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Радиологически изолированный синдром (РИС) – нозологическая форма, при которой у индивидов при проведении магнитно-ре-

зонансной томографии (МРТ) обнаруживаются поражения белого вещества головного и/или спинного мозга, характерные для

рассеянного склероза (РС), при отсутствии клинических симптомов заболевания. Среди исследований, посвященных РИС, число

работ, направленных на изучение молекулярных механизмов, лежащих в основе его формирования, весьма мало. Ранее с помощью

секвенирования нового поколения (next generation sequencing, NGS) мы впервые выявили значимые различия в профилях экспрессии

ряда генов в мононуклеарных клетках (МНК) периферической крови лиц с РИС и здоровых обследованных, составивших конт-

рольную группу. 

Цель исследования – провести валидационный анализ изменений экспресии генов CCR2, CX3CR1 и TNF, которые наблюдались при

NGS в МНК лиц с РИС, по сравнению со здоровыми обследуемыми.  

Пациенты и методы. Анализ экспрессии генов CCR2, CX3CR1 и TNF проводили на независимых валидационных выборках (в МНК 

14 человек с РИС и 14 – без РИС) методом обратной транскрипции с последующей полимеразной цепной реакцией в реальном времени.

Результаты и обсуждение. В МНК обследованных с РИС значимо понижена экспрессия гена TNF по сравнению со здоровыми

(р=0,035; FC=0,78). Для других генов значимых различий в уровнях экспрессии не обнаружено.

Заключение. Полученные данные свидетельствуют о предшествующих клиническим проявлениям РС нарушениях экспрессии гена

TNF, по меньшей мере у индивидов с РИС, что может приводить к дальнейшим нарушениям регуляции ряда процессов.
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Radiologically isolated syndrome (RIS) is a nosological form in which magnetic resonance imaging (MRI) reveals lesions of the white matter of

the brain and/or spinal cord characteristic of multiple sclerosis (MS) in individuals in the absence of clinical symptoms of the disease. Among

the studies devoted to RIS, the number of works aimed at studying the molecular mechanisms underlying its formation is very small. Previously,

using next generation sequencing (NGS), we for the first time revealed significant differences in the expression profiles of several genes in periph-

eral blood mononuclear cells (MNCs) of individuals with RIS and healthy controls.

Objective: to conduct a validation analysis of changes in the expression of the CCR2, CX3CR1, and TNF genes that were observed during NGS

in the MNCs of individuals with RIS compared with healthy individuals.

Patients and methods. Analysis of the expression of the CCR2, CX3CR1, and TNF genes was performed on independent validation cohorts (in

MNCs of 14 subjects with RIS and 14 without RIS) by reverse transcription followed by real-time PCR.



Радиологически изолированный синдром (РИС) –

нозологическая форма, при которой у индивидов при

проведении магнитно-резонансной томографии (МРТ)

мозга обнаруживаются поражения белого вещества голов-

ного и/или спинного мозга, характерные для рассеянного

склероза (РС), при отсутствии клинических симптомов

этого заболевания и других причин, способных объяснить

изменения на МРТ [1, 2]. Как правило, у этих людей от-

сутствуют специфические неврологические жалобы, а

МРТ проводится по другим причинам: диспансерные 

осмотры, нетяжелые травмы головы, головная боль и пр.

[3]. Термин «радиологически изолированный синдром» и

критерии для постановки этого диагноза впервые были

введены в 2009 г. D.T. Okuda и соавт. [1]. Позднее критерии

были модифицированы в согласительном докладе группы

MAGNIMS и частично включены в пересмотр критериев

McDonald 2017 г. [4].

К настоящему времени проведено несколько когорт-

ных исследований, в которых установлено, что лица с РИС

находятся в группе высокого риска развития РС [2, 5]. Об-

наружено, что РС развивается у 34% лиц с РИС в течение 

5 лет с момента постановки диагноза и у 51,2% – в течение

10 лет [2, 5]. В связи с этим возникают важные вопросы о

причинах возникновения РИС, вариабельности его течения

и причинах перехода в РС, а также принципиальный для

клинической практики вопрос об использовании препара-

тов, изменяющих течение рассеянного склероза, для инди-

видов с РИС [6, 7]. 

