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Резюме
Интерстициальные заболевания легких (ИЗЛ) включают в себя идиопатический (ИЛФ) и прогрессирующий легочный фиброз (ПЛФ), 
приводящие в течение 3–5 лет к тяжелой дыхательной недостаточности. Целью исследования являлось изучение профиля экспрессии 
мРНК в мононуклеарах крови как биомаркера ПЛФ и ИЛФ. Материалы и методы. В 7-летнее проспективное одноцентровое исследо-
вание были включены пациенты (n = 110) с ИЛФ (n = 16), ПЛФ (n = 35) и непрогрессирующим течением ИЗЛ (n = 59). В пилотный 
анализ экспрессии мРНК вошли пациенты (n = 24) с прогрессирующим течением ПЛФ (n = 16) и ИЛФ (n = 8) и контрольная группа 
(n = 20). Учитывая роль провоспалительных цитокинов (IL-1A, IL-6, IL-8), регуляторных факторов интерферона (IRF5, IRF7), белков 
KIF2C, CIITA, TYMS, HJURP, CDKN1A, UBE2C, BIRC5 и легочных сурфактантов (SpA, SpB) в регуляции иммунитета, проанализи-
рован уровень экспрессии 14 мРНК в мононуклеарах крови у больных ПЛФ. Результаты. Выявлены сходные патологические паттерны 
экспрессии мРНК 9 генов (IL6, IRF5, IRF7, TYMS, HJURP, UBE2C, BIRC5, SpA, SpB) у пациентов с ПЛФ и ИЛФ по сравнению с конт
ролем. Экспрессия 5 генов (KIF2C, CIITA, CDKN1A, IL6, IL8) была достоверно снижена. По результатам ROC-анализа показано, что 
экспрессия мРНК IL6 в мононуклеарах периферической крови (AUC = 0,700) может служить информативным неинвазивным биомар-
кером неблагоприятного течения ИЗЛ, включая ИЛФ и ПЛФ. Заключение. У пациентов с прогрессирующим ИЗЛ выявлено статисти-
чески значимое снижение экспрессии мРНК KIF2C, CDKN1A, CIITA, IL6 и IL8. Уровень мРНК IL6 обладает приемлемой прогностиче-
ской значимостью (AUC = 0,700) и может использоваться как неинвазивный биомаркер прогрессирующих фиброзирующих заболева-
ний легких.
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Архангельская Е.Е. и др. Профиль экспрессии матричных РНК как потенциальный биомаркер легочного фиброза

Идиопатический легочный фиброз (ИЛФ) – это хрони-
ческая фиброзирующая интерстициальная пневмония 
неизвестной этиологии, чаще всего встречающаяся 
в пожилом возрасте, при этом средняя продолжитель-
ность жизни колеблется от 3 до 5 лет после постановки 
диагноза, в особенности в отсутствие антифиброзной 
терапии. Прогрессирующий легочный фиброз (ПЛФ) 
представляет собой тяжелое состояние у пациентов 
с интерстициальными заболеваниями легких (ИЗЛ) 
(за исключением ИЛФ), характеризуемое очевидными 
рентгенологическими признаками прогрессирования, 
включая увеличение протяженности или тяжести трак-
ционных бронхоэктазов или бронхиолоэктазов, появ-
ление новых участков «матового стекла», ретикуляр-
ной перестройки, появление или увеличение площади 
«сотового легкого», уменьшение объема долей легкого; 
дополнительными клиническими критериями (усиле-
ние одышки, кашля, ухудшение качества жизни) или 
снижением легочной функции (абсолютное снижение 
форсированной жизненной емкости легких > 5 %долж. 
или диффузионной способности легких по монооксиду 
углерода > 10 %долж. в течение ≥ 1 года [1–4].

