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Аннотация
Цель: выявить фенотипические изменения в формирова-
нии Т- и В-лимфоцитов, регуляторных цитокинов (BAFF, 
IL10) в периферической крови у пациентов с аутоиммун-
ным лимфопролиферативным синдромом (АЛПС) и син-
дромом Вискотта-Олдрича (WAS) как иммунодефицитов с 
врожденным нарушением иммунологической регуляции.
Методы: цитофлуорометрический анализ образ-
цов периферической крови 23 пациентов, 12 па-
циентов с АЛПС (8 мальчиков, 4 девочки и 11 маль-
чиков. Анализировали следующие субпопуляций 
Т-лимфоцитов: Т-лимфоциты (CD3+), Т-хелперы 
(CD3+CD4+), цитотоксические Т-клетки (CD3+CD8+), 
натуральные киллеры (CD3-CD16+CD56+), «тимиче-
ские эмигранты» (CD4+CD31+CD45RA+), регуляторные 
Т-лимфоциты (CD4+CD25+CD127-); В-лимфоцитов 
-   Ig D - п е р е к л ю ч е н н ы е  В - л и м ф о ц и т ы  п а м я т и 
(CD19+CD27+IgD), IgD-непереключенные В-лимфоциты 
памяти или IgD+ В-лимфоциты маргинальной зоны 
(CD19+CD27+IgD+), наивные IgD+ В-лимфоциты 
(CD19+CD27-IgD+), IgМ-переключенные В-лимфоциты 
памяти (CD19+CD27+IgМ-), IgМ-непереключенные 
В-лимфоциты памяти или IgМ+ В-лимфоциты мар-
гинальной зоны (CD19+CD27+IgМ+), наивные IgМ+ 
В-лимфоциты (CD19+CD27-IgМ+), функционально-не-
зрелые В-лимфоциты (CD19+CD21-, CD19+CD21-CD38-, 
CD19+CD21-CD38++),  предположительно регуляторные 
В-лимфоциты (CD20+CD5+, CD19+CD24++CD38++), 

Summary 
Objective: To identify phenotypic changes in the formation 
of T-and B -lymphocytes, regulatory cytokines (BAFF, 
IL10) in the peripheral blood of patients with autoimmune 
lymphoproliferative syndrome ( ALPS ) and Wiskott-
Aldrich syndrome (WAS) as human model of inborn 
immunedysregulation.
Methods: Flowcytometric analysis of the following T- and 
B-cell subsets was performed in 23 patients, 12 patients 
with ALPS (8 boys, 4 girls and) and 11 boys with WAS, 
compared to age-matched controls: T cells (CD3 +), T 
-helper cells (CD3+CD4+), cytotoxic T cells (CD3+CD8+), 
natural kil ler cells (CD3-CD16+ CD56+), «thymic 
emigrants» (CD4+CD31+CD45RA+), regulatory T cells 
(CD4+CD25+CD127-), transitional (CD19+CD38++IgM++), 
CD21low, CD21lowCD38low, naпve (CD19+CD27-IgM+/IgD+), 
switched memory (CD19+CD27+IgM-/IgD-), marginal 
zone B cells (CD19+CD27+IgM+/IgD+), putative self-
reactive B cells (CD19+IgD+IgMlow), putative regulatory 
B cells (CD19+CD24++CD38++), functionally immature 
B lymphocytes (CD19+CD21-, CD19+ CD21-CD38-, 
CD19+CD21-CD38++) and BAFF, IL10 serum levels were 
evaluated by ELISA assay.
Results and conclusions: Immunological manifestation of 
dysregulation by T -cell immunity is the reduction of recent 
thymic emigrants (CD4+CD45RA+CD31+) and regulatory 
T-lymphocytes (CD4+ CD25+CD127-) in patients with ALPS 
regardless the presence of mutation in the Fas gene and WAS 
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предположительно аутореактивные В-лимфоциты 
(CD19+IgD+IgM-); уровень BAFF, IL10 в сыворотке был 
определен методом ELISA.
Результаты и выводы: Иммунологическим проявлением 
дисрегуляции со стороны Т-клеточного иммунитета яв-
ляется снижение относительного содержания клеток, не-
давно мигрировавших из тимуса (CD4+CD45RA+CD31+) 
и регуляторных Т-лимфоцитов (CD4+CD25+CD127-) у 
пациентов с АЛПС вне зависимости от наличия мута-
ции в гене Fаs и у WAS с сопутствующей аутоиммунной 
патологией. Нарушение иммунологической регуляции 
проявляется относительной экспансией В-лимфоцитов 
c «предположительно» аутореактивными свойства-
ми (CD19+IgD+IgM-/low), функционально незрелых 
В-лимфоцитов (CD19+CD21-CD38-) у пациентов с АЛПС 
и геномной мутацией в гене Fas, а также WAS и сопутству-
ющей аутоиммунной патологией.

Ключевые слова
Аутоиммунный лимфопролиферативный синдром, син-
дром Вискотта-Олдрича, тимические эмигранты, регу-
ляторные Т-лимфоциты, В-лимфоциты памяти, функ-
ционально незрелые В-лимфоциты, аутореактивные 
В-лимфоциты

associated with autoimmune pathology. Immunedysregulation 
appears relative expansion of B-lymphocytes with putative 
autoreactive properties (CD19+IgD+IgM-/low), functionally 
immature B lymphocytes (CD19+CD21-CD38-) in ALPS 
patients with genomic Fas mutation and WAS with related 
autoimmune diseases.

