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Резюме 

В случае подробного рассмотрения механизмов воспаления при 

атопических заболеваниях отмечается преобладание Th2-пути адаптивного 

иммунного ответа. Th2-иммунный ответ характеризуется повышенным 

уровнем IL-4, IL-5, IL-13, запуская гуморальный и клеточно-опосредованные 

иммунные ответы с продукцией IgЕ, базофилов, эозинофилов и тучных 

клеток. Современные научные исследования фокусируются на 

иммунорегуляторном потенциале гельминтов и экскреторных продуктов их 

жизнедеятельности, имеющих потенциал для фарминдустрии. Известно, что 

паразит в организме хозяина способен уклоняться от иммунного ответа, может 

ингибировать, изменять и модифицировать текущие иммунные реакции 

организма хозяина, вырабатывая иммуномодулирующие вещества. Mолекулы 

экскреторно-секреторного продукта, возникшие в результате совместной 

эволюции хозяина и паразита, могут подавлять иммунный ответ 2-го типа, и 

при этом активировать ответы 1-го и 17-го типов. Иммуносупрессивная 

микросреда, создаваемая гельминтами, может не только помочь им избежать 

иммунного ответа хозяина, но и предотвратить серьезные повреждения 

организма, вызванные чрезмерным воспалением. Доказана роль печеночной 

двуустки в уменьшении воспаления при аллергических заболеваниях. 

Экскреторно – секреторная молекула печеночной двуустки (гемозоин) 

является перспективным продуктом паразитарного происхождения, обладая 

выраженными иммуномодулирующими свойствами, представляет собой 

тёмно-коричневый нерастворимый биокристалл, который синтезируется в 

процессе жизнедеятельности гематофаговых паразитов Rhodnius prolixus, 

Schistosoma mansoni, Plasmodium falciparum, Echinostoma trivolvis, 

Haemoproteus columbae, Clonorchis sinensis и Plasmodium falciparum, 

Opisthorhis felineus. В связи с этим поиск гельминт-ассоциированных 

молекул, оказывающих иммуномодулирующее действие, при этом 

обладающих низкой токсичностью и иммуногенностью, представляется 

актуальной задачей. 

Цель работы -  установить влияние гемозоина O. felineus на 

цитокиновый профиль ДК (дендритные клетки) больных бронхиальной 

астмой. 

Показано, что стимуляция ДК обследованных пациентов антигеном D. 

pteronyssinus в сочетании с гемозоином O. felineus ассоциирована с высоким 

уровнем цитокинов Th1-профиля (IL1b, INFy), а также с высокой активностью 

Treg-клеток (IL-10). 

Таким образом, гемозоин печеночной двуустки способен изменять 

цитокиновый профиль ДК пациентов с бронхиальной астмой. Это свойство 

нативного гемозоина, выделенного из O. felineus, может быть использовано 

для коррекции состояний, ассоциированных с Th2 поляризацией иммунного 

ответа, к которым в первую очередь относятся атопические заболевания. 
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бронхиальная астма. 
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Abstract 

In the case of a detailed consideration of the mechanisms of inflammation in 

atopic diseases, the predominance of the Th2 pathway of the adaptive immune 

response is noted. The Th2 immune response is characterized by increased levels of 

IL-4, IL-5, IL-13, triggering humoral and cell-mediated immune responses with the 

production of IgE, basophils, eosinophils and mast cells. Modern scientific research 

focuses on the immunoregulatory potential of helminths and their excretory 

products, which have potential for the pharmaceutical industry. It is known that the 

parasite in the host body is able to evade the immune response and can inhibit, alter 

and modify the current immune responses of the host body by producing 

immunomodulatory substances. Molecules of the excretory-secretory product, 

resulting from the co-evolution of the host and parasite, can suppress the type 2 

immune response, while activating type 1 and type 17 responses. The 

immunosuppressive microenvironment created by helminths may not only help them 

evade the host's immune response, but also prevent serious damage to the body 

caused by excessive inflammation. The role of liver fluke in reducing inflammation 

in allergic diseases has been proven. The excretory-secretory molecule of the liver 

fluke (hemozoin) is a promising product of parasitic origin, having pronounced 

immunomodulatory properties, it is a dark brown insoluble biocrystal that is 

synthesized during the life of hematophagous parasites Rhodnius prolixus, 

Schistosoma mansoni, Plasmodium falciparum, Echinostoma trivolvis, 

Haemoproteus colum bae, Clonorchis sinensis and Plasmodium falciparum, 

Opisthorhis felineus. In this regard, the search for helminth-associated molecules 

that have an immunomodulatory effect, while also having low toxicity and 

immunogenicity, seems to be an urgent task. 