Исследования последних лет в основном были сосре-

доточены на выявлении признаков, позволяющих прогно-

зировать высокую вероятность перехода этого состояния в

РС. По данным крупного мультицентрового исследования,

включающего 451 человека с РИС, факторами риска пере-

хода РИС в РС служат наличие очагов демиелинизации в

спинном мозге, молодой возраст и мужской пол [2, 5]. На-

личие олигоклональных иммуноглобулинов класса G [8]

легких цепей нейрофиламентов [8], програнулина [9], ин-

терлейкина 8 [10] и антител к сорцину [11] в цереброспи-

нальной жидкости также ассоциировано с более высоким

риском развития РС у лиц с РИС.

В то же время исследований молекулярных механиз-

мов, лежащих в основе развития РИС, в литературе почти

не представлено. Ранее с помощью секвенирования ново-

го поколения (next generation sequencing, NGS) мы впер-

вые выявили значимые различия в профилях экспрессии

генов в мононуклеарных клетках (МНК) периферической

крови индивидов с РИС и здоровых представителей конт-

рольной группы и провели анализ перепредставленности

дифференциально экспрессированных генов в наборах ге-

нов, аннотированных в базе Gene Ontology (GO) [12]. 

В связи с большим количеством гипотез, одновременно

проверяемых при использовании NGS, эти данные нуж-

даются в валидации. 

Цель исследования – провести на независимой вы-

борке пациентов с РИС и здоровых индивидов валидацию

методом количественной полимеразной цепной реакции

(ПЦР) результатов транскриптомного профилирования

для генов, наиболее представленных в выявленных набо-

рах генов, аннотированных в GO: генов рецепторов хемо-

кинов – CCR2, CX3CR1 и гена фактора некроза опухоли

(ФНО) – TNF. 

Пациенты и методы. В исследование включены 14 не-

родственных индивидов с РИС (10 женщин и 4 мужчины) и

14 соответствующих им по полу и возрасту здоровых инди-

видов контрольной группы. Обследуемые с РИС наблюда-

лись в «Федеральном центре мозга и нейротехнологий». Де-

мографические и клинические характеристики исследуе-

мых групп представлены в табл. 1. Исследование одобрено

этическим комитетом РНИМУ им Н.И. Пирогова Минздра-

ва России. Все участники давали информированное согла-

сие на участие в исследовании. Диагноз РИС ставился 

согласно критериям D.T. Okuda и соавт. 2009 г. [1]. Все инди-

виды с РИС проходили МРТ-исследование на одном при-

боре, магнитное поле не менее 1,5 Тл, по единому протоко-

лу, включающему последовательности FLAIR, T1, T2,

SWAN, DWI и STIR.

МНК выделяли из периферической крови методом

центрифугирования на градиенте фиколл-гистопак

(Sigma-Aldrich, США) спустя не более 3 ч с момента забо-

ра крови. Затем клетки лизировали при помощи QIAzol

Lysis Reagent (Qiagen, Германия) и хранили при температу-

ре -80 °С до дальнейших манипуляций. Для выделения из

клеточных лизатов тотальной РНК применяли набор

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Германия). Анализ уровней экс-

прессии генов CCR2, CX3CR1 и TNF в МНК проводили ме-

тодом обратной транскрипции с последующей количест-

венной ПЦР в реальном времени (ОТ-ПЦР). Обратную

транскрипцию выполняли с использованием набора

SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher

Scientific, США). Оценку уровней экспрессии методом
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Results and discussion. In MNCs of subjects with RIS, the TNF gene expression was significantly reduced compared to healthy controls

(p=0.035; FC=0.78). No significant differences in expression levels were found for other genes.

Conclusion. The obtained data shows that disturbances of TNF gene expression preceding the clinical manifestations of MS, at least in indi-

viduals with RIS, which can lead to further dysregulation of several processes.
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ПЦР в реальном времени проводили

с помощью SYBR™ Green PCR

Master Mix (Applied Biosystems™) с

использованием праймеров, предста-

вленных в табл. 2.