Keywords
Autoimmune lymphoproliferative syndrome, Wiskott-Aldrich 
syndrome , thymic emigrant, regulatory T-lymphocytes, 
memory B-lymphocytes, functional immature B - lymphocytes, 
“autoreactive” B-lymphocytes.

Введение
Первичные иммунодефициты (ПИД) состав-

ляют большую группу врожденных, генетических 
детерминированных заболеваний иммунной 
системы, в основе которых лежат более 260 генов. 
Их клинические проявления у пациентов очень 
разнообразны, но все пациенты с ПИД имеют 
повышенную чувствительность к инфекциям и 
склонность к развитию аутоиммунной и онкопа-
тологии. [1]. Нарушение регуляции иммунного 
ответа приводит к развитию различных видов 
патологии, таких как лимфопролиферация, ау-
тоиммунные процессы, формирование гранулем, 
гиперпродукция IgE [2]. Молекулярные и клеточ-
ные механизмы, ответственные за дисрегуляцию 
в иммунной системе очень отличаются при раз-
личных формах первичных иммунодефицитов. 
В некоторых иммунодефицитах в патогенез 
данного состояния вовлечены несколько меха-
низмов. Иммунодефициты, ассоциированные 
с иммунодисрегуляцией, встречаются среди 
болезней с недостаточностью антителообразо-
вания, Т-клеточными дефектами, дефектами фа-
гоцитарного ряда и недостаточностью системы 
комплемента [2].

Центральная толерантность обеспечивает 
делецию большинства аутореактивных Т- и 
В-лимфоцитов, однако даже у здоровых людей 
некоторые из этих клеток могут «ускользать» 
из тимуса, но механизмы периферической толе-
рантности в норме предотвращают распознава-
ние собственных антигенов этими клетками. В 
развитии аутоиммунитета у пациентов с ПИД 

кроме принятой теории нарушения механизмов 
толерантности вследствие различных генетиче-
ских дефектов, также имеют место нарушения 
апоптоза или пролиферации, дефекты передачи 
сигнала или иммуно-опосредованное нарушение 
клиренса, аберрации в клеточных механизмах 
врожденного иммунитета [1]. Аутоиммунная 
манифестация была описана при многих формах 
первичных иммунодефицитах, независимо от 
природы иммунологического дефекта, лежащего 
в основе. В один генетический тип ПИД может 
быть вовлечено несколько механизмов развития 
аутоиммунитета и иммунодисрегуляции. Однако 
для многих форм ПИД аутоиммунная мани-
фестация не отражает нарушение элиминации 
аутореактивных лимфоцитов или неэффектив-
ной работы механизмов периферической толе-
рантности, а является причиной неспособности 
иммунной системы элиминировать патоген. 
Это часто приводит к продолжительному вос-
палительному ответу, который в свою очередь 
повреждает окружающие ткани [1].

Генетический дефект апоптоза приводит к 
аутоиммунному лимфопролиферативному син-
дрому (АЛПС). Это генетическое заболевание, 
приводящее к дефекту FAS–зависимого апоптоза 
лимфоцитов (Fas R – Fas L), характеризующееся 
незлокачественной лимфопролиферацией - лим-
фоаденопатией (ЛАП), гепатоспленомегалией 
и аутоиммунной патологией (аутоиммунной 
цитопенией). Вторым, после лимфопролифе-
рации, наиболее частым клиническим проявле-
нием АЛПС является аутоиммунная патология, 
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а именно, иммуноопосредованные цитопении  
(иммунная тромбоцитопения (ИТП), аутоим-
мунная гемолитическая анемия (АИГА), ней-
тропения), которые встречаются в более чем в 
70% случаев. Менее часто встречается: гломеру-
лонефрит, аутоиммунный гепатит, первичный 
биллиарный цирроз, синдром Гийена-Барре, 
васкулит [5]. 

Главным лабораторным критерием ауто-
иммунного лимфопролиферативного син-
дрома (АЛПС) является повышенное содер-
жание в периферической крови дважды-не-
гативных Т-лимфоцитов (ДНТ) с фенотипом 
CD3+TCR+CD4-CD8- [6]. Это необычные 
Т-лимфоциты, которые синтезируют высокий 
уровень ИЛ-10 и плохо «подвергаются» апоптозу 
[7].

У пациентов с геномной мутацией в гене 
Fas среди показателей клеточного иммуните-
та описана экспансия CD8+ Т-лимфоцитов, 
TCR+CD4-CD8-CD3+, TCR+CD4-CD8-
CD3+, CD3+HLA-DR+ [8].

 Роль В-лимфоцитов в патогенезе АЛПС у лю-
дей изучена мало, большинство работ выполнено 
на мышах [7]. У пациентов описана поликло-
нальная экспансия В-лимфоцитов с фенотипом 
CD20+CD5+, у 80% пациентов детектируется 
повышенный уровень поликлональных антител 
класса IgG и IgA и аутоантител у 70% [8]. Также у 
пациентов с АЛПС снижено содержание CD27+ 
В-лимфоцитов памяти, что свидетельствует о 
нарушении дифференцировки В-лимфоцитов в 
периферической крови [9].