The aim of the present study is to establish the effect of O. felineus hemozoin 

on the cytokine profile of DCs in patients with bronchial asthma. 

It was shown that stimulation of DCs of the examined patients with the D. 

pteronyssinus antigen in combination with O. felineus hemozoin is associated with 

a high level of Th1-profile cytokines (IL1b, INFy), as well as high activity of Treg 

cells (IL-10). 

Thus, liver fluke hemozoin is able to change the cytokine profile of DCs in 

patients with bronchial asthma. This property of native hemozoin isolated from O. 

felineus can be used to correct conditions associated with Th2 polarization of the 

immune response, which is a common feature of atopic diseases. 

 

Keywords: IL1b; INFy; IL-10; bronchial asthma; cytokines; hemozoin; 

immunomodulation.
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1 Введение 1 

Распространенность БА неуклонно растет и представляет собой 2 

глобальную проблему общественного здравоохранения [10,18,33]. Механизмы 3 

воспаления при аллергических заболеваниях связаны с преобладанием Th2-4 

пути адаптивного иммунного ответа, который характеризуется высоким 5 

уровнем IL-4, IL-5, IL-13 [14]. Эти цитокины способствую гиперреактивности 6 

бронхов и развитию аллергического воспаления [24]. 7 

Гельминты успешно эволюционировали вместе с иммунной системой 8 

млекопитающих. Иммуносупрессивная микросреда, создаваемая 9 

гельминтами, может не только помочь им избежать иммунного ответа хозяина, 10 

но и предотвратить повреждения тканей организма, вызванные чрезмерным 11 

воспалением [1,16,23,35].  Макрофаги, дендритные клетки, Treg-клетки, Breg-12 

клетки и противовоспалительные цитокины способствуют формированию 13 

иммуносупрессивного микроокружения. [10,11]. Treg-клетки и Вreg-клетки 14 

играют важную роль в поддержании иммунной толерантности организма 15 

благодаря секреции противовоспалительных цитокинов IL-10 и TGF-β 16 

[15,19,29]. Mолекулы экскреторно-секреторного продукта, возникшие в 17 

результате совместной эволюции хозяина и паразита, могут подавлять 18 

иммунный ответ 2-го типа, и при этом активировать ответы 1-го и 17-го типов 19 

[5,19,24,34]. Эту способность изменять иммунный ответ можно использовать 20 

для подавления воспаления при аллергических заболеваниях [35]. В связи с 21 

этим, поиск гельминт-ассоциированных молекул, оказывающих 22 

иммуномодулирующее действие, при этом обладающих иммуногенностью и 23 

низкой токсичностью, представляется актуальной задачей. 24 

Экскреторно – секреторная молекула печеночной двуустки является 25 

перспективным продуктом паразитарного происхождения, обладая 26 

выраженными иммуномодулирующими свойствами, представляет собой 27 

тёмно-коричневый нерастворимый биокристалл, который синтезируется в 28 

процессе жизнедеятельности гематофаговых паразитов, в том числе 29 

Opisthorhis felineus [28]. Свойство нативного гемозоина, выделенного из O. 30 

felineus, изменять цитокиновый профиль клеток может быть использовано для 31 

коррекции состояний, ассоциированных с Th2 поляризацией иммунного 32 

ответа, к которым в первую очередь относятся атопические заболевания [30]. 33 

 34 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 35 

Участники исследования 36 

Комитет по этике Сибирского государственного медицинского 37 

университета (Россия) одобрил исследование под номером 9620. Все 38 

участники предоставили письменное согласие. Исследовали кровь 11 больных 39 

легкой и средне-тяжелой формой БА и 11 здоровых добровольцев в возрасте 40 

12-17лет. Пациентам с бронхиальной астмой (≥ 12 лет) был поставлен диагноз 41 

БА в соответствии с критериями Глобальной инициативы по борьбе с астмой 42 

(GINA, 2019) с использованием стандартизированной анкеты и результатов 43 

физикальных и лабораторно-инструментальных исследований. Лица, не 44 
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страдающие атопией и некурящие, без семейного анамнеза астмы/аллергии 45 

