадает в 
среднюю полосу страны (http://herba.msu.ru). С не-
давних пор в Московском регионе и самой Москве 
также отмечено цветение Амб и даже повышение 
концентрации ее пыльцы в конце августа от 8 до 15 
пыльцевых зёрен в кубометре (как правило, аллерги-
ческие симптомы появляются при концентрации че-
тырех пыльцевых зерен) [3]. А. artemisiifolia широко 
распространена в приграничных с Россией регионах 
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- в Грузии и Украине [16,22]. А. trifida занесена из 
Северной Америки и впервые на территории СССР 
собрана в г. Сухуми в 1924 г., а к 1974 г. обнаружена 
в Хабаровском крае [22].

По прогнозам экологов в будущем инвазия Амб суще-
ственно изменит экосистему во всем мире [16,24,25]. 
Неблагоприятное воздействие на пыльцу Амб ока-
зывают изменения климата (повышение СО2), что 
приводит к усилению ее аллергенности, влияет на 
распространение пыльцевых частиц и удлиняет сезон 
цветения [16,25].

Другой представитель семейства Сложноцветных – по-
лынь (Пол), наиболее распространенный вид которого 
– Artemisia vulgaris [14,20,21,24,25]. Это растение, как и 
Амб, производит множество мелких пыльцевых зерен, 
которые воздухом легко переносятся на несколько со-
тен или даже тысяч километров, вызывая поллиноз во 
многих частях мира. Род полынь включает 57 видов в 
Европе и 187 видов в Китае [3].

Поскольку цветение Амб и Пол происходит одно-
временно, это затрудняет установление истинного 
первичного аллергена и ввиду сильной перекрестной 
реактивности создает сложную проблему в выборе 
аллерген-специфической иммунотерапии (АСИТ) 
[19,20]. Так, с позиций молекулярной аллергодиагно-
стики, сенсибилизированные к Амб и Пол пациенты 
могут иметь первичную сенсибилизацию (в том числе к 
пыльце каждого по отдельности сорняка) или, с другой 
стороны, положительный результат кожных проб или 
уровней специфических IgE к Амб и Пол может быть 
результатом перекрестной реактивности между ними 
[21,19,20]. При естественной сезонной аллергии на 
аллергенность самой пыльцы влияют также пыль и 
спора плесневых грибов, что негативно отражается на 
оценке данных аллергообследования и новых методов 
АСИТ [21,20,25].

Аллергия на пыльцу сорных трав – одна из основных 
причин респираторной аллергии - сезонного аллергиче-
ского риноконьюнктивита (сАРК, синоним «поллиноз») 
с/без бронхиальной астмы (БА) и даже обострения 
атопического дерматита в летне-осенние месяцы для 
многих пациентов Европы, США и, особенно, Юж-
ного региона России [1,2,4,5,10,11,19-22]. Еще с 70-х 
годов прошлого века эту проблему углубленно изучали 
ученые и экологи Краснодарского края. Почти 80% от 
общей площади зараженных Амб в России приходится 
на Краснодарский край [4,17,23]. Параллельно с обиль-
ным расселением Амб увеличивается доля пациентов, 
страдающих аллергией: за период с 1991 по 2015 гг. 
количество больных с поллинозом в Краснодарском 
крае возросло в 2,5 раза [4].

Эпидемиологические исследования, касающиеся рас-

пространенности аллергии на Амб и Пол у пациентов, 
проживающих в Чеченской республике, отсутствуют. 

Целью данного ретроспективного исследования яви-
лось изучение распространенности сенсибилизации к 
сорным травам у пациентов, проживающих в Чеченской 
Республике.

Материал и методы. Обследовано 845 пациентов в 
ходе посещения Медицинского центра г. Урус-Мартана 
за период 2013-2016 гг. Диагноз аллергических забо-
леваний ставил аллерголог-иммунолог на основании 
данных анамнеза (наличие симптомов БА, сАРК), 
согласно критериям диагностики международных 
согласительных документов (GINA, 2016; GA2LEN, 
ARIA) и кожных проб (диаметр волдыря >3 мм на 1 
и более аллерген). Кожные пробы включали 13 ком-
мерческих ингаляционных аллергенов (производство 
ФГУП НПО «Микроген», Ставрополь, Россия), в том 
числе: смесь пыльцы деревьев, смесь луговых трав, 
амброзия, полынь, шерсть кошки, шерсть собаки, пер-
хоть лошади, таракан, Dermatophagoides pteronyssinus, 
Dermatophagoides farinae, а также грибковые аллер-
гены (Alternaria, Aspergillus fumigatus, Cladosporium 
herbarum производства Allergopharma, Германия). Ре-
зультаты кожных проб оценивали следующим образом: 
слабоположительная реакция (1+) – максимальный 
диаметр волдыря 3-5 мм; положительная реакция (2+) 
– волдырь диаметром 5-10 мм; резко положительная 
реакция (3+) – волдырь диаметром 10-15 мм; очень 
резко положительная реакция (4+) – волдырь диаме-
тром более 15 мм, с псевдоподиями. 

Полисенсибилизацию определяли как наличие по-
ложительных результатов кожных проб на 2 и более 
экстрактов разных групп аллергенов. Все пациенты 
подписали информированное согласие на участие в 
исследовании.

Статистический анализ проведен с использованием 
IBM SPSS. Распространенность аллергического забо-
левания выражали в процентах и 95% доверительным 
интервалом (ДИ). При оценке ДИ частот бинарных 
признаков (в частности, сенсибилизации) использовали 
метод Клоппера-Пирсона для биномиального распре-
деления, а для анализа взаимосвязи двух бинарных 
признаков - точный метод Фишера.

Результаты и их обсуждение. Обследовано 845 паци-
ентов в возрасте 4-68 лет (средний возраст 29,1 лет), в 
том числе 350 мужчин (41,4%). Большинство пациентов 
обратилось с жалобами на сАРК без БА (n=512), крайне 
редко отмечалось сочетание поллиноза с БА (n=26), 
что в сумме составило 63,7% (ДИ 60,3%-66,9%) от 
общего числа включенных в исследование пациентов. 
Результаты кожных проб на экстракты пыльцевых ал-
лергенов показали, что наиболее часто пациенты были 
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сенсибилизированы к пыльце злаковых трав (51,12%), и 
меньше – к пыльце сорняков или деревьев (таблица 1). 

Распределение пациентов, сенсибилизированных к 
пыльце Амб и Пол по данным кожных проб, показано 
в таблице 2. Таким образом, распространенность сен-
сибилизации к пыльце Амб и Пол у пациентов Чечни 
составила 26,6% и 20,7%, соответственно. 

Совпадение сезона пыления этих двух разных ви-
дов растений семейства Сложноцветных сильно 
влияет на частоту одновременной сенсибилизации 
к ним по данным кожных проб: в частности, сре-
ди сенсибилизированных к Амб пациентов 66,2% 
имели ко-сенсибилизацию к пыльце Пол, а среди 
сенсибилизированных к Пол положительную кожную 
реактивность на Амб одновременно продемонстри-
ровали 85,1%, pФишер=1,98*10-79 и ДИ на отношение 

шансов [27,7; 72,4], что свидетельствует о существо-
вании очень сильной статистической взаимосвязи 
между сенсибилизациями к Амб и Пол (таблица 3). 
Cуммарная распространенность сенсибилизации к 
сорным травам (Амб и Пол) составила 29,7% (95% 
ДИ 26,6% - 32,9%).

Другой задачей проведенного исследования явилось 
уточнение распространенности моно- и полисенси-
билизации среди пациентов с поллинозом. Из общего 
числа таких пациентов (n=538) моносенсибилизирован-
ных было меньше (39,4%, ДИ 35,3%-43,7%, n=212), чем 
полисенсибилизированных (58,6%, ДИ 54,3%-62,7%, 
n=315). Интересно отметить, что моносенсибилизация 
только к пыльце Амб или Пол обнаруживалась крайне 
редко (в 2,7% и 2,9% случаев, соответственно), т.е. 
~97% таких пациентов имели полисенсибилизацию 
(таблица 4). 

Таблица 1. Показатели сенсибилизации к пыльцевым аллергенам по данным кожных проб у пациентов 
с респираторной аллергией, проживающих в Чеченской Республике 
Количество пациентов (n) Выборочная частота (%) 95% ДИ (%)

Поллиноз без БА 512 60,59 57,21 – 63,90

Поллиноз с БА 26 3,08 2,02 – 4,48

Сенсибилизация к пыльцевым аллергенам:

- деревьев 126 14,91 12,58 – 17,49

- луговых трав 432 51,12 47,70 – 54,54

- Амб 225 26,63 23,67 – 29,74

- Пол 175 20,71 18,02 – 23,60

Таблица 2. Данные кожных проб у обследованных пациентов с сенсибилизацией к пыльце амброзии и полыни 

Пыльца Результаты кожных проб 
(от + до 4+)

Количество 
пациентов (n)

Выборочная 
частота (%) 95% ДИ

Амб

0 620 73,37 70,26-76,33
1+ 2 0,24 0,03-0,85
2+ 23 2,72 1,73-4,06
3+ 72 8,52 6,73-10,61
4+ 128 15,15 12,80-17,75

Всего 1+…4+ 225 26,6 23,7-29,7

Пол

0 670 79,29 76,40-81,98
1+ 2 0,24 0,03-0,85
2+ 16 1,89 1,09-3,06
3+ 45 5,33 3,91-7,06
4+ 112 13,25 11,04-15,73

Всего 1+…4+ 175 20,7 18,0-23,6
 

Таблица 3. Количество пациентов с различными сочетаниями сенсибилизации к Амброзии и Полыни 
по результатам кожных проб (среди всех пациентов, n=845)

Пол - Пол+

Амбр - 594 26

Амбр + 76 149
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Таким образом, полисенсибилизация достоверно 
чаще встречалась у больных, сенсибилизированных 
к Амб, чем среди несенсибилизированных к ней 
(pФишер=1,09*10-59). 

Аллергические заболевания дыхательных путей, вклю-
чая поллиноз и БА, являются основной проблемой для 
здравоохранения Европы, где около 30% населения 
страдает ими [10,11]. Среди причин респираторной 
аллергии важным триггером остается пыльца растений. 
Интенсивность аллергической реакции на них зависит 
от трех взаимосвязанных факторов: сколько пыльцы 
данного вида растения попадает в воздух; длительность 
воздействия (экспозиции) аллергенов и аллергенности 
самой пыльцы. Уникальность амброзии - в высокой 
производительности пыльцы, что составляет примерно 
миллиард зерен с одного растения [25].