Группа немецких ученых определяла 6 раз-
личных субпопуляций В-лимфоцитов и по-
казала снижение относительного содержания 
В-лимфоцитов маргинальной зоны (MZB) 
(CD27+IgD+), переключенных В-лимфоцитов 
памяти (CD27+IgD-) и переключенных плаз-
мобластов (CD38++CD24-), тем не менее, боль-
шинство пациентов имели повышенное содер-
жание  переходных, transitional В-лимфоцитов 
(CD38++IgM++) [9].

Также в группу синдромов с высокой склон-
ностью к аутоиммунной патологии входит син-
дром Вискотта-Олдрича (WAS — Wiscott-Aldrich 
Syndrome). Это комплексное заболевание, кото-
рое характеризуется  микротромбоцитопенией, 
экземой, иммунодефицитом, повышенным ри-
ском развития аутоагрессии и лимфомы. Специ-
фический белок, получивший название «протеин 
синдрома Вис котта-Олдрича» (WASP — Wiscott-
Aldrich Syndrome Protein) экспрессируется во всех 
гемопоэтических клетках, это регулятор полиме-

ризации актина, он вовлечен в передачу сигнала 
в  клетке, клеточное движение, формирование 
иммунологического синапса и апоптоз, связы-
вает фермент глутатион-S-трансферазу, который 
необходим для поляризации Т-лимфоцитов в 
течение контакта с антигенпредставляющими 
клетками. WAS - это генетический дефект белка 
WAS, ген локализован на Х-хромосоме [10,11].

Аутоиммунные осложнения встречаются 
от 22 до 72% пациентов с WAS, наиболее часто 
встречается аутоиммунная гемолитическая ане-
мия (36%), затем васкулит (включая церебраль-
ный васкулит; 29%), артриты (29%), нейтропения 
(25%), воспалительные заболевания кишечника 
(9%) и IgA-нефропатия (3%), дерматомиозит, 
увеит также были описаны у некоторых пациен-
тов [12,13]. Более того, несколько аутоиммунных 
заболеваний может встречаться у одного паци-
ента, что свидетельствует о неблагоприятном 
прогнозе [13].

Отсутствие или сниженная экспрессия белка 
Вискотта-Олдрича приводит к функциональ-
ным дефектам во всех иммунных клетках. Био-
логические основы данного заболевания ха-
рактеризуются нарушением активации клеток, 
цитотоксической активности CD8+ клеток и 
естественных киллеров, супрессорной актив-
ности естественных регуляторных Т-клеток. У 
пациентов нарушена подвижность, адгезия и 
миграция В-лимфоцитов. Отсутствие WAS белка 
влияет на образование падосом, подвижность и 
премирование дендритными клетками антигена 
для Т-лимфоцитов, а также на фагоцитарную ак-
тивность макрофагов, миграцию и адгезию ней-
трофилов. Также WAS белок участвует в передаче 
сигнала от Т- и В-клеточных рецепторов [13].   

Интерес к изучению фенотипических и функ-
циональных характеристик В-лимфоцитов у па-
циентов с WAS вызван дисгаммаглобулинемией 
(снижен IgM, нормальный IgG, повышенный 
IgE) и сниженной или отсутствующей продук-
цией специфических антител к полисахаридам 
и другим Т-независимым Аг [11]. У пациентов с 
WAS на В-лимфоцитах снижена экспрессия CD21, 
CD35 (CR2, CR1 – рецепторы для компонентов 
системы комплемента) [14]. Нарушение экспрес-
сии или функционирования этих рецепторов 
может повлиять на поддержание В-клеточной 
толерантности и спровоцировать развитие ауто-
иммунных заболеваний, вызванными иммунны-
ми комплексами, таких как СКВ и ревматоидный 
артрит [15]. У пациентов с WAS также описано 
повышенное содержание функционально не-
зрелых В-лимфоцитов с фенотипом CD21- [14]. 
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В периферической крови выживание ауторе-
активных В-лимфоцитов обеспечивает высокий 
уровень BAFF и APRIL, данные цитокины повы-
шены при некоторых аутоиммунных заболева-
ниях и лимфопении [16]. У некоторых пациентов 
с WAS наблюдается повышенное содержание 
BAFF в сыворотке крови [17].

Цель нашей работы: выявить фенотипические 
изменения в формировании Т- и В-лимфоцитов 
и регуляторных цитокинов (BAFF, IL10)  перифе-
рической крови у пациентов с аутоиммунным 
лимфопролиферативным синдромом (АЛПС) 
и синдромом Вискотта-Олдрича (WAS) как им-
мунодефицитов с врожденным дефектом пери-
ферической толерантности.

Материалы и методы
Пациенты и здоровые доноры
В исследование включено 23 пациента, 12 

пациентов с АЛПС (8 мальчиков, 4 девочки)  в 
возрасте от 3-лет до 15 лет и 11 мальчиков с WAS 
в возрасте от 4-х месяцев до 20 лет на момент 
исследования периферической крови. 

На базе Центра детской онкологии, гемато-
логии и иммунологии был установлен диагноз 
АЛПС у  6 детей (3 мальчика, 3 девочки) и 6 детей 
(5 мальчиков, 1 девочка) в отделении клиниче-
ской иммунологии Российской детской клини-
ческой больницы, г. Москва. Диагноз АЛПС был 
выставлен согласно критерием  NIH International 
Workshop в 2009 [6]. Диагноз синдром Вискотта-
Олдрича выставлялся по совокупности клиниче-
ских и лабораторных данных, наличию мутации 
в гене WAS (у 5 мальчиков диагноз установлен в 
Беларуси и у 6 – в России). 