В патогенезе ИЛФ и ПЛФ активно изучается роль 
генетической предрасположенности [5, 6]. На сегод-
няшний день у пациентов с ИЛФ и ПЛФ были обна-
ружены и идентифицированы мутации в следующих 
генах:
•	 ген муцина 5В (MUC5B);
•	 связанных с функцией врожденного иммунитета 

(TOLLIP, TLR3, IL1RN, IL8, TGFB1);
•	 связанных с барьерной функцией эпителия (DSP, 

DPP9);
•	 поддерживающих целостность теломер (TERT, 

TERC, OBFC1, TINF2, DKC1, RTEL1, PARN);

•	 ответственных за выработку легочного сурфактанта 
(SFTPC, SFTPA2, ABCA3) и регуляцию клеточного 
цикла (KIF15, MAD1L1, CDKN1A) [7–9].
Активную роль в патогенезе ИЛФ / ПЛФ играют 

такие провоспалительные цитокины, как IL-1A, IL-6 
и IL-8, которые вырабатываются как поврежденны-
ми эпителиальными клетками, так и активирован-
ными альвеолярными макрофагами, что приводит 
неизбежно к процессам циклического повреждения 
эпителия дыхательных путей с последующим разви-
тием и прогрессированием легочного фиброза [10]. 
Однако недостаточно изученными при ПЛФ / ИЛФ 
остаются вопросы регуляции клеточного и тканевого 
иммунитета, цикла деления клетки и ее апоптоза.

Целью исследования явилась оценка прогности-
ческой значимости уровня экспрессии 14 впервые 
изучаемых мРНК в качестве неинвазивного биомарке-
ра 2 неблагоприятных вариантов течения ИЗЛ, таких 
как ИЛФ и ПЛФ, что, возможно, позволит в будущем 
разработать новые подходы к таргетной генно-инже-
нерной терапии данных заболеваний легких.

Материалы и методы

В пилотном продольном проспективном нерандоми-
зированном 7-летнем исследовании приняли участие 
110 пациентов: с ИЛФ (n = 16), ПЛФ (n = 35) и не
уточненного ИЗЛ (n = 59) (в т. ч. COVID-ассоцииро-
ванного, без значимого прогрессирования по данным 
компьютерной томографии (КТ) в течение 12 мес.). 
Анализ профиля экспрессии матричных РНК (мРНК) 
проводился только у больных с прогрессирующим фи-
брозирующим интерстициальным поражением легких: 
ПЛФ (n = 16), ИЛФ (n = 8) и лиц группы контроля 
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Interstitial lung diseases (ILD) include idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) and progressive pulmonary fibrosis (PPF), both of which lead to severe 
respiratory failure within 3 – 5 years. The aim of the study was to investigate the mRNA expression profile in blood mononuclear cells as a biomarker 
of IPF and PPF. Methods. The 7-year prospective single-center study included patients (n = 110) with IPF (n = 16), PLF (n = 35), and non-
progressive ILD (n = 59). The pilot analysis of mRNA expression included patients (n = 24) with progressive PLF (n = 16) and IPF (n = 8) and 
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14 mRNA in blood mononuclear cells of patients with progressive pulmonary fibrosis was analyzed. Results. Similar pathological patterns of mRNA 
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including IPF and PPF. Conclusion. A statistically significant decrease in KIF2C, CDKN1A, CIITA, IL6, and IL8 mRNA expression was detected 
in patients with progressive ILD. IL6 mRNA levels have acceptable prognostic significance (AUC = 0.700) and can be used as a noninvasive 
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(n = 20). Диагноз ИЛФ устанавливался в соответствии 
с клиническими рекомендациями American Thoracic 
Society, European Respiratory Society, Japanese Respiratory 
Society, Association Latinoamericana de Thorax [3].

Критерии включения:
•	 пациенты мужского и женского пола;
•	 возраст – 40–75 лет;
•	 подтвержденный интерстициальный процесс в ле-

гочной ткани по данным КТ органов грудной клет-
ки, персистирующий ≥ 12 мес.;

•	 нетяжелые формы артериальной гипертензии 
(1–2-я стадия) и  ишемической болезни сердца 
(ИБС) (стенокардия напряжения I–II функцио-
нального класса);

•	 хроническая сердечная недостаточность 1–2-й 
степени.
Критерии невключения:

•	 тяжелая почечная и печеночная недостаточность;
•	 вирус иммунодефицита человека;
•	 гепатиты В и С;
•	 сепсис;
•	 инфекционный эндокардит;
•	 туберкулез;
•	 лимофпролиферативные, аутоиммунные и другие 

злокачественные новообразования;
•	 тяжелое течение артериальной гипертензии и ИБС 

и / или инфаркт миокарда;
•	 беременность;
•	 тяжелое и крайне тяжелое течение хронической 

обструктивной болезни легких;
•	 отказ пациента от участия в исследовании;
•	 участие в любых других незавершившихся клини-

ческих исследованиях;
•	 несоблюдение рекомендаций врача.