В нашем исследовании все пациенты обращались с 
жалобами на респираторную аллергию и клиническими 
симптомами в соответствующий сезон цветения рас-
тений, что отражает реальную картину заболеваемости 
поллинозом (в том числе в сочетании с БА) в Чеченской 
Республике. Исследования, проведенные в регионах, 
непосредственно граничащих с Чечней (на западе 
Чечня граничит с Республикой Ингушетия, на северо-
западе - с Республикой Северная Осетия-Алания, на 
севере - со Ставропольским краем, на северо-востоке и 
востоке - с Дагестаном, на юге - с Республикой Грузия), 
сильно отличаются по дизайну [1,2,4,5,23]. Кроме того, 
на эпидемиологические показатели существенное вли-
яние оказывает ряд других факторов (экологические, 
климатогеографические), а также возраст исследуемой 
популяции; когорта пациентов. Тем не менее, как по-
казывает краткий анализ публикаций, в Ставрополь-
ском крае у подростков преобладала сенсибилизация 
к пыльце злаковых (31%) и сорных (44%) трав, причем 
пыльцевая БА развивалась преимущественно (65,7% 
больных) одновременно с симптомами сезонного ри-
нита [5]; в Республике Дагестан пыльцевая аллергия 
к злаковым и сорным травам превалировала у детей, 
проживающих в низменной зоне [1]; в Республике Се-

верная Осетия – Алания основной причиной поллиноза 
у пациентов старше 18 лет также была пыльца сорных 
(61,4%) и луговых (20,9%) трав [2]; хотя Имеретинский 
регион Грузии непосредственно не граничит с Чеч-
ней, 68% больных с респираторной аллергией имели 
сенсибилизацию к пыльце сорных растений, в 28% 
случаев - к злакам и в 30% - на пыльцу деревьев [23]. 
Тем самым, по данным Сепиашвили Р.И. и соавт. [23], 
с учетом аналогичных возрастных категорий исследу-
емых пациентов (от 4 до 68 лет), распространенность 
сенсибилизации к сорным травам и деревьям в Респу-
блике Грузия примерно в 2 раза выше по сравнению с 
полученными нами результатами, тогда как к злаковым 
травам в Чечне, напротив, было сенсибилизировано 
вдвое больше пациентов (таблица 3). 

По данным зарубежных исследований, степень тяжести 
клинических симптомов сАРК не зависит от реактив-
ности кожи на экстракт пыльцы Амб при постановке 
кожных проб [13,18], а также от наличия моно- или 
полисенсибилизации у таких пациентов [12].

Случаи моносенсибилизации к аллергенам Амб и 
Пол были выявлены крайне редко среди пациентов, 
проживающих в Чечне. Известно, что в пыльцевых 
экстрактах присутствуют перекрестно-реагирующие 
компоненты, которые могут стать причиной двойной 
сенсибилизации у конкретного пациента [14,19,20]. 
Кроме того, результаты кожных проб на экстракты 
аллергенов разных видов Амб (как и Пол) могут от-
личаться, хотя клинические симптомы совершенно 
идентичны (например, при аллергии на A. artemisiifolia 
и А. trifida) [6].

Экспериментально доказано, что рост Амб и продукция 
ее пыльцы увеличиваются одновременно с повышени-
ем концентрации СО2 в воздухе [14,17,25]. Кроме того, в 
связи с транспортными и промышленными выбросами 
городская Амб растет быстрее и ее пыление начинается 
раньше, чем Амб, которая выращена за городом [25]. 
В Урус-Мартановском районе отсутствуют крупные 
промышленные объекты, а к местным факторам можно 

Таблица 4. Распространенность моно- и полисенсибилизации к пыльцевым аллергенам 
среди всех обследованных пациентов (n=845) в Чеченской Республике 

Сенсибилизация 
Моносенсибилизация Полисенсибилизация

n % 95% ДИ n % 95% ДИ

Из всех пациентов (n =845) 344 40,7  37,4% - 4,1% 470 55,6 52,2% - 59,0%

При поллинозе (n=538) 212 39,4 35,3%-43,7% 315 58,6 54,3%-62,7%
- Смесь пыльцы деревьев 

(n=126) 21 16,7 10,6%-24,3% 105 83,3 75,7%-89,4%
- Смесь пыльцы злаковых 

трав (n=432) 154 35,6 31,1%-40,4% 278 64,4 59,6%-68,9%

- Амб (n=225) 6 2,7 1,0%-5,7% 219 97,3 94,3%-99,0% 

- Пол (n=175) 5 2,9 0,9%-6,5% 170 97,1 93,5%-99,1% 
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отнести лишь географическое расположение Чечни: 
сложный, сильно расчлененный рельеф и близость 
Каспийского моря, что существенно влияет на климат 
данного региона Северного Кавказа. Вместе с тем од-
ной из основных причин резкого расширения ареала 
произрастания амброзии, включая высокоразвитые 
европейские страны, считается отсутствие единой 
стратегии борьбы с этим карантинным растением в 
связи с глобализацией торговли и изменением климата 
[10,11,21]. Не ясна также роль пыльцы других сорных 
растений в патогенезе респираторной аллергии (напри-
мер, лебеды, подсолнуха, подорожника) [15].

Последние данные свидетельствуют о том, что уровень 
специфических IgE антител к отдельным молекулам 
аллергенов (компонентам аллергена), а не целому экс-
тракту аллергенов, может оказаться более полезным в 
дифференциации спектра сенсибилизации в зависимо-
сти от тяжести БА [14,19,20]. Кроме того, перекрестные 
реакции не только с другими видами Амб, но часто и 
с близкородственной Пол, следует иметь в виду при 
диагностике поллиноза и назначении АСИТ таким 
пациентам [7,8].

Таким образом, это первое комплексное исследование 
распространенности аллергии к наиболее распростра-
ненным сорнякам в Чеченской Республике. Получен-
ные результаты указывают, что приблизительно 26% и 
21% пациентов имеют аллергию к Амб и Пол соответ-
ственно. Дальнейшие исследования на молекулярном 
уровне помогут установить географические особенно-
сти профиля сенсибилизации к главным компонентам 
Амб и Пол. Такой подход может иметь важное значение 
в правильном подборе АСИТ – единственном методе, 
способном видоизменить течение аллергических за-
болеваний [7-9,10,12,14].
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SUMMARY

RAGWEED ALLERGY IN THE SOUTH OF RUSSIA 
- IN THE CHECHEN REPUBLIC

1Macharadze D., 2Janaeva H., 3,4Avilov K.

1Рeoples Friendship University of Russia, Moscow; 
2Janaeva Ch.A., Medical Center, Urus-Martan, Chech-
nya (Russia); 3Avilov K.K., Institute for Numerical 
Mathematics of Russian Academy of Sciences, Moscow; 
4Federal Research Institute for Health Organization and 
Informatics of Ministry of Health of Russian Federation, 
Moscow, Russia

Allergy to ragweed pollen and other weeds is a global 
problem due to the rapid spread of these grasses around 
the world. In addition, pollen of short ragweed (Ambrosia, 
Amb) and mugwort (Artemisia, Art) – one of the main 
causes of respiratory allergy - seasonal allergic rhino-
conjunctivitis (hay fever) with/without bronchial asthma 
patients living in the South of Russia. Epidemiological 
studies on the prevalence of Allergy to Amb and Art among 
patients living in Chechen Republic, absent. 

Aim - of this retrospective study was to investigate the 
prevalence of sensitization to weed pollen in patients of 
Chechnya.

We surveyed аllergy (skin prick tests with 13 inhalant al-
lergens) from 845 patients aged 4-68 years, in Urus-Martan 
for the period 2013-2016 yrs. Polisensitization was defined 
as the presence of positive skin tests to 2 or more extracts 
of different groups of allergens.

~26% and 21% of patients in the Chechen Republic have 
an allergy to Amb and Art, respectively. Further studies at 
the molecular level will help to establish the geographical 
variation of the sensitization profile to the major component 
of Amb and Art, which could have clinical significance in 
the proper selection of specific immunotherapy.

Keywords: ragweed, pollen allergy, pollinosis, seasonal 
allergic rhinitis, prevalence.

РЕЗЮМЕ

АМБРОЗИЙНАЯ АЛЛЕРГИЯ НА ЮГЕ РОССИИ 
- В ЧЕЧЕНСКОЙ РЕСПУБЛИКЕ

1Мачарадзе Д.Ш., 2Янаева Х.А., 3,4Авилов К.К.

1Российский университет дружбы народов, Москва; 
2Медицинский центр «Планета здоровья», Урус-Мар-
тан, Чеченская Республика; 3Институт вычислитель-
ной математики РАН, Москва; 4ЦНИИ Организации 
и информатизации здравоохранения МЗ РФ, Москва, 
Россия

Аллергия на пыльцу амброзии и других сорных трав 
представляет глобальную проблему ввиду стремитель-
ного распространения этих трав по всему миру. Кроме 
того, пыльца амброзии (Амб) и полыни (Пол) – одна из 
основных причин респираторной аллергии - сезонного 
аллергического риноконьюнктивита (сАРК, синоним 
«поллиноз») с/без бронхиальной астмы у пациентов, 
проживающих на юге России. Эпидемиологические ис-
следования, касающиеся распространенности аллергии 
на Амб и Пол у пациентов, проживающих в Чеченской 
республике, отсутствуют. 

Целью данного исследования явилось изучение рас-
пространенности сенсибилизации к сорным травам 
у пациентов,проживающих в Чеченской Республике.

Проведено аллергологическое обследование (кожные 
пробы с ингаляционными аллергенами) у 845 амбула-
торных пациентов в возрасте 4-68 лет, обратившихся 
в Медицинский центр г. Урус-Мартана за период 2013-
2016 гг. Полисенсибилизацию определяли как наличие 
положительных результатов кожных проб на 2 и более 
экстрактов разных групп аллергенов.

