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Основным принципом индивидуализации вакцинаций является создание достаточной иммунной защиты орга-
низма при избегании излишней иммунизации. Отсюда возникает необходимость разработки методов прогно-
зирования величины иммунного ответа еще до проведения вакцинации. Длину теломер можно рассматривать 
как перспективный прогностический параметр для оценки иммунной реакции пациента при проведении вакци-
нации. Целью работы был анализ возможной ассоциации длины теломер лейкоцитов с уровнем специфических 
антител после вакцинации против клещевого энцефалита. В исследование было включено 55 мужчин и 40 жен-
щин, ранее не вакцинированных против клещевого энцефалита и не имевших контактов с клещами. Вакцина-
цию проводили вакциной «ЭнцеВир». Через месяц после вакцинации анализировали уровень специфических 
антител IgG против вируса клещевого энцефалита с использованием тест-системы «ВектоВКЭ-IgG-стрип», а также 
длину теломер лейкоцитов с помощью количественной ПЦР в реальном времени. По уровню ответа на вакцина-
цию пациентов разделяли на нереагировавших (уровень IgG 0–100 МЕ/мл), низкореагировавших (уровень IgG 
101–200 МЕ/мл) и высокореагировавших (уровень IgG выше 200 МЕ/мл). Длина теломер как минимум на уров-
не тенденции ( p < 0.1) зависела как от ответа на вакцинацию, так и от возраста, уровня образования и наличия 
психоэмоционального стресса. С помощью общей линейной модели была выявлена ассоциация длины теломер 
с ответом на вакцинацию против клещевого энцефалита на уровне тенденции ( p < 0.1) только у женщин. При по-
парном сравнении длина теломер у высокореагировавших женщин была достоверно выше, чем у нереагировав-
ших. Таким образом, нами обнаружена ассоциация длины теломер лейкоцитов и уровня специфических антител 
после вакцинации против клещевого энцефалита у женщин. По-видимому, длину теломер лейкоцитов в крови 
можно рассматривать в качестве перспективного маркера для прогноза пролиферативного ответа лимфоцитов 
и величины иммунологической реакции пациента в ответ на вакцинацию. 
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The primary objective of personalized vaccination is to induce an efficient immune defense while avoiding excessive im-
munization. Hence, it necessitates the development of methods for predicting the magnitude of the immune response 
prior to vaccination. Telomere length can be considered as a promising prognostic parameter for assessing the immune 
response to vaccination. The aim of the work was to analyze the possible association between leukocyte telomere length 
and specific antibody levels after vaccination against tick-borne encephalitis. The study included 55 men and 40 women 
who had not previously been vaccinated against tick-borne encephalitis and had no contacts with ticks. Vaccination was 
carried out with the EnceVir vaccine. One month after vaccination, the level of specific IgG antibodies against tick-borne 
encephalitis virus was analyzed using the VektoVKE-IgG-strip test system and leukocyte telomere length was measured 
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using real-time quantitative PCR. According to the intensity of vaccine-elicited immune responses, patients were di-
vided into three groups: unresponsive (IgG level 0–100 IU/ml), slightly responsive (IgG level 101–200 IU/ml) and highly 
responsive (IgG level above 200 IU/ml). The telomere length, at least at trend level ( p < 0.1), correlated with the response 
to vaccination as well as age, educational level and the presence of emotional stress. Using a general linear model, an 
association between telomere length and immune response to vaccination against tick-borne encephalitis at trend level 
( p < 0.1) was found only in women. Using a pairwise comparison, it was found that telomere length was significantly 
higher in highly responsive women than in unresponsive women. Hence, an association between leukocyte telomere 
length and specific antibody levels after vaccination against tick-borne encephalitis was identified in women. Therefore, 
peripheral blood leukocyte telomere length can be considered as a promising marker for predicting lymphocyte pro-
liferative responses and the magnitude of vaccine-elicited cellular immune responses.
Key words: tick-borne encephalitis; vaccination; IgG antibodies; telomere length; gender; biomarker.
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Введение
Клещевой энцефалит – природно-очаговая вирусная ин-
фекция, характеризующаяся лихорадкой, интоксикацией 
и поражением серого вещества головного мозга (энцефа-
лит) и/или мозговых оболочек (менингит) (Valarcher et 
al., 2015). Возбудителем клещевого энцефалита являет-
ся РНК-содержащий вирус, относящийся к семейству 
Flaviviridae, который передается человеку через укус ин-
фицированных клещей из рода Ixodes (Gritsun et al., 2003; 
Юдин и др., 2018). Клещевой энцефалит распространен 
в России, Прибалтике, Скандинавии, Восточной и Цен-
тральной Европе, Китае и Японии (Steffen, 2019). Случаи 
заболевания все чаще отмечаются на новых территориях, 
что свидетельствует о миграции вируса (Jääskeläinen et al., 
2016). Клинический спектр заболевания варьирует от лег-
ких лихорадочных до тяжелых форм, сопровождающих-
ся поражением оболочек и вещества мозга. Смертность 
от клещевого энцефалита для вирусов европейского и 
сибирского субтипов составляет 0.5–2 %. Это заболевание 
может привести к стойким неврологическим и психи ат-
рическим осложнениям у 30–40 % пациентов (Haglund, 
Günther, 2003; Karelis et al., 2012; Veje et al., 2016).

