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Аннотация

Распространенность атопического дермати�
та возросла за последние тридцать лет и состав�
ляет, по мнению разных авторов, 10�20% в

структуре детского населения разных стран [1�
5]. Хроническое воспаление кожи возникает в
результате предрасположности иммунной систе�
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мы к развитию аллергической реакции, запус�
каемой как атопическими, так и неатопически�
ми механизмами [4, 6]. В настоящее время не
вызывает сомнений факт участия в аллергичес�
ком иммунном ответе Т� хелперов 1�го (Th1) и
2�го (Th2)  типов, пролиферация которых ведет
к формированию аллергических реакций не�
медленного и замедленного типов [7�10]. Сфор�
мулирована концепция, согласно которой пато�
генетическая роль регуляторных Т�лимфоцитов
(Т�reg) не менее важна, чем роль дисбаланса
Th1/Th2 лимфоцитов; показано, что Т�reg лим�
фоциты путем подавления Th2�опосредован�
ного ответа могут препятствовать развитию
аллергического процесса [11,12].

Дифференцировка Т�reg лимфоцитов про�
исходит под воздействием TGF–�, однако при
очень низкой концентрации этого цитокина
возможно переключение дифференцировки Т�
хелперов с развитием клона Th17�лимфоцитов,
продуцирующих провоспалительные цитоки�

ны семейства IL�17[13]. Функцией этих клеток
является защита от внеклеточных патогенов,
которые не могут эффективно элиминировать�
ся Т�хелперами 1 и 2�го типов. В настоящее вре�
мя накопилось много свидетельств об участии
Th17� лимфоцитов в регуляции аутоиммунных
заболеваний и формировании противоопухо�
левого иммунного ответа [13].

Количественное определение различных по�
пуляций лимфоцитов не позволяет, в полной
мере, судить об их функциональном состоянии
[13�15]. Ряд авторов указывают на высокую
значимость метаболических механизмов реак�
тивности клеток иммунной системы, которые,
по их мнению, должны учитываться для оценки
функционального состояния клеточного им�
мунитета [16�18]. Функциональная активация
иммунокомпетентных клеток реализуется в ус�
ловиях активации процессов энергообмена, т.е.
при активации митохондриального аппарата
клеток [6,4,17,18,19]. С точки зрения оценки
состояния бионергетических процессов наи�
больший интерес представляет исследование
митохондриальных дегидрогеназ [20�24]. Сук�
цинатдегидрогеназа (СДГ) – основной фермент
цикла Кребса и II этапа цепи переноса электро�
нов – флавопротеид, прочно связанный с внут�
ренней мембраной митохондрий. В цикле Креб�
са СДГ катализирует реакцию окисления ян�
тарной кислоты в фумаровую, в дыхательной
цепи СДГ участвует в переносе водорода от сук�
цината на убихинон. Полноценное функциони�
рование СДГ в дыхательной цепи переноса элек�

тронов обеспечивает достаточную выработку
основного источника метаболической энергии
клетки  в форме  аденозинтрифосфата (АТФ).
Никотинамидаденин�Н�дегидрогеназа (НАДН�
Д) комплекс никотинамидаденин�зависимых
дегидрогеназ (НАДН�цитохром С�редуктаза,
липоилдегидрогеназа, хинонредуктаза), кото�
рые катализируют перенос водорода с НАДН�Д
на флавинмононуклеотид. Этот комплекс явля�
ется I этапом дыхательной цепи, по которой
осуществляется переход электронов от суб�
страта к кислороду, функционально связан с
работой цикла Кребса.

