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РЕЗЮМЕ

Цель исследования. Выявить частоту встречаемости полиморфизма гена 
TLR4 Asp299Gly (rs4986790) и установить его вклад в развитие органной дис-
функции у больных тяжёлой пневмонией на фоне гриппа A/H1N1.
Материалы и методы. В исследование включено 55 больных тяжёлой пнев-
монией на фоне гриппа A/H1N1. Критерии включения: пневмония тяжёлого 
течения; наличие консолидации/синдрома «матового стекла» по данным 
рентгенографии/компьютерной томографии органов грудной клетки. 
Критерии исключения: нестабильная гемодинамика; индекс массы тела > 30; 
сахарный диабет; ВИЧ; туберкулёз; онкопатология. Верификация возбудите-
ля в респираторном мазке выполнялась при помощи метода полимеразной 
цепной реакции (ПЦР): идентифицирована РНК вируса гриппа A/H1N1. Возраст 
пациентов составил 47 [38; 62] лет. Мужчин было 47,8 %, женщин – 52,2 %. 
Пациенты были поделены на две группы: 1-я группа – с оценкой по шкале 
SOFA (Sequential Organ Failure Assessment) ≥ 2 баллов; 2-я группа – с оценкой 
по шкале SOFA < 2 баллов. Определение однонуклеотидных полиморфизмов 
(SNP, single nucleotide polymorphism) генов осуществлялось методом ПЦР 
с использованием стандартных наборов НПФ «Литех» (Москва). Амплифи-
кацию фрагментов гена TLR4 проводили в термоциклере «Бис-М111» (ООО 
«Бис-Н», Новосибирск). Анализу подвергалась геномная ДНК, выделенная 
из  лейкоцитов цельной крови с помощью реагента «ДНК экспресс-кровь», 
затем проводилась реакция амплификации. Детекцию продукта амплифи-
кации проводили в 3%-м агарозном геле.
Результаты. У больных тяжёлой пневмонией на фоне гриппа А/H1N1 
частота развития полиорганной дисфункции (SOFA ≥ 2 баллов) составила 
24 (43,6 %) случая. При анализе частоты встречаемости минорного аллеля 
Gly, согласно генетическим моделям, установлены различия между пациен-
тами 1-й и 2-й групп в кодоминантной (p = 0,023; отношение шансов (ОШ) – 
8,82 (0,95–81,89)) и доминантной (p = 0,005; ОШ = 12,35 (1,40–109,07)) моделях.
Заключение. Тяжёлое течение пневмонии при гриппе A/H1N1 сопровожда-
ется высокой частотой развития органной дисфункции. Риск развития 
органной недостаточности увеличивался у больных тяжёлой пневмонией 
с выявленным полиморфизмом гена TLR4 Asp299Gly, что, вероятно, требует 
дальнейшего изучения.
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The aim of the study. To identify the frequency of occurrence of TLR4 Asp299Gly 
(rs4986790) gene polymorphism and to establish its contribution to the development 
of organ dysfunction in patients with severe pneumonia associated with A/ H1N1 
influenza.
Materials and methods. The study included 55 patients with severe pneumonia 
associated with A/H1N1 influenza. Inclusion criteria: severe pneumonia; consolida-
tion/ground-glass syndrome according to chest X-ray/CT. Exclusion criteria: unstable 
hemodynamics; body mass index > 30; diabetes mellitus; HIV; tuberculosis, oncopa-
thology. Verification of the pathogen in the respiratory swab was carried out using 
PCR method: A/H1N1  influenza virus RNA was identified. The age of  the  patients 
was 47 [38; 62] years. Among all the patients the proportion of men was 47.8 %, 
of women – 52.2 %. Patients were divided into 2 groups: group 1 included patients 
with SOFA scale (Sequential Organ Failure Assessment) score ≥ 2 points; group 2 – 
patients with SOFA scale score < 2 points. Gene SNPs were determined by PCR method 
using standard kits developed by Research and Production Company “Litekh” (Mos-
cow). Amplification of the TLR4 gene fragments was carried out in a thermocycler 
Bis-M111 (Bis-N LLC, Novosibirsk). Genomic DNA isolated from whole blood leukocytes 
using the “DNA Express Blood” reagent was analyzed followed by an amplification 
reaction. The amplification product was detected in a 3% agarose gel.
Results. Multiple organ dysfunction (SOFA scale score ≥ 2 points) in patients with se-
vere pneumonia associated with A/H1N1 influenza was registered in 24 (43.6 %) cas-
es. When analyzing the frequency of occurrence of the minor Gly allele, according 
to genetic models, the differences were established between patients of the groups 1 
and 2 in codominant (p = 0.023; odds ratio (OR) – 8.82 (0.95–81.89)) and dominant 
(p = 0.005; OR = 12.35 (1.40–109.07)) models.
Conclusion. Severe pneumonia associated with A/H1N1 influenza is accompanied 
by a high incidence of  organ dysfunction. The risk of organ failure development 
is  2.1  times increased in patients with severe pneumonia with identified TLR4  
Asp299Gly gene polymorphism, which probably requires further study.
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введеНИе