Наиболее эффективным способом профилактики кле-
щевого энцефалита, формирующим длительный активный 
иммунитет, остается вакцинация (Воробьева и др., 2006). 
Например, в Австрии, где охват населения вакцинацией 
достиг 86 %, начиная с 2001 г. случаи заболевания отме-
чены только среди непривитого населения (Heinz, Kunz, 
2004). В России ежегодно от клещевого энцефалита вак-
цинируется не менее 2.5–3 млн человек (Онищенко, 2000). 
Однако уровень современных знаний о механизме разви-
тия иммунитета и возможности его прогнозирования, а 
также о наличии потенциальных побочных эффектов по-
зволяет говорить о необходимости дифференцированного 
подхода к проведению профилактических вакцинаций 
(индивидуализации вакцинаций) (Медуницын, 2004). 
Основной принцип индивидуализации вакцинаций – 
создание достаточной иммунной защиты организма при 
избегании излишней иммунизации. Например, некоторые 
пациенты могут реагировать высокой выработкой анти-
тел уже на первичную вакцинацию и, таким образом, не 
требуют повторной ревакцинации. Поэтому по этическим 
и экономическим причинам избыточная иммунизация не-
допустима. Одним из подходов к индивидуализации вак-
цинации является выбор дозы вакцины в зависимости от 

ожидаемого уровня иммунного ответа. Отсюда возникает 
необходимость в разработке методов прогнозирования 
величины иммунологических реакций пациента еще до 
проведения вакцинации. Известно, что индивидуальная 
вариабельность выработки и длительной циркуляции 
антител после вакцинации в значительной степени обу-
с ловлена генетическими особенностями индивида (Ha-
ralambieva et al., 2010; Gröndahl-Yli-Hannuksela et al., 2016; 
Yudin et al., 2018).

Теломеры – концевые участки хромосом, состоящие из 
сотен повторов (TTAGGG)n и теломер-связывающих бел-
ков, которые предохраняют ДНК от деградации (Black-
burn et al., 2015). Поскольку ДНК-полимераза не может 
реплицировать линейные концы хромосом, каждое де ле-  
ние клеток приводит к потере небольшого участка тело-
мерной ДНК. В делящихся клетках утраченные фрагмен-
ты теломер восстанавливаются с помощью фермента те-
ломеразы (Shawi, Autexier, 2008). Тем не менее критиче-
ское укорочение теломер, которое накапливается в ходе 
митозов, приводит к прекращению деления клетки или 
апоптозу (Harley et al., 1990). 

