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Цель исследования. Выявить связь аллельных вариантов сайтов однонуклеотидного полиморфизма ге#
нов NRF2 (rs6726395, 177238501A>G) и TLR9 (rs352162, 52218953T>C) — изолированно и в комплексе — с
особенностями течения критических состояний при инфекции легких. 

Материалы и методы. Аллель#специфически генотипирована ДНК от 86 больных, перенесших хирур#
гическое вмешательство, и онкологических больных. 

Результаты. Обнаружено, что у больных генотипа NRF2 177238501A>G GG с септическим шоком повы#
шена летальность и более высокие баллы по шкале APACHE II, чаще развивался отек легких, резистентный
к лечению. У больных с комбинацией генотипов NRF2 177238501A>G GG/TLR9 52218953T>C CC реже
развивался септический шок и нозокомиальная пневмония. 

Заключение. Комбинация аллеля NRF2 177238501A>G в гомозиготном состоянии (GG) является не#
благоприятной для течения и исхода критических состояний только в сочетании с аллелями TLR9
52218953T>C СT или TLR9 52218953T>C TT у больных с септическим шоком. При этом комбинация алле#
лей TLR9 52218953T>C СС с «неблагоприятными» NRF2 177238501A>G GG защищает от развития септи#
ческого шока и нозокомиальной пневмонии. 

Ключевые слова: SNP; полиморфизм генов NRF2; транскрипционный фактор NRF2; толл�подобный ре�
цептор TLR9; септический шок; нозокомиальная пневмония 
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Введение

Однонуклеотидный полиморфизм (SNP, sin#
gle nucleotide polymorphisms) — одновременное
существование в популяции нескольких аллель#
ных вариантов гена, отличающихся только одним
нуклеотидом. Исследование SNP широко распро#
странено в качестве молекулярно#генетических
маркеров предрасположенности к различным за#
болеваниям, в том числе к заболеваниям легких,
например к острому респираторному дистресс#
синдрому (ОРДС) [1]. В подобных исследовани#
ях в качестве маркеров исследовались такие гены,
как IL1B, IL6, IL8, IL10, IL13, CYP1A1, AhR,
ABCB1, SOD2, GCLC, CAT, ACE, AGT, AGTR1,
NOS3, VEGFα, MTHFR, GSTM1, GSTT1, GSTP1,
CYP1A1 [2—7]. Исход критических состояний, со#
провождающихся мультиорганной недостаточно#
стью, зависит от цитопротекции. NRF2 и TLR9
участвуют в цитопротекции [8, 9]. Исходя из дан#
ных соображений, мы изучили ассоциацию SNP
генов TLR9 и NRF2 с течением и исходом крити#
ческих состояний.

Толл#подобные рецепторы — это белки, рас#
познающие консервативные паттерны микроб#
ных структур. Один из них, толл#подобный ре#
цептор 9 (TLR9) — цитоплазматический белок,
обеспечивающий функционирование врожденно#
го иммунитета. Распознавая GC#обогащенные
участки ДНК, TLR9 запускает сигнальные пути,
приводящие к продукции сигнального белка
Stat3, провоспалительных цитокинов, таких, как
интерфероны, ФНОa (фактор некроза опухоли
альфа) и интерлейкины: IL#12, IL#1β, IL#6 и др.
Один из вариантов SNP rs352162 (52218953T>C)
гена TLR9, а именно TLR9 52218953T>C CC, ассо#
циирован с увеличенной продукцией лейкоцита#
ми провоспалительного цитокина ФНОa в ответ
на GC#богатую бактериальную ДНК. Имеются

Introduction 

Single nucleotide polymorphisms (SNP) is a
concurrent presence of several allelic variants of a
gene in the population, which differ in one
nucleotide only. The SNP examination is widely
spread as a tool to obtain molecular genetic markers
of susceptibility to various diseases including pul#
monary diseases, for example, acute respiratory dis#
tress syndrome (ARDS) [1]. As markers, those stud#
ies used to involve such genes as IL1B, IL6, IL8,
IL10, IL13, CYP1A1, AhR, ABCB1, SOD2, GCLC,
CAT, ACE, AGT, AGTR1, NOS3, VEGFα, MTHFR,
GSTM1, GSTT1, GSTP1, CYP1A1 [2—7]. The out#
come of critical conditions accompanied with multi#
organ failure (MOF) depends on cytoprotection.
NRF2 and TLR9 are involved in cytoprotection [8,
9]. Based on these considerations, we have studied
the association of SNPs in TLR9 and NRF2 genes
with the course and outcome of critical illness.

Toll#like receptors TLR9 are proteins recogniz#
ing conservative patterns of microbial structures.
One of them, toll#like receptor 9 (TLR9) is a cyto#
plasmic protein supporting innate immunity func#
tioning. By recognizing GC#enriched DNA elements,
TLR9 triggers signal paths resulting in production of
a signaling protein Stat3, proinflammatory cytokines
such as interferons, TNF (tumor necrosis factor ) and
interleukins: IL#12, IL#1β, IL#6 etc. One of SNP vari#
ants rs352162 of TLR9 gene, namely, TLR9
(52218953T>C) CC is associated with increased
production of pro#inflammatory cytokine TNF in
response to GC#rich bacterial DNA. There are limit#
ed set of data evidencing that patients who are carri#
ers of the polymorphic variant of TLR9 gene
(rs352162) in homozygous state (CC) display MOF
most frequently [10].

Transcription factor NRF2 (NFE2L2, ery#
throid#derived factor 2#like nuclear factor 2) is

Aim of the study. To elucidate the association of allelic variants of single nucleotide polymorphism in NRF2
(rs6726395, 177238501A>G) and TLR9 (rs352162, 52218953T>C) genes, each gene separately and in their com#
bination, with peculiarities of the course of critical conditions during lung infection. 

Materials and methods. DNA from 86 post#operative patients and oncologic patients was genotyped in an allele#
specific fashion using tetra#primer polymerase chain reaction followed by gel electrophoresis analysis of products.

Results. It has been found that septic shock patients with NRF2 177238501A>G GG genotype had increased
mortality and higher APACHE II score and developed non#responsive edema more frequently. Patients with NRF2
177238501A>G GG/TLR9 52218953T>C CC genotype combination developed septic shock and nosocomial
pneumonia more rarely. 

Conclusion. The homozygous NRF2 177238501A>G (GG) allele combination is unfavorable for the course
and outcome of critical conditions only in combination with TLR9 52218953T>C СT or TLR9 52218953T>C TT
alleles in septic shock patients. At the same time, the combination of TLR9 52218953T>C СС alleles in the same
patients with 'unfavorable' NRF2 177238501A>G GG protects against development of septic shock and nosoco#
mial pneumonia.

Key words: SNP; gene polymorphism NRF2; NRF2 transcription factor; toll�like receptor TLR9; septic shock;
nosocomial pneumonia 
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данные о том, что у больных — носителей поли#
морфного варианта гена TLR9 (rs352162) в гомо#
зиготном состоянии (CC) чаще выявляется по#
лиорганная недостаточность (ПОН) [10].