Системный воспалительный ответ, являясь осно-
вой формирования критических состояний, вне зави-
симости от индуцирующего фактора протекает двух-
фазно – от гипервоспалительной реакции до ком-
пенсаторного противовоспалительного ответа [1, 
2]. В провоспалительную фазу молекулярные пат-
терны, ассоциированные с повреждением (DAMPs, 
damage-associated molecular patterns), или патоген-
ассоциированные молекулярные паттерны (PAMPs, 
pathogen-associated molecular patterns) инициируют 
сигналинг, активируя реакции врождённого, а в по-
следующем – и адаптивного, иммунитета. На сегод-
няшний день идентифицированы различные физио-
логические и патофизиологические механизмы ре-
акций врождённого и адаптивного иммунитета, ре-
ализуемые посредством вовлечения в процесс мно-
гочисленного репертуара иммунных рецепторов, 
одними из которых являются рецепторы семейства 
Toll (TLR, Toll-like receptors) [3]. Кроме того, идентифи-
цированы однонуклеотидные полиморфизмы генов 
Toll-рецепторов, в ряде случаев приводящие к изме-
нению передачи сигнала, реализуемой через рецеп-
тор, что существенно влияет на исполняемую функ-
цию рецептора и вносит вклад в патогенез воспале-
ния и инфекционных заболеваний [3].

Одним из наиболее хорошо изученных Toll-
рецепторов является TLR4. Основным лигандом ре-
цептора выступает бактериальный липополисаха-
рид, однако TLR4 способен связывать и эндогенные 
структуры, такие как белки теплового шока, включая 
HSP70, Gp96, HSP22 и HSP7, белки S100A8 и S100A9, 
а также молекулы внеклеточного матрикса (ЕСМ, 
extracellular matrix), такие как бигликан, тенасцин-С, 
версикан, и фрагменты молекул ЕСМ, включая оли-
госахариды гиалуроновой кислоты и гепарансуль-
фат [4]. Ген TLR4 расположен в  хромосоме 9q32-33. 
Полиморфный локус rs4986790 представляет собой 
однонуклеотидную замену аденина (А) на гуанин (G) 
в положении  +896 экзoна  3 (896A>G), приводящую 
к  aминокислoтнoй замене аспарагиновой кислоты 
на глицин в положении 299 полипептидной цепи ре-
цептора Asp299Gly [5]. Описанная мутация гена TLR4 
связана с отсутствием адекватного иммунного ответа 
при активации рецептора. Показана связь полимор-
физма TLR4 Asp299Gly с развитием ряда заболеваний 
[5–7]; интерес представляет изучение роли полимор-
физма гена TLR4 Asp299Gly у больных тяжёлой пнев-
монией при гриппе A/H1N1, находящихся в критиче-
ском состоянии.

Цель ИССледовАНИя

Выявить частоту встречаемости полиморфизма 
гена TLR4 Asp299Gly и установить его вклад в развитие 
органной дисфункции у больных тяжёлой пневмонией 
на фоне гриппа A/H1N1.