Группу контроля составили пациенты (n = 20), со-
поставимые с группой ИЛФ / ПЛФ по возрасту и полу 
без рентгенологических и КТ-признаков интерстици-
ального поражения легочной ткани.

Статистический анализ был проведен при помо-
щи программного обеспечения Statistica 10 Software 
и SPSS. Для представления данных использовались 
методы параметрической статистики в случае нор-
мально распределенных количественных показателей 
(среднеарифметическое и стандартное отклонение – 
M ± SD) и непараметрической статистики в случае 
распределения, отличного от нормального (медиана 
(Me), интерквартильный размах (IQR). Для сравнения 
парных групп в случае нормально распределенных ко-
личественных показателей использовался t-критерий 
Стьюдента, в случае распределения, отличного от нор-
мального, – U-критерий Манна–Уитни. Для оценки 
прогностической ценности значимых уровней экс-
прессии проводился ROC-анализ методом cut-off (ин-
декс Юдена, минимальное расстояние до точки – 0,1) 
и сравнение полученных значений под кривой (AUC, 
95%-ный доверительный интервал (ДИ)). Выделение 
РНК из образцов крови осуществлялось колоночным 
методом с использованием коммерческого набора Ru-
Plus (Биолабмикс, Россия). Чистота и концентрация 
препаратов выделенных РНК (оптическая плотность 
при длине волны 260 нм (OD260) = 1 соответствует 

50 мкг / мл нуклеиновых кислот) оценивались мето-
дом ультрафиолетовой спектрофотометрии с исполь-
зованием оптического анализатора NanoDrop OneC 
(Thermo, США) на длинах волн 230 / 260 / 280 нм. 
Образцы РНК хранились при –70 °С и использовались 
в качестве матрицы для проведения полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) в режиме реального време-
ни (РВ) методом обратной транскриптазы (ОТ). От-
носительный уровень экспрессии изученных генов 
определялся с помощью двухстадийной ПЦР РВ ОТ 
путем амплификации фрагментов гена-мишени и гена 
β-актина, выбранного в качестве референсного гена, 
на матрицах кДНК. Анализ данных ПЦР и определе-
ние уровня гена проводились стандартным методом 
ΔΔCt на сертифицированном программном обеспече-
нии LightCycler® 96 Software, версия 1.1.0.1320.

Учитывая потенциальную роль основных прово-
спалительных цитокинов (IL-1А, IL-6, IL-8), регуля-
торных факторов интерферона 5-го и 7-го типа (IRF5 
и IRF7), кинезинподобного белка (KIF2C), белка 
класса II главного комплекса гистосовместимости 
(CIITA), белка тимидилатсинтазы (TYMS), белка, 
обеспечивающего связывающую активность гисто-
на (HJURP – Holiday Junction Recognition Protein), 
белка-ингибитора циклин-зависимой киназы 1A 
(CDKN1A), убиквитин-конъюгирующего фермента 
E2C (UBE2C), белка-ингибитора апоптоза сурвиви-
на BIRC5, а также белков легочного сурфактанта А 
и В в регуляции локального клеточного и тканевого 
иммунитета, проанализирован уровень экспрессии 
выбранных мРНК в мононуклеарах крови у больных 
ПЛФ и ИЛФ (n = 24) в сравнении с контрольной 
группой (n = 20).

Результаты

Результаты исследования относительного уровня 
экспрессии 14 генов TYMS, HJURP, UBE2C, BIRC5, 
KIF2C, CDKN1A, IRF5, IRF7, CIITA, IL1A, IL6, CXCL8, 
SFTPA1, SFTPB у больных с ПЛФ и ИЛФ в сравнении 
с контрольной группой представлены на рис. 1.