Мутационный анализ гена Fas в геномной 
ДНК и углубленное иммунологическое иссле-
дование периферической крови всех пациентов 
было проведено в Центре детской онкологии, 
гематологии и иммунологии (один пациент в 
г. Москва). Все пациенты, в зависимости от на-
личия геномной мутации, были разделены на 
две группы, с мутацией в кодирующей последо-
вательности гена Fas (далее АЛПС_Fas+) и без 
обнаруженной мутации (АЛПС_ Fas-). Поиск 
мутаций в отсортированных дважды негативных 
Т-клетках и других генах не проводился. Данное 
разделение выполнялось для установления роли 
геномных мутаций в гене Fas на клиническое и 
лабораторное проявление нарушений иммунной 
регуляции.

Для того чтобы проверить надежность фе-
нотипических маркеров нарушения иммунной 
регуляции (потенциально «аутореактивных» 

В-лимфоцитов IgM-IgD+,  функционально незре-
лых В-лимфоцитов CD21-CD38-, регуляторных 
Т-лимфоцитов CD4+CD25+CD127- и клеток, 
недавно мигрировавших из тимуса – «тимиче-
ских эмигрантов» CD4+CD31+CD45RA+), мы 
оценили относительное содержание этих клеток 
у пациентов с синдромом Вискотта-Олдрича. 
Для этого все пациенты с синдромом Вискотта-
Олдрича были разделены на две группы в зави-
симости от наличия в анамнезе аутоиммунных 
заболеваний. Пациенты: 5 мальчиков в возрасте 
от 3-х месяцев до 5 лет на момент исследования 
периферической крови сформировали группу – 
WAS_1, 6 мальчиков в возрасте от 6 лет 6 месяцев 
до 20 лет с различными аутоиммунными и вос-
палительными осложнениями сформировали 
группу WAS_2 (таблица 2).

В работе использовали иммунологические 
данные 84 условно здоровых детей в возрасте от 
3-х месяцев до 20 лет (40 мальчиков, 44 девочки). 
Для анализа иммунологических показателей 
пациентов подбирали аналогичные группы по 
возрастному диапазону и медиане.  

Для проведения научных и клинических ис-
следований от родителей и опекунов всех па-
циентов и здоровых доноров было получено 
письменное информированное согласие. 

Иммунофенотипическое исследования 
Тлимфоцитов в цельной крови
Для всех ниже перечисленных исследований у 

пациентов брали периферическую кровь в про-
бирки с  антикоагулянтом ЭДТА (этилен-диамин 
тетрауксусная кислота). Иммунофенотипирова-
ние лимфоцитов проводили методом пяти-се-
мицветной проточной цитометрии с использо-
ванием процедуры безотмывачного лизирования 
(lyse/no-wash) на станции пробоподготовки и 
проточном цитофлуориметре FC500 (Beckman 
Coulter) и Navios (Beckman Coulter) с использова-
нием  моноклональных антител, конъюгирован-
ных с FITС, фикоэритрином (РЕ), ECD, PC-5, PC-
7, APC, APC-Alexa 750 (Becton & Dickinson, USA, 
Immunotech, France, Beckman Coulter, USA, R&D, 
USA).  Иммунологические параметры включали 
в себя следующие показатели клеточного им-
мунитета: стандартное иммунологическое ис-
следование:  Т-лимфоциты (CD3+), Т-хелперы 
(CD3+CD4+), цитотоксические Т-клетки 
(CD3+CD8+), В-лимфоциты (CD19+), нату-
ральные киллеры (CD3-CD16+CD56+); дополни-
тельное исследование: «тимические эмигранты» 
(CD3+CD4+CD31+CD45RA+), регуляторные 
Т-лимфоциты (CD4+CD25+CD127-), дважды 
негативные Т-лимфоциты (ДНТ) (CD3+CD4-
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CD8-TCR±І+).

Иммунофенотипическое исследования 
Влимфоцитов
Д л я  о п р ед е л е н и я  и м м у н о ф е н о т и п а 

В-лимфоцитов мононуклеары периферической 
крови выделяли на градиенте плотности фиколл-
пака (Pharmacia, Швеция), отмывали в фосфат-
ном буфере (PBS + 0,1% азид), инкубировали 15 
минут в питательной среде RPMI-1640 при 37°С 
и  5% CO2. Затем клетки осаждали и окрашивали 
моноклональными антителами.

Иммунологические параметры для до-
полнительного определения В-лимфоцитов 
включали в себя следующие маркеры: IgD-
переключенные (switched) В-лимфоциты памя-
ти (CD19+CD27+IgD-), IgD-непереключенные 
( n o n - s w i t c h e d )  В - л и м ф о ц и т ы  п а м я т и 
или IgD+ В-лимфоциты маргина льной 
зоны (CD19+CD27+IgD+), наивные IgD+ 
В-лимфоциты (CD19+CD27-IgD+), IgМ-
п е р е к л юч е н н ы е  В - л и мф о ц и т ы  п а м я т и 
(CD19+CD27+IgМ-), IgМ-непереключенные 
В-лимфоциты памяти или IgМ+ В-лимфоциты 
маргинальной зоны (CD19+CD27+IgМ+), 
наивные IgМ+ В-лимфоциты (CD19+CD27-
IgМ+), функционально-незрелые В-лимфоциты 
(CD19+CD21-, CD19+CD21-CD38-, CD19+CD21-

CD38++) , регуляторные В-лимф оциты 
(CD20+CD5+, CD19+CD24++CD38++), пред-
положительно аутореактивные В-лимфоциты 
(CD19+IgD+IgM-).