Транскрипционный фактор NRF2 (NFE2L2,
erythroid#derived 2#like 2) участвует в цитопро#
текции и вызывает экспрессию антиокислитель#
ных белков. NRF2#зависимый ответ является
ключевым защитным механизмом против окис#
лительного стресса [9]. Обнаружено, что у детей
с септическим шоком и здоровых детей по#разно#
му экспрессируются гены, активность которых
зависит от NRF2 [9]. Генетические варианты
NRF2 предлагались в качестве кандидатного мар#
кера в патогенезе таких заболеваний, как астма,
ОРДС, эмфизема [11]. Показано, что полиморф#
ный вариант NRF2 (rs6726395, 177238501A>G)
GG: 1) ассоциирован с большей продолжитель#
ностью жизни при холангиокарциноме [12], 2)
связан с достоверно большим объемом форсиро#
ванного выдоха за одну секунду по сравнению с
больными генотипа АА [13], 3) коррелирует с
уменьшением риска влажной формы возрастной
дегенерации сетчатки [14]. Приведенные данные
свидетельствуют о том, что NRF2 177238501A>G
GG, вероятно, ассоциирован с повышенной цито#
протективной функцией. Поскольку в развитии
сепсиса играет роль окислительный стресс, мы
предположили, что именно данный полимор#
физм ассоциирован с течением и исходом крити#
ческих состояний. 

При сепсисе исследовался только полимор#
физм другого сайта — NRF2#617 C/A [15], сайт
NRF2 rs6726395 был исследован лишь при респира#
торных инфекциях [16], при ХОБЛ, кардиоваску#
лярных болезнях [17]. Поскольку однонуклеотид#
ный полиморфизм NRF2 rs6726395 не исследовался
при сепсисе, мы предположили, что изучение ассо#
циации полиморфных вариантов SNP rs6726395 и
сепсиса у больных с критическими состояниями
позволит выявить новые закономерности течения и
исхода критических состояний.

Материал и методы
Была исследована группа больных (n=86) в возра#

сте от 27 до 83 лет, средний возраст — 53,2 года, пере#
несших хирургическое вмешательство и с развившим#
ся бактериологически доказанным инфекционным
процессом в легких (табл. 1). Внутри группы выделяли
подгруппы больных, исходя из наличия ОРДС, септи#
ческого шока, а также сочетания ОРДС и шока. Септи#
ческий шок оценивали согласно критериям Surviving
Sepsis Campaign [18, 19]. Развитие и тяжесть ОРДС
оценивали в соответствии с методическими рекоменда#
циями, разработанными в НИИ Общей реаниматоло#
гии им. В. А. Неговского [20—24]. 

Больных, устойчивых к лечению отека легких ха#
рактеризовали по динамике индекса внесосудистой во#
ды в легких (ИВСВЛ) в течение недели: 

involved in cytoprotection and induces the expres#
sion of anti#oxidative proteins. The NRF2#dependent
response represents the key defense mechanism
against oxidative stress [9]. It was established that
the NRF2#driven genes are expressed differently in
children with septic shock and healthy children [9].
Genetic variants of NRF2 were suggested as candi#
date markers in the pathogenesis of such diseases as
asthma, ARDS, emphysema [11]. It has been shown
that polymorphic variant of NRF2 (rs6726395,
177238501A>G) GG is: (1) associated with a longer
lifespan in cholangiocarcinoma patients [12], (2)
connected with a reliably larger forced expiration
volume per one second (FEV1) compared to patients
with genotype АА [13], and (3) correlates with a
lower risk of the wet form of age#related macular
degeneration [14]. The published data evidence that
NRF2 177238501A>G GG presumably associates
with a higher cytoprotective function. Sinse oxida#
tive stress contributes to sepsis development, we
have supposed that exactly this polymorphism asso#
ciates with the course and outcome of critical illness.

In respect of sepsis, the polymorphism of a dif#
ferent site, NRF2 #617 C/A, was studied [15],
whereas NRF2 rs6726395 site was investigated only
in respiratory infections [16], COPD, and cardio#
vascular diseases [17]. Since single nucleotide poly#
morphism of NRF2 rs6726395 was not studied in
patients with sepsis, we assumed that investigation
of the association of SNP polymorphic variants of
rs6726395 and sepsis in critically ill patients would
define new regularities in the course and outcome
of critical illness.

Materials and Methods
The study included a group of patients (n=86) aged

from 27 to 83 years with a mean age of 53.2 years, who had
been exposed to surgical interference and developed a bac#
teriologically proven pulmonary infection (Table 1). The
group was split into sub#groups of patients depending on
presence of ARDS, septic shock, and a combination of
ARDS and shock. Septic shock was evaluated according to
the Surviving Sepsis Campaign criteria [18, 19]. ARDS
development and severity was assessed according to the
guidelines developed in the V.A. Negovsky Institute of
General Reanimatology [20—24]. 

Patients unresponsive to pulmonary edema treatment
were characterized based on the dynamics of extravascular
lung water index (EVLWI) during a week: 

1. Negative dynamics: EVLWI increase by more than
2 mk/kg within 7 days in spite of delivered treatment;

2. Without significant dynamics: no EVLWI decrease
to the normal level (less than 10 ml/kg) within 7 days in
spite of delivered treatment;

3. Without significant dynamics — in the group of the
most severe pulmonary edema. No EVLWI decrease by 2
ml/kg and over at initial level of 10 ml/kg and over within
7 days in spite of delivered treatment [25, 26]. 

Patients classified under one of the three above#listed
categories were considered unresponsive to treatment. 
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1. Отрицательная динамика: увеличение значе#
ния ИВСВЛ более чем на 2 мл/кг за 7 дней, несмотря
на проводимое лечение;

2. Без существенной динамики: отсутствие сни#
жения ИВСВЛ до нормального уровня (менее 10 мл/кг)
в течение 7 дней, несмотря на проводимое лечение;

3. Без существенной динамики — в группе наи#
более выраженного отека легких. Отсутствие сниже#
ния ИВСВЛ на 2 мл/кг и более при начальном уровне
10 мл/кг и более за 7 дней, несмотря на проводимое ле#
чение [25, 26]. Резистентными к лечению признавали
больных, относящихся к одной из трех перечисленных
категорий. 

Тяжесть состояния больных, степень повреждения
легких, развитие нозокомиальной пневмонии, воспали#
тельных процессов оценивали по соответствующим
шкалам (APACHE II, Murray, CPIS и т.д.) согласно ре#
комендуем критериям [25, 27, 28]. 

ДНК для генотипирования выделяли из цельной
крови с помощью наборов Diatom DNA Prep 200, соглас#
но прилагаемой инструкции (ООО «Лаборатория Изо#
ген»). Информация о полиморфизме и распределений
частот генотипов в европеоидной популяции SNP NRF2
rs6726395 и TLR9 rs352162 взята из публично доступной
базы данных сайта NСBI [29]. На основании данных бы#
ли синтезированы праймеры для NRF2 rs6726395: 

1. Прямой внешний (F1) — 
5`# TGCAACTGAAGCAATTTAGG — 3`, 

The severity of patients' conditions, the degree of pul#
monary lesion, development of nosocomial pneumonia,
inflammatory processes were evaluated according to
appropriate scales (APACHE II, Murray, CPIS etc.)
according to the recommended criteria [25, 27, 28]. 