были включены в качестве здоровой группы контроля. Все пациенты, 46 

включенные в исследование имели негативные результаты на инфекцию O. 47 

felineus при исследовании кала на момент взятия крови. В таблице 1 48 

приведены характеристики групп. 49 

Выделение гемозоина 50 

Для экстракции гемозоина использован модифицированный протокол 51 

выделения, основанный на отчетах о методах исследования 52 

иммуномодулирующей способности гемозоина Schistosoma mansoni и 53 

Plasmodium falciparum. Проведено пероральное заражение сирийских хомяков 54 

метацеркариями O. felineus (50 метацеркарий /1 хомяк). Далее, выделенных из 55 

желчных протоков зрелых трематод промывали трижды 1 × фосфатно-56 

солевым буфером (PBS), а затем 7 мл паразитов ресуспендировали в PBS 57 

доведя общий объем до 10 мл. Для получения гомогената зрелых трематод в 58 

PBS обрабатывали ультразвуком на льду; данный гомогенизированный 59 

продукт подвергали центрифугированию при 1000 × g в течение 60 с при 60 

комнатной температуре. Надосадочное содержимое супернатанта переносили 61 

в новую пробирку, подвергали центрифугированию при 8000 × g в течение 20 62 

мин, осадок, содержащий Hz, собирали после центрифугирования. Осадок Hz 63 

ресуспендировали в PBS и затем подвергали осаждению в хлороформе, 64 

метаноле и воде. Осадок Hz ресуспендировали в 2 мл PBS, кратковременно 65 

обрабатывали ультразвуком на льду и подвергали воздействию 1% 66 

протеиназы K при 37 ° C в течение 18 часов. Затем Hz повторно осаждали при 67 

10000 × g в течение 20 мин и последовательно трижды промывали в PBS, 68 

содержащем 2% додецилсульфат натрия (SDS), трижды в 0,1 М NaHCO3 (pH 69 

9,1), содержащем 2,5% SDS, и пять раз в дистиллированной воде. Загрязнение 70 

образцов Hz оценивали для белков с помощью окрашенного серебром 71 

электрофореза в SDS-полиакриламидном геле (PAGE) и для нуклеиновых 72 

кислот с использованием окрашенных бромидом этидия гелей агарозы. 73 

Отсутствие контаминации яиц O. felineus подтверждено световой 74 

микроскопией. Стандартная кривая была построена с использованием 75 

диапазона концентраций гематина, разведенного в 100 мМ NaOH, 2% SDS и 3 76 

мМ EDTA, для которых оптическую плотность при 401 нм измеряли с 77 

помощью спектрофотометра. Чтобы определить концентрацию OfHz, 78 

поглощение при 401 нм аликвот OfHz, растворенных в 100 мМ NaOH, 2% SDS 79 

и 3 мМ EDTA, сравнивали со стандартной кривой. 80 

Выделение моницитов человека и сокультивирование 81 

дендритных клеток с гемозоином O.felineus:  82 

Очистку PBMC человека провели с помощью двухступенчатого 83 

градиентного центрифугирования. Периферическую кровь разбавляли 84 

сбалансированным солевым раствором Хэнка (HBSS) (1: 1), загружали в 85 

градиент раствора фиколла («ПанЭко», Москва, Россия) и центрифугировали 86 

в течение 25 мин при 400 × g при комнатной температуре. PBMC собирали, 87 

дважды промывали в HBSS (pH 7,4), для проведения магнитного сортинга был 88 
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добавлен 1хMACS буффер (20 мл 0,5М ЭДТА, 26г BSA, 500мл 1хPBS). Для 89 

