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An experimental model of superoxide dismutase  
A-induced sarcoidosis-like immune inflammation
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Simferopol, Russian Federation

Изучено влияние искусственно синтезированной супероксиддисмутазы А на морфогенез иммунного гранулема-
тозного воспаления у крыс с оценкой распределения субпопуляций антиген-представляющих и лимфоидных кле-
ток в гранулематозном инфильтрате и определением иммуногистохимической экспрессии некоторых «таргетных» 
генов/сигнальных путей (PD-L1, PPAR-γ, NF-κB). Проведен описательный гистологический и иммуногистохимиче-
ский анализ с применением маркеров CD1a, CD3, CD68 (SCARD1), CD80, CD83, CD163, TBX21, GATA3, Foxp3, IL-17, 
PPAR-γ, NF-κB и PD-L1 в образцах ткани. Во всех случаях выявлены характерные морфологические признаки сарко-
идоз-подобного гранулематозного воспаления с преобладанием Т-клеточного звена, сдвигом в сторону Т-хелперов 
1 типа на фоне незначительного количества регуляторных Т-клеток. В составе гранулематозного инфильтрата опре-
деляется значительная доля клеток моноцитарно-макрофагального ряда (преимущественно, за счёт М2 субпопуля-
ции макрофагов). Выявлены особенности экспрессии PD-L1 на фоне иммунного воспаления. 

Ключевые слова: супероксиддисмутаза, иммунная гранулема, саркоидоз, крыса, гранулематозное воспаление, 
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Аутоиммунные гранулематозные заболевания 
(АГЗ) представляют собой обширную группу 
патологических состояний, этиология  кото-

рых остается  неизвестной, а патогенез до конца 
не изученным. Все АГЗ (саркоидоз, гранулематоз 
Вегенера, болезнь Крона, первичный билиарный 
холангит и др.) гистологически характеризуют-
ся образованием гранулем и неспецифичностью 
симптомов в начале заболевания, что затрудняет 
постановку диагноза на раннем этапе [1–4]. Лече-
ние большинства АГЗ является неспецифичным и 
включает высокие дозы глюкокортикостероидов 
и/или цитостатиков, что обусловлено недоста-
точным пониманием патогенеза, взаимодействия 
основных субпопуляций иммунокомпетентных 
клеток в очаге. Все это повышает актуальность 
экспериментального изучения гранулематозного 
воспалительного процесса (в том числе саркои-
доз-подобного). 

В основу изучения АГЗ был взят саркоидоз, так как 
многие гранулематозные заболевания могут имити-
ровать саркоидоз гистологически и клинически [5], 
что делает его морфологическим «эталоном» для  
изучения гранулем [6, 7]. Несмотря на то что этиоло-
гия и патогенез саркоидоза остаются недостаточно 
изученными, системный обзор литературы и мета-
анализ выявили потенциальную роль бактерий рода 
Mycobacterium, продуцирующих супероксиддисму-
тазу А (sod A), в качестве начального звена патоге- 
неза [8]. 

Интересно, что саркоидоз-специфичный метал-
лофермент sod A, использованный в эксперименте с 
мышами, показал гистологический и иммунофеноти-
пический профили саркоидоза, которые хорошо кор-
релировали с профилями при саркоидозе у человека 
[9]. На основании этого данная патофизиологическая 
модель является отличной основой для исследования 

патоморфоза иммунных гранулем, в том числе сарко-
идоза.

Цель исследования – изучить влияние искусствен-
но синтезированной sod A на морфогенез неспецифи-
ческого иммунного гранулематозного воспаления у 
крыс с оценкой распределения субпопуляций анти-
ген-представляющих и лимфоидных клеток в грануле-
матозном инфильтрате и определением экспрессии 
некоторых «таргетных» генов / сигнальных путей (PD-
L1, PPAR-γ, NF-κB).

Материал и методы. Микробная sod A с после-
довательностью AAAIAGAFGSFDKFR была синтези- 
рована в компании AtaGenix Laboratories (Ухань, КНР) 
в 2023 году. Каждый микробный пептид sod A имеет 
чистоту более 80 %. Идентичность подтверждена ме-
тодом масс-спектрометрии, а чистота оценена по дан-
ным жидкостной хроматографии высокого давления. 