Результаты проведенного исследования позводяют за-
ключить, что около 26% и 21% пациентов Чеченской 
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Республики имеют аллергию к Амб и Пол соответ-
ственно. Дальнейшие исследования на молекуляр-
ном уровне помогут установить географические 
особенности профиля сенсибилизации к главным 
компонентам Амб и Пол, что может иметь клиниче-
ское значение в правильном подборе специфической 
иммунотерапии. 

reziume

ambroziiT gamowveuli alergia ruseTis 
samxreT nawilSi - CeCneTis respublikaSi

1d. maWaraZe, 2x. ianaeva, 3,4k. avilovi  

1ruseTis xalxTa megobrobis universiteti,  
moskovi, ruseTi; 2samedicino centri „pla-
neta zdorovia“, urus-martani, CeCneTi, ruseTi; 
3ruseTis mecnierebaTa akademiis gamoTvliTi 
maTematikis instituti, moskovi,;  4ruseTis 
federaciis janmrTelobis dacvis saminis-
tros janmrTelobis dacvis organizaciisa 
da informatikis centraluri samecniero-
kvleviTi instituti, moskovi, ruseTi

ambroziis mtverze da sxva sarevela mcena-
reebze alergia, am mcenareebis  msoflioSi 
swrafi gavrcelebis gamo,  globalur prob-
lemas warmoadgens.  ambroziis da  abzindis 
mtveri bronquli asTmis TanxlebiT, an mis 
gareSe mimdinare respiraciuli alergiis - 

sezonuri alergiuli rinokoniunqtivitis 
(igive - polinozi) ZiriTadi mizezia ruse-
Tis samxreTiT mosaxle pacientebSi.CeCneTis 
respublikaSi mcxovreb pacientTa Soris   
ambroziis da abzindis mtvriT gamowveuli 
alergiis gavrcelebis  epidemiologiuri 
kvleva  saerTod ar Catarebula.

aRniSnuli retrospeqtuli kvlevis mizans 
warmoadgens sarevela mcenareebisadmi  sen-
sibilizaciis gavrcelebis Sefaseba CeCneTSi 
mcxovreb pacientebSi.

alergologiuri kvleva (kanis sinji inha-
laciuri alergenebiT) Cautarda  4-68 wlis 
asakis  845 ambulatoriul pacients, romleb-
mac 2013-2016 w.w. mimarTes q. urus-martanis 
samedicino centrs. alergiuli diapazonis 
polisensibilizacia dadginda kanis dadebi-
Ti sinjis arsebobisas  sxvadasxva jgufis 
alergenebis 2 da met eqstraqtze.

CeCneTis respublikaSi mcxovreb pacientTa 
26%-s aReniSna alergia ambroziaze, xolo 
21%-s  -  abzindaze. molekulur doneze 
Catarebuli Semdgomi kvlevebiT SesaZle-
beli gaxdeba  ambroziis da abzindisadmi 
sensibilizaciis ZiriTadi komponentebis 
geografiuli maxasiaTeblebis dadgena, rac 
uzrznvelyofs specifikuri imunoTerapiis 
sworad  SerCevas.

ОЦЕНКА ДИНАМИКИ ДЛИНЫ ТЕЛОМЕР ЛИМФОЦИТОВ 
У ИММУНОКОМПРОМЕТИРОВАННЫХ ДЕТЕЙ 

С ХРОНИЧЕСКИМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ РЕСПИРАТОРНОГО ТРАКТА

1Халтурина Е.О., 2Нестерова И.В.

1ГБОУ ВПО Первый московский медицинский университет им. И.М. Сеченова, Москва; 
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В настоящее время наблюдается тенденция к росту 
вирусно-вирусных и вирусно-бактериальных ко-
инфекций у детей разного возраста, что связано с на-
рушением адекватного функционирования иммунной 
системы (ИС). Дисфункции лимфоцитов (Лф), как 
врожденной, так и адаптивной ИС, могут быть сопря-
жены с процессом ускоренного укорочения концевых 
структур хромосом - теломер. 

Каждое деление соматической клетки сопровождается 
укорочением ДНК, входящей в состав концевых струк-

тур хромосом, а поскольку теломерная ДНК не несёт 
смысловых генов, такое укорочение не приводит к 
потере генетической информации и является одним из 
главных механизмов поддержания стабильности генома 
делящихся клеток [3]. Потеря части теломерной ДНК 
в процессе каждого деления проявляется и тем, что с 
возрастом (особенно быстро у детей) укорачиваются 
теломеры всех соматических клеток организма, вклю-
чая теломеры клеток периферической крови [1,10,11]. 
Возрастное укорочение теломер может быть ускорено 
многими факторами, вызывающими продукцию актив-
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ных форм кислорода (оксидативный стресс), в связи 
с чем одной из универсальных причин ускоренного 
укорочения теломер является хроническое воспаление 
[6]. У детей наиболее изучены изменения теломер при 
хронической ВИЧ-инфекции, инфекционном моно-
нуклеозе [5,9] и других «моноинфекциях», однако на 
практике часто определяется сочетание двух и более 
инфекций вирусной и бактериальной этиологии. 

Целью данного исследования явилось определение 
длины теломер лимфоцитов у детей, страдающих 
хроническими заболеваниями респираторного тракта, 
ассоциированными с микст-герпес-вирусными и бак-
териальными ко-инфекциями (синуситы, тонзиллиты, 
бронхиты), инфицированными хламидиями, микоплаз-
мой, вирусами простого герпеса, Эпштейна-Барр и 
цитомегаловирусом в различных сочетаниях, и детей, 
у которых антитела к данным инфекциям не выявлены.

Материал и методы. Венозную кровь забирали у детей 
с хроническими заболеваниями респираторного тракта 
(ХЗРТ) строго по показаниям. Для детекции герпес-ви-
русных и бактериальных инфекций использовались ме-
тоды серодиагностики - IgM VCA EBV, IgG VCA EBV, 
IgM CMV, IgG CMV IgM HSV1/2, IgG HSV1/2, IgM и 
IgG к mycoplasma pneumoniae и Chlamidia trachomatis 
с применением иммуноферментных тест-систем про-
изводства НПО «Диагностические системы» (Россия), 
и ELISA производства DRG (Германия). 

Из общего объёма забранной крови сразу выделяли 
1-2 мл, стабилизировали гепарином и отстаивали 30-
45 мин для получения лейковзвеси. Лейковзвесь дваж-
ды отмывали в 5 мл PBS (забуференный фосфатами 
физраствор, приготовленный из PBS Tablets, Helicon, 
Россия), осадок клеток восстанавливали в 1 мл 4% фор-
мальдегида с 0,1% Tween 20, инкубировали 1 час при 
комнатной температуре и однократно отмывали в PBS. 
Полученный осадок фиксированных клеток суспенди-
ровали в 1 мл раствора 10% диметилсульфоксида с 1% 
бычьего сывороточного альбумина (БСА, Sigma, США), 
замораживали при -20оС и хранили, в зависимости от 
срока хранения, при -20 или -80оС.

Определение количества теломерной ДНК проводи-
ли после оттаивания и однократной отмывки клеток 
методом Flow-FISH [8,10], который подробно пред-
ставлен нами ранее [3]. Клетки инкубировали 10 мин 
при 80оС в гибридизационном растворе, состоящем 
из 70% формамида с 20 мМ Tris (рН=7,1) и 1% БСА 
(все реактивы Sigma, США) в присутствии 3 мкг/мл 
пепдидо-нуклеиновой кислоты (PNA) флюоресцеин-
(СССТАА)3 (Eurogentec, Бельгия). В контрольные про-
бы PNA не добавляли. Далее пробы инкубировали на 
качающейся платформе при комнатной температуре в 
течение 2-х часов в темноте. Затем клетки дважды от-
мывали гибридизационным раствором с добавлением 

0,1% Tween 20, однократно в PBS (также с 0,1% Tween 
20), осадок суспендировали в 1% растворе формальде-
гида в PBS с красителем ДНК 7-аминоактиномицином 
Д (7-ААД) в концентрации 2 мкг/мл и хранили при 4оС 
до исследования. 

Пробы исследовали на цитофлуориметре FACScan в 
программе CellQuest (Beckton Dickinson, США), оце-
нивали интенсивность флюоресценции PNA, соответ-
ствующую количеству ТТАGGG-повторов теломерной 
ДНК, в единичных клетках лимфоцитарного “поля” 
(аггрегаты из двух и более клеток идентифицировали 
с помощью флюоресценции 7-ААД и в счёт не вклю-
чали). За показатель флюоресценции PNA принимали 
разницу между величиной средней интенсивности 
флюоресценции исследованных клеток в опыте (PNA+) 
и таковой в контроле (PNA-). Параллельно клеткам 
лейковзвеси исследуемых пациентов, точно также об-
рабатывали клетки линии 1301 в качестве стандарта. 
Интенсивность флюоресценции исследованных образ-
цов сравнивали с таковой стандарта и высчитывали аб-
солютное содержание теломерной ДНК, выраженное в 
количестве тысяч пар нуклеотидов (ТПН), опираясь на 
предварительно полученные результаты исследования 
длины терминальных ДНК повторов (TRF) в клетках 
1301 и лимфоцитах 5-ти разных доноров крови методом 
Southern Blotting.

Статистическую обработку полученных данных про-
водили с помощью MS Exel, оценивая достоверность 
показателей регрессии, различий средних величин и до-
лей (в процентах) с применением критерия Стъюдента. 

Результаты и их обсуждение. Изучена длина тело-
мер у 77 детей, в возрасте от 4 до 7 лет, страдающих 
хроническими заболеваниями респираторного тракта 
(ХЗРТ), ассоциированными с микст-герпес-вирусными 
и бактериальными коинфекциями.

Количество теломерной ДНК (тДНК) лимфоцитов у 
обследованных детей и их возраст представлены в 
таблице 1. В зависимости от результатов присутствия  
антител, дети были разделены на две группы. Кон-
трольную группу составили 15 детей, сопоставимых 
по полу и возрасту, страдающих ХЗРТ, но серонегатив-
ных по микст-герпес-вирусным и бактериальным ко-
инфекциям. Основная группа включала детей (n=62), 
страдающих ХЗРТ, серопозитивных по ко-инфекциям 
вирусной и бактериальной природы. 