Определение концентрации регуляторных 
цитокинов BAFF, IL10 определяли, используя 
ELISA наборы (Human BAFF/BlyS/TNFSF13B, 
IL10 Quantikine ELISA Kit, R&D Systems, Inc., 
Minneapolis, MN, USA) согласно инструкции 
производителя в сыворотках, предварительно 
замороженных при -20°С.

Статистическая обработка результатов вы-
полнена с использованием программы GraphPad 
Prism5. Количественные показатели представле-
ны в виде  медианы, 25-го и 75-го процентилей. 
Достоверность различий в сравниваемых груп-
пах количественных признаков оценивали по 
Mann-Whitney (U-критерий). Уровень р < 0,05 
был принят за статистически значимый.

Результаты и их обсуждение
Характеристика обследованных пациентов, 

выявленные генетические изменения, возраста 
манифестации иммунологической дисрегуляции 
отражены в таблице 1.

Как видно из таблицы 1, практически для всех 
пациентов с АЛПС_Fas+  характерна «полная» 
лимфопролиферация (Л/Г/С у 7 из 7 пациентов) 
на момент постановки диагноза, также для боль-

Таблица 1. Характеристика пациентов с АЛПС

№ Пол Геномная мутация   Возраст Тип манифестации  ДНТ, %
   в гене FAS    манифест. 

    Группа АЛПС_Fas+  

1  м  N264D     2 мес.   Л/Г/С*, АИГА**, ИТП*** 8,6
2  д  V195VfsX20    3 года   Л/Г/С, ИТП   11
3  д   R250Q    1 год   Л/Г/С, ИТП,    6,8
4  д  W241A     4,5 мес.  Л/Г/С, АИГА    8,9
5  м  V227VfsX2    3 мес.   Л/Г/С, АИГА, ИТП   10,8
6  м  D260G     1 г. 9 мес.  Л/Г/С     26,1
7  м  c.676+5 G>A   1 мес.   /Г/С,  АИГА, ИТП   26,3

    Группа АЛПС_Fas-  

8 м  Не обнаружена  5 лет  Л/Г/С    18,9
9 м  Не обнаружена  3года  Л/Г/С    4,5
10 м  Не обнаружена  2 г. 7 мес. Л/Г/С, ИТП   3,1
11 д  Не обнаружена  12 лет  Л/Г/С Аутоиммунный гепатит 8,6
12 м  Не обнаружена  2 месяца Л/Г/С, колит   3,5
Л/Г/С * – лимфаденопатия, гепатоспленомегалия
АИГА** –  аутоиммунная гемолитическая анемия
ИТП*** – иммунная тромбоцитопения
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шинства пациентов этой группы характерны 
аутоиммунные цитопении в анамнезе у 6 из 7 (у 
3-х пациентов наблюдались сочетанные цито-
пении, что свидетельствовало о наличии Эванс 
синдрома). В группе АЛПС_Fas- аутоиммунные 
цитопении встречались гораздо реже, – в 20% 
случаев, у одной девочки (пациент №11) был 
диагностирован аутоиммунный гепатит и у од-
ного мальчика (пациент №12) колит как главная 
манифестация заболевания. 

Результаты исследования Тклеток и  ЕК у 
детей с АЛПС
При анализе Т-лимфоцитов было выявле-

но значимое снижение CD4+ Т-лимфоцитов в 
группе АЛПС_Fas+ (рисунок  1А), натуральных 
киллеров в обеих группах пациентов (рисунок 

1В) и увеличение CD8+ Т-лимфоцитов в груп-
пе АЛПС_Fas+. Анализ абсолютных значений 
вышеописанных популяций выявил значимые 
отличия только среди CD8+ T-лимфоцитов – 
увеличение в группе АЛПС_Fas+ (р=0,01) и 
натуральных киллеров – снижение в группе 
АЛПС_Fas- (р=0,04).

Состояние иммунологической дисрегуляции 
у пациентов с аутоиммунным лимфопроли-
феративным синдром выражается в стандарт-
ном иммунологическом исследовании в виде 
повышенного содержания активированных 
Т-лимфоцитов с фенотипом CD3+HLA-DR+. Как 
видно из рисунков 2А и 2Б пациенты из группы 
АЛПС_Fas_+   имеют значительное увеличение 
относительного, и в абсолютного количества 
данных клеток.   