Исследование проведено на 18 крысах-самцах 
(массой 180–200 г) линии Wistar. В соответствии с по-
ставленной целью изучалось влияние sod A на разви-
тие и патоморфоз иммунного воспаления. В  первый 
день эксперимента все крысы были парентерально 
(внутримышечно, в область правой наружной по-
верхности бедра нижней конечности) сенсибилизи-
рованы искусственно синтезированной sod А (пептид 
AAAIAGAFGSFDKFR)  – из расчета 50 мкг sod A, рас-
творенной в 0,25 мл полного адъюванта Фрейнда. 
На 10-й день эксперимента всем животным вводили 
разрешающую дозу sod A из расчета 50 мкг в 0,25 мл 
физиологического раствора на каждого. Животных 
выводили из эксперимента на 25-е сутки после сен-
сибилизации путем декапитации на фоне парен-
теральной седации (0,1  % раствор медетомидина 
гидрохлорида объемом 0,2 мл внутрибрюшинно). Кон-
трольные группы крыс включали животных несенсиби-
лизированных и сенсибилизированных только полным  
адъювантом Фрейнда. 

The effect of artificially synthesized superoxide dismutase A on the morphogenesis of immune granulomatous inflamma-
tion in rats was studied with an assessment of the distribution of subpopulations of antigen-presenting and lymphoid cells in 
granulomatous infiltrate and determination of immunohistochemical expression of some «targeted» genes/signaling path-
ways (PD-L1, PPAR-γ, NF-kB). Descriptive histological and immunohistochemical analysis was performed using CD1a, CD3, 
CD68 (SCARD1), CD80, CD83, CD163, TBX21, GATA3, Foxp3, IL-17, PD-L1, PPAR-γ and NF-kB markers in the obtained 
rat tissue samples. In all cases, characteristic morphological signs of sarcoidosis-like granulomatous inflammation with a 
predominance of the T-cell link, a shift towards type 1 T helper cells against the background of an insignificant number of 
regulatory T cells were revealed. A significant proportion of monocyte-macrophage cells is determined in the granulomatous 
infiltrate (mainly due to the M2 subpopulation of macrophages). Features of PD-L1 expression against the background of 
immune inflammation have been revealed.

Keywords: superoxide dismutase, immune granuloma, sarcoidosis, rat model, granulomatous inflammation, PD-L1
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АГЗ	 –	аутоиммунные гранулематозные заболевания 
ДК	 –	дендритные клетки
ИГХ	 –	иммуногистохимический анализ
ПА	 –	поликлональные антитела
CD	 –	cluster of differentiation (кластер дифференциации)
Foxp3	–	 forkhead box P3 (скурфин – белок, участвующий в 	

	 	 реакциях иммунной системы)
GATA3	–	GATA binding protein 3 (GATA3-связывающий белок) 
NF-kB	–	nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of ac-	

	 	 tivated B cells (ядерный фактор kB, универсальный 	
	 	 фактор транскрипции В клеток)

PD-L1	–	 programmed death ligand-1 (лиганд запрограмми-	
	 	 рованной гибели)

PPAR-γ	–	 peroxisome proliferator-activated receptor gamma 	
	 	 (рецептор, активируемый пролифераторами пе-	
	 	 роксисом гамма)

Sod A	 –	 superoxide dismutase A (супероксиддисмутаза А)
TBX21	–	 t-box transcription factor 21 (фактор транскрипции 	

	 	 T-box21)
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После декапитации выделяли плотный патоло-
гический инфильтрат, который фиксировали в 10  % 
нейтральном забуференном формалине с последую-
щей гистологической проводкой по стандартной ме-
тодике с использованием гибридного гистологиче-
ского процессора Logos (Milestone Medical, Италия) 
и модуля Leica EG1150 (Leica Biosystems, Германия). 
Из залитых в парафин блоков с образцами готовили 
гистологические срезы толщиной 4–5 мкм с исполь-
зованием автоматического ротационного микро-
тома Leica RM2255 (Leica Biosystems, Германия).
Стандартную гистологическую окраску гематоксили-
ном и эозином (H&E) использовали для проведения 
описательного анализа морфологических преобра-
зований с последующей морфологической оценкой  
иммунного воспаления с помощью гистоморфоме-
трического комплекса на базе микроскопа Olympus 
CX-33.