Из таблицы 1 явствует, что среднее количество тДНК 
лимфоцитов в основной группе было достоверно мень-
ше, чем в контрольной группе. Учитывая достоверную 
разницу в возрасте детей этих групп, и наиболее вы-
раженное укорочение теломер лимфоцитов с возрастом 
именно у детей, мы попытались выяснить в данном 
случае зависят или нет различия длины теломер от 
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возраста детей. С этой целью проведён регрессион-
ный анализ зависимости длины теломер от возраста 
в каждой исследуемой группе. Как видно из таблицы 
1, расчётные величины ТПН тДНК, во-первых, судя 
по величине Р коэффициента регрессии (Pкр), высоко 
достоверны. Во-вторых, эти величины практически со-
впадают со средними величинами ТПН в исследуемых 
группах, полученными опытным путём, и, главное, их 
разность совпадает с разностью средних величин ТПН 
контрольной и основной групп. Вышеприведенное  
свидетельствует, что сравнение средних величин ТПН 
этих групп выявляет их различия, зависящие от возрас-
та, что не позволяет сделать вывод о различиях длины 
теломер лимфоцитов между детьми серопозитивной 
и серонегативной групп (контрольной и основной), 
зависящей от присутствия антител.

Учитывая выявленную зависимость длины теломер 
лимфоцитов от возраста всех обследованных детей 
(Ркр=0,001), мы оценили индивидуальное распре-
деление длины теломер лимфоцитов относительно 
линии регрессии, отражающей эту зависимость. 
Задачей такой оценки было определение количества 
“попаданий” индивидуальных значений количества 
тДНК выше или ниже математически ожидаемой 
величины ТПН (МОВтпн) для каждого возраста с 
интервалом в 1 год в контрольной и основной группах 
с целью последующего сравнения этих количеств, 
выраженных в процентах. 

Результаты анализа, представленные в таблице 2, 
демонстрируют достоверно более высокий (почти в 
3 раза) процент детей, имеющих длину теломер лим-
фоцитов меньше МОВтпн для их возраста в основной 
группе (серопозитивных) в сравнении с контрольной 
группой (серонегативных). Это свидетельствует о том, 
что теломеры лимфоцитов детей, имеющих антитела 
к антигенам вирусов и (или) бактерий, короче, чем у 
серонегативных детей того же возраста.

Далее проведен подобный анализ для групп детей, разли-
чающихся по специфичности антител: в основную группу 
А включили детей с антителами к антигенам бактерий, 
в группу Б – к вирусам и в группу В – как к бактериям, 
так и к вирусам. Из таблицы 3 явствует, по сравнению 
с контрольной группой, достоверно больший процент 
детей, имеющих теломеры лимфоцитов короче МОВтпн 
для своего возраста, выявлен в группах Б и В (соответ-
ственно, с антителами к вирусам и к вирусам в сочетании 
с антителами к бактериям). В группе А (антитела только 
к бактериям) подобных изменений не выявлено. 

Результаты исследования демонстрируют снижение 
количества теломерной ДНК лимфоцитов у детей, у 
которых выявлены антитела против антигенов вирусов, 
либо против вирусов в сочетании с антителами против 
антигенов бактерий в сравнении с детьми того же воз-
раста, однако у которых антитела не выявлены, либо 
выявлены антитела только против бактерий.

Таблица 1 Зависимость количества тДНК лимфоцитов от возраста обследованных детей

Параметр\группа Все дети
n=77

Контрольная 
группа 

n=15

Основная 
группа 

n=62

Разность 
показателей 
групп 1 и 2

ТПН 10,280±0,502 12,368±,379 9,778±0,580 2,590
P1-2=0,032

Возраст в годах 
(min – max)

5,31±0,292
(1-14)

3,87±0,332
(2-7)

5,66±0,330
(1-14)

1,79
P1-2=0,009

Расчётное значение ТПН 
для средней величины 
возраста группы 

10,280
Ркр=0,001

12,360
Ркр=0,005

9,778
Ркр=0,007 2,586

Таблица 2. Процент детей, у которых количество тДНК лимфоцитов меньше 
математически ожидаемой величины для их возраста

Показатель\группа Все дети
n=77

Контрольная группа, 
n=15

Основная группа, 
n=62

% детей с ТПН ниже линии регрессии 54,5±5,65 (42 из 77) 20,0±10,33 (3 из15) 62,9±6,13 (39 из 62)

Достоверность различий P1-2<0,01
Таблица 3. Процент детей с количеством тДНК лимфоцитов меньше МОВтпн 

в группах с антителами к разным видам инфекции

Показатель\группа Контрольная 
группа 

Основная 
группа А

Основная 
группа Б

Основная 
группа В

% детей с ТПН ниже 
линии регрессии 20,0±10,33 33,3±15,71 67,6±8,02 68,4±10,66

Количество наблюдений 15 9 34 19
Достоверность различий 

с группой 1 P>0,05 P<0,01 P<0,05
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Следует подчеркнуть, что полученные данные касаются 
только больных детей и демонстрируют их гетероген-
ность по показателям серопозитивности и длине тело-
мер, укорочение которой оказалось ассоциированным 
с наличием антител против исследованных вирусов. 
Такое укорочение вполне объяснимо, если принять 
во внимание многочисленные данные о способности 
вирусных компонентов (благодаря родству и даже 
идентичности с некоторыми компонентами теломер) 
взаимодействовать с теломерной ДНК, белками, учас-
твующими в организации структуры теломер и форми-
ровании гетерохроматина, а также с теломеразой [7]. С 
другой стороны, персистирующая вирусная инфекция, 
активирующая вирус-специфические Т-клетки либо в 
периоды репликации, либо обеспечивая постоянную 
презентацию антигенов вируса даже в латентном 
периоде, приводит к накоплению массы Т-клеток с 
укороченными теломерами [2,9], что отражается на 
средней длине теломер циркулирующего пула лимфо-
цитов. Укорочение теломер вызывает и оксидативный 
стресс, сопровождающий хроническое воспаление, 
присутствующее у обследованных нами детей, однако 
вклад этого фактора невозможно оценить, поскольку не 
сравнить длину теломер серонегативных детей (и детей 
с антителами против антигенов бактерий) со здоровыми 
детьми не удалось, так как последние по этическим 
соображениям в исследовании не участвовали.

Выводы. Таким образом, результаты проведенного 
исследования позволяют сделать вывод об укорочении 
теломер лимфоцитов у детей с хроническими заболе-
ваниями респираторного тракта, у которых выявлены 
антитела к цитомегаловирусу, вирусу простого герпеса 
и Эпштейна-Барр в разных сочетаниях (в том числе с 
антителами к бактериям), по сравнению с серонега-
тивными детьми того же возраста и детьми, у которых 
выявлены антитела к Chlamydia trachomatis и (или) 
Mycoplasma pneumoniae без антител к вирусам. Эти 
данные свидетельствуют о том, что наличие персисти-
рующей вирусной инфекции более всего влияет на уко-
рочение теломер лимфоцитов у детей с хроническими 
заболеваниями респираторного тракта.
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SUMMARY

EVALUATION OF DYNAMIC TELOMERE LENGTH 
SHORTENING OF LYMPHOCYTES IN IMMUNO-
COMPROMISED CHILDREN WITH CHRONIC 
DISEASES OF THE RESPIRATORY 

1Khalturina E., 2Nesterova I.

1I.M. Sechenov First Moscow State Medical University, 
Moscow; 2Russian University of peoples friendship, Mos-
cow, Russia

Nowadays it is common to observe the growth of viral-viral 
and viral-bacterial co-infections in children of different 
ages, due to dysfunction of lymphocytes (DL), which can 
be connected with the process of the accelerated shortening 
of the end structures of chromosomal telomeres, telomere 
length changes are described in lymphocytes of children 
with chronic mono-infections.

The conducted study has shown the shortening of telo-
mere lymphocytes in children with CDRT seropositive 
for mixed-herpes viral infections (herpes simplex virus, 
virus, Epstein-Barr virus and cytomegalovirus in various 
combinations) and for bacterial co-infections - Chlamydia 
trachomatis and (or) Mycoplasma pneumoniae. The use of 
regression analysis and attribute analysis (in percent) made 
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possible to neutralize age-groups differences of seropositive 
and seronegative children.

Thus showed that children, who suffer from chronic dis-
eases of the respiratory tract associated with mixed-herpes 
viral and bacterial co-infections, have more pronounced 
telomere shortening of lymphocytes than seronegative 
children of the same age.

Keywords: lymphocytes, telomeres, immunocompromised 
children, co-infections.
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В настоящее время наблюдается тенденция к росту 
вирусно-вирусных и вирусно-бактериальных ко-
инфекций у детей разного возраста, что обусловлено 
дисфункцией лимфоцитов, сопряженной с процессом 
ускоренного укорочения концевых структур хромо-
сом - теломер. Авторами статьи описаны изменения 
длины теломер в лимфоцитах детей, страдающих 
хроническими заболеваниями респираторного тракта 
(ХЗРТ), ассоциированными с микст-герпес-вирусными 
и бактериальными ко-инфекциями. При проведении 
сравнительного исследования установлено укорочение 
теломер лимфоцитов у детей с ХЗРТ серопозитивных 
по микст- герпес-вирусным инфекциям (вирус простого 
герпеса, Эпштейна-Барр и цитомегаловирус в раз-
личных комбинациях) и бактериальным коинфекциям 
- Chlamydia trachomatis и/или Mycoplasma pneumonia. 
Применение регрессионного анализа и анализа аль-
тернативных признаков (в процентах) позволило 
нивелировать возрастные отличия серопозитивной и 
серонегативной групп.
Таким образом, продемонстрировано, что у детей, стра-
дающих хроническими заболеваниями респираторного 
тракта, ассоциированными с микст-герпес-вирусными 
и бактериальными коинфекциями, имеет место более 
выраженное укорочение теломер лимфоцитов, чем у 
серонегативных детей того же возраста.
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dResdReobiT sxvadasxva asakis bavSvebSi  
SeiniSneba  virus-virusuli da  virus-baqte-
riuli koinfeqciebis zrdis tendencia, rac 
limfocitebis disfunqciiTaa ganpirobebuli 
da asocirebulia  qromosomebis struqturis 
saboloo ubnebis - telomerebis damoklebis 
procesis  aCqarebasTan. avtorebis  mier aR-
werilia  limfocitebis telomerebis  sig-
rZis cvlilebebi Sereul herpes-virusul 
da baqteriul koinfeqciasTan asocirebuli  
respiraciuli sistemis qronikuli daavade-
bebis  mqone  bavSvebSi. 