Поскольку эффективный адаптивный иммунный ответ 
основан на клональной экспансии большого количества 
эффекторных лимфоцитов, поддержание длины теломер 
играет важную роль в регуляции пролиферации лимфоци-
тов (Hodes et al., 2002; Weng, 2012). Так, было показано, 
что активированные В-клетки герминативных центров 
лимфатических узлов имели повышенную длину теломер 
и повышенный уровень активности теломеразы по сравне-
нию с неактивированными (наивными) В-клетками (Weng 
et al., 1997). Однако другие исследователи не смогли вос-
произвести этот эффект (Son et al., 2003). Длина теломер 
в наивных Т-клетках превышала этот параметр в Т-клет-
ках памяти у одного и того же индивида, независимо от 
возраста (Weng et al., 1995). Длина теломер лим фоцитов 
мо жет существенно различаться между В- и Т-клетками 
(Lin et al., 2015). Хроническое воздействие высоких уров-
ней антигенов у пациентов с хроническими вирусными 
ин фек циями (вирусы Эпштейна–Барр, гепатита B/C/D, 
ВИЧ и т. д.) может приводить к прогрессирующему уко-
рочению теломер антигенспецифических Т-клеток, что, 
в свою очередь, ослабляет противовирусный иммунитет 
(Bel lon, Nicot, 2017). В целом эти работы указывают на 
критическую роль длины теломер при активации Т и 
В-лим фоцитов.
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Таким образом, длину теломер можно рассматривать 
как перспективный прогностический параметр для оценки 
иммунного ответа пациента при проведении вакцинации. 
Однако в литературе имеются лишь две работы, в кото-
рых длину теломер анализировали после вакцинации, – 
против гриппа (Najarro et al., 2015) и опоясывающего 
герпе са (Verschoor et al., 2017). Целью нашей работы был 
анализ возможной ассоциации длины теломер лейкоци-
тов с уровнем специфических антител после вакцинации 
против клещевого энцефалита. 

Материалы и методы
В исследование было включено 55 мужчин и 40 женщин 
в возрасте от 15 до 30 лет (средний возраст 24.9 ± 0.5), ра-
нее не вакцинированных против клещевого энцефалита и 
не имевших, по результатам анкетирования, контактов с 
клещами. Испытуемые заполняли анкеты самостоятель-
но, включая информацию о возрасте, поле, социальном 
положении (в баллах от 1 до 6), образовании (в баллах 
от 1 до 5), занимаемой должности (в баллах от 1 до 6), на-
личии психоэмоционального стресса (да/нет), курении 
(в баллах от 1 до 3), употреблении алкоголя (в баллах от 1 
до 4), наличии аллергии (да/нет), частоте респираторных 
заболеваний в предшествующий вакцинации период 
(в баллах от 1 до 3), наличии хронического заболевания 
(тонзиллит, бронхит, пиелонефрит и т. д.) (да/нет). Вакци-
нацию проводили вакциной для профилактики клещевого 
энцефалита «ЭнцеВир» (НПО «Микроген», Томск) по ре-  
комендованной производителем схеме. Все пациенты дали 
добровольное информированное согласие на участие в 
эксперименте. Исследование было одобрено этическим 
комитетом Научно-исследовательского института терапии 
и профилактической медицины – филиала ИЦиГ СО РАН. 

Через месяц после вакцинации у пациентов брали про-
бы венозной крови. Уровень специфических антител IgG 
против вируса клещевого энцефалита (ВКЭ) анализиро-
вали методом иммуноферментного анализа с использо-
ванием тест-системы «ВектоВКЭ-IgG-стрип» (ЗАО «Век-  
тор-Бест», р. п. Кольцово, Новосибирская область). По 
уровню ответа на вакцинацию пациентов делили на не-
реагировавших (уровень IgG против ВКЭ 0–100 МЕ/ мл, 
в среднем 40.0 ± 5.8 (n = 22)), низкореагировавших (101– 
200 МЕ/мл, в среднем 159.2 ± 6.9 (n = 19)) и высокореаги-
ровавших (выше 200 МЕ/мл, в среднем 246.4 ± 2.4 (n = 54)).

Геномную ДНК выделяли из крови стандартным ме-
то дом протеолитической обработки с последующей экс-  
тракцией фенолом (Sambrook, Russell, 2006). Исследо ва-
ние длины теломер лейкоцитов (ДТЛ) проводили с по-
мощью количественной ПЦР в реальном времени (qPCR) 
(Cawthon, 2002). В качестве однокопийного референс-
ного гена был взят ген β-гемоглобина. Отдельные коли-
че ственные реакции для теломер и гена β-гемоглобина 
ста вили в парных 96-луночных плашках в идентичных 
по зициях. Каждая плашка включала серию разведений 
контрольного образца ДНК (0.78, 3.13, 12.5, 25, 100 нг), 
которые были использованы для создания калибровоч-
ной кривой. В каждую индивидуальную реакцию брали 
по 10 нг ДНК. Реакционная смесь для анализа теломер  
содержала следующие реагенты: 270 нМ tel1 праймер 
(5ʹ-GGTTTTTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGTG 