Рис. 1. Относительное содержание CD4+ (А), CD8+ Тлимфоцитов (Б) и натуральных киллеров у пациентов с 
АЛПС и здоровых доноров

Рис. 2. Относительное (А) и абсолютное (Б) содержание активированных CD3+HLADR+ Тлимфоцитов в пери-
ферической крови пациентов с АЛПС и здоровых доноров
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Субпопуляции Тлимфоцитов у детей с АЛПС
Главные клетки, отражающие работу тиму-

са как органа центральной толерантности, это 
клетки, недавно мигрировавшие из тимуса – 
«тимические эмигранты». Функциональные 
особенности тимуса можно изучать посред-
ствам количественного определения «тими-
ческих эмигрантов» (Recent thymic emigrants, 
RTE), а также по количеству TREC (TCR excision 
circle, кольцевые структуры ДНК Т-клеточного 
рецептора) [18,19]. «Тимические эмигранты» 
(CD3+CD4+CD45RA+CD31+) это наивные 
Т-лимфоциты, которые только что вышли из 
тимуса и еще не подверглись дальнейшей проли-
ферации и антигенной селекции, эта популяция 
содержит большое число TREC и доминирует в 
пуле наивных Т-лимфоцитов новорожденных. 
Нормальное число «тимических эмигрантов» в 
периферической крови отражает нормальное 
функционирование тимуса [18]. Мы проанализи-
ровали относительное и абсолютное содержание 
этих клеток среди CD4+ Т-хелперов. Вне зависи-
мости от наличия мутации в гене Fas обе группы 
пациентов с АЛПС имели значимое снижение от-
носительного содержания этих клеток (рисунок 
3А), достоверно значимое снижение абсолютного 
содержания тимических мигрантов выявлено 
только у пациентов группы АЛПС_Fas- (р=0,01). 
Данный факт дает возможность предположить, 
что в патогенез аутоиммунной патологии у паци-
ентов с АЛПС вовлечены механизмы централь-
ной толерантности.

Нарушения в Т-клеточном звене перифери-
ческой толерантности оценивали по относитель-
ному и абсолютному содержанию регуляторных 

Т-лимфоцитов. Значимое снижения этих клеток 
в относительном  (рисунок 3Б) и абсолютном 
содержании (Здоровые доноры/ АЛПС_Fas+ 
(р=0,005)) выявлено только у пациентов с АЛПС 
и обнаруженной мутацией в гене Fas.

Однако, проанализировать содержание ре-
гуляторных Т-лимфоцитов в периферической 
крови пациентов с АЛПС представляет собой 
методическую сложность, т.к. трудно подобрать 
клинически одинаковые «условия» у пациентов 
с данным диагнозом. Очень часто дети с АЛПС 
приходят в стационар с наличием аутоиммунной 
цитопении и/или другой аутоиммунной пато-
логии, либо перед началом манифестации или 
после терапии, поэтому выбрать одну «точку» 
состояния пациентов часто не представляется 
возможным.

 
Показатели Вклеточного иммунитета у детей 
с АЛПС
  Для того, чтобы охарактеризовать диффе-

ренцировку В-лимфоцитов у пациентов с АЛПС, 
мы определяли 11 следующих популяций в пе-
риферической крови: CD27-IgD+ наивные IgD+ 
В-лимфоциты (1),  CD27+IgD+  В-лимфоциты 
маргинальной зоны (2),  CD27+IgD- переключен-
ные IgD+ В-лимфоциты памяти (3),  CD27-IgM+ 
наивные IgM+ В-лимфоциты (4), CD27+IgM+  
В-лимфоциты маргина льной зоны (5) ,  
CD27+IgM- переключенные IgM+ В-лимфоциты 
памяти (6), CD21lowCD38low функционально не-
зрелые В-лимфоциты (7 и 8), CD38++CD24++, 
CD20+CD5+ регуляторные В-лимфоциты (9 
и 10) и предположительно «аутореактивные» 
В-лимфоциты IgD+IgMlow  (11).

Рис. 3. Относительное содержание тимических мигрантов с фенотипом CD4+CD31+CD45RA+ (A) и регулятор-
ных Тлимфоцитов с фенотипом CD4+CD25+CD127 у пациентов с АЛПС и здоровых доноров
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Общее нарушение в формировании CD27+ 
В-лимфоцитов памяти уже было описано [7]. 
В данной работе мы провели более детальный 
иммунофенотипический анализ В-лимфоцитов, 
с определением IgD+ и IgM+ В-лимфоцитов 
памяти.

Большинство пациентов с АЛПС име-
ли сниженное относительное содержание 
В-лимфоцитов памяти, причем всех 4 популяций 
(IgD+/IgM+ переключенных и маргинальной 
зоны и ) (рисунок 4А и 4Б). 

Глубокий дефицит В-лимфоцитов маргиналь-
ной зоны наблюдался у пациентов обоих групп 
– здоровые доноры/ АЛПС_Fas+ (р<0,0001), здо-
ровые доноры/ АЛПС_Fas- (р=0,004), что в свою 
очередь приводило к повышенному содержанию 
наивных В-лимфоцитов.

Рис. 4. Относительное содержание переключенных IgDВлимфоцитов (А) и IgМВлимфоцитов памяти (Б) у 
пациентов с АЛПС и здоровых доноров

Более того, у большинства пациентов с геном-
ной мутацией в гене Fas наблюдалась экспансия 
функционально незрелых В-лимфоцитов с раз-
личным фенотипами, CD38- (рисунок 5В), что 
свидетельствует о нарушении нормальной диф-
ференцировки В-лимфоцитов в периферической 
крови пациентов с АЛПС.

Однако, в этом исследовании, нас интересова-
ли клетки с иммунорегуляторными свойствами, 
такие как «предположительно» регуляторные 
В-лимфоциты с фенотипом CD38++CD24++  и 
CD5+CD20+.