Catarebuli SedarebiTi kvleviT dadgenilia 
limfocitebis telomerebis  damokleba  
respiraciuli sistemis qronikuli daavade-
bebis mqone serodadebiT bavSvebSi,  romleb-
sac aReniSneboda  Sereuli herpes-virusuli 
infeqciebi (Cveulebrivi herpesis virusi,  
epStein-baris virusi da citomegalovirusi 
sxvadasxva kombinaciaSi) da baqteriuli 
koinfeqcia - Chlamydia trachomatis an/da Myco-
plasma pneumonia. regresuli da alternatiuli 
niSnebis analizis (procentebSi) gamoyenebam 
SesaZlebeli gaxada  asakobrivi gansxvavebis 
nivelireba seropozitiur da seronegatiur 
jgufebs Soris.

naCvenebia, rom Sereul herpes-virusul da baq-
teriul koinfeqciasTan asocirebuli  respi-
raciuli sistemis qronikuli daavadebebis 
mqone bavSvebSi  aRiniSneba limfocitebis 
telomerebis ufro gamoxatuli damokleba, 
igive asakis seronegatiur bavSvebTan Se-
darebiT.
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Геморрагическая лихорадка с почечным синдромом 
(ГЛПС) - природно-очаговая вирусная инфекция, ис-
точником заражения являются дикие грызуны - носи-
тели хантавирусов Хантаан, Пуумала, Сеул и Добрава. 
Заболевание у человека протекает довольно тяжело и 
проявляется острой почечной недостаточностью, ин-
токсикацией, болевым и геморрагическим синдромом 
при выраженной цикличности течения [4]. 

Хантавирусы как возбудители ГЛПС обладают значитель-
ным влиянием на характер иммунного ответа, в котором 
ведущая роль в эрадикации вируса принадлежит CD8+ 
цитотоксическим Т-лимфоцитам (ЦТЛ) [18], в то время 
как на тяжесть течения заболевания в значительной мере 
влияют CD4+ Т-хелперы 1-го типа [19] и FoxP3+ регуля-
торные Т-клетки (Трег) [14]. Установлено, что, помимо 
вирусов, причиной иммунологических сдвигов может 
служить поражение почечной ткани, как это показано 
при других вирусных инфекциях [5].

Сведения о роли лимфоцитов врожденного иммунного 
ответа - естественных киллеров (ЕК) и естественных 
киллерных Т-клеток (ЕKT) представлены в виде еди-
ничных сообщений, например, о цитокинной регуляции 
ЕК при ГЛПС [8]. В то же время особый интерес при 
ГЛПС представляет соотношение роли клеток, облада-
ющих цитолитической активностью - цитотоксических 
Т-лимфоцитов, естественных киллеров, отчасти ЕКТ, 
поскольку известно, что в формировании протективно-
го иммунитета при вирусных инфекциях, сопровожда-
ющегося формированием иммунологической памяти, 
основное участие принимают клетки адаптивного 
иммунного ответа – ЦТЛ [6]. 

В запуске цитолитического поражения вирусинфици-
рованных клеток лимфоцитами указанных категорий 
довольно значительную роль играют лектиновые рецеп-
торы NKG2D, которые распознают так называемые 
неклассические молекулярные продукты МНС-I, экс-
прессируемые клетками организма только в условиях 
патологического процесса, в том числе при поражении 
вирусами [1,2,6]. Особенности экспрессии этого ре-
цептора при ГЛПС по сей день не охарактеризованы.

Исходя из вышеизложенного, целью исследования яви-
лось определение фенотипических особенностей лимфо-
цитов с цитотоксической активностью при геморрагиче-
ской лихорадке с почечным синдромом в их взаимосвязи 
с клетками иммунной системы других фенотипов.

Материал и методы. Объектом исследования служила 
кровь 54 больных ГЛПС, поступивших на стационарное 
лечение в Клиники Самарского государственного ме-
дицинского университета с октября 2013 г. по декабрь 
2016 г. Забор крови проводился преимущественно в 
олигурический период заболевания или в начале по-
лиуриии. 16 клинически здоровых лиц, соответству-
ющие по полу и возрасту основной группе, составили 
контрольную группу.

Клинический диагноз ГЛПС верифицировался серо-
логически путем определения IgM и IgG антител к 
нуклеокапсидному белку хантавирусов методом им-
муноферментного анализа с использованием парных 
сывороток. Тяжелое течение ГЛПС устанавливалось на 
основании следующих критериев: температура выше  
40оС в течение 7 дней и более, интенсивная головная 
боль, частая рвота, инфекционно-токсический шок 2-3 
стадии, множественные кровоизлияния и кровотечения, 
тромбоцитопения менее 100 клеток на 109/л, олигоурия 
свыше 6 дней, протеинурия более 3 г/л, мочевина более 
20 ммоль/л, креатинин свыше 0,88 ммоль/л. 

Иммунологические методы. Кровь больных и здоро-
вых лиц после автоматизированной пробоподготовки 
исследовалась методом проточной цитофлуориметрии 
с использованием аппаратуры «FACS-Perm2» (Beckton 
Diсkinson, USA) и стандартизированного комплекта 
моноклональных антител BD Multitest 6-Color TBNK 
Reagent (BD Biosciences), а также меченных PerCP 
anti-human-CD3 МКАТ, меченных APC anti-human-
CD25 МКАТ, меченных FITC anti-human-FoxP3, (BD 
Biosciences), меченных РС5 anti-CD56 МКАТ, мечен-
ных РЕ anti-CD314 МКАТ (Beckman Coulter).

Статистическая обработка данных проводилась на 
основе пакета статистических программ SRSS, версия 
21. Сравнительная статистика осуществлялась непа-
раметрическим методом с использованием критерия 
Манна-Уитни, корреляционный анализ - на основе 
критерия Спирмана.

Результаты и их обсуждение. Результаты определе-
ния содержания лимфоцитов различных фенотипов в 
крови больных ГЛПС при сопоставлении с контролем 
представлены в таблице 1 и на рисунке 1. При этом на 
рисунке показаны не собственно значения показателей, 
а проценты их отклонения (ПО) от контроля, вычисля-
емые по формуле:

ФЕНОТИПИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ ЛИМФОЦИТОВ 
ПРИ ГЕМОРРАГИЧЕСКОЙ ЛИХОРАДКЕ С ПОЧЕЧНЫМ СИНДРОМОМ
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ПО =    х 100% + 100% 

Показатель  больного  -  Показатель  здорового человека 

Показатель здорового человека 

Таблица 1. Фенотипическая характеристика лимфоцитов крови у больных ГЛПС в сравнении с контролем

Тестируемые
клетки Фенотип

Медиана [минимум; максимум] (%)
рБольные ГЛПС 

(n=54)
Здоровые лица 

(n = 16)

Т-лимфоциты CD3+
% 68,0 [44,4; 86,0] 75 [62; 87] 0,008*

109/л 1,4 [0,64; 4,16] 1,2 [0,7; 3,1] 0,303

Т-хелперы CD3+CD4+
% 36,1 [5,5; 58,7] 41 [14; 57] 0,038*

109/л 0,7 [0,35; 1,95] 0,7 [0,4; 1,4] 0,603

ЦТЛ CD3+CD8+
% 31,8 [10,4; 78,0] 28 [16; 71] 0,173

109/л 0,64 [0,11; 2,7] 0,4 [0,2; 2,6] 0,049*

ЕКТ CD3+CD56+
% 5,4 [2,5; 8,1] 3,4 [2,3; 5] 0,041*

109/л 0,14 [0,02; 1,0] 0,06 [0,04;0,07] 0,026*

ЕК CD16+CD56+
% 16,6 [11,0; 33,8] 12,9 [9,5; 28] 0,123

109/л 0,36 [0,1; 1,75] 0,26 [0,14;0,42] 0,010*

B-лимфоциты CD19+
% 12,6 [5,0; 25,0] 10,5 [2,5; 16] 0,159

109/л 0,21 [0,04; 0,57] 0,18 [0,08; 0,3] 0,226

Активированные
T-клеткиs CD3+CD25+

% 4,2 [2,1; 9,6] 7,4 [2,6; 7,8] 0,108
109/л 0,1 [0,03; 0,33] 0,11 [0,03; 0,2] 0,879

Регуляторные
T-клетки

CD3+CD4+ 
FoxP3+

% 10,7 [4,0; 27,0] 3,0 [2,3; 8,1] 0,001*
109/л 0,26 [0,07; 1,8] 0,05 [0,02; 0,2] 0,001*

CD3+CD8+ 
FoxP3+

% 12,5 [3,5; 26,1] 0,4 [0,1; 4,4] 0,001*
109/л 0,27 [0,07; 0,75] 0,01 [0; 0,07] 0,001*

Клетки, 
экспрессирующие 
рецептор NKG2D

CD314+
% 48,6 [23,4; 71,6] 12,6 [9,6; 27] 0,001*

109/л 1,08 [0,27; 3,9] 0,24 [0,14; 0,4] 0,001*
примечание: p - вероятность различий между показателями 

в группах по критерию Манна-Уитни, * - достоверность различий при p<0,05

При оценке полученные результатов необходимо под-
черкнуть, что исследование крови в данном случае 
лишь относительно отражает события, происходящие в 
пораженных органах и тканях. Как показывают данные 
таблицы, изменения иммунного статуса в крови при 
ГЛПС в сравнении с контролем затрагивают, в первую 
очередь, различные категории Т-лимфоцитов. 

Наблюдается снижение числа Т-лимфоцитов преиму-
щественно за счет Т-хелперов, однако это касается 
только относительного содержания этих клеток. По-
добное падение доли названных клеток среди лим-
фоцитов не касается их абсолютного количества. В 
противоположность этим категориям Т-лимфоцитов 
относительное число цитотоксических Т-клеток 
достоверно не меняется, но их абсолютное содер-
жание в крови значимо возрастает. Аналогичные 
изменения наблюдались и со стороны других клеток 

с цитотоксической активностью - естественных кил-
леров. Все параметры ЕКТ достоверно возрастали, а 
В-лимфоцитов не менялись. 

Число активированных Т-клеток, несущих маркер 
CD25, не менялось, несмотря на развитие инфекци-
онного процесса. На этом фоне многократный рост 
содержания в крови регуляторных Т-клеток не столько 
CD4+, сколько абсолютное число CD8+ (в 27 раз), сви-
детельствует в пользу их индукции из цитотоксических 
Т-лимфоцитов. Следует отметить, что если у здоро-
вых лиц соотношение СD4+/CD8+ Трег составляет, в 
среднем, 7,5, то при ГЛПС роль CD8+ регуляторных 
Т-клеток неизмеримо возрастает, а названное соотно-
шение определяется величиной 0,85. Особого внима-
ния заслуживает и довольно значительный рост числа 
естественных киллеров, экспрессирующих рецептор 
NKG2D (CD134+). 
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Рис. 1. Процент отклонения от контроля иммуноло-
гических показателей больных ГЛПС

Для определения характера взаимосвязей между 
лимфоцитами различных фенотипов проведен корре-
ляционный анализ с использованием коэффициента 
корреляции Спирмана. На рисунке 2 представлены по-
ложительные и отрицательные корреляционные связи 
с учтановленной достоверностью (p<0,05).