Активация НАДН�зависимого окисления,
сопровождается, как правило, увеличением об�
разования АТФ. Эту стадию рассматривают,
как первичную срочную неспецифическую
компенсаторную реакцию энергетического ап�
парата на снижение доставки кислорода к клет�
ке, в основе которой лежат такие же изменения,
что и при рабочей гипоксии или гипоксии на�
пряжения [26,27]. В норме активность НАДН�
Д ниже активности СДГ примерно в 1,5 раза,  в
связи с этим соотношение СДГ/НАДН�Д также
характеризует  течение окислительных процес�
сов в клетке, его снижение менее 1 является по�
казателем митохондриальной дисфункции и
отражает тяжесть состояния больного. Нару�
шение каталитической активности ферментов
дыхательной цепи и, следовательно, нормаль�
ного протекания процессов окислительного
фосфорилирования приводит к  неполному ме�
таболизму кислорода и образованию большого
количества активных форм кислорода (АФК)
[25,26]. В настоящее время показано, что АФК
непосредственно включаются в сигнальные
пути клетки, оказывая значительное влияние на
все биологические процессы, происходящие в
физиологических и патологических условиях.
Количественные характеристики АФК опреде�
ляют их воздействие: незначительное повыше�
ние АФК приводит к гипоксической адаптации
с помощью HIF1��опосредованной регуляции,
умеренное увеличение концентрации АФК при�
водит к формированию воспалительного отве�
та, значительное превышение содержания АФК
в клетке приводит к  формированию пор в мем�
бранах митохондрий,  активации ATG�4 гена, с
последующей аутофагией и апоптозом [10].
АФК вызывают выработку провоспалительных
цитокинов в клетках иммунной системы по�
средством активации RIG�I�подобных рецепто�
ров, митоген активируемых протеинкиназ и
инфламмосом [17].

Аллергология: Метаболическая активность основных и малых популяций лимфоцитов у детей с атопическим дерматитом



Immunopathology, Allergology, Infectology 2014 N°2

Таким образом, митохондриальная дисфун�
кция лежит в основе широкого диапазона пато�
логических процессов, в том числе нарушений
врожденного иммунного ответа, и, следователь�
но, играет важную роль в развитии атопии [17,
27]. В то же время остается малоисследованным
значение изменений метаболической активнос�
ти популяций лимфоцитов в патогенезе атопи�
ческого дерматита у детей.

Цель исследования: определить митохонд�
риальную активность популяций лимфоцитов
при атопическом дерматите у детей в периоде
обострения, ремиссии на фоне патогенетичес�
кой терапии.

Под наблюдением находилось 62 ребенка с
атопическим дерматитом от 4 мес. до 16 лет 10
мес., средний возраст 10 лет 7 мес. В качестве
группы сравнения обследовано 49 условно здо�
ровых детей от 4�х до 17 лет, средний возраст
10лет.  Тяжелое течение атопического дермати�
та наблюдалось у 24 больных, среднетяжелое у
22 пациентов, легкое у 16 детей. Распространен�
ная форма атопического дерматита имела мес�
то у 41, локализованная – у 21. Наружное лече�
ние пимекролимусом 1% (элиделом) получали
19 детей. Из них у 16, воспалительный процесс
на коже носил распространенный характер, у 3
– локализованный. У 4 детей имела место эрите�
мато�сквамозная морфологическая форма
атопического дерматита, у 3 � эритемато�сква�
мозная с лихинификацией, у 1 – лихиноидная
форма. Продолжительность лечения пимекро�
лимусом 1%  составляла 14�30 дней. Интенсив�
ность воспалительного процесса на коже оцени�
вали определением индекса SCORAD до начала
лечения и через 10 дней терапии.

Всем детям было проведено определение ак�
тивности митохондриальных дегидрогеназ
(СДГ, НАДН�Д) методом количественного ци�
тохимического анализа с использованием цито�
морфоденситометрии.  Цитоморфоденсито�
метрический анализ проводился с помощью
АПК «ВидеоТест», программа «Морфология
5.2». При оценке активности фермента опреде�
ляли число очагов ферментативной реакции
(n), оптическую плотность очагов фермента�
тивной реакции (о), интегральную оптическую
плотность (и.о.п.), которая характеризует об�
щую активность фермента [23].

