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Введение. Исследование биологических особенностей пациентов, в том числе их иммунных реакций, в рамках отдельных нозологических форм является 
важным шагом в направлении персонализированной диагностики и лечения. Особый интерес в этом плане представляет болезнь Паркинсона (БП) как 
одно из наиболее распространенных возрастзависимых нейродегенеративных заболеваний. 
Целью исследования явилось определение иммунофенотипов пациентов с БП при помощи кластерного анализа. 
Материалы и методы. Объектом математического анализа служила база данных 46 пациентов с БП. В качестве классифицирующих признаков ис-
пользовали уровень функционально связанных воспалительных маркеров: энзиматическая активность лейкоцитарной эластазы (ЛЭ), функциональная 
активность α1-протеиназного ингибитора (α1-ПИ), уровень аутоантител к S-100b и основного белка миелина.
Результаты. Использование нескольких алгоритмов кластерного анализа данных позволило получить для анализируемых иммунологических маркеров 
устойчивые решения из двух кластеров. Для пациентов 1-го кластера характерен высокий уровень активности ЛЭ и низкий уровень функциональной 
активности α1-ПИ, что свидетельствует о недостаточности антипротеолитической емкости сыворотки крови и является неблагоприятным про-
гностическим фактором в плане дальнейшего развертывания в ткани мозга патологического процесса, ассоциированного с воспалением. Для пациентов 
2-го кластера характерно повышение в сыворотке крови функциональной активности α1-ПИ, уровня аутоантител к S-100b и снижение активности 
ЛЭ по сравнению с 1-м кластером, что свидетельствует о дисрегуляции воспалительной реакции, связанной с недостаточной дегрануляционной ак-
тивностью нейтрофилов, а повышенный уровень аутоантител к нейроантигену S100b характеризует наиболее тяжёлые поражения нервной системы. 
Заключение. Результаты кластерного анализа позволили выделить два иммунофенотипа у пациентов с БП, что свидетельствует о том, что феноти-
пически сходная картина может определяться различными спектрами иммунных показателей. Полученные данные послужат основой для разработки 
иммунологического подхода к персонализированной диагностике и терапии.
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Introduction. The study of patients’ biological features, including their immune responses, in specific diseases, is an important step towards personalized diagnosis 
and treatment. Parkinson’s disease (PD) is thus of particular interest as one of the most common age-related neurodegenerative diseases.
Study aim – to determine the immunophenotypes of patients with PD using cluster analysis.
Materials and methods. Mathematical analysis was conducted on a database of 46 patients with PD. The levels of the following functionally related inflammatory 
markers were used as the classification characteristics: the enzymatic activity of leukocyte elastase (LE), the functional activity of α1-proteinase inhibitor (α1-PI), 
the auto-antibody levels to S-100b and myelin basic protein.
Results. Based on the immunological markers, the use of multiple algorithms in the cluster analysis of the PD database allowed to obtain two consistent clusters. The 
patients in cluster 1 were characterized by a high level of LE activity and a low level of functional α1-PI activity, which indicates insufficient serum antiproteolytic 
capacity and is an unfavourable prognostic indicator for further development of the inflammation-associated pathological process in the brain tissue. The patients 
in cluster 2 were characterized by increased functional α1-PI activity in the serum, increased S-100b antibody levels and a decreased LE activity as compared 
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структуры и функции. Ряд белков острой фазы (α1-анти-
трипсин, антихимотрипсин, α2-макроглобулин) обладают 
антипротеазной активностью. Их важная функция состо-
ит в ингибировании активности протеаз, поступающих из 
гранулоцитов в воспалительные экссудаты. Эти протеазы, 
среди которыхлейкоцитарная эластаза (ЛЭ), могут быть от-
несены к третьей группе молекул, принимающих участие в 
воспалении. Их роль заключается в увеличении проница-
емости сосудистой стенки (в случае заболеваний мозга — 
сосудов гематоэнцефалического барьера) для проникнове-
ния фагоцитов в очаг воспаления [14]. При этом в качестве 
биологических маркеров БП, ассоциированных с воспале-
нием, могут рассматриваться не только «классические» ме-
диаторы воспаления — цитокины, но и белки азурофиль-
ных гранул нейтрофилов, в первую очередь ЛЭ. 