AGGGT-3ʹ), 900 нM tel2 праймер (5ʹ-CACCAACTTCAT 
CCACGTTCACC-3ʹ), 0.2X SYBR Green I, 5 мМ дитио-
треитол, 1 % диметилсульфоксид, по 0.2 мМ каждого 
дезоксинуклеозидтрифосфата, 1.5 мМ MgCl2, 1.25 ед. 
ДНК-полимеразы («СибЭнзим», Новосибирск) в конеч-
ном объеме 15 мкл буфера для ПЦР. Режим амплифика-
ции: денатурация при температуре 95 °C (10 мин), затем 
25 циклов, включающих денатурацию при 95 °C (15 с), 
отжиг при 54 °C (30 с) и элонгацию при 72 °C (90 с).

Реакционная смесь для анализа гена β-гемоглобина 
содержала следующие реагенты: 300 нМ HBG1 праймер 
(5ʹ-GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC-3ʹ), HBG2 
праймер (5ʹ-CACCAACTTCATCCACGTTCACC-3ʹ), 0.2X 
SYBR Green I, 5 мМ дитиотреитол, 1 % диметилсульфок-
сид, по 0.2 мМ каждого дезоксинуклеозидтрифосфата, 
1.5 мМ MgCl2, 1.25 ед. ДНК-полимеразы («СибЭнзим», 
Новосибирск) в конечном объеме 15 мкл буфера. ПЦР 
проводили в следующем режиме: денатурация при тем-
пературе 95 °C (3 мин), затем 35 циклов, включающих 
денатурацию при 95 °C (15 с), отжиг при температуре 
58 °C (20 с) и элонгацию при 72 °C (20 с).

Обе реакции ставили на системе для ПЦР в реальном 
времени StepOnePlus (Applied Biosystems, США). Для 
каж дого образца ДНК ПЦР выполняли не менее трех раз. 
Данные обрабатывали с помощью штатного программно-
го обеспечения прибора. Проводили контроль качества 
и расчет отношения T/S (отношение сигналов теломер 
к однокопийному гену), чтобы получить относительную 
ДТЛ. Если кривые амплификации образца в трех репли-
ках различались > 0.5 цикла, то такой образец исключа-
ли из дальнейшего анализа. Каждая плашка включала 
три контрольных образца с заранее определенной ДТЛ. 
Сопоставимость между плашками контролировали по 
относительным интенсивностям сигналов контрольных 
образцов.

Данные по длине теломер проверяли на соответствие 
нормальному распределению с помощью критерия Кол-
могорова–Смирнова. Поскольку данные не соответство-
вали нормальному распределению, то для дальнейшего 
статистического анализа их нормализовали с помощью 
логарифмической трансформации. Для наглядности в 
статье данные представлены с помощью нетрансформиро-
ванных среднего арифметического и стандартной ошибки. 

Для оценки ассоциации между длиной теломер и от-
дельными независимыми факторами, способными прин-
ципиально повлиять на результаты исследования (возраст, 
пол, социальное положение, образование, должность, 
психоэмоциональный стресс, курение, употребление ал-
коголя, частота респираторных заболеваний, наличие 
ал лергии и хронического заболевания, ответ на вакцина-
цию), мы использовали одномерные линейный регресси-
онный и дисперсионный анализы. Связь длины теломер 
с ответом на вакцинацию против КЭ также проверяли с 
помощью метода общей линейной модели (general linear 
model, GLM). Попарные сравнения проводили путем 
post hoc анализа с использованием критерия Фишера. 
Критическое значение уровня статистической значимости 
при проверке нулевых гипотез принимали равным 0.05. 
Обработку результатов проводили с помощью пакета 
Statistica версии 8.0.
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Результаты
Протективный уровень IgG против ВКЭ (выше 100 МЕ/ мл) 
отмечался у 80.0 % женщин и 74.5 % мужчин, что хорошо 
соответствует данным других авторов, полученным при 
проведении вакцинопрофилактики клещевого энцефали та 
среди взрослого населения (Билалова, 2009). Это позволи-
ло нам сформировать репрезентативные группы нереаги-  
ровавших (уровень IgG против ВКЭ 40.0 ± 5.8, n = 22), 
низкореагировавших (уровень IgG против ВКЭ 159.2 ± 6.9, 
n = 19) и высокореагировавших (уровень IgG против ВКЭ 
246.4 ± 2.4, n = 54) индивидов.