DNA for genotyping was isolated from whole blood
with the aid of Diatom DNA Prep 200 sets according to
manufacturer's protocol (Laboratory Izogen LLC). Data
on polymorphism and distribution of genotype frequencies
in the Caucasian population for SNP NRF2 rs6726395 and
TLR9 rs352162 was taken from the public database of
NСBI website [29]. On the basis of data, thr following
primers for NRF2 rs6726395 were synthesized: 

1. Forward external (F1) — 
5`# TGCAACTGAAGCAATTTAGG — 3`, 

2. Reverse external (R1) — 
5`# CTCATTATTATCCATTGGCCTG — 3`, 

3. Forward internal (F2) — 
5`#ATTATTCCATCCTACCCAAGCA#3`, 

4. Reverse internal (R2) — 
5`# TTGATCCACTAACATCTGTAC# 3`. 

For TLR9 rs352162:
1. Forward external (F1) — 

5`# CTGAGATAGTGGTGCGCGGCT#3`, 
2. Reverse external (R1) — 

5` # CCACTGTTGAGTGGCTCTGA#3`, 
3. Forward internal (F2) — 

5`# GAAGGTCCACCAGGAACTGCT#3`, 

Diagnosis or Complication Number of patients with different genotypes
NRF2 rs6726395, n (%) TLR9 rs352162, n (%)
GG AG, AA CC CT, TT

Pancreonecrosis 5 (38.5) 8 (61.5) 4 (30.8) 9 (69.2)
Peritonitis 6 (42.9) 8 (57.1) 5 (35.7) 9 (54.3)
Pleural empyema 1 (25) 3 (75) 1 (25) 3 (75)
Community#acquired pneumonia 3 (50) 3 (50) 0 6 (100)
Malignant neoplasms, including: 9 ( 30) 21 (70) 11 (36.7) 19 (63.3)
Intestine cancer 1 (16.7 ) 5 (83.3 ) 3 (50) 3 (50)
Stomach cancer 1 (33.3) 2 (66.7) 1 (33.3) 2 (66.7)
Biliary tract cancer 1 (33.3) 2 (66.7) 2 (66.7) 1 (33.3)
Esophageal cancer 1 (14.3) 6 (85.7) 2 (28.6 ) 5 (71.4)
Bladder cancer 3 (60) 2 (40) 2 (40) 3 (60)
Prostate cancer 0 2 (100) 1 (50) 1 (50)
Lung cancer 2 (66.7) 1 (33.3) 0 3 (100)
Liver cancer 0 1 (100) 0 1 (100)
Purulent complication of wound 1 (100) 0 0 1 (100)
Appendicitis 0 2 (100) 0 2 (100)
Abscesses 3 (50) 3 (50) 3 (50) 3 (50)
Mediastinitis 1 (20) 4 (80) 3 (60) 2 (40 )
Hemorrhage 1 (100) 0 1 (100) 0
Phlegmon 1 (100) 0 1 (100) 0
Mitral valve prolapse 1 (100) 0 0 1 (100)
Pyelonephritis 1 (100) 0 1 (100) 0
Adhesive obstruction 0 1 (100) 1 (100) 0

Таблица 1. Характеристика нозологической структуры генотипированных больных.
Table 1. Nosologic structure of genotyped patients.

Примечание. Diagnosis or Complication — диагноз или осложнение; pancreonecrosis — панкреонекроз; peritonitis — перитонит; pleur#
al empyema — эмпиема плевры; community#acquired pneumonia — внебольничная пневмония; malignant neoplasms, including — зло#
качественные новообразования, в том числе; intestine cancer — рак кишечника; stomach cancer — рак желудка; biliary tract cancer —
рак желчных протоков; esophageal cancer — рак пищевода; bladder cancer — рак мочевого пузыря; prostate cancer — рак простаты; lung
cancer — рак легкого; liver cancer — рак печени; purulent complication of wound — гнойное осложнения раны; appendicitis — аппенди#
цит; abscesses — абсцессы; mediastinitis — медиастинит; hemorrhage — кровотечение; phlegmon — флегмона; mitral valve prolapse —
пролапс митрального клапана; pyelonephritis — пиелонефрит; adhesive obstruction — спаечная непроходимость; number of patients —
число больных (также для табл. 2); with different genotypes — с различными генотипами.
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2. Обратный внешний (R1) —
5`# CTCATTATTATCCATTGGCCTG — 3`, 

3. Прямой внутренний (F2) —
5` # ATTATTCCATCCTACCCAAGCA#3`, 

4. Обратный внутренний (R2) —
5` # TTGATCCACTAACATCTGTAC# 3`. 

Для TLR9 rs352162:
1. Прямой внешний (F1) — 

5`# CTGAGATAGTGGTGCGCGGCT#3`, 
2. Обратный внешний (R1) — 

5` # CCACTGTTGAGTGGCTCTGA#3`, 
3. Прямой внутренний (F2) —

5`# GAAGGTCCACCAGGAACTGCT#3`, 
4. Обратный внутренний (R2) — 

5` # ATTGCCAGGCCCACCCTCCG# 3`
Генотипирование ДНК проводили с помощью тет#

рапраймерной полимеразной цепной реакции (ПЦР)
[30]. Принцип метода следующий: две пары праймеров
в одной пробирке одновременно амплифицируют оба
аллеля — мутантный и нормальный, а также контроль#
ный фрагмент ДНК [31—35]. Одна пара праймеров
(прямой внутренний и обратный внешний) амплифи#
цировала один аллель, тогда как вторая пара праймеров
(внешний прямой и внутренний обратный) — другой.
Прямой внешний и обратный внешний праймеры амп#
лифицировали контрольный фрагмент ДНК.

Аллель#специфичные ампликоны имели разные
длины и определялись с помощью гель#электрофореза.
Аллель#специфическую ПЦР проводили в программи#
руемом термостате GenAmp 9700 (Applied Biosystems,
США). Использовали следующие режимы постановки
ПЦР: для NRF2 rs6726395: Тд — 95°С, 30 с, То — 61,4°С,
30 с, Тэ — 72°С, 30с (32 цикла), Тэ — 72°С с последую#
щей пролонгацией при 72°С в течении 7 минут; для
TLR9 rs352162: Тд — 95°С, 30 с, То — 64,2°С, 30 с, Тэ —
72°С, 30с (32 цикла), Тэ — 72°С с последующей пролон#
гацией при 72°С в течении 7 минут.

Продукты амплификации разделяли с помощью
электрофореза в 2% агарозном геле с последующей визу#
ализацией результатов в проходящем УФ#свете (рис. 1).
Распределение частот аллелей на соответствие закону
Харди#Вайнберга проверяли с помощью теста χ2. В ис#
следовании сравнивали частоты гомозигот с остальны#
ми генотипами в группах больных. Степень ассоциации
генотипов и заболеваний характеризовали с помощью
показателя соотношения шансов (OR, odds ratio и 95#
процентные доверительные интервалы). Статистичес#
кую обработку осуществляли при помощи программы
InStat GraphPad (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,
USA): для пропорций применяли точный метод Фише#
ра (ТМФ), для количественных показателей (в зависи#
мости от характера распределения показателей) — кри#
терий Манна#Уитни или критерий t Стьюдента.
Достоверными считали различия при p<0,05.