Для проведения иммуногистохимического ана-
лиза использовали гистологические срезы (~4 мкм) 
из блоков, залитых в парафин. Окрашивание про-
водили с использованием полуавтоматического 
иммуногистостейнера BondMax (Leica Biosystems, 
Германия). Протокол окрашивания проводился в 
соответствии со стандартными методами и вклю-
чал депарафинизацию, термическую демаскировку 
антигенов с использованием раствора Bond Epitope 
Retrieval 2 (Leica Biosystems, Германия) при рН=9 
в течение 20  минут при температуре 96 °C, бло-
кирование активности пероксидазы, инкубацию с 
антителом в течение 15 минут при комнатной тем-
пературе и визуализацию с использованием си-
стемы детектирования Bond Polymer Refine (Leica 
Biosystems, Германия). Для лучшей визуализации 
ядер проводили докрашивание гистологических 
препаратов гематоксилином. Для идентификации 
различных клеточных субпопуляций иммунной гра-
нулемы использовали следующие первичные анти-
тела  – поликлональные антитела (ПА): против CD1a 
IgG (кат. #DF13391; Affinity Biosciences ®); против 
CD3 IgG (кат. #DF6594; Affinity Biosciences ®); против 
CD68 (SCARD1) IgG (кат. #DF7518; Affinity Bioscien- 
ces ®); против CD80 IgG (кат. #AF5233; Affinity Biosci-
ences ®); против CD83 IgG (кат. #DF6774; Affinity Bio-
sciences ®); против CD163 IgG (кат. #PAB726Ra01; 
Cloud-Clone ®); ПА IgG против TBX21 (T-bet) (кат. 
#PAP605Ra01; Cloud-Clone ®); против GATA3 IgG 
(кат. #AF6233; Affinity Biosciences ®); против Foxp3 
IgG (кат. #AF6544; Affinity Biosciences ®); против  
IL-17 IgG (кат. #DF6127; Cloud-Clone ®); против 
PPARg IgG (кат. #AF6284; Cloud-Clone ®); против  
NF-kb IgG (кат. #AF6217; Cloud-Clone ®); против  
PD-L1 IgG (кат. DF6526; Cloud-Clone ®).

Все гистологические срезы сканировали с помо-
щью гистосканера Aperio CS2 (Leica Biosystems, Гер-
мания) с последующим анализом цифровых изобра-
жений с использованием программного обеспечения 
Aperio ImageScope и ImageJ.14. Интенсивность им-
мунопозитивного окрашивания (для ядерной, цито-
плазматической или мембранной иммуногистохими-
ческой экспрессии маркера, если таковая имелась) 
оценивали с использованием диаминобензидиновой 
метки по интенсивности коричневатого окрашивания 
(минимальная реакция или ее отсутствие, слабопо-
ложительная, умеренно положительная или сильно 
положительная). Образцы небных миндалин челове-
ка использовали в качестве положительного контро-
ля, тогда как образцы, обработанные с отсутствием 
первичных антител, использовали в качестве отрица-
тельного контроля.

Результаты и обсуждение. Опыты показали, что 
введение sod A в суммарной дозе 0,1 мг вызывает 
нарушения в иммунной системе у эксперименталь-
ных животных через 3 недели по типу аутоиммунного 
продуктивного воспаления. Через 24 дня достоверно 
определялось диффузное гранулематозное воспале-
ние, а также периферическая лимфаденопатия в виде 
увеличения паховых лимфатических узлов. 

При микроскопии экспериментальных образцов 
были обнаружены саркоидоз-подобные изменения в 
области сенсибилизации sod A, сопровождающиеся 
увеличением количества различных субпопуляций 
иммунокомпетентных клеток с образованием ги-
гантских клеток в составе неказеозного гранулема-
тозного воспаления. У крыс контрольных групп (не 
сенсибилизированных супероксиддисмутазой A или 
сенсибилизированных только полным адъювантом 
Фрейнда) признаки саркоидоз-подобного воспале-
ния отсутствовали. 

При гистологическом исследовании препаратов, 
содержащих фрагменты фиброзно-жировой и попе-
речнополосатой мышечной ткани, окрашенных гема-
токсилин и эозином, у экспериментальных животных 
определялся диффузный гранулематозный воспали-
тельный инфильтрат, состоящий из множественных 
кистозных поражений, не имеющих эпителиальной 
выстилки (псевдокисты) (рис. 1А). Строма и стенки 
псевдокист были обильно инфильтрированы макро-
фагами и лимфоцитами, единичными гигантскими 
клетками по типу Пирогова  – Лангханса и грануляр-
ными лейкоцитами в виде нейтрофилов и эозинофи-
лов. В тканях также определялся слабовыраженный 
фиброз и интерстициальный отек (рис. 1В). 