Целью данного исследования явилось определение ряда 
воспалительных (активность ЛЭ, α1-ПИ) и аутоиммунных 
(аутоантитела к S-100b и основному белку миелина) марке-
ров в сыворотке крови пациентов с БП, а также кластерный 
анализ этих иммунологических показателей для выявления 
отдельных иммунофенотипов.

Материалы и методы 

В обследование были включены 46 пациентов с БП (12 муж- 
чин и 34 женщины) в возрасте 58,3±10,6 года (39–78 лет), 
проходившие лечение в ФГБНУ НЦН. Диагноз ставился на 
основании стандартных международных критериев «Кри-
терии банка головного мозга общества болезни Паркинсо-
на Великобритании» (UK Parkinson's Disease Society Brain 
Bank)1. Исследование было одобрено Локальным этиче-
ским комитетом при ФГБНУ НЦН.

Иммунологические показатели определяли в сыворотке пе-
риферической крови, забор которой осуществляли из вены в 
сухую пробирку в тот же день, когда проводилось нейрофи-
зиологическое обследование. Форменные элементы осажда-
ли центрифугированием при 750g в течение 15 мин при 22°С, 
затем отбирали сыворотку, которая использовалась для ана-
лиза сразу после получения либо хранилась при +2–8°С не 
более суток или в замороженном состоянии при температуре 
от –18 до –24°С в течение месяца до проведения анализа.

Энзиматическую активность ЛЭ определяли ферментатив-
ным спектрофотометрическим методом с использовани-
ем специфического субстрата N-терт-бутокси-карбонил-
аланин-β-нитрофенилового эфира и оценивали в нмоль/
мин×мл; чувствительность метода 40 нмоль/мин×мл [15].

1 URL: https://www.parkinsons.org.uk/professionals/resources

Введение 

Нейродегенеративные заболевания — чрезвычайно гете-
рогенная группа относительно медленно развивающихся 
болезней с преимущественным поражением серого веще-
ства центральной нервной системы, в большинстве случаев 
характеризующихся образованием аномальных клеточных 
и/или внеклеточных включений (депозитов) с последую-
щей гибелью нейронов по механизму апоптоза [1–2]. Для 
большинства нейродегенеративных заболеваний отсут-
ствуют радикальные методы лечения, которые позволили 
бы остановить патологический процесс и тем более обеспе-
чить полное восстановление. Поэтому ранняя диагностика 
заболевания и своевременно начатое лечение играют важ-
нейшую роль в возможности повлиять на ход заболевания 
и улучшить качество жизни больного.

Болезнь Паркинсона (БП) представляет собой нейро-
дегенеративное заболевание, которое особенно распро-
странено у лиц старше 60 лет. Ведущими двигательными 
симптомами БП являются гипокинезия, тремор покоя и 
мышечная ригидность, обусловленные гибелью дофами-
нергических пигментированных нейронов компактной ча-
сти черной субстанции в ножках мозга, дегенерацией дофа-
минергического нигростриатного пути, депонированием в 
черной субстанции ионов железа в высоких концентрациях 
[3–5]. БП характеризуется накоплением в клетках мозга 
α-синуклеина и с патохимической точки зрения относится 
к группе синуклеинопатий [6–9].