Результаты и обсуждение

Распределения частот в выборке больных по
SNP NRF2 rs6726395 составили: AA — 10,5%, AG
— 51,2%, GG — 38,3% (N=86), что соответствова#
ло закону Харди#Вайнберга (χ2=1,035, p=0,309)
(рис. 2, a). Распределения частот в группе боль#
ных по SNP TLR9 rs352162 составили: CC —

4. Reverse internal (R2) — 
5` # ATTGCCAGGCCCACCCTCCG# 3`

DNA genotyping was conducted using tetraprimer poly#
merase chain reaction (PCR) [30]. The principle of the tech#
nique is as follows: two pairs of primers in one test tube con#
currently amplify both alleles, the mutant one and the normal
one, as well as control DNA fragment [31—35]. One pair of
primers (forward internal and reverse external) amplified one
allele, the second pair of primers (forward external and reverse
internal) amplified the another allele. Forward external and
reverse external primers amplified control DNA fragment.

Allele#specific amplicons were of different lengths and
were identified using gel electrophoresis. Allele#specific
PCR was performed using the programmable thermostat
GenAmp 9700 (Applied Biosystems, USA). The following
PCR setting modes were employed: for NRF2 rs6726395:
Td — 95°С, 30 sec, To — 61.4°С, 30 sec, Тe — 72°С, 30 sec
(32 cycles), Te — 72°С followed with extension at 72°С for
7 minutes; for TLR9 rs352162: Td — 95°С, 30 sec, Тo —
64.2°С, 30 sec, Тe — 72°С, 30 sec (32 cycles), Te — 72°С
followed with an extension at 72°С for 7 minutes.

The amplification products were separated using elec#
trophoresis in 2% agarose gel with subsequent UV trans#

Original  Observat ion

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов амплификации.
Fig. 1. Electrophoregram of amplification products.
Note. a — NRF2 rs6726395. К — amplification control, 401 bps,
G — allele G, 275 bps, A — allele А, 168 bps. b — TLR9 rs352162.
К — amplification control, 360 bps, С — allele C, 232 bps, T —
allele T, 168 bps.
Примечание. a — NRF2 rs6726395. К — контроль амплифика#
ции, 401 п.н., G — аллель G, 275 п.н., А — аллель А, 168 п.н. b —
TLR9 rs352162. К — контроль амплификации, 360 п.н., С — ал#
лель C, 232 п.н., T — аллель T, 168 п.н.
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36,1%, CT — 34,9%, TT — 29,1% (n=86), что не со#
ответствует закону Харди#Вайнберга (p=0,006)
(рис. 2, b). Причины данного расхождения неиз#
вестны, по#видимому, эффект связан с селектив#
ностью выборки. Полученные данные несколько
отличаются от группы сравнения (рис. 2, b), что,
возможно, является результатом относительно
небольшого размера выборки.

mittive imaging of the results (Fig. 1). Distribution of alle#
les frequencies for compliance with Hardy#Weinberg equi#
librium was evaluated by χ2 test. The study compared the
frequencies of homozygotes versus other genotypes in
patient groups. The degree of association between geno#
types and diseases was characterized using the odds ratio
(OR) and 95#percent confidence intervals. Statistic pro#
cessing was perofrmed using InStat GraphPad (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA): for binary values, the
Fisher's exact test (FET) was employed; for quantitative
values, Mann#Whitney test or Student's t#test were
employed depending on distribution of variables.
Differences between groups (subgroups) were considered
significant at Р<0.05.

Results and Discussion

Frequencies distributions of SNP NRF2
rs6726395 in patients were: AA — 10.5%, AG —
51.2%, GG — 38.3% (n=86), which corresponded to
the Hardy#Weinberg equilibrium (χ2=1.035,
Р=0.309) (Fig. 2, a). Frequencies distributions of
SNP TLR9 rs352162 in patients were: CC — 36,1%,
CT — 34,9%, TT — 29,1% (n=86), which did not cor#
respond to the Hardy#Weinberg equilibrium
(Р=0.006) (Fig. 2, b). The reasons for this disagree#
ment are unknown; the effect seems to be related to
sample selectivity. The data obtained somewhat dif#
fer from the comparison group (Fig. 2, b), which
might result from the relatively small sample size. 

About a half of all patients (n=41) were patients
with septic shock. From the 11 patients with septic
shock among carriers of allele NRF2 GG (rs6726395),
10 died and only one survived. For the other 30 patients
with septic shock the figures are 11 and 19, respective#
ly. The data on Fig 3 demonstrate significantly higher
mortality rate in septic shock patients with genotype
NRF2 177238501A>G GG compared to septic shock
patients with genotypes NRF2 177238501A>G AA, AG
(OR=17,21, Р<0.004, FET). Specificity was 0.950
(0.751—0.999), sensitivity was 0.476 (0.257—0.702),
positive predictive value (PPV) 0.909 (Fig. 3). 

Groups of patients were identified, who
responded to treatment differently (see Materials
and Methods). The patients relatevily unresponsive
to the treatment during the first week of treatment
accounted for less than a half of the group (Table 2).

In the general group of patients, no reliable differ#
ence based on EVLWI values between different patients
with different genotypes of NRF2 was found (Fig. 4, a).
However, in patients of NRF2 177238501A>G GG
genotype, EVLWI values were reliably increased on day
7 of treatment compared to the first day of treatment.
The same regularity was discovered among patients
with genotype NRF2 177238501A>G GG and septic
shock. Patients without septic shock tended to have
higher EVLWI values (Fig. 4, b). 

The data demonstrate that it is NRF2
177238501A>G GG genetic variant that is associat#

Рис. 2. Распределение больных по частотам генотипов по
сравнению с данными популяционных исследований частот
встречаемости (группа сравнения).
Fig. 2. Patient distribution by genotype frequencies versus
population�based studies of frequencies occurrence (the con�
trol group). 
Note. a — NRF2 rs6726395. Comparison versus the Caucasian
population data (control): AA — P= 0.009, AG — P= 0.211, GG —
P=0.422. b — TLR9 rs352162. Comparison versus the Caucasian
population data (control): СС — P= 0.011, CT — P= 0.006, TT —
P=0.642. The control group included the data from publicly avail#
able data from studies in the Caucasian population
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP). 
Примечание. a — NRF2 rs6726395. Сравнение с данными по
европеоидной популяции: AA — P=0,009, AG — P=0,211, GG —
P=0,422. b — TLR9 rs352162. Сравнение с данными по европе#
оидной популяции: СС — P=0,011, CT — P=0,006, TT —
P=0,642. Группа сравнения — данные публично доступных ис#
следований в европеоидной популяции
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP). Patients — боль#
ные (также для рис. 4, табл. 4); control group — группа сравне#
ния; genotypes — генотипы; frequencies — частоты (также для
рис. 3, 5, 6; табл. 2, 4).
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Около половины всех больных (n=41) со#
ставляли больные с септическим шоком. Среди
11 больных с септическим шоком из носителей
аллеля NRF2 GG (rs6726395) умерли 10, выжил
только один больной. Среди остальных 30 боль#
ных с септическим шоком — 11 и 19 соответствен#
но. Полученные данные указывают на существен#
ное увеличение летальности среди больных с
септическим шоком генотипа NRF2
177238501A>G GG по сравнению с больными с
шоком генотипов NRF2 177238501A>G AA, AG
(OR=17,21, p<0,004, ТМФ). При этом специфич#
ность составила 0,950 (0,751—0,999), чувстви#
тельность — 0,476 (0,257—0,702), положительное
прогностическое значение (PPV, Positive
Predictive Value) — 0,909 (рис. 3).