получения дендритных клеток (ДК) человека моноциты периферической 90 

венозной крови были выделены методом магнитного сортинга с 91 

использованием антител CD14. Магнитный сортинг моноцитов произведен с 92 

использованием сепарационных колонок MiniMACS, MS типа и набора для 93 

выделения CD14+ клеток человека («Милтени Биотек ГмбХ», Германия). 94 

Выделение фракции Т-клеток выполнено методом магнитного сортинга с 95 

использованием антител CD4 с использованием LS-колонок для позитивной 96 

селекции и набора для выделения Pan T клеток человека («Милтени Биотек 97 

ГмбХ», Германия). Чистота моноцитов составляла 79–87%, как определено с 98 

помощью проточной цитометрии количественного определения CD14 + -99 

положительных клеток. Моноциты высевали в 24-луночные планшеты в 100 

количестве 0,5–1 × 106 клеток / лунку и культивировали в течение 96 ч в 101 

полной среде RPMI 1640, в присутствии GM-CSF (100 нг / мл) и IL-4 (50 нг / 102 

мл) (Sigma) в 5% CO2 на воздухе при 37 ° C. Т-клетки с добавлением 10% 103 

термоинактивированного FBS (HyClone, Thermo Fisher Scientific) и 104 

диметилсульфоксида (DMSO) («ПанЭко», Москва, Россия) хранили при -80 ° 105 

C до момента сокультиворования с дендритными клетками. По истечению 96 106 

часов инкубации моноцитов к уже зрелым дендритным клеткам в среду 107 

вносили факторы дифференцировки из расчета TNF-a (1мкл на 500мкл среды), 108 

PGE (2мкл на 500мкл среды), IL1B (2,5 мкл на 500 мкл среды). Далее ДК были 109 

прокультивированы с антигеном Dermatophagoides pteronyssinus и антигеном 110 

Dermatophagoides pteronyssinus в сочетании с гемозоином. Для этого в лунку 1 111 

вносили 20мкл дистиллированной воды, в лунку 2 - 10мкл аллергена 112 

Dermatophogoides pteronyssinus 5 HEP/ml (Diater, Испания) и 10мкл 113 

дистиллированной воды, в лунку 3 - 10мкл аллергена  Dermatophogoides 114 

pteronyssinus (Diater, Испания) и 10мкл гемозоина O.felineus с последующей 115 

инкубацией в 5% CO2 на воздухе при 37 ° C в течение 48 часов. По истечению 116 

48 часов было проведено сокультивирование с Т-клетками. ДК и супернатанты 117 

собирали для иммуноанализа через 24 часа; аликвоты супернатантов хранили 118 

при -80 ° C для анализа уровня цитокинов. 119 

Иммуноанализ на маркеры DC и секретируемые цитокины 120 

Выделение фракции Т-клеток и дендритных клеток человека 121 

проведено методом магнитного сортинга. Оценка продукции Т-клетками 122 

цитокинов IL1b, IFNg, IL10 с ДК после стимуляции антигеном D. pteronyssinus 123 

и антигеном D. pteronyssinus в сочетании с гемозоином O. felineus  были 124 

определены методом мультиплексного ИФА (Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 125 

Th1/Th2 Assay).  126 

Статистический анализ 127 

Для сравнения пациентов по уровням секреции отдельных цитокинов 128 

в отношении двух групп применялся критерий Манна-Уитни. При сравнении 129 

в связанных выборках (между разными типами стимуляции) использовались 130 

критерии Вилкоксона и Фридмана. Порог статистической значимости 131 

устанавливали на уровне p <0,05. 132 
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 133 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 134 

При сокультивировании дендритных клеток (ДК) больных БА и 135 

здоровых добровольцев с антигеном Dermatophagoides pteronyssinus (Der) и 136 

антигеном Dermatophagoides pteronyssinus в сочетании с гемозоином (Der-Hz)  137 

получены следующие результаты. При стимуляции ДК аллергеном 138 

статистически значимо изменялась концентрация IL1b, IL-10 (p <0,05). При 139 

сокультивировании ДК с аллергеном и гемозоином статистически значимых 140 

различий между группами не обнаружено (рис.1). 141 

Наблюдалось значительное усиление экспрессии IL1b, INFy, IL-10 при 142 

стимуляции антигеном Dermatophagoides pteronyssinus в сочетании с 143 

гемозоином in vitro дендритных клеток, выделенных из крови пациентов с 144 

бронхиальной астмой по сравнению с ДК необработанными гемозоином (p 145 

<0,05) (рис.2).  146 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что гемозоин 147 

обладает иммуностимулирующим действием и способствует выработке 148 

цитокинов Th1 - профиля (IL1b, INFy), а также усиливает активность Т-149 

регуляторных клеток (IL-10). 150 

Эти результаты дополняют более ранние работы, которые 151 

продемонстрировали роль Opisthorchis felineus (O. felineus) в модификации 152 

течения воспалительных заболеваний [6, 8,9, 11, 17,20,25,26,27,31, 32]. Так, на 153 