У пациентов с геномной мутацией в гене Fas 
наблюдалось повышенное содержание предпо-
ложительно регуляторных клеток с фенотипом 
CD38++CD24++ (рисунок 6А), достоверно зна-

Рис. 5. Содержание CD21CD38 Влимфоцитов у здорового донора (А), у пациента с АЛПС (Б), относительное 
содержание CD21CD38 Влимфоцитов у пациентов с АЛПС и здоровых доноров (В)
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чимых отличий между CD5+CD20+ у пациентов 
с АЛПС и здоровыми донорами обнаружено не 
было (рисунок 6Б).

Негативная селекция В-лимфоцитов в кост-
ном мозге не приводит к полной элиминации 
всех аутореактивных клонов В-лимфоцитов, т.к. 
в костном мозге ауто-антигены представлены 
в гораздо меньшей концентрации, чем в пери-
ферической циркуляции. Отсюда, значительное 
число В-лимфоцитов, покидающих костный 
мозг, проходят селекцию в периферической 
циркуляции [20,21]. Нарушение иммунологиче-
ской толерантности приводит к формированию 
и закреплению пула В-лимфоцитов, способных 
распознать собственные антигены [21]. С точки 
зрения клинической иммунологии, большой ин-

терес представляет собой фенотип мембран этих 
В-лимфоцитов, для возможности их быстрого 
определения в периферической крови.

В недавних работах, выполненных на клет-
ках крови человека, была идентифицирована 
потенциально «аутореактивная» субпопуляция 
В-лимфоцитов CD19+CD27-IgD+IgMlow/-  – позд-
ние переходные клетки, (late transitional cells), ко-
торые составляют приблизительно 2,5% от всех 
В-лимфоцитов в периферической крови [22].

Как видно на рисунке 7В практически у всех 
пациентов с аутоиммунным лимфопролифера-
тивным синдромом, вне зависимости от наличия 
мутации в гене Fas, наблюдалась экспансия по-
тенциально «аутореактивных» В-лимфоцитов в 
периферической крови.

Рис. 6. Относительное содержание «предположительно» регуляторных Влимфоцитов CD38++CD24++ (А) и 
CD20+CD5+ (Б) у пациентов с АЛПС и здоровых доноров

Рис. 7. Нормальное содержание IgD+IgM Влимфоцитов у здорового донора (А), экспансия «аутореактивных» 
Влимфоцитов у пациента с АЛПС (Б), относительное содержание IgD+IgM Влимфоцитов у пациентов с АЛПС и 
здоровых доноров (В)
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Фенотипические характеристики Т и 
Влимфоцитов у пациентов с синдром 
ВискоттаОлдрича
Для того, чтобы проверить надежность фе-

нотипических маркеров иммунологической 
дисрегуляции (потенциально «аутореактивных» 
В-лимфоцитов IgM-IgD+,  функционально незре-
лых В-лимфоцитов CD21-CD38-, регуляторных 
Т-лимфоцитов CD4+CD25+CD127- и «тимиче-
ских эмигрантов» CD4+CD31+CD45RA+), мы 
оценили относительное содержание этих клеток 
у пациентов с синдромом Вискотта-Олдрича.

Синдром Вискотта-Олдрича – заболевание 
с повышенным риском развития аутоагрессии. 
Пациенты с аутоиммунной и воспалительной 
манифестацией обычно формируют группу вы-
сокого риска с плохим прогнозом [12].

В исследуемой нами выборке пациентов ауто-
иммунные и воспалительные осложнения были 
описаны в 60% (у 6 из 10 пациентов), которые 
развили хотя бы один аутоиммунный или вос-
палительный признак, наиболее частый из кото-
рых это аутоиммунная гемолитическая болезнь 
(АИГА), у 2 пациентов развился васкулит, у 1 
аутоиммунная нейтропения (таблица 2). 

Учитывая, что аутоиммунные осложнения у 
пациентов с синдромом Вискотта-Олдрича раз-
виваются с возрастом, мы проанализировали от-
носительное содержание клеток с регуляторными 
и аутоагрессивными свойствами в двух группах 
(с наличием аутоиммунных и воспалительных 
осложнений и без). Группу пациентов без ауто-
агресии составили самые маленькие пациенты 

(WAS_1 – пациенты №8-11), во вторую группу 
вошли дети №1-№6, которые сформировали 
WAS_2.

Исследование фенотипических характеристик 
Тлимфоцитов у пациентов с WAS
При анализе «главных» Т-клеток иммунной 

регуляции – тимических эмигрантов и регуля-
торных Т-лимфоцитов, было выявлено значи-
мое снижение только тимических мигрантов у 
пациентов с синдромом Вискотта-Олдрича и 
наличием аутоиммунной патологии (WAS_2) 
(рисунок 8А). Достоверных отличий в содержа-
нии регуляторных Т-лимфоцитов у пациентов 
и здоровых доноров в аналогичном возрастном 
диапазоне не было выявлено (рисунок 8Б).

Исследование фенотипических характеристик 
Влимфоцитов у пациентов с WAS
Фенотипический анализ В-лимфоцитов также 

выявил экспансию функционально незрелых и 
аутореактивных В-лимфоцитов у пациентов с 
синдромом Вискотт-Олдрич с возрастом и со-
путствующей аутоиммунной и воспалительной 
патологией (рисунок 9А и 9Б).