Были выделены группы больных, по#разному
реагирующих на лечение (см. Материалы и мето#
ды). Резистентные к лечению больных составляли
меньше половины из всей выборки (табл. 2).

В общей группе больных достоверных отли#
чий по показателю ИВСВЛ между разными боль#
ными с различными генотипами NRF2
177238501A>G обнаружено не было (рис. 4, a).
Однако, у больных с генотипом NRF2
177238501A>G GG показатели ИВСВЛ досто#

ed with development of unresponsive edema, i.e. that
group of patients is prone to unfavorable course of
septic shock despite the intensive care. 

Comparison of two groups of patients (NRF2
177238501A>G GG#positive versus NRF2
177238501A>G GG#negative) found no difference in

Original  Observat ion

Genotypes Number of Patients, n (%)
All Septic Shock

Responsive Unresponsive Responsive Unresponsive 

NRF2 177238501A>G GG 15 (45,5) 18 (54,5) 1 (9,1) 10 (90,9)
NRF2 177238501A>G AG, AA 34 (64,2) 19 (35,8) 19 (63,3) 11 (36,7)
Р (PFM) >0.05 0.0036
OR 17.273

Таблица 2. Сравнение числа больных различных генотипов NRF2 rs6726395 по критерию чувствительности к ле�
чению.
Table 2. Comparison of the Number of Patients of Different Genotypes of NRF2 rs6726395 Based on Responsiveness
to Treatment.

Примечание. All — все; septic shock — сепический шок (также для рис. 4, 5; табл. 3, 4); responsive — чувствительные к лечению; unre#
sponsive — резистентные к лечению.

Рис. 3. Выживаемость при септическом шоке у больных с
различными генотипами NRF2 rs6726395 (OR=17,21,
P=0,004, n=41).
Fig. 3. Septic shock survivability in patients having different
genotypes NRF2 rs6726395 (OR=17.21, P=0.004, n=41).
Примечание. Survived — выжившие; dead — умершие.

Рис. 4. Динамика изменения ИВСВЛ у больных на 1—7 дни
лечения. 
Fig. 4. EVLWI dynamics in patients on days 1—7 of treatment. 
Note. a — Patients with different genotypes NRF2; b — Patients
with genotype NRF2 177238501A>G GG 
Примечание. a —Больные с различными генотипами NRF2; b
— больные с генотипом NRF2 177238501A>G GG. EVLWI —
ИВСВЛ; day of treatment — сутки лечения; with/without —
с/без (также для табл. 3, 4).
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верно повышались на 7#й день лечения по сравне#
нию с первым днем лечения. Эта закономерность
наиболее была выражена у больных с септичес#
ким шоком. У больных без септического шока об#
наружена тенденция к повышению уровня
ИВСВЛ (рис. 4, b).

Полученные данные указывают на то, что
именно наличие генотипа NRF2 177238501A>G GG
у больных ассоциировано с развитием отека лег#
ких, резистентного к лечению, т. е. данная группа
больных характеризуется предрасположенностью
к неблагоприятному течению септического шока
несмотря на предпринятое интенсивное лечение. 

При сравнении двух групп больных (NRF2
177238501A>G GG#положительных и NRF2
177238501A>G GG#отрицательных) различий по
шкале APACHE II не было выявлено. Однако,
среди больных с септическим шоком у носителей
генотипа NRF2 177238501A>G GG отмечены бо#
лее высокие значения по шкале APACHE II
(p=0,027) (табл. 3). Тенденция к повышению зна#
чений по шкале APACHE II у носителей генотипа
NRF2 177238501A>G GG наблюдалась в группе
всех больных, тогда как в группе больных без сеп#
тического шока тенденция была обратная.

Таким образом, повышенная летальность
больных с септическом шоком генотипа NRF2
177238501A>G GG может быть обусловлена
большей степенью тяжести клинических прояв#
лений по шкале APACHE.

Частоты генотипов NRF2 177238501A>G
(GG, GA, AA) у больных с развившейся нозоко#

APACHE II values. However, in a subgroup of
patients with septic shock higher APACHE II values
were noted in patients with NRF2 177238501A>G
GG genotype (P=0.027, Table 3). The trend to exhib#
it higher APACHE II values in NRF2 177238501A>G
GG genotype patients was observed in the group of
all patients, however, in a subgroup of patients with#
out septic shock there was an opposite trend.

Therefore, increased mortality of patients with
septic shock who have NRF2 177238501A>G GG
genotype may be caused by higher severity of clinical
manifestations according to APACHE.

The frequencies of NRF2 177238501A>G (GG,
GA, AA) genotypes in patients with developed noso#
comial pneumonia and without pneumonia did not
differ (Table 4). 

Thereby, the association between the allele G
(177238501A>G) of NRF2 locus in homozygous
state and unfavorable course and outcome was a fea#
ture of patients with septic shock rather than noso#
comial pneumonia.

The analysis of combinations of the alleles of
TLR9 52218953T>C and NRF2 177238501A>G loci
in critically ill patients showed that among 12
patients who were simultaneously homozygous both
in NRF2 177238501A>G (GG) and TLR9
52218953T>C (CC), the only one patient developed
septic shock (Fig. 5). 

However, in patients with no combination of
alleles, almost half of patients had developed septic
shock (P=0.004 with a Bonferroni correction
because of a two#locus model).

APACHE II Values in patients groups
all with septic shock without septic shock

NRF2 NRF2 NRF2 NRF2 NRF2 NRF2
177238501 177238501 177238501 177238501 177238501 177238501
A>G GG A>G AG, AA A>G GG A>G AG, AA A>G GG A>G AG, AA

15,57±0,91 14,79±0,53 17,64±1,52 14,57±0,72 14,54±0,95 15,09±0,87
Р>0.05, n=86 Р=0.027 (t#test), n=41 Р>0.05, n=45

Таблица 3. Средние значения по шкале APACHE II у больных с различными генотипами NRF2 (± стандартное
отклонение).
Table 3. Mean APACHE II Values in Patients with Different NRF2 Genotypes (± standard deviation).

Note. Mean APACHE II scores and mean errors are shown.
Примечание. Values in patients groups — значения в группах больных. Представлены средние значения баллов по шкале APACHE II
с ошибкой среднего.

Genotypes Patients
With Nosocomial Pneumonia Without Nosocomial Pneumonia

NRF2 177238501A>G GG, (%) 16 (48.48) 17 (51.52)
NRF2 177238501A>G AG, АА, (%) 31 (58.49) 22 (41.51)

Таблица 4. Распределение частот генотипов NRF2 177238501A>G среди больных c нозокомиальной пневмонией
и без развившейся нозокомиальной пневмонии.
Table 4. Distribution of NRF2 177238501A>G Genotypes among Patients Who Developed Nosocomial Pneumonia
and Who Did Not Develop Nosocomial Pneumonia.

