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недостаточности и поздней реконвалесценции 
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Цель. Провести анализ экспрессии генов у пациентов с церебральной недостаточностью в острый период и в период поздней
реконвалесценции после тяжелого течения нейроинфекции. Материалы и методы. В исследовании приняли участие пациенты
с инфекционными заболеваниями в возрасте от 3 лет до 17 лет, поступившие на лечение в отдел реанимации и интенсивной те-
рапии ФГБУ ДНКЦИБ ФМБА России. Пробы цельной крови были отобраны до начала терапии — «Острый период» и в периоде
поздней реконвалесценции после заболевания (9, 12, 13 месяцев). Для анализа дифференциальной экспрессии генов было
проведено секвенирование РНК.  Результаты. Статистически значимые различия экспрессии в группе сравнения «Острый пе-
риод» и «Поздняя реконвалесценция» выявлены у 14 генов. Так в группе «Острый период» было выявлено 12 генов с понижен-
ной экспрессией и 2 гена с повышенной: ANGPTL2, кодирующий ангиопоэтин-подобный белок 2 и PCK1 фермента фосфое-
нолпируват-карбоксикиназы. Из 14 генов 5 были с неизвестными функциями и не определенными ортологами. Заключение.
Авторы полагают, что повышенная экспрессия гена ANGPTL2 может быть причиной воздействия гипоксии, которая сопровож-
дает острую церебральную недостаточность при тяжелом инфекционном процессе. Повышенная экспрессия PCK1 может сви-
детельствовать о повышенных потребностях головного мозга в глюкозе в процессе восстановления.
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Goal. To analyze gene expression in patients with cerebral insufficiency during the critical period and during late convalescence after severe neuroinfection. 
Materials and methods. The study involved patients with infectious diseases aged from 3 to 17 years, admitted for treatment to the department of resuscitation
and intensive care of the Federal State Budgetary Institution DNACIB FMBA of Russia. Whole blood samples were collected before the start of therapy — «Acute
period» and during the period of late convalescence after the disease (9, 12, 13 months). RNA sequencing was performed to analyze differential gene expres-
sion. Results. Statistically significant differences in expression in the comparison group «Acute period» and «Late convalescence» were detected in 14 genes. Thus,
in the «Acute period» group, 12 genes with decreased expression and 2 genes with increased expression were identified: ANGPTL2, encoding angiopoietin-like
protein 2 and PCK1 of the phosphoenolpyruvate carboxykinase enzyme. Of the 14 genes, 5 had unknown functions and unidentified orthologues. Conclusion.
The authors suggest that increased expression of the ANGPTL2 gene may be the cause of the consequences of hypoxia, which leads to acute cerebral failure dur-
ing a severe infectious process. Increased expression of PCK1 may indicate increased brain glucose demand during recovery.
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В детском возрасте тяжелые инфекционные за-
болевания могут сопровождаться развитием критических —
жизнеугрожающих состояний. Критическое состояние —
это крайняя степень любой патологии, при которой наблю-
даются расстройства физиологических функций и наруше-
ния деятельности отдельных систем, которые не могут спон-
танно корригироваться путем саморегуляции и требуют
частичной или полной коррекции, или искусственного за-
мещения [1]. При инфекционных заболеваниях критиче-
ские состояния наиболее часто развиваются при тяжелых
поражениях, как бактериальной, так и вирусной природы
[2]. При критических состояниях практически у всех боль-
ных развиваются выраженные микроциркуляторные рас-
стройства, возникают волемические нарушения, которые
усугубляют вторичное поражение головного мозга и вызы-
вают гибель других систем и органов. Прогрессирование
этого комплекса приводит к недостаточности кровообра-
щения и дыхания, и, следовательно, к развитию соответст-
вующих форм церебральной гипоксии, клинически прояв-
ляющееся формированием ментальных нарушений, дез-
ориентацией, нарушениями сна и бодрствования, а также
когнитивной дисфункцией [3].

Особенность патогенеза церебральной гипоксии при
острых инфекционных заболеваниях диктует необходи-
мость поиска средств, способствующих купированию нега-
тивных воздействий на структуры ЦНС в остром периоде
заболевания. Принимая во внимание тот факт, что в педи-
атрической практике крайне узок спектр препаратов, раз-
решенных для профилактики и лечения тяжелых проявлений
заболеваний, особый интерес представляют комплексные
препараты, способные воздействовать на различные звенья
патогенеза острой церебральной гипоксии (ОЦГ), например
содержащий Инозин + Никотинамид + Рибофлавин + Янтар-
ная кислота (Inosine + Nicotinamide + Riboflavin + Succinic acid
) Цитофлавин® (CYTOFLAVIN®). Данный препарат обладает
противовоспалительным, антиоксидантным, антигипоксант-
ным действием, восстанавливает митохондриальное звено
энергетического обмена клетки, уменьшает продукцию сво-
бодных радикалов, повышая функциональную активность
ферментов антиоксидантной защиты и дыхательной цепи ми-
тохондрий, способствует утилизации глюкозы и жирных кис-
лот на клеточном уровне. Многолетний опыт авторов под-
тверждает их эффективность [4, 5].