мАТеРИАлы И меТоды

В исследование включено 55 больных тяжёлой пнев-
монией на фоне гриппа A/H1N1, госпитализированных 
в отделения реанимации/интенсивной терапии ГУЗ «Го-
родская клиническая больница № 1» (г. Чита), ГУЗ «Кра-
евая клиническая больница» (г. Чита), ГУЗ «Краевая кли-
ническая инфекционная больница» Забайкальского края 
в период подъёма заболеваемости в 2019 году. Иссле-
дование проведено с соблюдением принципов Хель-
синкской декларации Всемирной медицинской ассоци-
ации (World Medical Association Declaration of  Helsinki, 
1964, ред. 2013 г.) и одобрено локальным этическим ко-
митетом ФГБОУ ВО «Читинская государственная меди-
цинская академия» Минздрава России (протокол № 84 
от 01.03.2017). Критерии включения: пневмония тяжёло-
го течения; наличие консолидации/синдрома «матового 
стекла» по данным рентгенографии/компьютерной то-
мографии органов грудной клетки. Верификация возбу-
дителя в респираторном мазке выполнялась при помо-
щи метода полимеразной цепной реакции (ПЦР): иден-
тифицирована РНК вируса гриппа A/ H1N1. Возраст па-
циентов составил 47 [38; 62] лет. Доля мужчин составила 
47,8 %, женщин – 52,2 %. Критерии исключения: неста-
бильная гемодинамика; индекс массы тела > 30; сахар-
ный диабет; ВИЧ; туберкулёз; онкопатология. Для диагно-
стики и оценки тяжести пневмоний использовали шкалы 
CURB/CRB-65, SMART-COP, а также федеральные клини-
ческие рекомендации Минздрава России «Внебольнич-
ная пневмония у взрослых» и критерии IDSA/ATS (при на-
личии одного «большого» или трёх «малых» критери-
ев пневмония расценивалась как тяжёлая). Для оценки 
степени органной дисфункции использовались: шкала 
qSOFA (Sequential Organ Failure Assessment [Quick]) (ча-
стота дыхательных движений ≥ 22/мин; систолическое 
артериальное давление ≤ 100 мм рт. ст.; снижение уров-
ня сознания < 15 баллов по шкале Глазго) – по 1 баллу 
за каждый блок; шкала SOFA, которая включала в себя 
оценку сознания по Шкале комы Глазго в баллах, моди-
фицированный респираторный коэффициент как от-
ношение оксиметрии в процентах к  содержанию кис-
лорода во вдыхаемом воздухе в единицах (SpO2/FiO2), 
уровень билирубина и креатинина в сыворотке крови, 
количество тромбоцитов крови, уровень среднего ар-
териального давления с наличием или отсутствием ино-
тропной и (или) вазопрессорной поддержки в баллах. Па-
циенты были поделены на две группы: 1-я группа – па-
циенты с оценкой по шкале SOFA ≥ 2 баллов; 2-я группа 
– пациенты с оценкой по шкале SOFA < 2 баллов. Опре-
деление однонуклеотидных полиморфизмов (SNP, single 
nucleotide polymorphism) генов осуществлялось мето-
дом ПЦР с использованием стандартных наборов НПФ 
«Литех» (Москва). Амплификацию фрагментов гена TLR4 
проводили в термоциклере «Бис-М111» (ООО «Бис-Н», 
Новосибирск). Анализу подвергалась геномная ДНК, вы-
деленная из лейкоцитов цельной крови с помощью ре-
агента «ДНК экспресс-кровь», затем проводилась реак-
ция амплификации. Детекцию продукта амплификации 
проводили в 3%-м агарозном геле. Статистическая об-
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работка полученных данных проводилась с использо-
ванием пакета программ Statistica 10 (StatSoft Inc., США) 
и онлайн-калькуляторов SNPStats (https://medstatistic.ru/
calculators.html). Распределение генотипов оценивали 
на соответствие равновесию Харди – Вайнберга. Срав-
нение частот генотипов в  группах проводили с помо-
щью критерия χ2 с поправкой Йейтса на непрерывность 
с использованием таблицы сопряжённости; если ожида-
емых явлений в одной из ячеек было меньше 5, приме-
няли точный критерий Фишера. Для оценки ассоциации 
генотипов с тяжестью заболевания производили расчёт 
отношения шансов (ОШ) c 95%-ми доверительными ин-
тервалами (95% ДИ) по пяти генетическим моделям: ко-
доминантной, доминантной, рецессивной, сверхдоми-
нантной и лог-аддитивной.