Уровень экспрессии исследуе-

мых генов нормализовали на экспрес-

сию гена GAPDH. Вычисление отно-

сительной экспрессии (fold change,

FC) исследуемых генов проводили с

использованием метода дельта-дельта

Ct (ΔΔCt) [13] Значимость различий в

уровнях экспрессии генов между ис-

следуемыми группами оценивали с

помощью критерия Манна–Уитни.

Статистически значимыми считали

изменения при p<0,05.

Результаты. При сравнении

уровней экспрессии генов CCR2,

CX3CR1 и TNF в МНК включенных в

исследование обследуемых с РИС и

лиц контрольной группы значимые

различия наблюдались для гена TNF

(см. рисунок, а). Его экспрессия была

снижена в группе РИС (p=0,035;

FC=0,78), что воспроизводит резуль-

таты транскриптомного профилиро-

вания в работе [12]. При аналогичном

сравнении отдельно для мужчин (см.

рисунок, б) и женщин (см. рисунок,

в) уровни экспрессии гена TNF при

РИС также были ниже, чем у обследу-

емых контрольной группы, однако

значимых различий обнаружено не

было (р=0,57; FC=0,77 и р=0,14;

FC=0,79 соответственно).

Для генов CCR2 и CX3CR1 зна-

чимых различий не выявлено ни в об-

щей группе (р=0,70; FC=1,09 и

р=0,84; FC=1,09; см. рисунок, а), ни

отдельно у мужчин (р=0,49; FC=0,66

и р=0,49; FC=0,69, см. рисунок, б), ни

отдельно у женщин (р=0,35; FC=1,32

и р=0,53; FC=1,31; см. рисунок, в).

При этом обращает на себя внимание

факт, что для этих генов наблюдаются

разнонаправленные изменения в

группах мужчин (FC=0,69) и женщин

(FC=1,31).
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Показатель                                                Группа РИС (n=14)           Контрольная группа (n=14)

Таблица 1. Клиническая и демографическая характеристика обследованных группы РИС 
и контрольной группы
Table 1. Clinical and demographic characteristics of individuals with RIS and 
of control group

Мужчины/женщины 4/10 4/10

Возраст, годы, М±SD 35,3±6,4 35,2±8,4

Причина проведения МРТ, n: –

диспансерный осмотр 3

головная боль 6

травма головы 2

головокружение 2

астения 1

Результаты МРТ, n: –

спинальные очаги 4

корковые очаги 10

очаги в стволе мозга 1

Примечание. М – среднее значение; SD – стандартное отклонение.

Ген                                      Прямой праймер                                                                                  Обратный праймер

Таблица 2. Праймеры, использованные для количественной ПЦР
Table 2. Primers used for quantitative PCR

CCR2 5' GACCAGGAAAGAATGTGAAAGTGA 3' 5' GCTCTGCCAATTGACTTTCCTT 3'

CX3CR1 5' GTGGTGCTGACAAAGCTTGGAA 3' 5' TCACTGGGTGCCATCGTAAGAA 3'

TNF 5' GTCAACCTCCTCTCTGCCAT 3' 5' CCAAAGTAGACCTGCCCAGA 3'

GAPDH 5' GACTCATGACCACAGTCCATGC 3' 5' AGAGGCAGGGATGATGTTCT 3'

Уровни экспрессии генов CCR2, CX3CR1 и TNF в группе РИС и в контрольной группе

по результатам количественной ПЦР в реальном времени в объединенной выборке (а),

у мужчин (б) и женщин (в)

Expression levels of the CCR2, CX3CR1 and TNF genes in the RIS group and in the control

group according to the results of quantitative real-time PCR in the pooled sample (a), in

men (b) and women (c)

CCR2               CX3CR1               TNF
CCR2                CX3CR1                TNF

CCR2               CX3CR1               TNF
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РИС

p=0,035
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Обсуждение. В нашей предыдущей работе [12] мы