В последние годы получены экспериментальные и клини-
ческие данные, свидетельствующие о вовлеченности вос-
паления в патогенез нейродегенеративных заболеваний, в 
частности в патогенез БП [6, 10, 11]. Воспалительные реак-
ции являются многокомпонентными, и в их развертывании 
принимают участие разнообразные молекулы. Прежде все-
го, это медиаторные молекулы — провоспалительные ци-
токины IL-1β, IL-6, IL-18 и TNF-α [12, 13]. Их роль заклю-
чается в передаче сигналов между клетками. В воспалении 
также принимают участие острофазные белки, к которым 
относится С-реактивный белок, и транспортные белки: 
альбумин, церулоплазмин, трансферрин. Отдельные клас-
сы острофазных белков составляют ингибиторы протеаз: 
α1-протеазный ингибитор (α1-ПИ), α1-макроглобулин, 
а также факторы свертывания крови и фибринолиза 
(фибриноген), комплемент. Цитокининдуцированный 
синтез острофазных белков происходит в печени, данные 
белки участвуют в осуществлении комплекса реакций, на-
правленных на удаление повреждающего фактора, лока-
лизацию очага повреждения, восстановление нарушенной 

with cluster 1, which indicates dysregulation of the inflammatory response, associated with insufficient neutrophil degranulation, whereas elevated autoantibody 
levels to the neural antigen S100b characterize the most severe lesions in the nervous system.
Conclusion. The results of the cluster analysis enable the identification of two immunophenotypes in patients with PD, indicating that a phenotypically similar 
presentation can be due to a different spectrum of immune markers. The obtained data will serve as a basis for development of an immunological approach to 
personalized diagnosis and treatment.

Keywords: Parkinson’s disease, cluster analysis, leukocyte elastase, α1-proteinase inhibitor, autoantibodies to S-100b and myelin basic protein.
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Результаты

У пациентов с БП наблюдалась значительная активация 
иммунной системы (таблица), характеризующаяся повы-
шением активности маркеров воспаления и уровня аутоан-
тител к нейроантигенам в значительной части наблюдений 
(33%). Вместе с тем исследуемые иммунобиохимические 
показатели пациентов с БП имели весьма широкий разброс 
данных.

На дендрограмме (рис. 1) представлены все кластеры, по-
лученные в процессе работы алгоритма кластеризации, 
а также их вложенность относительно друг друга. Горизон-
тальная линия обрезает дендрограмму на уровне макси-
мального разделения кластеров, выделяя два кластера.

Итерационный метод k-средних основан на минимизации 
суммарного квадратичного отклонения точек кластеров от 
центров этих кластеров. При этом число кластеров неиз-
вестно, и его необходимо задать. В данном случае на основе 
визуального анализа дендограммы число кластеров полага-
ется равным 2. Основные характеристики кластеров, полу-
ченных по методу k-средних, приведены в таблице.

Для оценки различий полученных кластеров использовали 
многомерный аналог теста Стьюдента — критерий Хотел-
линга. Полученное на основе данных значение критерия 
Хотеллинга оказалась равным 109,32, что соответствует 
достигнутому уровню значимости р-value=2,8E-21. Такое 

Функциональную активность α1-ПИ определяли спектро-
фотометрическим методом и оценивали в ИЕ/мл (ингиби-
торные единицы/мл); чувствительность метода 5 ИЕ/мл [16].

Уровень аутоантител к нейроантигенам S100b и основно-
му белку миелина в сыворотке крови определяли методом 
стандартного твердофазного иммуноферментного анализа 
(ELISA) и оценивали в единицах оптической плотности 
(ед. опт. пл.).

Статистическую обработку данных осуществляли в лабора-
тории доказательной медицины и биостатистики ФГБНУ 
НЦПЗ. В качестве основного подхода для выявления имму-
нофенотипов в изучаемой базе использовали кластерный 
анализ: иерархический агломеративный метод и итераци-
онный алгоритм k-средних [17–19]. Проблему неоднород-
ности единиц измерения признаков решали при помощи 
предварительной стандартизации переменных с вычисле-
нием стандартизованного вклада (Z-вклада) по формуле:

x
i
 – x

Z
i
= ,

 σ

где x
i
 — значение данного наблюдения; x — среднее; σ — 

стандартное отклонение.

В качестве основных статистических программ использо-
вали Rv.3.2.4 и STATAv.12.1.