Основная часть гранулематозного инфильтрата 
была представлена типичными иммунными грануле-
мами без центральной вакуоли и казеозного некроза 
на разных стадиях развития (рис. 1С). Центральная 
часть гранулемы была представлена макрофагами и 
эпителиоидными клетками со слабо-эозинофильной 
цитоплазмой и центрально расположенными ядра-
ми (овоидной или удлиненной формы). Перифокаль-
но определялись лимфоциты, моноциты, единичные  
эозинофилы и фибробласты (рис. 1D). 

Кроме классических иммунных гранулем, в воспа-
лительном инфильтрате определялись структуры по 
типу кольцевидной гранулемы с центральной липид-
ной вакуолью, которая была окружена макрофагаль-
ным валом с примесью эпителиоидных и гигантских 
клеток, а также перифокальной лимфоцитарной ин-
фильтрацией (рис. 1Е).

В эндомизии, между пучками поперечнополоса-
той мышечной ткани отмечалась диффузная инфиль-
трация, клеточный компонент которой представлен 
воспалительными клетками: лимфоцитами, гистио-
цитами, гигантскими клетками и единичными плазмо-
цитами. Гигантские клетки имеют широкую эозино-
фильную цитоплазму и множество овальных хаотично 
расположенных ядер по периферии клетки (рис. 1F). 

Во всех исследуемых образцах, вне зависимости 
от характера и выраженности воспалительной реак-
ции в интерстициальной ткани, клеточная популяция 
была представлена преимущественно CD3+ лимфо-
цитами с выраженной мембранной и цитоплазмати-
ческой иммунопозитивной реакцией, образующими 
обильные очаговые или диффузные скопления. Во 
всех случаях CD3+ клеточной инфильтрации отме-
чалась активная миграция CD3+ лимфоцитов на пе-
риферию иммунной гранулемы со скудной инфиль-
трацией CD3+ клеток отдаленных межгранулемных 
участков (рис. 2А). 
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Рис. 1. Результаты гистологического исследования: 
А – псевдокистозные поражения (звездочка) на фоне диффузного гранулематозного инфильтрата,  

с фрагментами мышечной ткани (указатель), ув. х80. В – гранулематозный инфильтрат с единичными гигантскими 
клетками (стрелка), ув. х200. С – гранулема без казеозного некроза и гигантских клеток, окруженная лимфоцитарным 

валом, ув. х200. D – центрально расположенные эпителиоидные клетки (стрелка) с единичными эозинофилами 
(указатель), ув. х600. Е – воспаление по типу кольцевидной гранулемы с центральным липидным ядром,  

окруженной воспалительным валом, гигантская клетка (стрелка), ув. х600.  
F – гигантские многоядерные клетки (стрелки) между пучками миоцитов (звездочка), ув. х600

Иммуногистохимический анализ распределения 
Т-клеточных субпопуляций в воспалительном грану-
лематозном инфильтрате выявил существенное пре-
обладание Th-1 лимфоцитов (TBX21+) и Th-17 клеток 
(IL-17+) со значительно меньшей долей или практи-
чески отсутствием Th-2 лимфоцитов (GATA3+) и ре-
гуляторных Т-лимфоцитов (Foxp3+). В частности, во 
всех проанализированных образцах основная часть 
гранулематозного инфильтрата была представлена 
Th-1 клетками, характеризующимися выраженной 
ядерной экспрессией TBX21+, образующими плотные 
клеточные конгломераты в основном на периферии 

иммунной гранулемы, располагающимися в ассоци-
ации с другими клетками лимфоидного ряда, а также 
диффузные одиночные скопления преимущественно 
в межгранулемных областях (рис. 2В). Аналогичная 
реакция была со стороны Th-17 лимфоцитов, одна-
ко наибольшая концентрация клеток была выявлена 
в составе стенок кольцевидной гранулемы (рис. 2С). 
В отличие от Th-1 лимфоцитов, иммуногистохимиче-
ская реакция с GATA3+ лимфоцитами характеризо-
валась отсутствием ядерной реакции (рис.  2D), на-
личием лишь единичных иммунопозитивных GATA3+ 
клеток в отдельных полях зрения. Аналогичная нукле-

Рис. 1. А – псевдокистозные поражения (звездочка) на фоне диффузного 

гранулематозного инфильтрата, с фрагментами мышечной ткани (указатель), ув. х80. В 

– гранулематозный инфильтрат с единичными гигантскими клетками (стрелка), ув. х200. 