Исследование активности СДГ в основных и
малых популяциях лимфоцитов проводили у
детей старше 10 лет иммуноцитохимическим

методом на проточном лазерном цитофлуо�
риметре CITOMICS FC500 (Beckman Coulter)
[29].  Активность СДГ определяли в следую�
щих популяциях лимфоцитов: CD3+CD45+
(Т�лимфоциты), CD3�CD19+CD45+ (B�лим�
фоциты), CD3�CD16+CD56+CD45+ (NK�
клетки), CD3+CD4+CD45+ (T�хелперы),
CD3+CD8+CD45+ (Т�цитотоксические),
CD3+HLA�DR+CD45+ (активированные Т�
лимфоциты), CD3+CD4+CD45+CD294+ (Th2�
лимфоциты), CD3+CD4+CD25+CD127+ (активи�
рованные Т�хелперы), CD3+CD4+CD161+ (Th17�
лимфоциты), CD3+CD4+CD25+CD127� (регуля�
торные Т�хелперы), CD3+CD16+CD56+CD45+
(NKТ�клетки), CD3�CD19+CD5+ (B1�лимфоци�
ты), CD3�CD19+CD5� (B2�лимфоциты).

Оценка полученных результатов проводи�
лась с использованием программ Statistica 6.0,
Microsoft Excel. Статистическую достоверность
результатов между группами оценивали непа�
раметрическим критерием Колмогорова�
Смирнова.

При цитоморфоденситометрическом анали�
зе активности митохондриальных дегидрогеназ
лимфоцитов у детей с атопическим дерматитом
было выявлено  достоверное снижение общей
активности СДГ как в обострении, так и в ре�
миссии заболевания, на фоне нормальной ак�
тивности НАДН�дегидрогеназы (рис.1). Цито�
химический индекс СДГ/НАДН�Д в обострении
АД был снижен по сравнению со здоровыми
(атопический дерматит: 1,24±0,04, условно здо�
ровые: 1,44±0,05; p<0,01), а в ремиссии АД соот�
ветствовал нормальным значениям.

Анализ картины цитохимической реакции
показал, что снижение общей активности СДГ
происходит за счет достоверного уменьшения
числа очагов ферментативной реакции (рис.2),
при этом было получено, что у детей с атопи�
ческим дерматитом практически не выявлялись
конгломераты очагов, образующиеся при кла�
стеризации митохондрий и проявляющие наи�
большую ферментативную активность у здоро�
вых детей (рис.2).

Снижение количества очагов ферментатив�
ных реакций наблюдалось  как в период обо�
стрения, так и в период ремиссии заболевания
(рис.3). При обострении атопического дерматита
количество очагов ферментативной реакции при
выявлении активности СДГ (n) снижено на 17%,
НАДН�Д � на 15% (p<0,001) по сравнению с
группой условно здоровых детей (рис.3). Ремис�
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Рис. 1. Интегральная оптическая плотность гранул при выявлении митохондриальных дегидрогеназ лимфоци�
тов у детей с атопическим дерматитом и в группе условно здоровых.
** p<0,001 (критерий Колмогорова;Смирнова)

Рис. 2 . Выявление активности СДГ в лимфоцитах количественным цитохимическим методом у пациентов с
атопическим дерматитом и условно здоровых детей (микроскопической изображение, увеличение 1000, темные
гранулы – продукт ферментативной реакции)

сия заболевания характеризовалась более вы�
раженными изменения ферментативной активно�
сти лимфоцитов – резкое уменьшение числа оча�
гов ферментативной реакции – СДГ и НАДН�Д
на 21% и 23% соответственно (p<0,001).

Одновременно со снижением количества
очагов ферментативной реакции отмечалось
повышение их оптической плотности (o), сви�

детельствующее об интенсификации работы
ферментов (как СДГ, так и НАДН�Д) на 10�
30% по сравнению с нормой. Повышение опти�
ческой плотности в большей степени выражено
в период обострения атопического дерматита,
что может рассматриваться как компенсатор�
ная реакция на снижение количества активных
митохондрий (рис.4).