Note. P=1.000 (FET).
Примечание. P=1,000 (ТМФ). Nosocomial Pneumonia — нозокомиальная пневмония (также для рис. 6).
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миальной пневмонией и без пневмонии не разли#
чались (табл. 4). 

Таким образом, только для групп больных с
септическим шоком, но не нозокомиальной пнев#
монией, была характерна ассоциация аллели G
NRF2 177238501A>G в гомозиготном состоянии с
неблагоприятным течением и исходом.

При изучении комбинации аллелей TLR9
52218953T>C и NRF2 177238501A>G у больных с
критическими состояниями было обнаружено,
что из 12 больных, одновременно гомозиготных и
по NRF2 177238501A>G (GG) и по TLR9
52218953T>C (CC) только у одного больного раз#
вился септический шок (рис. 5). 

При этом у больных, не несущих данной
комбинации аллелей, септический шок развился
у половины больных (p=0,004, с учетом поправки
Bonferroni на использование двух локусов). Это
позволяет полагать, что комбинация аллелей
NRF2 177238501A>G GG и TLR9 52218953T>C
CC у одних и тех же больных защищает от разви#
тия септического шока. Другими словами, при со#
четании аллелей NRF2 177238501A>G GG, «не#
благоприятных» для развития септического
шока, с TLR9 52218953T>C CC шок практически
не развивается. Интересно, что частота заболева#
емостью нозокомиальной пневмонией среди
больных с сочетанием аллелей NRF2 GG/TLR9
CC была ниже, чем у больных, не имеющих тако#
го сочетания аллелей (рис. 6).

Так, среди 12 больных с генотипом NRF2
177238501A>G GG/TLR9 52218953T>C CC нозо#
комиальная пневмония развилась лишь у трех,
тогда как среди больных с другими генотипами —
у 44 из 74, соответственно (OR= 0,227, p=0,032,
без учета поправки Bonferroni). 

Таким образом, аллели GG NRF2
177238501A>G в гомозиготном состоянии опре#
деляют неблагоприятное течение и исход септи#

This fact suggests that the combination of specific
alleles of two loci, NRF2 177238501A>G GG and TLR9
52218953T>C C, in the same patient protects against
the development of septic shock. In other words, when
alleles NRF2 177238501A>G GG, which are 'unfavor#
able' for the development of septic shock, are combined
with TLR9 52218953T>C CC, shock is not developing.
Interestingly, the occurrence of nosocomial pneumonia
among patients with a two#loci combination of alleles
NRF2 GG/TLR9CC (177238501A>G/ 52218953T>C)
was lower than among patients who did not carry that
combination of alleles (Fig. 6). 

Fig. 6 demonstrates that in 12 patients with
genotypes NRF2 177238501A>G GG/TLR9
52218953T>C CC only 3 patients developed nosoco#
mial pneumonia, whereas in patients with other geno#
types — in 44 of 74, respectively (OR=0.227, P=0.032,
without Bonferroni correction).

Hence, homozygous alleles GG NRF2
177238501A>G determine the unfavorable course
and outcome of septic shock and, to a lesser degree,
nosocomial pneumonia, but only in combination
with alleles TLR9 52218953T>C СT or TLR9
52218953T>C TT. However, the combination of
alleles TLR9 52218953T>C СС in the same patients
with the 'unfavorable' variant NRF2 177238501A>G
GG protects against the development of septic shock
and nosocomial pneumonia.

Interestingly, genotype NRF2 GG (rs6726395)
is associated with decreased risk of wet age#related
macular degeneration [14]. Since oxidative stress
plays a role in pathogenesis of this disease [36], one
can suppose that particularly this genotype is associ#
ated with increased production of NRF2, the master
regulator of the transcription activity of cellular
antioxidative enzymes. During oxidative stress,
NRF2 translocates into the nucleus and interacts
with the antioxidant response element (ARE) pro#
moter regions to increase gene expression [37].

Original  Observat ion

Рис. 5. Развитие септического шока у больных с различны�
ми генотипам NRF2 177238501A>G и TLR9 52218953T>C. 
Fig. 5. Development of septic shock in patients with different
genotypes of NRF2 177238501A>G and TLR9 52218953T>C. 
Note. P=0.004 with a Bonferroni correction because of a two#
locus model.
Примечание. p=0,004, с учетом поправки Bonferroni на ис#
пользование двух локусов. No — нет (ткаже для рис. 6).

Рис. 6. Заболеваемость нозокомиальной пневмонией у боль�
ных с различными генотипами NRF2 177238501A>G и TLR9
52218953T>C. 
Fig. 6. Occurrence of nosocomial pneumonia in patients with
different genotypes in NRF2 177238501A>G and TLR9
52218953T>C loci. 
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ческого шока и в меньшей степени — нозокоми#
альной пневмонии, но только в сочетании с алле#
лями TLR9 52218953T>C СT или TLR9
52218953T>C TT. При этом комбинация аллелей
TLR9 52218953T>C СС у одних и тех же больных
с «неблагоприятным» вариантом NRF2
177238501A>G GG защищает от развития септи#
ческого шока и нозокомиальной пневмонии.

Интересно, что генотип NRF2 GG
(rs6726395) ассоциируется с уменьшением риска
возникновения влажной формы возрастной деге#
нерации сетчатки [14]. Поскольку окислительный
стресс играет роль в патогенезе этого заболевания
[36], можно предположить, что именно этот гено#
тип ассоциируется с повышенной продукцией
NRF2 — ключевого регулятора транскрипционной
активности антиокислительных ферментов клет#
ки. Во время окислительного стресса NRF2 транс#
лоцируется в ядро и связывается с промоторными
областями генов антиоксидант#чувствительных
элементов (antioxidant response elements, ARE),
что определяет повышенную экспрессию гена
[37]. Сепсис сопровождается недостаточностью
антиоксидантной системы, что приводит к состоя#
нию продолжительного и неконтролируемого
окислительного стресса и клеточной гибели [38]. 

Генотип NRF2 GG (rs6726395) ассоциирован
с максимальным ежегодным падением объема
форсированного выдоха у курильщиков [39]. С
другой стороны, данный генотип связан с боль#
шим объемом форсированного выдоха за одну се#
кунду [13]. Измерения количественных различий
уровня экспрессии NRF2 у больных различных
генотипов позволят приблизиться к выяснению
механизма ассоциации полиморфных вариантов
NRF2 и течения и исхода критических состояний.

В литературе имеются данные о том, что ге#
нетический вариант C в промоторной области ге#
на NRF2 (#617 C/A) ассоциируется с большей экс#
прессией гена [40—42]. Замена С на T в SNP NRF2
T336C может значительно уменьшить экспрес#
сию гена NRF2 [43]. Однако мы не обнаружили в
литературе данных об ассоциации количествен#
ных параметров экспрессии NRF2 и исследуемого
в нашей работе SNP (rs6726395) NRF2 в области
первого интрона. Можно предполагать, что эф#
фект генотипа NRF2 177238501A>G GG в отно#
шении исхода септического шока и резистентнос#
ти к лечению отека легких обусловлен
неравновесным сцеплением данного интронного
сайта с другими полиморфными сайтами гена
(например, в промоторной области NRF2), непо#
средственно контролирующими экспрессию
NRF2. Однако, данные, подтверждающие внутри#
локусное неравновесное сцепление SNP NRF2
rs6726395 с другими SNP, отсутствуют [39]. 