впервые провели сравнение методом NGS профилей транс-

крипции в МНК обследуемых с РИС и здоровых индивидов

контрольной группы и наблюдали значимые различия в

уровнях экспрессии 57 генов. Анализ перепредставленности

в наборах генов, аннотированных в GO, позволил найти 

16 наборов, значимо перепредставленных этими генами;

оказалось, что большая часть этих наборов связаны с про-

цессами миграции лейкоцитов, с регуляцией иммунной си-

стемы, а также с цитокиновым и хемокиновым сигналин-

гом. Среди дифференциально экспрессирующихся генов

три были представлены почти во всех найденных наборах

GO: гены TNF и CCR2 входили в 15 наборов, а ген CX3CR1 –

в 13 наборов. Эти гены были выбраны для последующей ва-

лидации как наиболее репрезентативные. 

Проведенный нами валидационный анализ данных

NGS [12] методом ОТ-ПЦР подтвердил, что в МНК инди-

видов с РИС значимо понижена экспрессия гена TNF по

сравнению со здоровыми. В то же время нам не удалось под-

твердить данные NGS о дифференциальной экспрессии ге-

нов хемокиновых рецепторов CCR2 и CX3CR1; это может

быть связано с большими разбросами в индивидуальном

уровне экспрессии указанных генов, что можно преодолеть

только путем увеличения размера выборок. 

Ранее было показано, что одним из основных цитоки-

нов, играющих ключевую роль в РС, является ФНО, коди-

руемый геном TNF [14]. Полученные в настоящей работе

результаты показывают, что нарушение экспрессии гена

TNF происходит еще до клинического дебюта РС, по край-

ней мере у пациентов с РИС. Уменьшение уровня экспрес-

сии гена TNF также показано в работе [15], где сравнивали

транскриптом МНК индивидов за 9 лет до развития РС с

транскриптомом обследуемых, которые через 9 лет после

транскрипционного профилирования оставались здоровы-

ми. Это наблюдение согласуется с нашими данными и поз-

воляет предположительно распространить сделанный нами

вывод о предшествующем РС нарушении экспрессии гена

TNF на любых больных РС, независимо от наличия у них

РИС, поскольку трудно представить, что все участники

описываемого проспективного исследования проходили че-

рез стадию РИС.

Долгое время ФНО рассматривали исключительно в

качестве одного из ключевых регуляторов воспалительных

реакций. Однако в настоящее время признано, что ФНО –

плейотропный цитокин; спектр его известных функций

значительно расширился [14]. Показано, что ФНО участву-

ет не только в разнонаправленной регуляции аутоиммунных

реакций, включая поддержание популяции регуляторных

Т-лимфоцитов [16], но и в процессах нейрональной переда-

чи сигнала, миелинизации нейронов и регуляции проница-

емости гематоэнцефалического барьера [17]. 

Система ФНО-сигналинга включает как минимум два

лиганда (растворимый и трансмембранный ФНО) и два ре-

цептора (TNFR1 и TNFR2). И лиганды, и рецепторы по-

разному экспрессируются и регулируются в разных типах

клеток и могут участвовать в процессах, вовлеченных в па-

тогенез РС. Можно предположить, что выявленное нами

снижение экспрессии гена TNF у индивидов с РИС способ-

ствует уменьшению передачи сигнала через TNFR2, кото-

рый участвует в поддержании гомеостаза клеток нервной

системы. Это предположение находится в соответствии с

опубликованными ранее результатами анти-ФНО-терапии

при лечении аутоиммунных заболеваний, при которой в ка-

честве побочных эффектов отмечались нейровоспалитель-

ные процессы и демиелинизация в центральной нервной

системе [18–21], при этом использование анти-ФНО-тера-

пии для лечения РС не приводило к улучшению состояния

больных, а в некоторых случаях вызывало ускорение про-

грессирования заболевания [22–24]. 

Заключение. В целом, результаты проведенного ис-

следования свидетельствуют о предшествующих клини-

ческим проявлениям РС нарушениях экспрессии гена

TNF, по меньшей мере в МНК индивидов с РИС. Для

других генов, рассматриваемых в настоящей работе, по-

видимому, необходимы дополнительные исследования на

расширенной выборке.
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