С – гранулема без казеозного некроза и гигантских клеток, окруженная лимфоцитарным 

валом, ув. х200. D – центрально расположенные эпителиоидные клетки (стрелка) с 

единичными эозинофилами (указатель), ув. х600. Е – воспаление по типу кольцевидной 

гранулемы с центральным липидным ядром, окруженной воспалительным валом, 

гигантская клетка (стрелка), ув х600. F – гигантские многоядерные клетки (стрелки) 

между пучками миоцитов (звездочка), ув х600.  
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арная иммуногистохимическая реакция была выявле-
на для Treg-лимфоцитов (Foxp3+ клеток) (рис. 2E). 

Кроме того, клеточная популяция воспалительно-
го инфильтрата была представлена преимуществен-
но PPAR-γ и NF-kb+ клетками с выраженной ядерной 
иммунопозитивной реакцией, которые определялись 
в качестве единичных иммунопозитивных клеточных 
элементов (рис. 2F).

Во всех изученных образцах с признаками им-
мунной гранулематозной инфильтрации в состав 
смешанного воспалительного инфильтрата входили 
клетки моноцитарно-макрофагального происхож-
дения (CD68+), составляющие приблизительно до  
1/3 от общей популяции в репрезентативных полях 
зрения.

Иммунопозитивные клетки с выраженной мем-
бранной и цитоплазматической экспрессией марке-

ра CD68 (SCARD1) в значительно большей степени 
были представлены в гранулематозном инфильтрате, 
особенно в TBX21+ областях c образованием гигант-
ских клеток по типу Пирогова  – Лангханса (рис. 3А). 
В меньшей степени рассеянные и одиночные CD68+ 
(SCARD1) клетки наблюдались в GATA3+ областях 
(рис. 3В).

Иммуногистохимический анализ клеток макрофа-
гального ряда показал наличие М1 (провоспалитель-
ных) и М2 (противовоспалительных) фенотипов ма-
крофагов, с преобладанием последних. В частности, 
М1 клеточная субпопуляция гранулематозного ин-
фильтрата была представлена CD80+ макрофагами 
с выраженной мембранной иммунопозитивной реак-
цией, образующими групповые и диффузные одиноч-
ные скопления (рис. 3С). В отличие от них подавляю-
щее большинство макрофагов с фенотипом М2 было 

Рис. 2. Результаты гистологического исследования: 
А – выраженное скопление CD3+ клеток в воспалительном инфильтрате. ИГХ реакция с анти-CD3, ув. х600.  

В – перифокальная инфильтрация Th-1 клетками (стрелки) в ассоциации с другими клетками гранулемы.  
ИГХ реакция с анти-TBX21, ув. х400. С – Th-17 клетки в составе кольцевидной гранулемы. ИГХ реакция с анти-IL-17,  

ув. х800. D – одиночные Th-2 клетки (стрелки) в межгранулемных областях, ИГХ реакция с анти-GATA3, ув. х400.  
Е – единичные Treg-лимфоциты (стрелка), ИГХ реакция с анти-Foxp3, ув. х600.  

F – одиночные скопления NF-kb+ клеток возле гигантских клеток, ИГХ реакция с анти-NF-kb, ув. х600
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представлено клетками с выраженной мембранной 
экспрессией маркера CD163, которые диффузно рас-
полагались в тесной ассоциации с Тh-1 лимфоцита-
ми (рис. 3D). В частности, гигантские клетки по типу 

Рис. 3. Результаты гистологического исследования: 
А – выраженное скопление CD68+ клеток в центральной части гранулемы, ИГХ реакция с анти-CD68, ув. х600.  

В – диффузная инфильтрация стромы макрофагами (стрелки) в GATA3+ областях, ИГХ реакция с анти-SCARD1, ув. х600.  
С – макрофаги с фенотипом М1, ИГХ реакция с анти-CD80, ув. х800. D – выраженная инфильтрация стромы макрофагами  

с фенотипом М2, ИГХ реакция с анти-CD163, ув. х600. Е – скопления макрофагов с фенотипом М1 рядом (стрелки)  
с гигантскими клетками (пунктирная линия), ИГХ реакция с анти-CD80, ув. х600. F – дендритная клетка (стрелка)  

в интерстициальной ткани, ИГХ реакция с анти- CD1a, ув. х800. G – скопления PD-L1+ иммунокомпетентных клеток,  
ИГХ реакция с анти-PD-L1, ув. х600. Н – PD-L1+ гигантские клетки (стрелки), ИГХ реакция с анти- PD-L1, ув. х600

Пирогова  – Лангханса экспрессировали преимуще-
ственно М1 макрофагальный маркер (CD80) и опре-
делялись как в центральной части гранулемы, так и за 
ее пределами (рис. 3Е).