Мы применили одномерные регрессионный и дис-
персионный анализы, чтобы определить, какие факторы 
могли влиять на длину теломер, и обнаружили, что на 
этот параметр как минимум на уровне тенденции ( p < 0.1) 
оказывали влияние возраст, уровень образования, наличие 
психоэмоционального стресса и ответ на вакцинацию 
(табл. 1). С учетом этих результатов при анализе GLM в 
модель вводили ответ на вакцинацию как независимую 
величину, а возраст, уровень образования и психоэмо-
цио нальный стресс – как ковариаты. Методом GLM нами 
была выявлена ассоциация длины теломер с ответом на 
вакцинацию против клещевого энцефалита на уровне 
тенденции ( p < 0.1) в общей группе обоих полов, а при 
разделении по полу – только у женщин (табл. 2). При по-
парном сравнении длина теломер у высокореагировавших 
женщин была достоверно выше, чем у нереагировавших. 
Эти различия сохранялись также при объединении муж-
чин и женщин в одну группу.

Обсуждение
Длина теломер в нашем эксперименте, по данным одно-
мерных регрессионного и дисперсионного анализов как 
минимум на уровне тенденции ( p < 0.1), зависела как от 
ответа на вакцинацию, так и от возраста, уровня образова-
ния и наличия психоэмоционального стресса (см. табл. 1). 
Зависимое от хронологического возраста укорочение дли-
ны теломер хорошо изучено у человека и, по-видимому, 
является результатом комбинированного воздействия 
оксидативного стресса, воспаления и повторяющегося 
деления клеток, а также возрастных заболеваний (Rizvi 
et al., 2014). Известно, что хронический стресс приводит 
также к укорочению длины теломер и подавлению актив-
ности теломеразы в клетках иммунной системы (Спивак 
и др., 2015; de Punder et al., 2018). Положительная кор-
реляция длины теломер с уровнем образования в нашем 
исследовании, вероятно, связана с наличием значительных 
психоэмоциональных нагрузок у студентов и снижением 
их после окончания обучения.

Как правило, женщины имеют более длинные теломе-
ры, чем мужчины, и с возрастом эти различия усиливаются 
(Gardner et al., 2014). Хотя пол не оказывал существенного 
влияния на длину теломер по результатам одномерного 
дисперсионного анализа (см. табл. 1), мы анализировали 
ассоциацию длины теломер с ответом на вакцинацию 
как в общей группе, так и отдельно у мужчин и женщин. 
Оказалось, что женщины с высокой реакцией на вакци-
нацию имели достоверно более длинные теломеры, чем 
не реагировавшие. У мужчин этот эффект отсутствовал, но 
сохранялся при объединении обоих полов в одну группу. 
По-видимому, этот эффект связан с меньшим распро-
странением среди женщин курения и злоупотребления 
алкоголем, которые приводят к укорочению длины тело-
мер (Freitas-Simoes et al., 2016; Astuti et al., 2017). Дру-
гие исследователи обнаружили, что ассоциация длины 
теломер с сахарным диабетом (Wang et al., 2016) или 
социальным стрессом (Willis et al., 2018) также зависит 
от пола. Ранее нами были выявлены противоположные 
корреля ции длины теломер с объемом талии у мужчин и 
женщин (Максимов и др., 2016).

Table 1. One-dimensional regression and variation analysis  
of the association of telomere length with vaccine-elicited  
immune response and other independent factors  
that can affect the results of the study 

Factor Criterion p

                                      Regression analysis

Age* β = –0.178 0.084

Social position β = 0.097 0.350

Education β = 0.231 0.024

Occupation β = –0.075 0.466

Smoking status β = 0.154 0.136

Alcohol consumption β = –0.076 0.464

Respiratory disease β = 0.012 0.906

Variation analysis

Sex F = 1.461 0.230

Psychoemotional state F = 4.927 0.029

Allergy F = 2.638 0.108

Chronic disease F = 2.183 0.143

Response to vaccination F = 2.568 0.082

* Parameters indicated in bold affected telomere length at least as a trend 
(p <  0.1). β is the value of standardized regression coefficient in regression 
analysis; F is the Fisher test value in variation analysis.