РеЗУльТАТы

У больных тяжёлой пневмонией при гриппе А/Н1N1 
частота развития полиорганной дисфункции (≥  2  бал-
лов по шкале SOFA) составила 24  (43,6 %) случая, сре-
ди них преобладали мужчины – 17  (70,8 %) пациентов. 
В структуре сопутствующей патологии среди больных 
пневмонией с органной дисфункцией наиболее часто 
встречались: хроническая обструктивная болезнь лёг-
ких – 7  (29,1  %)  случаев; сахарный диабет 2-го типа – 
6 (25,0 %) случаев; алкоголизм – 4 (16,6 %) случая. Кро-
ме того, у 16 (66,6 %) пациентов в качестве фоновой па-
тологии выявлено алиментарно-конституциональное 
ожирение. У второй группы больных чаще встречалась 
ишемическая болезнь сердца – в 9 (29,0 %) случаях. Син-
дром системного воспалительного ответа (SIRS, systemic 
inflammatory response syndrome) выявлен в 55 (100 %) слу-
чаях. При анализе структуры органной дисфункции 
по шкале SOFA наибольшая частота развития недоста-
точности по органной системе выявлена в блоках пара-
метров оксигенации, коагуляции, функции центральной 
нервной системы (ЦНС) и гемодинамики (рис. 1). Кроме 
того, обращает на себя внимание частая комбинация ор-
ганных расстройств среди больных тяжёлой пневмони-
ей при гриппе A/H1N1: так, сочетание нарушений гемо-
стаза и оксигенации отмечено в 10 (41,6 %) случаях, а со-

четание нарушений оксигенации, гемостаза, гемодина-
мики и функции ЦНС – в 6 (25 %) случаях.
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РИС. 1. Структура органной дисфункции по блокам шкалы 
SOFA у больных тяжёлой пневмонией на фоне гриппа A/H1N1
FIG. 1. The structure of organ dysfunction by the SOFA scale blocks 
in patients with severe pneumonia associated with A/H1N1 influ-
enza

Проведено изучение полиморфизма гена TLR4 
Asp299Gly в исследуемых группах (табл. 1). Значение кри-
терия χ2 = 7,493 для двух степеней свободы, при уров-
не статистической значимости р = 0,024, что свидетель-
ствует о статистически значимых отличиях между со-
поставимыми группами. При изучении полиморфизма 
гена TLR4 Asp299Gly статистически значимое отличие 
в группах установлено для генотипа Asp/Asp (p = 0,021; 
ОШ = 0,081; 95% ДИ: 0,009–0,715). При этом не установ-
лено статистически значимой разницы в частоте встре-
чаемости варианта Asp/Gly и гомозиготного варианта 
Gly/Gly, что, вероятно, связано с малым объёмом выбор-
ки и низкой частотой аллеля Gly (табл. 1).

Генотипы

Частота генотипов
Точный критерий 

Фишера, p
p с поправкой 
Бонферрони ОШ 95% ДИ1-я группа 

(n = 24)
2-я группа 

(n = 31)

Asp/Asp 17 (70,8 %) 30 (96,8 %) 0,0159 0,0477 0,081 0,009–0,715

Asp/Gly 5 (20,8 %) 1 (3,2 %) 0,0755 0,226 7,895 0,855–72,882

Gly/Gly 2 (8,3 %) 0 0,186 0,558 – –

Т А Б Л И ц А   1
РАСПРеделеНИе ГеНоТИПов ГеНА TLR4 У БольНых 
Тяжёлой ПНевмоНИей ПРИ ГРИППе A/H1n1

T A b l E   1 
dISTRIbuTIon oF TLR4 gEnE gEnoTyPES In PATIEnTS 
WITH SEVERE PnEumonIA ASSoCIATEd WITH A/H1n1 
InFluEnzA
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При анализе частоты встречаемости минорного ал-
леля Gly, согласно генетическим моделям, наиболее зна-
чимый результат установлен для доминантной модели 
(p = 0,0052; ОШ = 12,35; 95% ДИ: 1,40–109,07), согласно 
которой генотип, несущий хотя бы один аллель Gly, име-
ет повышенный риск (табл. 2). Результаты, полученные 
в  сверхдоминантной и лог-аддитивной моделях, рас-
сматриваются как неинформативные при полученных 
частотах распределения генотипов.