 

Рис. 3. А – выраженное скопление CD68+ клеток в центральной части 

гранулемы, ИГХ реакция с анти-CD68, ув. х600. В – диффузная 

инфильтрация стромы макрофагами (стрелки) в GATA3+ областях, ИГХ 

реакция с анти-SCARD1, ув. х600. С – макрофаги с фенотипом М1, ИГХ 
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Во всех исследуемых образцах иммуногистохимиче-
ский анализ зрелых дендритных клеток (CD83+) и клеток 
Лангерганса (CD1а+) показал наличие лишь небольшо-
го количества иммунопозитивных клеток. Вместе с тем 
CD1a+ и CD83+ клетки характеризовались одинаковой, 
умеренной или выраженной степенью экспрессии марке-
ров, которые чаще располагались в виде отдельных еди-
ничных клеток (рис. 3F) в гранулематозном инфильтрате. 

Иммуногистохимический анализ клеток, экс-
прессирующих PD-L1, показал выраженную иммуно-
позитивную мембранную реакцию. Поскольку мем-
бранное и цитоплазматическое окрашивание часто 
неразличимы из-за высокого ядерно-цитоплазма-
тического соотношения, учитывали только окраши-
вание на лимфоцитах и макрофагах, но не на ней-
трофилах, эозинофилах и плазмоцитах. Интересно, 
что во всех образцах PD-L1+ клетки образовывали 
клеточные скопления в гранулематозном инфильтра-
те, которые в среднем состояли из 15–20 клеток на 
одно стандартное поле зрение (рис. 3G), а также ха-
рактеризовались умеренной экспрессией на макро-
фагах, эпителиоидных клетках и гигантских клетках  
(рис. 3Н). 

Исследование гранулематозного инфильтрата на 
первом этапе включало анализ экспрессии марке-
ра CD3, специфичного для всех клеток субпопуля-
ции Т-лимфоцитов. Как и ожидалось, было выявле-
но преобладание Т-клеточного иммунитета, за счет 
выраженной экспрессии маркера CD3. Морфогенез 
гранулематозного воспаления включает в себя слож-
ное взаимодействие между различными иммунными 
клетками, поэтому в рамках данного эксперимента 
было изучено распределение Т-лимфоцитов по суб-
популяциям: Т-хелперы 1  типа (TBX21+), Т-хелперы 
2  типа (GATA3+), Т-хелперы 17  типа (IL-17+) и ре-
гуляторные Т-лимфоциты (Foxp3+). Выявленное 
характерное преобладание TBX21+ клеток с отно-
сительно небольшим количеством регуляторных 
Т-лимфоцитов и практически полным отсутствием 
Т-хелперов 2  типа свидетельствует о преимуще-
ственно провоспалительной направленности иммун-
ного ответа в гранулематозном инфильтрате. Полу-
ченные данные можно объяснить тем, что иммунные 
гранулемы относятся к гиперчувствительности за-
медленного типа IV (ГЗТ IV), опосредованной Th-1 
клетками, а не к гиперчувствительности немедлен-
ного типа (ГНТ), опосредованной Th-2 клетками, а 
также тем, что секреция ИФН-γ Th-1 клетками при-
водит к активации макрофагов, образованию грану-
лем и считается ключевым фактором, способствую-
щим гранулематозному процессу [10]. Кроме того, 
транскрипционный фактор T-bet (Tbx21) ингибирует 
экспрессию фактора GATA3 [11], что морфологиче-
ски отражается количественным антагонизмом Th-1 
и Th-2 клеток в воспалительном иммунном ответе. 
Согласно исследованию William Damsky с соавт., 
ингибирование Тh-1 типа способствовало регрес-
сии саркоидоза, что также подтверждает важную 
роль клеточного иммунитета в развитии гранулем 
[12]. Ещё одной значимой клеточной субпопуляцией 
Т-лимфоцитов в регуляции воспалительных процес-
сов в настоящее время рассматриваются Т-хелперы 
17 типа [13]. Иммуногистохимический анализ 
Т-хелперов 17 типа (IL-17+ клетки) выявил выражен-
ную диффузную инфильтрацию гранулемы Th-17 
клетками по сравнению с Treg-лимфоцитами (Foxp3+ 
клетки). 