Нельзя исключить и возможной регулятор#
ной роли интрона, в котором расположен SNP, в

Sepsis is accompanied by anti#oxidant system insuf#
ficiency leading to continuous and uncontrolled
oxidative stress that results in cell death[38]. 

Genotype NRF2 GG (rs6726395) is associated
with maximum annual decrease of the forced expira#
tion volume in smokers [39]. On the other hand, this
genotype is connected with a larger forced expiration
volume per one second [13]. Measurements of quan#
titative differences in the level of NRF2 expression in
patients with different genotypes will allow getting
closer to defining the mechanism of influence of this
single nucleotide polymorphism on the course and
outcome of critical conditions.

There are reports that genetic variant C in the
promoter region of NRF2 (#617 C/A) gene is associ#
ated with higher expression of the gene [40—42].
Substitution of С by T in SNP NRF2 T336C may
considerably reduce expression of NRF2 [43].
However, we have found no published data on the
association between the quantitative parameters of
NRF2 expression and SNP (rs6726395) in the first
intron region of NRF2 studied in this work. It can be
surmised that the effect of genotype NRF2
177238501A>G GG on septic shock outcome and
unresponsiveness of lung edema to therapy is due to
non#equilibrium linkage of this intron site with other
polymorphic sites of the gene (for example, in the
promoter region of NRF2), directly controlling the
NRF2 expression. There are, however, no data con#
firming intra#locus non#equilibrium linkage of NRF2
rs6726395 SNP with other SNPs [39]. 

The probable regulatory role of the intron where
this SNP is located in gene expression cannot be
excluded. It is known that intron regions may partici#
pate in mRNA splicing and formation of secondary pre#
mRNA structures, thus affecting gene expression [44].
Other data suggest that different SNP alleles of NRF2
locus have a functional role in the regulation of NRF2
expression [40, 41]. Though this SNP is found in the
first intron of the gene, allelic variants did not correlate
with different levels of mRNA according to GENEVAR
database [45]. At the same time, GENEVAR uses data
obtained only in three types of cells (fibroblasts, lym#
phoblastoid cells andT cells). Therefore, one cannot
exclude that in alveolar macrophages, rs6726395
adversely affects the transcription activity of NRF2,
down#regulating the key enzymes of cytoprotection in
these cells [46]. Interestingly, in patients with chronic
obstructive pulmonary disease (COPD) the decreased
expression of NRF2 mRNA was found specifically in
macrophages [39, 47].

NRF2 gene product is an antagonist of the key
pro#inflammatory regulator, the transcription factor
NFkB. When the expression of NRF2 is increased, the
production of NFkB declines [48]. Since NFkB
evokes the inflammatory responses by innate immu#
nity cells, an increase in NRF2 expression might result
in reduced immune responses favoring the develop#
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экспрессии генов. Известно, что интронные обла#
сти могут участвовать в сплайсинге мРНК и в
формировании вторичных структур пре#мРНК,
влияя тем самым на экспрессию генов [44]. Эти
данные позволили предположить, что различные
аллели SNP NRF2 имеют функциональное значе#
ние в регуляции экспрессии NRF2 [40, 41]. Хотя
данный SNP находится в первом интроне гена, ал#
лельные варианты не коррелировали с различны#
ми уровнями мРНК в соответствии с базой дан#
ных GENEVAR [45]. Однако в базе GENEVAR
используются данные, полученные при изучении
только трех типов клеток (фибробласты, лимфоб#
ластоидные и Т#клетки). Поэтому, не исключено,
что в альвеолярных макрофагах вариант
rs6726395 негативно влияет на транскрипцион#
ную активность NRF2, приводя к снижению в них
уровня ключевых ферментов цитопротекции в ус#
ловиях оксидантного стресса [46]. Интересно, что
при хронической обструктивной болезни легких
(ХОБЛ) отмечается снижение экспрессия мРНК
NRF2 именно в макрофагах [39, 47].

Продукт гена NRF2 является антагонистом
ключевого провоспалительного регулятора —
транскрипционного фактора NFkB. При повы#
шенном уровне экспрессии NRF2 снижается про#
дукция NFkB [48]. Так как NFkB способствует
развитию воспалительных реакций, обусловлен#
ных активностью клеток врожденного иммуните#
та, увеличение экспрессии NRF2 может привести
к снижению иммунного ответа, предрасполагает к
развитию полибактериальной инфекции, вклю#
чая инфекции, связанные с оказанием медицин#
ской помощи (внутрибольничные инфекции) —
один из наиболее неблагоприятных факторов при
сепсисе. Поскольку повышенная экспрессия
NRF2 приводит к уменьшению количества актив#
ных форм кислорода (АФК) [49], снижение их
продукции клетками врожденного иммунитета —
нейтрофилами, макрофагами, дендритными клет#
ками, в меньшей степени защитит от бактерий
[50]. Это приведет к увеличению бактериальной
нагрузки и утяжелению течения сепсиса вплоть
до развития септического шока под воздействием
большего количества бактериальных эндотокси#
нов в циркуляции.

Следует отметить, что лейкоциты больных
генотипа TLR9 CC rs352162 продуцируют больше
ФНОa при стимуляции бактериальным липопо#
лисахаридом [10]. ФНОa защищает от развития
инфекционного процесса в легких [51]. NRF2, вы#
ступая не только в качестве индуктора антиокси#
дантного ответа, но и как фактор усиления проти#
вовоспалительной активности клеток, может
усугубить течение септического шока и способст#
вовать неблагоприятному исходу [52—54]. Можно
полагать, что именно поэтому генетический вари#
ант NRF2 177238501A>G GG, предположительно

ment of polybacterial infection including healthcare
associated infection that is one of the most unfavor#
able factor in sepsis. Since increased expression of
NRF2 results in decreased quantity of reactive oxygen
species (ROS) [49], by the declined production of
ROS by innate immunity cells such as neutrophils,
macrophages, dendritic cells, would result in less pro#
tection against bacteria [50]. Enchanced bacterial
load may aggravate the course of sepsis up to the
development of septic shock due to increased bacter#
ial endotoxins in circulation.

It should be noted that leukocytes of patients
with TLR9 CC rs352162 genotype produce more
TNFa when stimulated by bacterial lipopolysaccha#
ride [10]. TNFa protects against development of pul#
monary infection process [51]. NRF2, acting not only
as anti#oxidant response inducer, but as a factor inten#
sifying cellular anti#inflammatory activity, may aggra#
vate the course of septic shock and promote the unfa#
vorable outcome [52—54]. One can suppose this to be
the reason why the variant NRF2 177238501A>G
GG, by presumably promoting excessive anti#inflam#
matory activity, leads to excessive suppression of
immune responses followed by unfavorable course and
outcome of septic shock [55]. On the other hand, since
immune cells of the TLR9 52218953T>C CC patients
have a better infection protection potential, the com#
bination of genotypes NRF2 177238501A>G
GG/TLR9 52218953T>C CC is favorable during
infection complications in critical illness.