Исследование регуляторных цитокинов 
у пациентов с аутоиммунным 
лимфопролиферативным синдромом и 
синдромом ВискоттаОлдрича
Процесс селекции переходных В-лимфоцитов 

(transitional B cells) в периферии также кон-
тролируется наличием BAFF. BAFF это фактор 
выживания В-лимфоцитов, увеличение уровня 

Таблица 2. Характеристика пациентов с синдромом ВискоттаОлдрича

Пациент_№ Мутация  Аутоиммунная   Возраст  Возраст 
   в гене WAS патология    аутоим.  на момент
          патологии исследования

Пациент_1 R86H  Геморрагический васкулит,   8 лет  21 год
     кожно-суставная форма 
Пациент_2 L105P  Васкулит     11 лет  12 лет
Пациент_3  ivs6+5nt G>A  АИГА     6 л. 2 м.  7 лет 11 мес.
Пациент_4 652delG Иммунная тромбоцитопения, н.д.  7 лет 2 мес. 
     иммунная нейтропения 
Пациент_5 del_1-9  АИГА     2 года  6 лет 6 мес.
Пациент_6 D77H  Иммунная тромбоцитопения 3 года  5 лет
Пациент_7 R86H  нет       1 год 4 мес.
Пациент_8 R321X  нет       8 мес.
Пациент_9 G322X  нет       4 мес.
Пациент_10 R321X  нет       3 мес.
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Рис. 8. Относительное содержание тимических мигрантов (А) и регуляторных Тлимфоцитов (Б) у пациентов с 
синдромом ВискоттаОлдрича и здоровых доноров

Рис. 9. Относительное содержание CD21CD38 Влимфоцитов (А) и IgD+IgM Влимфоцитов (Б) у пациентов с 
синдромом ВискоттаОлдрича и здоровых доноров

BAFF может увеличивать число В-лимфоцитов в 
периферической циркуляции. Рецептор для BAFF 
(BAFF-R) впервые экспрессируется во время 
переходной стадии и его экспрессия увеличивает-
ся по мере созревания В-лимфоцитов. Таким об-
разом, переходные и зрелые В-лимфоциты могут 
связывать BAFF и наличие этого цитокина обу-
словлено размером пула зрелых В-лимфоцитов. 
Большое количество зрелых В-лимфоцитов сни-
жает уровень циркулирующего BAFF. Эти данные 
дают возможность предполагать, что уровень 
BAFF напрямую контролирует негативную се-

лекцию незрелых В-клеток в периферии [23,24].
Мы проанализировали концентрацию данно-

го цитокина в сыворотке периферической крови 
пациентов с АЛПС и синдромом Вискотта-Ол-
дрича (WAS). Значимое увеличение BAFF наблю-
дали во всех группах вышеописанных пациентов 
(рисунок 10А и 10Б). Причем увеличение уровня 
данного цитокина у пациентов с АЛПС без му-
тации в гене Fas и маленьких пациентов с WAS 
без клинической манифестации аутоиммунной 
патологии, свидетельствует о наличии иммунной 
дисрегуляции еще до экспансии функционально 
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незрелых и регуляторных Т- и В-лимфоцитов и 
клинического проявления аутоиммунитета.

Также в обследованных нами группах было 
обнароужено значимое увеличение IL-10, как 
одного из главных регуляторных цитокинов 
(рисунок 11А и Б). Причем в обеих группах па-
циентов с АЛПС наблюдали увеличение уровня 
данного цитокина более чем в 20-60 раз по срав-
нению со здоровыми детьми, что подтверждает 
наличие диагноза аутоиммунный лимфопроли-
феративный синдром у пациентов без обнару-
женной мутации в гене Fas, так как IL-10 – один 

из главных диагностических маркеров данной 
патологии [25].

Выводы
1. У пациентов с аутоиммунным лимфопроли-

феративным пролиферативным синдромом 
(АЛПС) в периферической крови наблюдается 
снижение относительного содержания клеток, 
недавно мигрировавших из тимуса – «тими-
ческих эмигрантов» (CD4+CD45RA+CD31+) 
(p<0,01), а у пациентов с синдромом Вискот-
та-Олдрича данное снижение наблюдается 

Рис. 10. Концентрация BAFF у пациентов с АЛПС (А), синдромом ВискоттаОлдрича (Б)  и здоровых доноров

Рис. 11. Концентрация IL10 у пациентов с АЛПС (А), синдромом ВискоттаОлдрича (Б)  и здоровых доноров
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только у пациентов с сопутствующей аутоим-
мунной патологией. Относительное снижение 
регуляторных Т-лимфоцитов наблюдается у 
пациентов с АЛПС и геномной Fаs мутацией 
(р<0,01) по сравнению со здоровыми детьми.

2. Дисрегуляция иммунной системы сопрово-
ждается относительной экспансией предпо-
ложительно аутореактивных В-лимфоцитов  
с фенотипом (CD19+IgD+IgM-) у пациен-
тов с АЛПС (р<0,01 и p<0,05) и WAS с ауто-
иммунной патологией (р<0,05), наличием 
функционально незрелых В-лимфоцитов 
(CD19+CD21-CD38-) у пациентов с АЛПС и 
геномной мутацией в гене Fas (p<0,01) и при 
WAS с сопутствующем аутоиммунным син-

дромом (p<0,01), а также повышением уровня 
BAFF и IL-10 у всех пациентов с АЛПС и WAS 
вне зависимости от деления на группы.
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