Установлены сходные патологические паттерны 
экспрессии 9 из 14 мРНК генов – IL1А, IRF5, IRF7, 
TYMS, HJURP, UBE2C, BIRC5, SpA, SpB (см. рис. 1) – 
у  пациентов с  ПЛФ и  ИЛФ (n = 24) в  сравнении 
с контрольной группой (n = 20). В ходе проведенного 
анализа поправка Бонферрони не применялась в связи 
с эксплораторным характером пилотного исследо-
вания, направленного на генерацию гипотез о по-
тенциальных биомаркерах ПЛФ. Учитывая малый 
размер выборки (n = 44) и априорный выбор генов-
кандидатов на основе их известной патофизиологиче-
ской роли в регуляции воспаления, клеточного цикла 
и иммунного ответа, приоритет был отдан чувстви-
тельности обнаружения потенциальных биомаркеров 
для последующей независимой валидации в крупных 
когортах над строгим контролем семейной ошибки 
первого рода.

В отношении уровня экспрессии 5 генов из 14 
(CIITA, KIF2C, CDKN1A, IL6, IL8) было продемон-
стрировано значимое снижение уровня экспрессии 
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в  группе пациентов с  ИЛФ / ПЛФ по  сравнению 
с группой контроля (см. рис. 1). Для мРНК со зна-
чимыми различными уровнями экспрессии в группе 
больных ИЛФ / ПЛФ был проведен ROC-анализ и по-
строены ROC-кривые (рис. 2).

При разделении группы ИЛФ / ПЛФ с контролем 
по уровню экспрессии мРНК CIITA в мононуклеа-
рах крови площадь под ROC-кривой AUC состави-
ла 0,533 (95%-ный ДИ – 0,25–0,810; p = 0,05), оп-
тимальная точка отсечения групп по уровню CIITA 
составила 0,258 (чувствительность – 94 %, специ-
фичность – 100 %). При разделении группы ИЛФ / 
ПЛФ с контролем по уровню экспрессии мРНК KIF2C 
в мононуклеарах крови площадь под ROC-кривой 
AUC составила 0,389 (95%-ный ДИ – 0,17–0,637; p = 
0,05), оптимальная точка отсечения групп по уров-
ню KIF2C составила 0,444 (чувствительность – 11 %, 
специфичность – 20 %). При разделении группы 
ИЛФ / ПЛФ с  контролем по  уровню экспрессии 
мРНК CDKN1A в  мононуклеарах крови площадь 

под ROC-кривой AUC составила 0,478 (95%-ный 
ДИ – 0,184–0,771; p = 0,05), оптимальная точка от-
сечения групп по уровню CDKN1A составила 0,8598 
(чувствительность – 50 %, специфичность – 80 %). 
При разделении группы ИЛФ / ПЛФ с контролем 
по уровню экспрессии мРНК IL6 в мононуклеарах 
крови площадь под ROC-кривой AUC составила 0,700 
(95%-ный ДИ – 0,444–0,956; p = 0,05), оптимальная 
точка отсечения групп по уровню IL6 составила 0,533 
(чувствительность – 83 %, специфичность – 100 %). 
При разделении группы ИЛФ / ПЛФ с контролем 
по уровню экспрессии мРНК IL8 в мононуклеарах 
крови площадь под ROC-кривой AUC составила 0,600 
(95%-ный ДИ – 0,359–0,841; p = 0,05), оптимальная 
точка отсечения групп по уровню IL8 составила 0,533 
(чувствительность – 83 %, специфичность – 100 %).

Таким образом, установлена приемлемая (сред-
няя) прогностическая значимость уровня экспрессии 
лишь одной мРНК – IL6 (AUC = 0,700) и неприемле-
мая прогностическая значимость уровня экспрессии 