Аутоиммунные заболевания протекают с уча-
стием Th-2 и Foxp3+ клеток [14, 15]. Но, несмотря 

на это, во всех проанализированных случаях гра-
нулематозного инфильтрата вне зависимости от 
характера и выраженности воспаления была выяв-
лена скудная инфильтрация Th-2 лимфоцитами и 
Foxp3+ клетками. Снижение количества или функ-
ции Тreg-лимфоцитов объясняет выраженную вос-
палительную реакцию [16], а также может быть 
ассоциировано с тяжестью воспалительного про-
цесса и неблагоприятным прогнозом [17]. Тем 
не менее роль Th-2 и Foxp3+ клеток в патогенезе 
гранулематозных заболеваний остается невыяс- 
ненной.

Иммуногистохимический анализ клеток моноци-
тарно-макрофагального ряда выявил преобладание 
макрофагов с фенотипом М2 (CD163+ клетки). Полу-
ченные данные согласуются с результатами гисто-
логических исследований, в частности с данными 
изучения образцов кожи, полученных от пациентов 
с саркоидозом, которые показали, что повышенная 
экспрессия маркера CD163 в пораженных тканях 
коррелировала с тяжестью заболевания [18]. В на-
шем исследовании была обнаружена выраженная 
CD80+ реакция со стороны гигантских клеток, тог-
да как CD163+ реакция была минимальной или от-
сутствовала. Вероятно, это может объясняться тем, 
что гигантские клетки образованы преимуществен-
но провоспалительными макрофагами с феноти- 
пом М1. 

Доступно лишь ограниченное число исследова-
ний, в которых изучалась роль дендритных клеток 
(ДК) при аутоиммунном гранулематозном воспале-
нии, в том числе саркоидозе, и они характеризуют-
ся противоречивыми результатами. В частности, у 
пациентов с саркоидозом ДК играли важную роль 
в активации Тh-1 лимфоцитов [19]. Однако в нашем 
исследовании была обнаружена примесь единичных 
зрелых ДК (CD83+) и клеток Лангерганса (CD1а+) в 
саркоидоз-подобном воспалении. Малое количе-
ство ДК в гранулематозном инфильтрате позволяет 
предположить, что эти клетки не играют активной 
роли в патогенезе иммунной гранулемы. Выявлен-
ное преобладание Тh1-лимфоцитов в гранулема-
тозном инфильтрате вероятно связано с преимуще-
ственной активацией клеток макрофагального ряда,  
но не ДК.

Выявлена низкая экспрессия PPAR-γ на фоне вы-
раженного иммунного воспалительного процесса. 
Учитывая, что дефицит PPARγ усиливает образова-
ние гранулемы [20], минимальная иммунопозитив-
ная реакция с маркером PPAR-γ может указывать на 
тяжесть аутоиммунного процесса. NF-κB является 
маркером хронического воспаления и определял-
ся диффузно, но точечно, аналогично макрофагам 
с фенотипом М1. Поскольку NF-κB является клю-
чевым фактором транскрипции активированных 
М1-макрофагов и необходим для индукции боль-
шого количества провоспалительных генов, вклю-
чая те, которые кодируют TNF-α, IL-1β, IL-6 и IL-12 
[21], становится ясной локальная морфологическая 
взаимосвязь NF-κB и М1-макрофагов при ИГХ-ис- 
следовании. Вместе с тем интерпретировать полу-
ченные данные следует с осторожностью, принимая 
во внимание отсутствие абсолютной специфич-
ности указанных иммуногистохимических марке-
ров, а также возможность их ко-экспрессии по 
мере трансдифференцировки клеточных субпопу- 
ляций.

Анализ экспрессии PD-L1 выявил ее в небольшой 
когорте клеток. Полученные данные согласуются с кон-
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цепцией роли PD-L1 в реализации гранулематозного 
воспаления, поскольку в последнее время в несколь-
ких отчетах описывается связь между использованием 
ингибиторов контрольных точек (CTLA-4, PD-L1) и раз-
витием саркоидоз-подобной реакции [22, 23], одним 
из предположительных механизмов которой являет-
ся активация Th-17 клеток. Выявленная повышенная 
активация Th-17 лимфоцитов и низкая концентрация 
PD-L1+ клеток подтверждают данную гипотезу. Воз-
можно, это вызвано угнетением Treg-клеток, которые 
являются антагонистами Th-17 лимфоцитов. Кроме 
того, была выявлена иммунопозитивная реакция PD-
L1 на гигантских клетках, которые также экспрессиро-
вали CD80 (маркер провоспалительных макрофагов с 
фенотипом М1), что свидетельствует о провоспали-
тельном характере экспрессии PD-L1. Возможно, об-
разование гигантских клеток связано с образованием 
PD-L1+ клеточных ассоциаций в очаге гранулематоз-
ного воспаления. 