Рис. 2. Достоверные корреляционные связи между 
клетками иммунной системы различных фенотипов 
при ГЛПС (	    - - положительные корреляции, 
	 - отрицательные корреляции)

Как следует из рисунка, все традиционно изучаемые 
популяции и субпопуляции лимфоцитов (базовая им-
мунограмма) тесно связаны между собой, что вполне 
естественно в условиях развивающегося инфекци-
онного процесса. При этом наибольшее число кор-
реляций формируют Т-лимфоциты в целом (CD3+), 
цитотоксические Т-лимфоциты (CD3+CD8+), ЕКТ 
(CD3+CD56+). 

Т-лимфоциты, несущие маркер активации CD25, коли-
чество которых при ГЛПС достоверно не отличалось от 
контроля, были связаны отрицательными корреляциями 
с числом CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, а положитель-
ными - только с ЕКТ.

Особый интерес представляет анализ корреляционных 
связей регуляторных Т-клеток (Трег), патогенетическая 
роль которых при ГЛПС подтверждена источниками 
литературы. CD4+ фенотип этих клеток связан положи-
тельными корреляциями с Т-лимфоцитами, Т-хелперами, 
ЕКТ, то есть клетками, имеющими (для Т-клеток и ЕКТ 
частично) CD4+ фенотип. Этот факт указывает на воз-
можное происхождение СD3+CD4+FoxP3+ Трег. Эти же 
клетки связаны отрицательными корреляциями с ЕК и 
В-лимфоцитами, которые потенциально могут служить 
объектами супрессорного действия регуляторных CD4+ 
Т-клеток. Что касается CD8+ Трег, то они входят в состав 
пар с CD3+CD8+ ЦТЛ и ЕКТ (возможно, с CD8+ субпопу-
ляцией этих клеток) при положительной корреляционной 
связи между ними. С общим числом Т-лимфоцитов CD8+ 
Трег при ГЛПС связаны отрицательной корреляцией.

Наконец, клетки, экспрессирующие активирующий 
лектиновый рецептор NKG2D (CD314+), при ГЛПС 
формировали только положительные корреляционные 
связи с клетками, способными проявлять цитотокси-
ческую активность - ЦТЛ, ЕК, ЕКТ, Т-лимфоцитами в 
целом. Интересно, что с клетками, экспрессирующи-
ми другой активирующий рецептор CD25, NKG2D-
позитивные клетки связаны отрицательной корреля-
ционной связью. 

Ответ на вопрос, в какой степени наблюдаемые особен-
ности иммунного ответа при ГЛПС влияют на тяжесть 
течения заболевания, получен при сравнении числа 
клеток различных фенотипов при ГЛПС среднетяже-
лого и тяжелого течения (таблица 2).

Исходя из данных, представленных в таблице, вы-
явленные ранее весьма значительные отклонения в 
фенотипическом составе лимфоцитов характеризуют 
ведущую иммунопатогенетическую особенность ГЛПС 
- основную роль в иммунном ответе цитотоксических 
Т-лимфоцитов при поддержке ЕКТ и при значительном 
участии в иммунном процессе регуляторных Т-клеток, 
однако все эти отклонения отмечаются независимо от 
тяжести течения заболевания. В то же время тяжелое 
течение ГЛПС характеризуется достоверным снижени-
ем в крови показателей ЕК и В-лимфоцитов.

Комментируя отмеченные иммунологические измене-
ния, сопровождающие ГЛПС, необходимо остановить-
ся на роли ЦТЛ и ЕК в реализации противовирусного 
ответа.
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Таблица 2. Фенотипическая характеристи лимфоцитов крови у больных ГЛПС 
в сравнении с контролем с учетом тяжести заболевания

Тестируемые
клетки Фенотип

Медиана [минимум; 
максимум] (%)

рГЛПС, 
среднетяжелое 
течение (n=33)

ГЛПС, тяжелое 
течение (n=16)

Т-лимфоциты CD3+
% 68 [44; 86] 67,5 [62; 82] 0,722

109/л 1,7 [0,64; 4,16] 1,4 [0,8; 1,55] 0,327

Т-хелперы CD3+CD4+
% 36 [5,5; 58,7] 37,7 [26,6; 46,1] 0,581

109/л 0,7 [0,35; 1,95] 0,64 [0,35; 0,95] 0,454

Цитотоксические 
Т-клетки (ЦТЛ) CD3+CD8+

% 34 [10,4; 78] 31,6 [20,5; 45,2] 0,488

109/л 0,9 [0,11; 2,7] 0,54 [0,4; 0,77] 0,165

ЕКТ CD3+CD56+
% 5,3 [1,7; 30,6] 5,7 [1,0; 11,6] 0,831

109/л 0,15 [0,02; 1,0] 0,09 [0,02; 0,2] 0,124

Естественные киллеры 
(ЕК) CD16+CD56+

% 16,8 [5,0; 53] 12,4 [5,0; 23,8] 0,026*

109/л 0,4 [0,13; 1,75] 0,23 [0,1; 0,45] 0,042*

B-лимфоциты CD19+
% 13,5 [5,0; 25,0] 9,5 [7,2; 17] 0,043*

109/л 0,23 [0,04; 0,57] 0,15 [0,08; 0,2] 0,049*

Активированные
T-клеткиs CD3+CD25+

% 4 [1,1; 9,6] 5,9 [2,9; 7] 0,160

109/л 0,09 [0,03; 0,33] 0,11 [0,05; 0,14] 0,775

Регуляторные
T-клетки

CD3+CD4+ 
FoxP3+

% 10,6 [4,0; 27,0] 11,6 [7,5; 16,7] 0,381

109/л 0,26 [0,07; 1,8] 0,24 [0,14; 0,32] 0,684

CD3+CD8+ 
FoxP3+

% 13 [3,5; 26,1] 10,8 [3,8; 23] 0,321

109/л 0,28 [0,11; 0,75] 0,2 [0,07; 0,3] 0,080

Клетки, 
экспрессирующие 
рецептор NKG2D

CD314+
% 51 [23,4; 71,6] 47 [33,7; 50,2] 0,121

109/л 1,33 [0,27; 3,9] 0,85 [0,6; 1] 0,121
примечание: p - вероятность различий между показателями 

в группах по критерию Манна-Уитни, * - достоверность различий при p<0,05

Полученные нами результаты показали достоверное 
возрастание значения CD8+ ЦТЛ, в то время как рост 
ЕК в крови не был столь значительным. Этот факт мо-
жет быть объяснен тем обстоятельством, что исследо-
вание крови проводилось в течение первых 10-12 дней 
от начала заболевания, а для этого периода ГЛПС более 
характерно участие в иммунном процессе ЦТЛ [17], а 
роль ЕК проявляется, как правило, гораздо позднее [7].

Мишенью для тех и других лимфоцитов при ГЛПС слу-
жат эндотелиальные клетки, пораженные хантавирусом 
[11] с той разницей, что ЦТЛ распознают инфициро-
ванные клетки с помощью рецепторов, специфичных 
к вирусным антигенам [6,18], а ЕК - через систему 
ингибирующих и активирующих рецепторов, реагиру-
ющих на молекулы MHC-I [2,15]. Обе категории клеток 
реализуют цитотоксические эффекты одним и тем же 

механизмом, который сопровождается их дегрануля-
цией с высвобождением перфорина и гранзима В, при 
этом перфорин способствует проникновению гранзима 
В в клетку-мишень, а гранзим В активирует каспазу 
3 и запускает апоптоз пораженной вирусом клетки 
[9,10,16]. Хантавирусы способны вмешиваться в этот 
процесс, поскольку белки их нуклеокапсида обладают 
способностью инактивировать такие ферментные си-
стемы как гранзим В и каспаза 3, в результате клетка 
эндотелия не подвергается цитолизу, создавая условия 
для размножения возбудителя ГЛПС [12].

Cледует остановиться и на установленном нами фено-
мене преимущественного вовлечения лимфоцитов с 
цитотоксическими свойствами в иммунный процесс че-
рез экспрессию активирующего лектинового рецептора 
NKG2D, корреляционно связанную с ЦТЛ, ЕКТ, ЕК. 
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Следует отметить, что способность к экспрессии 
лектинового рецептора NKG2D могут демонстри-
ровать многие клетки иммунной системы. К ним 
принадлежат, в первую очередь, клетки с цитоток-
сической активностью - ЕК, EKT, γδ T-клетки, CD8+ 
T-клетки, определенные категории CD4+ T-клеток 
[13, 20], однако существуют различия в функцио-
нировании NKG2D на мембране названных клеток 
[1]. В частности, этот рецептор по-разному реали-
зует поступающие от него сигналы у естественных 
киллеров и цитотоксических Т-лимфоцитов. Ли-
гандами для этого рецептора служат, как правило, 
стресс-индуцибельные молекулы MICA и MICB на 
поверхности вирусинфицированных и других пато-
логически измененных клеток [1, 2]. При вирусных 
инфекциях у ЕК при этом включаются 2 сигнальных 
пути - с участием адаптерных молекул Dap12 (через 
Syk) и Dap10 (через PI3-киназу), а у ЦТЛ - только 
с участием Dap10 [15]. В результате у ЕК взаимо-
дейстивие NKG2D со своими лигандами ведет как 
к цитотоксическому эффекту, так и высвобождению 
цитокинов, а цитотоксические Т-клетки используют 
сигналы, поступающие через NKG2D, только для 
своей активации [21].

В то же время при тяжелом течении ГЛПС показатель 
ЕК, как было установлено, достоверно уменьшается, 
понижая эффективность цитотоксических и секретор-
ных механизмов противовирусного ответа.