Рис. 1. Показатели экспрессии мРНК исследованных генов у больных прогрессирующим / идиопатическим легочным фиброзом в срав-
нении с контрольной группой
Примечание: показатели экспрессии исследованных генов в контрольной группе (красные столбцы, 1) и у больных идиопатическим / прогрес-
сирующим легочным фиброзом (синие столбцы, 2); данные медиан относительной экспрессии (2(-ΔΔСt)) в обеих группах представлены в виде 
столбиков с заливкой и цифрами над ними, шкалы погрешностей отображают верхний перцентиль (25 %), столбики без заливки отображают 
нижний перцентиль (75 %).
Figure 1. mRNA expression for the studied genes in patients with progressive/idiopathic pulmonary fibrosis compared to the control group
Note: Expression of the studied genes in the control group (red bars, 1) and in patients with idiopathic/progressive pulmonary fibrosis (blue bars, 2). Median 
relative expression (2(-ΔΔСt)) in both groups is presented as filled bars with numbers above them. Error bars represent the upper percentile (25%), and unfilled 
bars represent the lower percentile (75%).
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остальных мРНК, что позволяет рассматривать IL6 
как возможный ген-предиктор неблагоприятного те-
чения ИЗЛ.

Обсуждение

Таким образом, выявлено значимое снижение экс-
прессии CIITA в  группе пациентов ИЛФ / ПЛФ 
по сравнению со здоровыми лицами. CIITA пред-
ставляет собой высокорегулируемый трансактиватор-
ный белок, который контролирует работу всех этапов 
экспрессии главного комплекса гистосовместимости 
HLA, и снижение экспрессии последнего может озна-
чать выраженное снижение адаптивного клеточного 
иммунитета, преимущественно за счет нарушения 
функции В-клеточного иммунитета, имеющего место, 
как ранее было показано, при различных аутоиммун-
ных расстройствах [11], а также опухолевых процессах, 
например B-клеточной лимфоме [12, 13].

В отношении уровня экспрессии KIF2C, ранее 
малоизученного при ПЛФ и ИЛФ, также получено 
статистически значимое снижение уровня экспрес-
сии данного биомаркера по сравнению с группой 
контроля. KIF2C входит в группу белков кинезинов, 
играющих важнейшую роль в микротубулярном вну-
триклеточном транспорте, т. е. в процессе митоза, 
и давно представляет собой мишень для таргетной 
противоопухолевой терапии при онкологических за-
болеваниях [14, 15]. Выявленное значимое снижение 
экспрессии данного гена у пациентов с ИЛФ / ПЛФ, 
возможно, обусловлено дизрегуляцией цикла клеточ-

ного деления при ПЛФ и ИЛФ, что требует дальней-
шего изучения на большей когорте больных для оцен-
ки прогностической значимости белков кинезинов 
в его патогенезе. CDKN1А – это ингибитор циклин-
зависимых киназ, цитокин, играющий ключевую роль 
в регуляции клеточного цикла, в особенности в ответ 
на повреждение ДНК. По данным литературы, дизре-
гуляция клеточного цикла часто ассоциирована с ауто
иммунными расстройствами, такими как системная 
красная волчанка и / или онкопатология [16], уровень 
циклин-зависимых киназ, значительно повышен при 
ИЛФ / ПЛФ, в то время как уровень ингибиторов 
циклин-зависимых киназ значительно снижен, что 
способствует неконтролируемому делению фибробла-
стов в легочной ткани с постепенным прогрессирова-
нием легочного фиброза [17]. В представленном ис-
следовании уровень экспрессии ингибитора CDKN1A 
был также достоверно снижен у пациентов с ИЛФ / 
ПЛФ по сравнению с группой контроля, что косвенно 
указывает на нарушение процессов ауторегуляции 
клеточного цикла в сторону т. н. «даун-регуляции» 
в виде повышения уровня циклин-зависимых киназ 
и снижения уровня ингибиторов циклин-зависимых 
киназ соответственно.