There may be additional mechanisms explain#
ing the discovered phenomenon. For instance, con#
tribution of TLR9 molecules in restoration of intes#
tine epithelium after treatment with sodium dodecyl
sulfate and cytoprotective modulation of production
of mitochondrial ATP in cardiomyocytes and neu#
rons has been shown [8, 44, 56]. These data suggest
that cytoprotective function of TLR9 might also con#
tributes to proitection of cells from excessive cellular
stress in septic shock.

It cannot be excluded that the unfavorable
effect of GG NRF2 (rs6726395) alleles in patients
with critical illness and infection is caused by more
complex mechanisms of NRF2 expression activation.
On the one hand, transcription factor NRF2 induces
expression of antioxidant enzymes, protecting cells
from oxidative stress. On the other hand, there are
evidence that when a critical threshold of ROS con#
tent in the cell is is increasing up to a sertain critical
threshold, NRF2 stimulates expression of Kruppel#
like factor 9 (KLF9) transcription factor, which
results in further increase of ROS production and
cell death [57]. It cannot be excluded that the sup#
posedly increased activity of NRF2 in septic shock
patients of NRF2 177238501A>G GG (rs6726395)
genotype paradoxically leads to excessive produc#
tion of ROS, assisting development of more severe
MOF and lethal outcome. Interestingly, data analy#
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способствуя избыточной противовоспалительной
активности, приводит к излишнему подавлению
иммунных реакций с последующим неблагоприят#
ным течением и исходом септического шока [55]. С
другой стороны, поскольку иммунные клетки
больных TLR9 52218953T>C CC несут лучший по#
тенциал защиты от инфекции, комбинация геноти#
пов NRF2 177238501A>G GG/TLR9 52218953T>C
CC является благоприятной при инфекционных
осложнениях критических состояний.

Возможны и дополнительные механизмы,
объясняющие обнаруженный феномен. Так, пока#
зан вклад молекул TLR9 в восстановлении эпите#
лия кишечника после обработки додецилсульфа#
том натрия и цитопротективной модуляции
продукции митохондриальной АТФ в кардиоми#
оцитах и нейронах [8, 44, 56]. Поэтому можно по#
лагать, что цитопротективная функция TLR9 вно#
сит свой вклад в защиту клеток от избыточного
стресса при септическом шоке.

Не исключено, что неблагоприятный эф#
фект аллелей GG NRF2 (rs6726395) у больных с
критичсекими состояниями и инфекией обус#
ловлен более сложными механизмами актива#
ции экспрессии NRF2. С одной стороны, транс#
крипционный фактор NRF2 индуцирует
экспрессию антиооксидантных ферментов, за#
щищая клетки от окислительного стресса. С
другой стороны, имеются данные о том, что при
достижении определенного критического поро#
га содержания ROS в клетке, NRF2 стимулирует
экспрессию транскрипционного фактора
Kruppel#подобного фактора 9 (KLF9), что при#
водит к дальнейшему увеличению продукции
ROS и гибели клетки [57]. Не исключено, что
предполагаемая повышенная активность NRF2 у
больных генотипа NRF2 177238501A>G GG
(rs6726395) с септическим шоком парадоксаль#
но приводит к чрезмерной продукции ROS, спо#
собствующей развитию более выраженной по#
лиорганной недостаточности и летальному
исходу. Интересно, что анализ данных показал
тенденцию к более низким значениям по шкале
SOFA у больных с комбинацией аллелей TLR9
52218953T>C СС NRF2 177238501A>G GG по
сравнению со значениями SOFA у больных с
другими генотипами (средние значения SOFA
(со стандартной ошибкой) составили: 5,739 ±0,4
в группе больных с генотипами TLR9
52218953T>C СT, TT/NRF2 177238501A>G AG,
AA и 4,9 ±0,7 в группе больных с генотипом
TLR9 52218953T>C СС/NRF2 177238501A>G
GG, соответственно, P>0,05). Эти данные под#
тверждают положение о том, что данная комби#
нация является благоприятной для течения
критических состояний. Дальнейшие исследо#
вания с использованием большего числа паци#
ентов помогут подтвердить клиническое значе#

sis has shown a trend to lower SOFA scores in
patients with a combination of TLR9 52218953T>C
СС / NRF2 177238501A>G GG alleles compared to
SOFA scores in patients of other genotypes (mean
SOFA scores (including the standard error) equaled
to: 5.739 ±0.4 in the group of patients of genotypes
TLR9 52218953T>C СT, TT/NRF2 177238501A>G
AG, AA, versus 4.9 ±0.7 in the group of patients of a
genotype TLR9 52218953T>C СС/NRF2
177238501A>G GG, respectively, P>0.05). These
data support the thesis that this composition is
favorable for the course of critical conditions.
Further investigations involving a larger number of
patients may confirm the clinical significance of this
combination for the course and outcome of critical
conditions.

Future studies of quantitative differences in the
level of expression of TLR9, molecular targets NRF2,
and other genes in the cells of septic shock patients,
differed by on allele variants of these loci, should
detail the mechanism of cytoprotection by combina#
tion of alleles in septic shock patients and determine
novel potential molecular targets to decrease the
unfavorable outcomes in infection#associated critical
illness.

Conclusion 

The data suggest that allele variants NRF2
rs6726395 (177238501A>G) and TLR9 rs352162
(52218953T>C) are candidate predictive markers of
the course and outcome of critical illness complicat#
ed by infection:

1) NRF2 177238501A>G GG is associated with
higher mortality during septic shock compared to
carriers of genotypes NRF2 177238501A>G AG, AA; 

2) NRF2 177238501A>G GG/TLR9
52218953T>C CC combination of genotypes pro#
tects against the development of septic shock and
nosocomial pneumonia. 

The study was in part supported by RFBR
grant No.16�04�01541 (to V. M. Pisarev).

ние данной комбинации для течения и исхода
критических состояний.

Будущие исследования количественных раз#
личий по уровню экспрессии TLR9, молекуляр#
ных мишеней NRF2 и ряда других генов в клетках
больных с септическим шоком, отличающихся по
аллельным вариантам этих локусов, позволит бо#
лее точно выяснить механизм цитопротективного
действия комбинации аллелей при септическом
шоке и определить новые потенциальные молеку#
лярные мишени, воздействие на которые помо#
жет снизить неблагоприятные исходы критичес#
ких состояний, осложненных инфекцией.
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Заключение

Полученные данные позволяют полагать,
что аллельные варианты NRF2 rs6726395 и TLR9
rs352162 являются кандидатными прогностичес#
кими маркерами течения и исхода критических
состояний, осложненных инфекцией:

1) NRF2 177238501A>G GG ассоциируется с
повышенной смертностью при септическом шоке

по сравнению с носителями генотипов NRF2
177238501A>G AG, AA;

2) комбинация генотипов NRF2
177238501A>G GG/TLR9 52218953T>C CC за#
щищает от развития септического шока и нозоко#
миальной пневмонии. 

Работа выполнена при частичной поддержке
гранта РФФИ № 16�04�01541 (руководитель —
В. М. Писарев).
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