Аллергология: Метаболическая активность основных и малых популяций лимфоцитов у детей с атопическим дерматитом
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Рис. 3. Число гранул (количество очагов ферментной реакции) лимфоцитов у детей с атопическим дерматитом и
условно здоровых.
* p<0,05 (критерий Колмогорова;Смирнова)
** p<0,001 (критерий Колмогорова;Смирнова)

Рис.4. Оптическая плотность гранул при выявлении митохондриальных дегидрогеназ лимфоцитов у детей с
атопическим дерматитом и  условно здоровых.
** p<0,001 (критерий Колмогорова;Смирнова)

Таким образом, наиболее выраженные изме�
нения энергетического обмена лимфоцитов
были получены у пациентов с АД в период обо�
стрения заболевания. Для выявления степени
вовлеченности различных популяций лимфо�
цитов  в процесс аллергического воспаления
было проведено иммуноцитохимическое иссле�
дование у детей с АД в стадии обострения. В ре�

зультате проведенного исследования были вы�
явлены изменения в иммунном статусе пациен�
тов с АД и   выраженное снижение активности
СДГ в популяциях лимфоцитов по сравнению
со здоровыми детьми (табл.1).

Было получено достоверное увеличение
общего количества Т�лимфоцитов (на
20%), активированных Т�лимфоцитов (на
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Таблица 1. Количество клеток и активность СДГ популяций лимфоцитов у детей с атопическим дерматитом в
стадии обострения

Популяции Дети с атопи� Условно здо� Критерий
лимфоцитов ческим дер� ровые дети Колмогорова�

матитом M±s M±s Смирнова

Т�лимфоциты Кл/мкл 1777,1 ± 537,4 1476,2 ± 478,2 p < 0.05
(CD3+CD45+) Активность 136,9 ± 20,1 166,9 ± 14,9 p < 0.001

СДГ
Т�хелперы Кл/мкл 1108 ± 427 826 ± 241 p <  0.1
(CD3+CD4+CD45+) Активность 128 ± 20 159 ± 16 p < 0.05

СДГ
Th2�лимфоциты Кл/мкл 19,6 ± 18 15,3 ± 11,5 p > 0.1
(CD3+CD4+CD45+ Активность 149,4 ± 29 189,4 ± 24 p < 0.01
CD294+) СДГ

Th17�лимфоциты Кл/мкл 206,9 ± 84 156,3 ± 26,8 p < 0.05
(CD3+CD4+CD161+) Активность 149,2 ± 26,4 179,1 ± 17,7 p < 0.01

СДГ
Активированные Кл/мкл 121 ± 67 92 ± 44 p < 0.05
Т�хелперы (CD3+ Активность 169 ± 27 191 ± 29 p < 0.05
CD4+CD25+CD127+) СДГ
Активированные Кл/мкл 250,7 ± 170 139 ± 95 p < 0.01
Т�лимфоциты (CD3+ Активность 135,2 ± 16  164,5 ± 19,7 p < 0.001
HLA�DR+CD45+) СДГ
Т�цитотоксические Кл/мкл 632,4 ±196,9 562,5±247,3 p > 0.1
лимфоциты (CD3+ Активность 150,9 ± 23,1 178,7 ± 15,8 p < 0.001
CD8+CD45+) СДГ
Регуляторные Кл/мкл 106,8 ± 85 62,3 ± 23,6 p < 0.05
Т�хелперы (CD3+ Активность 127 ± 17 152 ± 18 p < 0.001
CD4+CD25+CD127�) СДГ
B�лимфоциты Кл/мкл 365,9 ± 130,9 293,7 ± 106 p > 0.1
(CD3�CD19+CD45+) Активность 66,1 ± 17,3 92,4 ± 19,8 p < 0.001

СДГ
B1�лимфоциты Кл/мкл 155,5 ± 86,6 116,8 ± 69,8 p > 0.1
(CD3�CD19+CD5+) Активность 76,7 ± 18 113,1 ± 24,8 p < 0.001