Пристальное внимание к проблемам ОЦГ уделяется в
неонатологии, однако, у детей в постнеонатальном пери-
оде молекулярные механизмы возникновения и развития

последствий ОЦГ малоизучены. Одним из подходов для
анализа таких механизмов является изучение дифференци-
альной экспрессии генов, с помощью секвенирования
мРНК, которая в своей первичной последовательности нук-
леотидов кодирует информацию о генах, которые экспрес-
сируются в зависимости от потребности клетки. В данном
исследовании авторы рассматривают РНК, как маркер
оценки восстановления пациентов после инфекционного
поражения головного мозга. Цель — анализ экспрессии ге-
нов у пациентов с церебральной недостаточностью в ост-
рый период и в период поздней реконвалесценции после
тяжелого течения нейроинфекции.

Материалы и методы исследования
Исследование проводилось в соответствии с реко-

мендациями Хельсинкской декларации 1964 года и после-
дующих поправок к ней. Протокол №155 от 05.04.2022

В исследовании приняли участие 3 пациента в возрасте
3 лет, 8 лет и 16 лет с тяжелым течением инфекционного
заболевания, поступившие в отдел реанимации и интенсив-
ной терапии ФГБУ ДНКЦИБ ФМБА России, получавшие
лечение препаратом цитофлавин. У них были отобраны
пробы цельной крови до начала терапии «Острый период»
и в периоде поздней реконвалесценции заболевания (9, 12,
13 месяцев) (табл. 1). Было сформировано 2 группы сравне-
ния: группа «Острый период» и группа «Поздняя реконвалес-
ценция». Все образцы цельной венозной крови отбирали в
пробирки с добавлением стабилизатора РНК, затем разде-
ляли на аликвоты, увеличивая повторности для дальнейшей
оценки воспроизводимости результатов экспрессии мРНК.
Всего было просеквенировано 18 образцов мРНК. 

Тотальная РНК из образцов крови выделялась с исполь-
зованием TRI-Reagent (пр-во Ambion), согласно инструкции
производителя. Для получения матричной кДНК использо-
вался набор MGIEasy rRNA Depletion Kit (MGI Tech, Китай).
Обогащение мРНК и получение одноцепочечной кДНК
осуществлялось с помощью метода обратной транскрип-
ции (RT) и ПЦР. Двуцепочечную кДНК использовали для
подготовки библиотек для секвенирования с помощью на-
бора MGIEasy RNA Directional Library Prep Kit (MGI Tech,
Китай) согласно инструкции производителя. Секвенирова-
ние проводили на платформе DNBSeq G50 (MGI Tech, Ки-
тай) путем парно-концевых чтений (2x100bp) согласно ин-
струкции производителя, с последующей биоинформатиче-
ской обработкой полученных данных секвенирования.
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При биоинформатическом анализе для контроля каче-
ства полученных данных секвенирования РНК использова-
лась программа FastQC v0.11.9. Суммарный отчет по всем
образцам был получен с помощью программы MultiQC
v1.12. [6]. Для подсчета транскриптов генов применялась
программа для псевдовыравнивания Kallisto v0.44.0 [7].
Для построения индекса для Kallisto, был использован ре-
ференсный транскриптом человека из сборки GRCh38 [8].

Для дальнейшей оценки дифференциальной экспрессии
генов была использована среда разработки RStudio, осно-
ванная на языке R. Транскрипты были конвертированы в ге-
ны с помощью библиотеки tximport. Затем дифференциаль-
ную экспрессию этих генов рассчитывали с помощью паке-
та DESeq2 (v1.42.0) [9].

Для оставшихся статистически значимых дифференци-
ально экспрессированных генов был проведен поиск обога-
щений генных онтологий (Gene Ontology (GO) Enrichment
Analysis). Первичная оценка была проведена с помощью
gprofiler2 [10], а дальнейшее изучение было сделано с по-
мощью пакета clusterProfiler (v4.10.0) [11]. Для тех процес-
сов, где выявлялось обогащение, с помощью библиотеки en-
richplot, были построены столбчатые диаграммы (barplot).

Результаты и их обсуждение
На основе проведенного анализа дифференци-

альной экспрессии генов, выполненного с помощью библи-
отеки DESeq2, было установлено превалирование генов со
сниженной экспрессией в группе пациентов «Острый пери-
од», по сравнению с группой «Поздняя реконвалесценция». 