Заключение. По данным описательного ги-
стологического анализа и иммуногистохимиче-
ского исследования образцов тканей в результате 
sod  A-индуцированной экспериментальной модели, 
во всех случаях обнаружены характерные морфоло-
гические признаки саркоидоз-подобного гранулема-
тозного воспаления с преобладанием Т-клеточного 
звена со сдвигом в сторону Т-хелперов 1 типа на 
фоне незначительного количества регуляторных 
Т-клеток и Т-хелперов 2 типа. Также в составе гра-
нулематозного инфильтрата выявлена значительная 
доля клеток моноцитарно-макрофагального ряда 
(преимущественно, за счёт субпопуляции противо-
воспалительных макрофагов с фенотипом М2). 
В  частности, были показаны особенности экспрес-
сии PD-L1 на фоне гранулематозного воспаления, 

такие как экспрессия PD-L1 на гигантских клетках, 
а также образование PD-L1+ клеточных ассоци-
аций в очаге. Тем не менее роль PD-L1 при сар-
коидозе и других гранулематозных заболеваниях 
остается неопределенной. Полученные данные рас-
ширяют имеющиеся представления о патогенезе ау-
тоиммунных гранулематозных заболеваний и откры-
вают перспективы дальнейших исследований в этой  
области.
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Эффективность катионного пептида pep-36e против устойчивых 
к карбапенемам грамотрицательных бактерий in vitro и in vivo
А. Д. Болатчиев, В. А. Батурин, И. И. Ольшанская, А. А. Вартанян,  
Е. Ю. Болатчиева, Н. Н. Диденко, Д. М. Кумукова, Е. Э. Бекназаров

Ставропольский государственный медицинский университет,  
Российская Федерация 

Cationic peptide pep-36e is effective against  
carbapenem-resistant gram-negative bacteria in vitro and in vivo
Bolatchiev A. D., Baturin V. A., Olshanskaya I. I., Vartanyan A. A.,  
Bolatchieva E. Yu., Didenko N. N., Kumukova D. M., Beknazarov E. E.

Stavropol State Medical University, Russian Federation

Устойчивость к антибиотикам ежегодно становится причиной 1,2 млн прямых и 4,95 млн ассоциированных смер-
тей. Классические антибиотики на основе малых молекул не привлекательны с инвестиционной точки зрения для 
фармацевтических компаний из-за быстрого формирования резистентности. Антимикробные пептиды (АМП) об-
ладают выраженной антибактериальной активностью при значительно меньшей вероятности формирования рези-
стентности. Для de novo разработки новых АМП могут быть использованы различные методы машинного обучения. 
Ранее нами был разработан короткий катионный АМП PEP-36E, показавший в ходе работы активность in vitro против 
грамотрицательных бактерий, устойчивых к карбапенемам. Более того, PEP-36E в эмпирической дозе 100 мкг/мышь 
снижал летальность в обеих моделях генерализованной инфекции, вызванной Klebsiella pneumoniae и Acinetobacter 
baumannii.

Ключевые слова: антимикробные пептиды, антибиотикорезистентность

Antibiotic resistance causes 1.2 million direct and 4.95 million associated deaths annually. Classic small molecule 
antibiotics are not attractive from an investment point of view for pharmaceutical companies due to the rapid development 
of resistance. Antimicrobial peptides (AMPs) have pronounced antibacterial activity with a significantly lower probability of 
developing resistance. Various machine learning methods can be used for de novo development of new AMPs. Previously, 
we developed a short cationic AMP PEP-36E. In the course of the work, it was shown that PEP-36E is active in vitro against 
Gram-negative bacteria resistant to carbapenems. Moreover, PEP-36E at an empirical dose of 100 μg/mouse reduced 
mortality in both models of generalized infection caused by Klebsiella pneumoniae and Acinetobacter baumannii.

Keywords: antimicrobial peptides, antibiotic resistance