Уровень функционально связанных воспалительных маркеров в норме и у пациентов с БП

Levels of the functionally related inflammatory markers in healthy people and in PD patients

Группа / Group n
Показатель / 

Indicator
ЛЭ, нмоль/мин×мл / 

LE, nmol/min×ml
α1-ПИ, ИЕ/мл / 
α1-PI, IU/ml

Аутоантитела, ед. опт. пл. /
Autoantibodies, optimal area units

к S100b /
to S100b

к основному белку миелина / 
to myelin basic protein

Норма /
Healthy controls [20]

80 М 213,0 33,5 0,68 0,73

Q1 196,8 30,2 0,61 0,62
Q3 229,6 36,7 0,75 0,81

Все пациенты с БП /
All patients with PD

46 Ме 236,6 33,5 0,74 0,72

Q1 205,2 30,2 0,65 0,61 
Q3 256,2 36,7 0,84 0,89
Min 157,7 17,2 0,4 0,5
Max 332,6 66,5 1,13 1,27

Кластер 1 / Cluster 1 12 M 262,71 28,77 0,65 0,76
Ме 253,0 26,65 0,69 0,71
σ 31,32 10,16 0,14 0,19

Мin 218,20 17,20 0,40 0,51
Мax 330,50 54,50 0,81 1,08

Кластер 2 / Cluster 2 34 M 228,57 47,75 0,77 0,76
Ме 227,90 46,90 0,78 0,73
σ 37,95 9,43 0,15 0,19

Мin 157,70 25,90 0,50 0,50
Мax 332,60 66,50 1,13 1,27

Примечание. М — среднее; Me — медиана; Q1 — 25% квартиль; Q3 — 75% квартиль; σ — стандартное отклонение; Min — минимум; Max — максимум.
Note. М — mean; Me — median; Q1 — 25% quartile; Q3 — 75% quartile; σ — standard deviation; Min — minimum; Max — maximum.
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значительным повышением функциональной активности 
α1-ПИ по сравнению с контролем, при этом функцио-
нальная активность ЛЭ остается в контрольном диапазо-
не. Средний коэффициент соотношения активности ЛЭ 
и α1-ПИ для 2-го кластера — 4,8. Таким образом, для паци-
ентов, составляющих 1-й кластер, средний коэффициент 
смещен вправо, а для пациентов 2-го кластера — влево по 
отношению к контрольному диапазону. Смещение вправо 
свидетельствует о преобладании протеолитических реак-
ций и высокой функциональной активности нейтрофилов 
в ходе развертывания воспалительной реакции. Смеще-
ние этого коэффициента влево (на фоне высокого уровня 
активации иммунной системы, включая присоединение 
аутоиммунного компонента) свидетельствует о сниженной 
дегрануляционной активности нейтрофилов. Можно пред-
положить, что недостаточная дегрануляционная актив-
ность нейтрофилов является фактором, определяющим те 
или иные осложнения воспалительного процесса.

Обсуждение

В настоящей работе путем использования нескольких ал-
горитмов кластерного анализа экспериментальных данных 
получены устойчивые решения (совпадение кластеров, 
вывленных разными методами, более чем на 70%) из двух 
кластеров для анализируемых иммунологических маркеров 
у пациентов с таким распространенным и социально зна-
чимым нейродегенеративным заболеванием, как БП. 

Этот результат позволяет выдвинуть гипотезу о существо-
вании в группе обследованных пациентов с БП двух им-
мунофенотипов, а также попытаться интерпретировать 
результаты кластерного анализа с биологических позиций. 
Выявленные иммунофенотипы характеризуются различ-
ными соотношениями активности ЛЭ и α1-ПИ, и эта ва-
риативность определяется различной активностью ЛЭ и 
α1-ПИ. Функциональная роль α1-ПИ заключается в инги-
бировании активности протеаз, в первую очередь ЛЭ, что 
ограничивает ее деструктивный потенциал. Повышение 
активности ЛЭ в крови в ходе развития воспалительного 
ответа является результатом дегрануляции активирован-
ных нейтрофилов — главнейшего клеточного компонента 
врожденного иммунитета. Имеются также данные о том, 
что при воспалении активированные нейтрофилы участву-
ют в механизмах адаптивных иммунных реакций, моду-
лируя иммунный ответ не только на экзогенные, но и на 
эндогенные стимулы, к числу которых относятся продук-
ты нейродегенерации, комплексы антиген–антитело и др. 
[21–24].