Всего, статистически значимые различия экспрессии в
группах сравнения «Острый период» и «Поздняя реконва-
лесценция» было выявлено у 14 генов. Из этих генов 5 были
с неизвестными функциями и не определенными ортолога-
ми (их ID начинается с LOC). Также были определены 1 ан-
тисмысловая РНК и 1 псевдоген.

В группе «Острый период» было обнаружено 12 генов
(ANGPTL2, ARL5C, CLDN14-AS1, LOC107984974,
LOC124900216-2, LOC124901241, LOC124903030,
LOC124903296, OR4K13, PCK1, SLFN12, TMEM184C) с
пониженной экспрессией, то есть экспрессия этих генов в
период «Поздней реконвалесценции» была статистически
выше. Всего 2 гена (FHL1P1, IMPACT) имели экспрессию
выше в группе «Острый период», чем в группе «Поздняя ре-
конвалесценция».

Далее нами был проведен литературный поиск с обзором
функций генов, у которых в исследовании были выявлены ста-
тистически значимые различия. Наибольший интерес пред-
ставляли данные по генам ANGPTL2 и PCK1, в связи с участи-
ем их в воспалительном ответе и метаболизме глюкозы.

Ген, кодирующий ангиопоэтин-подобный белок 2 (ANGPTL2),
играет важную роль в гомеостазе тканей, способствуя
адаптивному воспалению и последующей реконструкции
тканей [12]. Кроме того, продукт данного гена является
фактором роста, поскольку он увеличивает выживаемость
и размножение гемопоэтических стволовых клеток и может
способствовать васкулогенезу [13]. 

Проводимое исследование было направлено на выяв-
ление изменений в экспрессии генов у детей в период по-
здней реконвалесценции после перенесенной острой це-
ребральной недостаточности с целью оценки восстановле-
ния нейронов и клеток глии, которые были под воздействи-
ем ишемии, гипоксии и токсических факторов.

Известно, что в нервной системе ангиопоэтин-подоб-
ный белок 2 играет важную роль в дифференцировке кле-
ток. Chen с соавт. обнаружили, что ANGPTL2 связывается с
миелин-ассоциированным гликопротеином (МАГ) на оли-
годендроцитах, усиливая их дифференцировку посред-
ством сигналов. Авторы провели эксперимент с определе-

Таблица 1. Пациенты, включенные в исследование
Table 1. Patients included in the studies

Пол / 
Gender

Возраст / 
Age Диагноз / Diagnosis Лабораторные данные острого периода / 

Laboratory data of the acute period

Последствия инфекции к выписке из 
стационара / Outcomes of infection 

before discharge from hospital

М 3 года 
2 месяца

Ветряночный 
менингоэнцефалит

WBC 12,1 x 109/л; 
RBC 4,54 x 1012/л; HGB 121 г/л; 
PLT 2931 x 109/л; LY (%) 36,6%; 
NE (%) 54,9%; LY 4,41 x 109/л;
NE 6,71 x 109/л; MO (%) 6%; 
СОЭ 21 мм/час; СРБ 3,3 мг/л; 
КФК 40 Ед/л

ЭЭГ — диффузные нарушения 
биоэлектрической активности. 
Значительный регресс симптоматики, 
при выполнении координаторных проб 
сохранялись легкие проявления атаксии 
и дискоординации

Ж 8 лет 
9 месяцев

Генерализованная 
форма 
менингококковой 
инфекции, 
бактериальный 
гнойный менингит, 
тяжелая форма

WBC 81 x 109/л; 
RBC 4,22 x 1012//л; HGB 112 г/л; 
PLT 2101 x 109/л; LY (%) 8,3%; 
NE (%) 81,6%; LY 0,71 x 109/л; 
NE 6,51 x 109/л; MO (%) 0%; 
СОЭ 10 мм/час; СРБ 177 мг/л; Глюкоза 
крови 10,2 ммоль/л; КФК 48 Ед/л

ЭЭГ — норма, проявления 
астено-невротического синдрома

Ж
16 лет 
11 меся-
цев

Бактериальный 
гнойный менингит? 
тяжелая форма, отек 
головного мозга

WBC 5,41 x 109/л; RBC 3,29 x 1012//л; 
HGB 101 г/л; PLT 1271 x 109/л; LY (%) 
38%; NE (%) 62,1%; LY 1,61 x 109/л; 
MO (%) 1%; СОЭ 36 мм/час; 
СРБ 6,4 мг/л; Глюкоза крови 
6,1 ммоль/л; КФК 1173 Ед/л

ЭЭГ — норма, проявления выраженного 
астенического синдрома, когнитивно — 
без особенностей
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нием связывания ANGPTL2 с мышиным гомологом челове-
ческого МАГ. Установлено, что МАГ является рецептором
ANGPTL2 с высоким сродством [14]. 