Table 2. Association between leukocyte telomere length and antibody response following the administration  
of tick-borne encephalitis vaccine

Group Leukocyte telomere lengt* р

No response Weak response High response

Men 1.229 ± 0.108 (14) 1.169 ± 0.117 (12) 1.348 ± 0.075 (29) 0.453

Women 1.075 ± 0.182 (8) 1.420 ± 0.195 (7) 1.514 ± 0.103 (25)** 0.096

Both sexes 1.173 ± 0.096 (22) 1.262 ± 0.104 (19) 1.425 ± 0.061 (54)*** 0.076
* Mean ± standard error (number of observations); **p = 0.035 and *** p = 0.028 with reference to the nonresponding group according to GLM.
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Association between telomere length  
and antibody levels after vaccination

Наши данные хорошо соответствуют полученным ранее 
результатам о положительной ассоциации длины теломер 
с ответом В- и Т-клеток на вакцинацию против гриппа у 
пожилых субъектов (Najarro et al., 2015). Однако в работе 
(Verschoor et al., 2017) длина теломер не коррелировала с 
иммунным ответом после вакцинации против опоясываю-
щего герпеса. Отсутствие ассоциации в последнем случае 
может быть связано с тем, что это исследование проводи-
ли на лицах преклонного возраста (80–102 года). Уровень 
специфических антител после вакцинации, особенно в по-
жилом возрасте, может зависеть от множества факторов: 
генетической предрасположенности (Haralambieva et al., 
2010; Gröndahl-Yli-Hannuksela et al., 2016; Yudin et al., 
2018), характера питания и физических нагрузок (Saga-
wa et al., 2011), типа и дозы вакцины (Cools et al., 2009) и 
сопутствующих заболеваний (Muszkat et al., 2003).

Конкретный фундаментальный механизм, лежащий в 
основе наблюдаемой зависимости между длиной теломер 
лейкоцитов и величиной иммунного ответа на вакцина-
цию, в настоящее время не вполне понятен. Известно, 
что длина теломер может регулировать экспрессию генов 
задолго до того, как теломеры достаточно укорачиваются, 
чтобы вызвать клеточный ответ на повреждение ДНК 
(Laberthonniere et al., 2019). На культурах клеток челове-
ка было показано, что «выпетливание» хромосом может 
сближать «длинные» теломеры с генами на расстоянии 
до 10 млн п. н. друг от друга, а при укороченных теломе-
рах эти локусы остаются физически разделенными (так 
называемый теломерный эффект положения на длинных 
расстояниях, TRE-OLD) (Robin et al., 2014). В частности, 
авторы обнаружили, что посредством TRE-OLD длина 
теломер может регулировать экспрессию генов иммунной 
системы (ген системы комплемента C1S и ген сигнального 
пути интерферона ISG15). A.K. Mukherjee с коллегами 
(2018) показали, что белки шелтерина (белковый ком-
плекс, защищающий теломеры от механизмов репарации 
ДНК и регулирующий активность теломеразы) способны 
также регулировать экспрессию генов вне теломерных 
районов. Например, связывание белка шелтерина TRF2 
с промоторами генов на расстоянии до 60 млн п. н. от 
теломерной ДНК зависело от длины теломер.

Заключение
Таким образом, нами обнаружена ассоциация длины 
теломер лейкоцитов и уровня специфических  антител 
после вакцинации против клещевого энцефалита у жен-
щин. Хотя длина теломер лимфоцитов может различаться 
между В- и Т-клетками (Lin et al., 2015), а также раз-
новидностями В- и Т-клеток (Weng et al., 1995, 1997), 
по-видимому, длину теломер лейкоцитов в крови можно 
рассматривать в качестве перспективного маркера для 
прогноза пролиферативного ответа лимфоцитов и вели-
чины иммунологической реакции пациента в ответ на 
вакцинацию. 
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