Также зафиксирован достоверно более низкий 
уровень экспрессии таких хорошо изученных прово-
спалительных цитокинов, как IL-6 и IL-8, у пациен-
тов с ИЛФ / ПЛФ по сравнению с группой контроля, 
что может указывать на снижение уровня воспале-
ния и повышенное фиброзообразование при ИЛФ / 
ПЛФ. Этой точки зрения придерживаются, в част-

Рис. 2. Результаты ROC-ана-
лиза: сравнение мРНК 
со значимыми различными 
уровнями экспрессии 
в группе пациентов с про-
грессирующим / идиопати-
ческим легочным фиброзом 
и группы контроля (собст-
венные данные)
Примечание: ROC-анализ 
(Receiver Operating 
Characteristic) – статистиче-
ский метод для оценки точно-
сти диагностических тестов.
Figure 2. ROC analysis results: 
comparison of mRNA with sig-
nificantly different expression 
levels in the group of patients 
with progressive/idiopathic 
pulmonary fibrosis and the 
control group (own data) 
Note: ROC analysis (Receiver 
Operating Characteristic) is a sta-
tistical method for evaluating the 
accuracy of diagnostic tests.
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ности, J.E.Michalski и D.A.Schwartz [18]. По данным 
других авторов, высокий уровень экспрессии IL-6 
и IL-8 ассоциирован с т. н. «обострением» ИЛФ, за-
ключающимся в развитии острого диффузного аль-
веолярного повреждения, приводящего к развитию 
гистологической картины обычной интерстициальной 
пневмонии, составляющей основу патогенеза ИЛФ, 
что неизменно сопровождается уменьшением пло-
щади функционирующей легочной ткани и в целом 
ухудшением жизненного прогноза [19].

Несмотря на хороший эффект антицитокиновой 
терапии в исследованиях на экспериментальной мо-
дели легочного фиброза, при блокировании таких 
провоспалительных цитокинов, как IL-13 и  IL-4, 
перспективных результатов в замедлении прогрес-
сирования легочного фиброза в клинических испы-
таниях на людях не показано [19]. Таким образом, 
изучение роли других провоспалительных цитокинов 
(например, IL-6, IL-8 и т. д.) представляется весьма 
актуальным. В ходе проведенного ROC-анализа зна-
чимо различных уровней экспрессии мРНК выявлена 
приемлемая (средняя) прогностическая значимость 
уровня экспрессии только одной мРНК – IL6 (AUC = 
0,700) в оценке прогрессирующего течения ИЛФ / 
ПЛФ, что, возможно, позволит рассматривать его как 
возможный ген-предиктор неблагоприятного вариан-
та течения ИЗЛ.

Заключение

В ходе проведенного пилотного исследования выяв-
лено статистически значимое снижение экспрессии 
5 мРНК генов (KIF2C, CDKN1A, CIITA, IL6 и IL8) 
в мононуклеарах периферической крови у паци-
ентов с прогрессирующими фиброзирующими за-
болеваниями легких (ИЛФ / ПЛФ) по сравнению 
с контрольной группой (n = 24 vs n = 20). Установ-
лено снижение экспрессии генов, регулирующих 
клеточный цикл (CDKN1A, KIF2C) и адаптивный 
иммунный ответ (CIITA), что предполагает нару-
шение клеточного гомеостаза при ИЛФ / ПЛФ, при 
котором требуется дальнейшее изучение на больших 
когортах. Выявленное снижение экспрессии генов, 
контролирующих клеточный цикл и адаптивный 
иммунитет, согласуется с современными представ-
лениями о патогенезе ИЛФ / ПЛФ, включающими 
преждевременное клеточное старение и дисфункцию 
иммунного надзора.

Продемонстрирована приемлемая прогности-
ческая значимость уровня экспрессии мРНК IL6 
в  мононуклеарах крови (AUC = 0,700; 95%-ный 
ДИ – 0,444–0,956), которая может рассматриваться 
как потенциальный неинвазивный биомаркер про-
грессирующего течения ИЗЛ, при котором требуется 
независимая валидация в проспективных когортных 
исследованиях.

С учетом эксплораторного характера и ограни-
ченного размера выборки настоящего исследования 
требуется независимая валидация полученных резуль-
татов в крупных проспективных когортах для подтвер-
ждения их клинической применимости.

Таким образом, следует выделить дальнейшие на-
правления для исследований:
•	 валидация идентифицированных биомаркеров 

в многоцентровых когортах;
•	 оценка динамики экспрессии мРНК в процессе 

прогрессирования заболевания и в ответ на анти-
фиброзную терапию;

•	 разработка интегративной панели молекулярных, 
клинических и функциональных маркеров для 
стратификации риска прогрессирования ИЗЛ.
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