Что касается механизмов понижения ЕК, то, по нашим 
данным, оно корреляционно связано с возрастанием 
числа регуляторных Т-клеток, что подтверждается 
данными литературы [14]. Нами установлено, что при 
ГЛПС значительно возрастает доля CD8+ Трег. Источ-
ником индукции этих клеток могут служить как ЦТЛ, 
так и ЕКТ. Однако известно, что для образования регу-
ляторных Т-клеток имеет значение усиленная экспрес-
сия лимфоцитами рецептора CD25 [6], чего не было 
отмечено для цитотоксических Т-лимфоцитов. Такая 
возможность показана в ходе корреляционного анализа 
для ЕКТ - субпопуляции, наличие которой в крови при 
ГЛПС достоверно возрастало. Известно, что ЕКТ могут 
иметь три фенотипа: CD4+, CD8+, CD4-CD8- [2], при 
этом именно CD8+ фенотип характеризуется супрес-
сорной активностью [3], что позволяет рассматривать 
их как CD8+ регуляторные Т-клетки.

Заключение. Проведенные исследования показали, 
что в иммунных механизмах геморрагической ли-
хорадки с почечным синдромом ключевая роль при-
надлежит цитотоксическим Т-лимфоцитам, наряду с 
ЕКТ и CD8+ регуляторными Т-клетками. При этом 
процессы активации лимфоцитов с цитотоксически-
ми свойствами тесно связаны с экспрессией лекти-
нового рецептора NKG2D. Иммунологическими 
признаками тяжелого течения ГЛПС может служить 

отсутствие роста со стороны содержания естествен-
ных киллеров в крови и достоверное падение числа 
В-лимфоцитов, корреляционно связанное с CD8+ 
регуляторными Т-клетками. 
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SUMMARY

PHENOTYPE FACILITIES OF LYMPHOCYTES 
IN HEMORRHAGIC FEVER WITH RENAL SYN-
DROME

1Ivanov M., 2Balmasova I., 1Vasnyova Z.

1Samara State Medical University, Samara, Russian 
Federation; 2Peoples' Friendship University of Russia, 
Moscow, Russian Federation

Hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) is a feral 
herd disease caused by hantaviruses. HERS may be severe 
and its manifestations include acute renal failure, intoxi-
cation, hemorrhages and pain syndrome. Hantaviruses as 
pathogen of HFRS wield considerable influence on the 
character of the immune response, in particular, is capable 
of lymphocytic cytolysis suppressing. It was found that 
cytotoxic T lymphocytes along with NKT and CD8 + regu-
latory T cells play the key role in the immune mechanisms 
of hemorrhagic fever with renal syndrome. This reduces 
of the activation of lymphocytes with cytotoxic properties 
are closely related to the expression of NKG2D lectin 
receptors. Immunological signs of heavy currents HFRS 
can serve as a lack of growth on the part of natural killer 
and a significant drop in the number of b-lymphocytes 
in the blood, correlative related to the increase in CD8 + 
regulatory T cells.

Keywords: hemorrhagic fever with renal syndrome 
(HFRS), cytotoxic T cells, natural killer cells, NKT, regu-
latory T cells.

РЕЗЮМЕ

ФЕНОТИПИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ ЛИМФО-
ЦИТОВ ПРИ ГЕМОРРАГИЧЕСКОЙ ЛИХОРАДКЕ 
С ПОЧЕЧНЫМ СИНДРОМОМ

1Иванов М.Ф., 2Балмасова И.П., 1Васнева Ж.П.

1Самарский государственный медицинский универ-
ситет, Cамара, Российская Федерация; 2Российский 
университет дружбы народов, Москва, Российская 
Федерация

Геморрагическая лихорадка с почечным синдромом 
(ГЛПС) - природно-очаговая вирусная инфекция, 
вызываемая хантавирусами. Заболевание у человека 
протекает довольно тяжело и проявляется острой по-
чечной недостаточностью, интоксикацией, болевым и 
геморрагическим синдромом. Хантавирусы как воз-
будители ГЛПС обладают значительным влиянием на 
характер иммунного ответа, в частности, способны 
подавлять лимфоцитарный цитолиз. Установлено, что 
в иммунных механизмах геморрагической лихорадки 
с почечным синдромом ключевая роль принадлежит 
цитотоксическим Т-лимфоцитам, наряду с ЕКТ и CD8+ 
регуляторными Т-клетками. При этом процессы актива-
ции лимфоцитов с цитотоксическими свойствами тесно 
связаны с экспрессией лектинового рецептора NKG2D. 
Иммунологическими признаками тяжелого течения 
ГЛПС может служить отсутствие роста со стороны 
естественных киллеров и достоверное понижение чис-
ла В-лимфоцитов в крови, корреляционно связанные с 
ростом числа CD8+ регуляторных Т-клеток.

reziume

limfocitebis fenotipuri Taviseburebani 
hemoragiuli cxelebis dros Tirkmlis sin-
dromiT

1m. ivanovi, 2i. balmasova, 1J. vasniova 

1samaris saxelmwifo samedicino univer-
siteti; 2ruseTis xalxTa megobrobis univer-
siteti, moskovi, ruseTis federacia

hemoragiuli cxeleba Tirkmlis sindromiT 
(HFRS) hantavirusebiT gamowveuli virusul-
kerovani  infeqciuri daavadebaa.  adamianebSi 
daavadeba rTulad mimdinareobs da vlindeba 
Tirkmlis mwvave ukmarisobiT, intoqsika-
ciiT, tkiviliT  da hemoragiuli sindromiT. 
hantavirusebi mniSvnelovan gavlenas axdens 
imunur pasuxze, kerZod, maT SeuZlia  limfo-
cituri citolizis daTrgunva. dadginda, rom 
Tirkmlis sindromiT mimdinare hemoragiuli 
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cxelebis imunur meqanizmebSi citotoqsikur 
Т-limfocitebs, ЕКТ da CD8+ regulaciur 
Т-ujredebTan erTad, gadamwyveti roli 
eniWeba. amasTan, citotoqsikuri  limfo-
citebis aqtivaciis procesi mWidrodaa dakav-
Sirebuli NKG2D leqtinuri receptorebis 
eqspresiasTan.  HFRS-is mZimed mimdinareobis  

imunologiur maxasiaTeblebad  SeiZleba 
CaiTvalos bunebrivi „kileri“ ujredebis 
raodenobis zrdis sarwmuno ararseboba da 
B-limfocitebis  raodenobis sarwmuno Semci-
reba sisxlSi, korelaciurad dakavSirebuli 
CD8+ regulaciuri Т-ujredebis raodenobis 
zrdasTan. 

ДИНАМИКА ВОЗНИКНОВЕНИЯ И РЕГРЕССИИ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ 
ЭКСТРАЦЕЛЛЮЛЯРНЫХ СЕТЕЙ В ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ МОДЕЛИ РАНЕВОГО 

ИНФЕКЦИОННО-ВОСПАЛИТЕЛЬНОГО ПРОЦЕССА

1Нестерова И.В., 2Евглевский А.А., 2Чудилова Г.А., 2Ковалева С.В., 2Ломтатидзе Л.В.

1Российский университет дружбы народов, Москва, Российская Федерация; 
2Кубанский государственный медицинский университет, Краснодар, Россия

В течение последних 20 лет значительно расширены 
представления о роли нейтрофильных гранулоци-
тов (НГ) в реализации врожденного и адаптивного 
иммунитета в условиях нормы и патологии. Ранее 
полагали, что НГ, являясь клетками врожденной 
иммунной системы способны уничтожать бактерии, 
вирусы, грибы посредством реализации своей фаго-
цитарной функции. В настоящее время убедительно 
показано, что эти клетки способны к синтезу белков 
de novo, т.е. обладают белок-синтетической функци-
ей, секретируют большое количество гранулярных 
ферментных и неферментных белков, обладающих 
антибактериальными и регуляторными свойствами, 
цитокинов, хемокинов, регуляторных молекул, ро-
стовых факторов. На поверхностной мембране НГ 
экспрессированы сотни различных молекул – рецеп-
торов, обеспечивающих их связь с микроокружением 
и другими клетками иммунной системы. НГ пластич-
ны и способны, в зависимости от условий, менять 
свой фенотип и приобретать новые функции, а также 
регулировать функции клеток, как врожденной, так 
и адаптивной иммунной системы, оказывая на них 
в зависимости от условий как активирующие, так и 
супрессирующие влияния. НГ участвуют в иммуно-
патогенезе многих инфекционно-воспалительных, 
аллергических, аутоиммунных, неопластических 
заболеваний, обладают мощным микробицидным и 
цитотоксическим потенциалом и при определенных 
условиях могут влиять на исход воспалительной ре-
акции. С дефицитом количества НГ и нарушением их 
функций ассоциированы упорно-рецидивирующие 
гнойно-воспалительные процессы, нейтропениче-
ская форма сепсиса, генерализованный кандидоз и, с 

другой стороны, при гиперактивации НГ возникают 
повреждения клеток и тканей [1,5,10-13].

В настоящее время продемонстрировано, что в борь-
бе с патогенами НГ осуществляют свою бактерицид-
ную функцию несколькими способами. Первым из 
них является, открытый еще И.И. Мечниковым [2] 
фагоцитоз, другим значимым элементом защиты от 
патогенов является трансмембранная дегрануляция, 
обеспечивающая выброс микробицидных компонен-
тов цитоплазмы НГ, экстрацеллюлярных везикул 
во внеклеточную среду и, наконец, открытая, срав-
нительно недавно, способность НГ к образованию 
нейтрофильных экстрацеллюлярных сетей (NET), ко-
торые представляют собой экстрацеллюлярные сете-
подобные структуры, состоящие из «выстреливших» 
из ядер и митохондрий НГ нитей нуклеиновых кислот 
- ДНК и «залипших» в них ферментов, неферментных 
бактерицидных белков, секретируемых НГ в ответ 
на микробные и немикробные стимулы [2,3,5-10]. 
Изучению образования NET и факторам, стимулиру-
ющих выброс ДНК НГ во внешнюю среду, посвящено 
достаточно множество работ [1,4,10]. В тоже время 
особенности формирования NET при повреждении 
тканей в условиях естественного инфицирования ран 
и развитии различных фаз воспалительной реакции 
остаются совершенно неизученными.

Весьма актуальной проблемой является вторичное 
инфицирование ран, возникающее в хирургических 
отделениях. Показано, в процессе функционирования 
хирургических отделений, постепенно формируется 
уникальный бактериальный «пейзаж», который при 
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неблагоприятных условиях может влиять на течение 
гнойно-воспалительных процессов у пациентов, и даже 
являться причиной внутрибольничных инфекций. В 
этой связи оценка функциональной активности НГ 
непосредственно в ране, представляется весьма акту-
альной, а изучение динамики формирования NET - воз-
никновения, максимальной активности и регрессии, 
позволило бы более детально следить за развитием фаз 
гнойно-воспалительного процесса и прогнозировать 
его исход. Полноценная диагностика количественных 
и функциональных нарушений НГ и, в частности, диа-
гностика особенностей формирования NET, необходи-
ма также для разработки новых подходов к проведению 
корректной локальной и системной иммунотерапии.