СДГ
B2�лимфоциты Кл/мкл 210,4 ± 84,6 176,9 ± 61,2 p > 0.1
(CD3�CD19+CD5�) Активность 60,5 ±18,9 83,5 ± 21,2 p < 0.01

СДГ
NK�клетки (CD3� Кл/мкл 264,7 ± 114 314,1 ± 165,9 p > 0.1
CD16+CD56+CD45+) Активность 138,5 ± 24,7 165,4 ± 21,3 p < 0.025

СДГ
NKТ�клетки (CD3+ Кл/мкл 60,4 ± 30,5 48 ± 30,2 p > 0.1
CD16+CD56+CD45+) Активность 158,5 ± 27,5 184,7 ± 24,3 p < 0.1

СДГ

80%), Т�хэлперов (на 15%), Th17�лимфоци�
тов (на 32%), активированных Т�хелперов
(на 31%) и (на 40%), при этом активность
СДГ в Т�лимфоцитов была снижена на 15�
20%. Максимальные изменения выявлены в

регуляторных Т� лимфоцитах и Th17�лим�
фоцитах (рис. 5).

Анализ популяций В�лимфоцитов не выя�
вил  увеличения количества  клеток по сравне�
нию с контрольной группой, при этом актив�

Аллергология: Метаболическая активность основных и малых популяций лимфоцитов у детей с атопическим дерматитом
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Рис.5. Количество Тh17�лимфоцитов и активность СДГ в популяции Тh17�лимфоцитов у детей с атопическим
дерматитом в период обострения и условно здоровых.
*p<0,05 (критерий Колмогорова;Смирнова)
** p<0,001 (критерий Колмогорова;Смирнова)

ность СДГ была снижена  в среднем на 28% (в
популяции В1�лимфоцитов на 32%, в популя�
ции В2�лимфоцитов на  27%) (табл.1).

Количество NK�клеток и NKТ�клеток также
не отличалось от группы условно�здоровых де�
тей, а активность СДГ в этих популяциях была
снижена на 26% и 24% соответственно (табл.1).

В своем исследовании мы оценивали соотно�
шение клинической эффективности и динами�
ку митохондриальной активности иммунно�
компетентных клеток при проведении наруж�
ной терапии пимекролимусом 1%. Группе паци�
ентов (19 детей)  1% пимекролимус наносился
на пораженные участки кожи 2 раза в день. Кро�
ме наружной терапии пимекролимусом,  дети
получали системную антигистаминную тера�
пию цетиризином в возрастной дозировке.

До лечения и через 10 дней терапии произво�
дилась оценка поражения кожных покровов по
шкале SCORAD (табл.2) и цитоморфоденсито�
метрические исследования активности мито�
хондриальных дегидрогеназ лимфоцитов.

В результате проведенного наружного лече�
ния пимекролимусом 1% улучшение состояния
кожи было отмечено у 17 (90%) детей. В сред�
нем на 3�5 день терапии уменьшался кожный
зуд. К 8�10 дню кожа очистилась полностью у 4
(21%) больных: у 1 ребенка с легким, у 2 со сред�
нетяжелым и у 1 с тяжелым течением атопичес�
кого дерматита. У 7 (31,6%) больных выражен�
ность воспаления кожи к 10 дню наблюдения
стала значительно меньше. У 6 (31,6%) пациен�

тов после лечения пимекролимусом 1% в тече�
ние 1 месяца воспалительные изменения кожи
были почти полностью купированы.

У 2 детей с тяжелым течением атопического
дерматита лечение пимекролимусом 1% было
неэффективным. После отмены препарата у 5
(26,3%) наблюдалась клиническая ремиссия в
течение 1 месяца. У 3 (15,8%) после отмены пи�
мекролимуса 1% после погрешности в диете
вновь наблюдалось обострение атопического
дерматита, однако во всех этих случаях оно про�
текало легче.