фоне хронической описторхозной инвазии отмечается тенденция к легкому 154 

течению атопического дерматита, а применение антигельминтной терапии 155 

приводит к рецидиву симптомов болезни. Содержание CD4+CD25high Т-156 

регуляторных клеток у больных атопическим дерматитом, сочетанным с 157 

хронической описторхозной инвазией, сопоставимо с аналогичным 158 

показателем в группе больных изолированным атопическим дерматитом, а 159 

уровень CD4+FOXP3+ статистически значимо преобладает в группе 160 

пациентов с сочетанной патологией. Дегельминтизация приводит к более 161 

выраженной экспрессии CD4+FOXP3+ и сниженной экспрессии 162 

CD4+CD25high, что свидетельствует о компенсаторном усилении активности 163 

Т-регуляторных клеток [11,17]. Хроническая инвазия O.felineus у больных 164 

астмой характеризуется высоким уровнем интерлейкинов IL10, TGF-β и 165 

низким уровнем IL-4, IL-5, что сопряжено с меньшей степенью реактивности 166 

дыхательных путей [6,25]. Saltykova с коллегами в своей работе показали, что 167 

стимуляция ДК пациентов с бронхиальной астмой гемозоином печеночной 168 

двуустки ассоциирована с высоким уровнем противовоспалительных 169 

цитокинов IL-12b, IL-10 [30]. Повышенная продукция IL-10 связана с 170 

увеличением количества Treg-клеток при заражении гельминтами [3].  171 

Мы предполагаем, что повышенная продукция IL-1β может быть 172 

связана с активацией NLRP3 инфламмасомы. [12]. Недавние исследования 173 

показали, что активация каспазы-1 воспалительной сомой NLRP3 ослабляет 174 

IL-33-зависимое аллергическое воспаление в легких [4,7,13]. Foxp3+ 175 

регуляторные Т-клетки (Treg), экспрессирующие рецептор интерлейкина (IL)-176 
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33 ST2, опосредуют восстановление тканей в ответ на IL-33 [22]. Изменение 177 

уровня Treg в периферической крови при астме подтверждает вклад 178 

иммунорегуляторных клеточных механизмов в контроль аллергической 179 

астмы.  180 

Установлено, что повышенная продукция IFN-γ ассоциирована с 181 

низким уровнем IL-13 у пациентов с атопией и способствует уменьшению 182 

аллергического воспаления [36].  183 

Исходя из этого, функция выбранных нами интерлейкинов является 184 

предельно важной для понимания участия механизмов влияния гемозоина на 185 

Th1-иммунный ответ при бронхиальной астме. Влияние экскреторно-186 

секреторного продукта Opisthorchis felineus на Th2-профиль еще предстоит 187 

изучить. 188 

 189 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 190 

При сокультивировании ДК пациентов больных бронхиальной астмой 191 

с аллергеном и гемозоином происходит увеличение уровня изучаемых 192 

цитокинов (IL1b, INFy, IL-10) по сравнению с ДК без стимуляции. Это 193 

свидетельствует о том, что гемозоин печеночной двуустки обладает 194 

иммуностимулирующим действием и способствует активации Th1 – 195 

иммунного ответа, а также усиливает выработкуTreg-клеток.  196 
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ТАБЛИЦЫ 

 

Таблица 1.Характеристика участников исследования. 

Table 1.Characteristics of study participants. 

 

 Название группы/ Group name 

Наименование 

показателя 

Name of the indicator 

Бронхиальная астма 

Bronchial asthma, n=11 

Контроль 

Control, n=11 

Возраст 

Age in years 

13,5±1,13 14,73±1,95 

Пол 

Females/males 

6/5 5/6 

ОФВ1% 

FEV1% 

83,12±12,67 - 

ПСВ, л/м 

PCV, l/m 

300,90±59,07 - 

IgE ME/мл 

IgE ME/ml 

476,16±278,41 31,72±26,81 
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РИСУНКИ 

 

Рисунок 1. Секреция цитокинов после стимуляции DC здоровых 

добровольцев и пациентов с бронхиальной астмой Der и комбинацией Hz-Der. 

Figure 1. Cytokine secretion after DC stimulation of healthy volunteers and patients 

with bronchial asthma Der and Hz-Der combination. 

Mock – «дендритные клеток пациентов без сокультивирования» 

Der – «сокультивирование дендритных клеток пациентов с антигеном 

Dermatophagoides pteronyssinus»  

Hz-Der – «сокультивирование дендритных клеток пациентов с антигеном 

Dermatophagoides pteronyssinus в сочетании с гемозоином» 

данные представлены в виде Me (Q1–Q3). 

Mock – “dendritic cells from patients without co-culture” 

Der – “co-culture of dendritic cells of patients with the Dermatophagoides 

pteronyssinus antigen” 

Hz-Der – “co-culture of patient dendritic cells with Dermatophagoides 

pteronyssinus antigen in combination with hemozoin” 

data are presented as Me (Q1–Q3).
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Рисунок 2. Секреция цитокинов после стимуляции DC пациентов с 

бронхиальной астмой Der и комбинацией Hz-Der. 

Figure 2. Cytokine secretion after DC stimulation of patients with bronchial asthma 

Der and Hz-Der combination. 

 
данные представлены в виде Me (Q1–Q3), различия значимы при р < 0,05  

между группами (критерий Фридмана). 

data are presented as Me (Q1–Q3), differences are significant at p < 0.05 between 

groups (Friedman test). 
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