Целью данного исследования явилось изучение ди-
намики возникновения, формирования и регрессии 
нейтрофильных экстрацеллюлярных сетей в экспери-
ментальной модели раны мягких тканей лабораторных 
крыс в условиях естественного инфицирования микро-
флорой окружающей среды.

Материал и методы. Настоящее экспериментальное 
исследование проведено на модели раневого воспа-
лительного процесса, сформировавшегося на фоне 
естественного инфицирования микрофлорой окружа-
ющей среды. В эксперименте были использованы 30 
беспородных крыс-самцов, у которых под местным 
обезболиванием (0,25% раствор новокаина) была соз-
дана модель открытой раны мягких тканей спины, раз-
мерами 2 х 3 см. Раны были подвержены естественному 
инфицированию микробной флорой, присутствующей 
в воздушной среде вивария. Для оценки динамики 
формирования NET в процессе развития инфекционно-
воспалительного раневого процесса проводили забор 
раневого экссудата на 2, 4, 7 и 14 сутки от начала экс-
перимента. Дизайн эксперимента соответствовал Евро-
пейской конвенции о защите позвоночных животных, 
используемых для экспериментов или иных научных 
целей (ETS N 123) (Страсбург, 18.03.1986 г.).

Слайды с отпечатками раневого экссудата окрашивали, 
применяя разработанный нами метод идентификации 
NET, основанный на модифицированном нами вы-
явлении ДНК [6]. Изучение слайдов с отпечатками 
раневого экссудата проводили в световом микроскопе с 
использованием апохроматических систем при общем 
увеличении 600х (рис. 1).

Подсчитывали количество зрелых НГ, имеющих сег-
ментированное ядро и количество НГ, сформировав-
ших NET, в 10 произвольно выбранных полях зрения 
микроскопа. Общее число НГ, регистрируемых в поле 
зрения микроскопа, рассчитывали как сумму НГ и 
NET (НГ+NET). Динамику числа NET определяли, 
как процентное отношение числа NET к общему числу 
НГ. Полученные данные обрабатывали методом вариа-

ционной статистики с использованием компьютерной 
программы StatSoft Statistica 6.0.

Результаты и их обсуждение. После формирования 
открытой раны спины у крыс-самцов, рана оставалась 
открытой на протяжении 14 дней и не подвергалась 
воздействию антисептиков и других лекарственных 
препаратов. Контроль за течением раневого процесса 
с параллельной оценкой количества NET в ране про-
водили на 2, 4, 7 и 14 сутки. Визуально выраженность 
воспалительной реакции в ранах (гиперемия, отек, 
гной) отмечалась на 2 и 4 сутки, на 7 сутки наблюдалась 
выраженная тенденция к очищению раны и стихание 
воспалительного процесса. К 14 суткам наступало 
почти полное естественное заживление раны. Среднее 
количество НГ и NET в отпечатках экссудата раневой 
поверхности на 2, 4, 7 и 14 сутки от начала экспери-
мента составило 165±11,4; 146±13; 14±0,4; 4±0,4 и 
19,8±1,3; 36,5±1,9; 2±0,05; 0, соответственно, в расчете 
на одно поле зрения. При этом процентное отношение 
числа NET к общему числу зрелых НГ соответственно 
равнялось 10,7%, 20,1%, 12,5%, 0% в расчете на одно 
поле зрения (рис. 2, 3).

Рис. 1. Типичная картина NET в отпечатках экссуда-
та, увеличение 600х (фрагмент)

Рис. 2. Динамика показателей зрелых НГ и NET в 
условиях течения воспалительного процесса при есте-
ственном инфицировании экспериментальной раны 
мягких тканей
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Рис. 3. Динамика % NET в условиях течения воспали-
тельного процесса при естественном инфицировании 
экспериментальной раны мягких тканей

Следует отметить, что средние количества НГ экс-
судата, зарегистрированные в одном поле зрения на 
2 и 4 сутки эксперимента, достоверно не различались 
между собой (р>0,05). В то время, как различие в 
числе NET, зарегистрированное в те же сроки, было 
статистически значимо (р<0,001). Изменение числа 
НГ и NET экссудата зарегистрированное на 7 и 14 
сутки эксперимента также достоверно различались 
между собой (р<0,001).

Таким образом, уже на вторые сутки от начала экс-
перимента при естественном инфицировании раны 
мягких тканей значительное количество зрелых НГ 
проявляют способность к образованию NET, которая 
достигает своего максимума к 4 суткам от начала 
эксперимента после чего закономерно снижается 
параллельно с уменьшением числа НГ в экссудате. 
Полученные данные также свидетельствуют о том, 
что уже на 2 сутки от начала эксперимента проис-
ходит существенное инфицирование эксперимен-
тальной раны бактериальной флорой, присутству-
ющей в окружающей среде, что следует учитывать 
в клинической практике и что может приводить к 
возникновению «суперинфекции».

Выводы.
1. Продемонстрирована динамика возникновения и 
регрессии NET в экспериментальной модели раневого 
инфекционно-воспалительного процесса, который был 
вызван естественным инфицированием открытой раны 
микробной флорой окружающей среды.
2. Установлено, что на 2 сутки от начала эксперимента 
значительное количество зрелых НГ в открытой ране 
проявляет способность к образованию NET, количе-
ство которых достигает своего максимума к 4 суткам 
от начала эксперимента, что совпадает с максималь-

ными проявлениями инфекционно-воспалительного 
процесса в ране.
3. Регрессия воспалительных изменений в ране ассо-
циирована со значительным уменьшением количества 
NET в раневом отделяемом к 7 суткам и полной регрес-
сией NET к 14 суткам эксперимента на фоне полного 
заживления раны.
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SUMMARY

DYNAMICS OF OCCURRENCE AND REGRESSION 
OF NEUTROPHIL EXTRACELLULAR TRAPS IN 
THE EXPERIMENTAL MODEL OF THE WOUND 
INFECTIOUS-INFLAMMATORY PROCESS

1Nesterova I., 2Evglevsky A., 2Chudilova G., 

2Kovaleva S., 2Lomtatidze L.

1The Peoples’ Friendship University of Russia, Moscow, 
Russia; 2Kuban State Medical University, Krasnodar, Russia

The dynamics of the appearance and regression of neu-
trophilic extracellular traps (NETs) in the experimental 
model of the wound infectious-inflammatory process that 
was caused by infection of open wounds by microbes 
surrounding environment, was studied. It was established 
that on the second day from the start of the experiment a 
significant number of mature neutrophilic granulocytes 
show the ability to form NEТs. The number of NETs was 
reached its maximum by the 2th and 4th days from the begin-
ning of the experiment, that was associated with maximum 
occurrence of symptoms of inflammation in the wound. 
The regression of the wound inflammatory process was 
associated with decreasing of the number of NETs to 7th day 
and the complete disappearance of NETs to 14th day of the 
experiment, which coincided with the healing of wounds.

Keywords: neutrophilic granulocyt, neutrophilic extracel-
lular traps.

РЕЗЮМЕ

ДИНАМИКА ВОЗНИКНОВЕНИЯ И РЕГРЕС-
СИИ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ЭКСТРАЦЕЛЛЮ-
ЛЯРНЫХ СЕТЕЙ В ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ 
МОДЕЛИ РАНЕВОГО ИНФЕКЦИОННО-ВОС-
ПАЛИТЕЛЬНОГО ПРОЦЕССА

1Нестерова И.В., 2Евглевский А.А., 2Чудилова Г.А., 
2Ковалева С.В., 2Ломтатидзе Л.В.

1Российский университет дружбы народов, Москва, 
Российская Федерация; 2Кубанский государственный 
медицинский университет, Краснодар, Россия

Изучена динамика возникновения и регрессии нейтро-
фильных экстрацеллюлярных сетей (NET) в экспери-
ментальной модели раневого инфекционно-воспали-

тельного процесса, который был вызван естественным 
инфицированием микробной флоры окружающей 
среды. Установлено, что на 2 сутки от начала экспери-
мента значительное количество зрелых нейтрофильных 
гранулоцитов в открытой ране проявляют способность 
к образованию NET, количество которых достигает 
своего максимума к 4 суткам от начала эксперимента, 
что совпадает с максимальными проявлениями воспа-
лительного инфекционно-воспалительного процесса 
в ране. Регрессия воспалительных изменений в ране 
была ассоциирована со значительным уменьшением 
количества NET в раневом отделяемом к 7 суткам, и 
регрессией NET к 14 суткам эксперимента на фоне 
полного заживления раны. 

reziume

neitrofiluri eqstraceluluri qselebis 
warmoqmnisa da regresiis dinamika infeqciur-
anTebiTi Wrilobis eqsperimentul modelSi

1i. nesterova 2a. evglevski,  
2g. Cudilova, 2s. kovaleva, 2l. lomTaTiZe                                                                                                                                        
                               
1ruseTis xalxTa megobrobis universiteti, 
moskovi; 2yubanis saxelmwifo samedicino 
universiteti, krasnodari, ruseTi

garemos mikrofloriT bunebrivi dainfici-
rebiT gamowveuli infeqciur-anTebiTi Wri-
lobis eqsperimentul modelze  Seswavlilia 
neitrofiluri eqstraceluluri qselis 
warmoqmnisa da regresiis dinamika. 

naCvenebia, rom eqsperimentis dawyebidan me-2 
dRes momwifebuli neitrofiluri granuloci-
tebis mniSvnelovani nawili Ria WrilobaSi 
avlens neitrofiluri eqstraceluluri 
qselebis warmoqmnis unars, romelTa raode-
noba maqsimums aRwevs eqsperimentis dawye-
bidan me-4  dRes, rac Tanxvdeba WrilobaSi 
infeqciur-anTebiTi procesis maqsimalur 
gamovlinebas.  

WrilobaSi anTebiTi cvlilebebis regresi  
asocirebuli iyo  Wrilobidan gamonadenSi 
eqstraceluluri qselis  mniSvnelovan Sem-
cirebasTan me-7  dRes da eqstraceluluri 
qselis  regresTan Wrilobis sruli Sex-
orcebis fonze eqsperimentis me-14  dRes.

* * *