Через 10 дней наружной терапии 1% пимек�
ролимусом у детей с положительными результа�
тами лечения отмечалось достоверное сниже�
ние оптической плотности очагов фермента�
тивной реакции при выявлении СДГ (p<0,05)
(рис.6), что ссответствует переходу состояния
обострения АД в состояние ремиссии.

Лечение пимекролимусом 1% оказалось эф�
фективным, как при легком, среднетяжелом те�
чении, так и при тяжелом течении атопическо�
го дерматита (рис.6). В последнем случае его
применение оказалось эффективным на фоне
отмены терапии наружными глюкокортикосте�
роидами. После проведенного курса лечения
пимекролимусом 1% при последующих обо�
стрениях атопического дерматита отмечались
менее выраженные симптомы атопического
дерматита, чем при предыдущих.

Выявленные нами изменения митохондри�
альной активности в общей популяции лимфо�
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Таблица 2. Выраженность поражения кожи по индексу  SCORAD у детей, получавших пимекролимус 1%

Тяжесть течения АД SCORAD(средние значения)
До лечения Через 10 дней лечения

Тяжелое 48.1 27.2
Среднетяжелое 35.8 16.9
Легкое 34.5 0

Рис.6. Оценка по шкале SCORAD состояния кожи и динамика оптической плотности очагов ферментативной
реакции СДГ у детей с атопическим дерматитом на фоне лечения пимекролимусом 1%
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цитов � уменьшение очагов ферментативной
реакции с диффузным распределением этих
очагов по клетке,  отсутствие  конгломератов
(кластеров) очагов, коррелирует с данными,
полученными нами при иммуноцитохимичес�
ких исследованиях  � снижение СДГ в популяци�
ях Т�лимфоцитов, В�лимфоцитах и Nk�клетках.
Наиболее информативным цитохимическим по�
казателей,  позволяющим  дифференцировать со�
стояния обострения и ремиссии на клеточном
уровне  является интенсивность ферментативной
реакции (оптическая плотность)  при выявле�
нии активности СДГ.  Повышение оптической
плотности как СДГ, так и НАДН�Д, в большей
степени выраженное в периоде обострения ато�
пического дерматита, можно рассматривать,
как компенсаторную реакцию на снижение ко�
личества активных митохондрий. Увеличение
этого показателя может свидетельствовать о не�
стойкости ремиссии АД у обследованных больных
Выявленные признаки тканевой гипоксии в виде
снижение активности СДГ при нормальной или
увеличенной активности НАДН�Д и снижение ин�
декса СДГ/НАДН�Д,  свидетельствующие о на�
личии митохондриальной дисфункции, что
требует проведения метаболической энерго�
тропной коррекции у детей с АД [26, 30, 31]. Ле�
чение пимекролимусом 1% обеспечивает кли�
ническую ремиссию АД, длительность которой

зависит от степени тяжести заболевания и адек�
ватной элиминации аллергенов. Отсутствие
грубых изменений в метаболическом статусе
лимфоцитов свидетельствуют о его топической
противовоспалительной активности и отсут�
ствии системного воздействия [32,33].

1. Течение атопического дерматита у детей со�
провождается снижением активности СДГ в
общей популяции лимфоцитов, как в обо�
стрении, так и в ремиссии заболевания. В
обострении АД происходит увеличение ин�
тенсивности ферментативных реакций (оп�
тической плотности) при выявлении СДГ на
фоне уменьшения количества активных ми�
тохондрий.

2. Активность СДГ снижена в популяциях Т�, B�
лимфоцитов и NK�клетках с компенсатор�
ным увеличением абсолютного количества
клеток в популяциях Т�лимфоцитов. В пери�
од обострения АД выявлено достоверное
увеличение количества Th17�лимфоцитов,
регуляторных Т�лимфоцитов на фоне сни�
жения активности СДГ в них.

3. Клинические показатели эффективности на�
ружной терапии пимекролимусом 1% со�
провождаются нормализацией активности
СДГ в общей популяции лимфоцитов.
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