Адгезия и передача сигналов миелин-ассоциированно-
го гликопротеина на границе миелин-аксон регулирует об-
разование и поддержание миелинизированных аксонов,
тем самым играя важную роль в развитии и функциониро-
вании нервной системы [15, 16].

В данном исследование число транскриптов гена
ANGPTL2 в группе «Поздняя реконвалесценция» было выше,
чем в группе «Острый период» у всех пациентов (рис. 1). По-
вышенная экспрессия гена ANGPTL2 в ЦНС, после повреж-
дения нейронов, может свидетельствовать о восстановле-
нии клеток мозга.

Ген PCK1 фермента фосфоенолпируват-карбоксикина-
зы является основной контрольной точкой регуляции глюко-
неогенеза [17]. «Мутантные» варианты гена PCK1 могут

привести не только к нарушениям метаболических процес-
сов с повышением лактата, аланинаминотрансферазы, фу-
марата [18], но и к изменениям паренхиматозной фракции
головного мозга в когорте пациентов с рассеянным склеро-
зом [19].

По результатам проводимого исследования у всех па-
циентов экспрессия гена PCK1 была выше в период рекон-
валесценции, в особенности у пациента 3 с тяжелой фор-
мой бактериального гнойного менингита, который сопро-
вождался отеком головного мозга (рис. 2). У всех пациен-
тов при выписке отмечались изменения, связанные с асте-
нией, атаксией и дискоординацией. В период поздней ре-
конвалесценции это может указывать или на начало
изменений в головном мозге, или на гибель нейронов,
имеющих сходство с нейродегенеративными процессами.

При проведении поиска обогащений было выявлено
только одно обогащение по молекулярной функции
(GO:MF) «protein serine kinase activity (using GTP as donor)»
(GO:0106264) (рис. 3). Увеличение активности белковых
сериновых киназ в тканях пациентов, страдающих от ин-
фекций, может свидетельствовать о вовлеченности этих
ферментов в регуляцию клеточных процессов, связанных с
иммунным ответом на инфекции. Эти процессы могут вклю-
чать в себя активацию и функционирование иммунных кле-
ток (например, лимфоцитов, макрофагов, дендритных кле-
ток), продукцию и высвобождение цитокинов [20].

Заключение
В ходе данного исследования был проведен диф-

ференциальный анализ экспрессии генов в острый период
и период поздней реконвалесценции у пациентов с тяже-
лым течением инфекционного заболевания. При помощи
биоинформатического анализа библиотеки DESeq2 была
установлена сниженная экспрессия 12 генов в группе
«Острый период», по сравнению с группой «Поздняя ре-
конвалесценция», однако у двух генов, напротив, повыше-
на. Поиск «обогащений» молекулярной функции по базам
генных онтологий показал активность белковой сериновой
киназы, с использованием гуанозинтрифосфата в качестве
донора.

При детальном описании генов, экспрессия которых бы-
ла достоверна различна в группах «Острый период» и «По-
здняя реконвалесценция», наибольший интерес представ-
ляли гены ANGPTL2, кодирующий ангиопоэтин-подобный
белок 2, и ген PCK1 фермента фосфоенолпируват-карбок-
сикиназы.

По результатам проведенного исследования была уста-
новлена повышенная экспрессия гена ANGPTL2. Это может
быть в результате воздействия гипоксии, которая сопро-
вождает острую церебральную недостаточность при тяже-
лом инфекционном процессе. С учетом того, что дети были
выписаны с неврологичекими нарушениями (астения, атак-
сия, дискоородинация) это согласуется с полученными дан-
ными в результате анализа экспрессии генов. Не исключе-
но, что повышенная экспрессия PCK1 может свидетельство-
вать, о повышенных потребностях головного мозга в глюко-
зе в процессе восстановления.

Таким образом, в проведенном пилотном исследовании
анализа дифференциальной экспрессии генов у пациентов
после тяжелой инфекции, сопровождающейся гипоксией
головного мозга, установлены изменения в экспрессии ге-
нов, связанных с воспалением и метаболизмом глюкозы в

Рисунок 1. Число транскриптов гена ANGPTL2 до и после ле-
чения
Figure 1. The number of ANGPTL2 gene transcripts before and after
treatment
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Рисунок 2. Анализ экспрессии гена PCK1 до и после лечения
Figure 2. Analysis of PCK 1 gene expression before and after treat-
ment
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Рисунок 3. Анализ обогащений по базам данных различных
биологических процессов и метаболических путей
Figure 3. Analysis of enrichment based on databases of various bi-
ological processes and metabolic pathways
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период поздней реконвалесценции, что подчеркивает целе-
сообразность назначения нейропротективных препаратов,

таких как цитофлавин, для купирования острой церебраль-
ной гипоксии и профилактики инфекционных осложнений.
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