Таким образом, в ходе развития иммунного ответа на тот 
или иной патологический стимул повышается уровень как 
острофазных белков и других медиаторных молекул, так и 
секреторных белков нейтрофилов, к которым относится 
ЛЭ. Важнейшая роль ЛЭ заключается не только в увели-
чении проницаемости сосудов, но и в контроле функций 
различных клеток, вовлекаемых в процессы свертывания 
крови, воспаления, репарации тканей и синтеза специфи-
ческих антител [25–27].

В настоящем исследовании выявлены два устойчивых кла-
стера в рамках БП, отражающие различные соотношения 
анализируемых иммунных маркеров. В рамках 1-го класте-
ра для пациентов с БП характерен высокий уровень актив-
ности ЛЭ и низкий уровень функциональной активности 
α1-ПИ, что свидетельствует о недостаточности антипротео-

значение р-value намного меньше выбранного уровня зна-
чимости α=0,05, поэтому нулевую гипотезу об отсутствии 
различий в исследуемых группах по совокупности их при-
знаков (ЛЭ, α1-ПИ, аутоантитела к S-100b, основному бел-
ку миелина) необходимо отвергнуть.

Пациенты распределились на два неравных кластера 
(рис. 2): в 1-й кластер вошли 12 человек (4 мужчин и 8 жен-
щин), во 2-й — 34 человека (8 мужчин и 26 женщин). По 
возрасту пациенты в этих группах не различались (p=0,466).
Такое распределение пациентов по кластерам позволило 
сравнить их иммунобиохимические показатели.

Наиболее существенные различия касались соотношения 
ЛЭ и α1-ПИ, отражающего протеазно-ингибиторный дис-
баланс. Для пациентов 1-го кластера был характерен высо-
кий уровень протеолитической активности ЛЭ и низкий 
уровень функциональной активности α1-ПИ. Средний ко-
эффициент соотношения активности ЛЭ и α1-ПИ для 1-го 
кластера составляет 9,5, для контрольной группы (норма в 
таблице) — 6,3. Второй кластер, напротив, характеризуется 

Рис. 1. Дендрограмма иерархической классификации пациентов. 
По оси абсцисс — объединяемые объекты, по оси ординат — бли-
зость кластеров

Fig. 1. Tree diagram of the hierarchical classification of patients.
X-axis — grouped objects, Y-axis — cluster proximity

Рис. 2. Распределение кластеров в координатах ЛЭ и α1-ПИ

Fig. 2. Cluster distribution in LE and α1-PI coordinates
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Следующим шагом предполагается анализ особенностей 
клинического состояния пациентов с БП во взаимосвязи 
с выявленными иммунофенотипами, результаты которо-
го могут иметь большое значение для совершенствования 
диагностики и терапии БП.
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литической емкости сыворотки крови и является неблаго-
приятным прогностическим фактором в плане дальнейше-
го развертывания воспалительного процесса. В рамках 2-го 
кластера характерно повышение в сыворотке крови паци-
ентов с БП функциональной активности α1-ПИ, уровня 
аутоантител к S-100b и снижение активности ЛЭ по сравне-
нию с 1-м кластером. Это свидетельствует о недостаточной 
дегрануляционной активности нейтрофилов на фоне зна-
чительной активации иммунной системы, включая присо-
единение аутоиммунного компонента, который характери-
зует наиболее тяжёлые поражения нервной системы [28].
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