оБСУждеНИе

Одним из ведущих патофизиологических компонен-
тов развития критического состояния и органной дис-
функции выступает системное воспаление. В провоспа-
лительную фазу молекулярные паттерны, ассоцииро-
ванные с повреждением (DAMPs) или патоген-ассоции-
рованные молекулярные паттерны (PAMPs) инициируют 
сигналинг, активируя реакции врождённого, а в после-
дующем – и адаптивного, иммунитета [2, 8]. Обнаруже-
ние консервативных молекулярных паттернов, связан-
ных с патогенами (например, липополисахарида) через 
содержащие лейцин-богатые повторы (LRR, leucine-rich 
repeat), приводит к димеризации TLR, сближая сигналь-
ные домены TIR (Toll-interleukin receptor), формируя вну-
триклеточные стыковочные платформы, позволяющие 
рекрутировать в процесс передачи сигнала адаптерные 
белки и киназы, индуцирующие ядерный транскрипци-
онный фактор каппа В (NFκB, nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells) и иммунный ответ [9, 
10]. Однонуклеотидный полиморфизм гена TLR4 896A>G 

связан со снижением интенсивности иммунного ответа 
на стимуляцию TLR4 липополисахаридом грамотрица-
тельных бактерий [11]. При этом, являясь паттерн-рас-
познающим рецептором, TLR4 взаимодействует не толь-
ко с PAMPs, но и с рядом эндогенных структур, участву-
ющих в каскаде системного воспалительного ответа, та-
кими как белки теплового шока, включая HSP70, Gp96, 
HSP22 и HSP7, белки S100A8 и S100A9 [4]. Кроме того, 
интенсивность возникающего иммунного ответа зави-
сит от лиганда, взаимодействующего с TLR4 [12] Описа-
на связь полиморфизма TLR4 Asp299Gly с течением ин-
фекционного процесса и воспаления при различных за-
болеваниях [6, 7, 13]; показана связь с тяжестью крити-
ческого состояния при сепсисе [14]. В данном исследо-
вании продемонстрирована распространённость среди 
больных гриппом и гриппозной пневмонией мутантно-
го аллеля Asp299Gly TLR4 и комбинации полиморфиз-
мов Arg753Gln TLR2, Leu412Phe TLR3 [15]. Сопостави-
мые результаты получены нами: наличие полиморф-
ного варианта гена TLR4 у больных тяжёлой пневмони-
ей при гриппе A/H1N1 ассоциировано с возрастанием 
тяжести заболевания и сопровождается увеличением 
частоты развития органной дисфункции у данной ка-
тегории пациентов.

ЗАклюЧеНИе

Тяжёлое течение пневмонией при гриппе A/H1N1 
сопровождается высокой частотой развития органной 
дисфункции. Выявленное наличие полиморфизма гена 
TLR4 Asp299Gly сопровождалось увеличением риска раз-

Т А Б Л И ц А   2
ГеНеТИЧеСкИе моделИ АССоЦИАЦИИ ГеНоТИПов 
ГеНА TLR4 С РИСком РАЗвИТИя оРГАННой 
дИСФУНкЦИИ БольНых Тяжёлой ПНевмоНИей 
ПРИ ГРИППе A/H1n1

T A b l E   2 
gEnETIC modElS oF THE ASSoCIATIon oF TLR4 gEnE 
gEnoTyPES WITH THE RISk oF oRgAn dySFunCTIon 
dEVEloPmEnT In PATIEnTS WITH SEVERE PnEumonIA 
ASSoCIATEd WITH A/H1n1 InFluEnzA

Генотипы 1-я группа (n = 24) 2-я группа (n = 31) ОШ (95% ДИ) p

Кодоминантная модель

Asp/Asp 17 (70,8 %) 30 (96,8 %) 1,00

0,02369Asp/Gly 5 (20,8 %) 1 (3,2 %) 8,82 (0,95–81,89)

Gly/Gly 2 (8,3 %) 0 (0,0 %) –

Доминантная модель

Asp/Asp 17 (70,8 %) 30 (96,8 %) 1,00
0,005191

Asp/Gly-Gly/Gly 7 (29,2 %) 1 (3,2 %) 12,35 (1,40–109,07)

Рецессивная модель

Asp/Asp-Asp/Gly 22 (91,7 %) 31 (100 %) 1,00
0,1859

Gly/Gly 2 (8,3 %) 0 (0 %) 2,7 (0,32–153)*

Примечание. * – скорректированное значение для малой выборки.
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вития органной недостаточности, что, вероятно, требу-
ет дальнейшего изучения. 
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