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THE INTERACTION OF IMMUNE CELLS OF THE SKIN 

IN THE PROCESS OF REPARATIVE REGENERATION IN THE WOUND
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An experiment is conducted on 20 adult rabbits in order to clarify the role of immune cells in the 
reparative regeneration of skin in conditions of purulent-infected wounds. Understanding the role of im-
mune cells in the regeneration processes in the wound and the formation of scar tissue may may contrib-
ute to search for new approaches to therapy-related eff ects on the immune mechanisms for the prevention 
of scarring.
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Механизмы демиелинизации нервных волокон при рассеянном склерозе (РС) могут быть связаны 
с продуцирующими аутореактивные антитела В-клетками, созревающими в специализированных лим-
фоидных фолликулах, локализированных в пределах центарльной нервной системе. С применением 
многоцветной проточной цитотмерии было показано, что относительное содержание В-клеток с феноти-
пом СD19+ в периферической крови больных РС (n=25) было достоверно выше (р=0,005) при сравнении 
с результатами, полученными для условно здоровых добровольцев (n=27, 17,88 % (12,88; 25,15) и 11,77 % 
(9,52; 15,26), соответственно). Для выявления отдельных субпопуляций В-лимфоцитов исследовали ко-
экспресию IgD и СD38, IgD и СD27, а также СD5 и СD27. Показано, что при РС наблюдается досторвеное 
снижение относительного содержания как «наивных» IgDdimСD38low, так и клеток памяти за счет увеличе-
ние доли активированных IgDdimСD38dim лимфоцитов. У больных РС достоверно (р<0,001) повышено от-
носительное содержание В-клеток с фенотипом IgDdimСD27low, тогда как процент остальных субпопуляций 
более зрелых фенотипов значимо снижен. Детальное исследование роли как В-клеток, так и фолликуляр-
ных Т-хелперов, оказывающих непосредственное влияние на процессы созревания и дифференцировки 
В-лимфоцитов, может оказать существенное влияние на современное понимание причин возникновения 
и патогенез рассеянного склероза, а также разработать новые подходы к терапии данного заболевания.
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Введение. В-лимфоциты периферической 
крови являются гетерогенной по своему соста-
ву популяций клеток, способных выполнять 
как эффекторные (за счет дифференцировки 
в плазматические клетки и синтеза антител), 
так и регуляторные (презентация антигенов 
и синтез широкого спектра цитокинов) функ-
ции в рамках реализации реакций специфиче-
ского иммунного ответа. Данная группа клеток 
играет ведущую роль в развитии различных 
аутоиммунных процессов, к числу которых 
можно отнести и рассеянных склероз (РС). 
Механизмы демиелинизации нервных воло-
кон при РС могут быть тесно связаны с проду-
цирующими аутореактивные антитела В-клет-
ка ми, созревающими и проходящими стадию 
ан ти ген-за ви си мой дифференцировки в спе-
циализированных лимфоидных фолликулах, 
локализированных в менингеальных и вир-
ховских пространствах центральной нервной 
системы [1]. Следует также отметить, что при-
менение антител, направленных на удаление 
из организма больных В-лимфоцитов, также 
обладает выраженным терапевтическим эф-
фектом, как это было показано, например, при 
использовании анти-СD20 антител [2]. Все это 
позволяет рассматривать В-лимфоциты в ка-
честве потенциально значимой субпопуляции 
клеток перфиерической крови для поиска но-
вых биологических маркеров наличия и тяже-
сти течения РС. Однако, в настоящее время 
не существует единой общепринятой класси-
фикации В-лимфоцитов, а в клинических им-
мунологических исследования для выявления 
различных субпопуляций СD19-позитивных 
клеток применяется несколько алгоритмов, 
основанных на примирение антител против 
IgD, СD5, СD27 и СD38.

Материалы и методы. Объектом исследо-
вания служила венозная кровь условно здо-
ровых доноров (n=27) и больных РС (n=25), 
полученная путем пункции периферической 
вены и собранная в вакуумные пробирки 
с содержанием K3ЭДТА. Группы больных РС 
и условно здоровых доноров достоверно не 
различались по половому и возрастному со-
ставу. Диагноз РС устанавливался согласно 
критериям МакДональда. Тяжесть заболева-
ния оценивалась с помощью расширенной 
шкалы инвалидизации (EDSS). Для данной 
группы критериями исключения являлись 
EDSS менее 1,5 и более 3,5 балов. У всех боль-
ных была диагностирована рецидивирующая 

форма РС. Все исследования проводились 
в день взятия крови. Подготовку образцов пе-
риферической крови и настройку проточного 
цитофлуориметра проводили в соответствии 
с рекомендациями производителей антител. 
Для выявления популяции В-лим фо ци тов 
периферической крови использовали анти-
тела против СD45 и СD19, конъюгирован-
ными с Krome Orange и APC-AlexaFluor700, 
соответственно. Для анализа распределения 
В-лим фоцитов по основным субпопуляциям 
применяли антитела против поверхностных 
IgD, СD5, СD38 и СD27, конъюгированными 
с FITC, Pacifi c Blue, PE и PC 7, соответственно. 
В работе использовали антитела производства 
Beckman Coulter (США). Окраску антителами 
производили в соответствии с рекомендация-
ми производителя. Удаление эритроцитов из 
образцов проводили с использованием лизи-
рующего раствора VersaLyse (Beckman Coulter, 
США). После разрушения эритроцитов образ-
цы однократно отмывали избытком физиоло-
гического раствора. Анализ образцов прово-
дили на проточном цитофлуориметре Navios™ 
(Beckman Coulter, США), оснащенном тремя 
диодными лазерами 405, 488 и 638 нм. Обра-
ботку цитофлуориметрических данных про-
водили при помощи программ Navios Soft ware 
v.1.2 и Kaluza™ v.1.5 (Beckman Coulter, США). 
Для каждого из образцов анализировали не 
менее 10000 одиночных В-лимфоцитов. Уда-
ление слипшихся клеток из зоны анализа про-
изводили на основании оценки соотношения 
пикового и интегрального сигналов по пара-
метрам прямого и бокового светорассеяния 
для каждой из клеток. Статистическую обра-
ботку проводили при помощи программно-
го обеспечения Statistica 8.0 (StatSoft , США) 
и GraphPad Prism 4.00 for Windows (GraphPad 
Prism Soft ware Inc., США). Нормальность рас-
пределения проверяли по критерию согласия 
Пирсона хи-квадрат. Результаты выражали 
в виде% позитивных клеток от искомой попу-
ляции, приводили в виде медианы и интерк-
вартильного размаха (25 %; 75 %). Для оценки 
достоверности различий использовали непа-
раметрический U-критерий Манна-Уитни.

Результаты и обсуждение. Было показа-
но, что относительное содержание В-клеток 
с фенотипом СD19+ в периферической крови 
больных РС было достоверно выше (р=0,005) 
при сравнении с результатами, полученными 
для условно здоровых добровольцев (17,88 % 
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(12,88; 25,15) и 11,77 % (9,52; 15,26), соответ-
ственно). Для более детального исследова-
ния субпопуляционного состава В-лимфо-
цитов были использованы три независимых 
алгоритма анализа, основанные на изучении 
ко-экспресии поверхностного IgD и СD38, 
поверхностного IgD и СD27, а также СD5 
и СD27.

В рамках первого подхода в перифериче-
ской крови можно выявить шесть основных 
субпопуляций В-лимфоцитов [3]. Красный 
костный мозг покидают клетки с фенотипом 
IgDdimСD38low, которые обычно обозначаются 
как Bm1 (“virgin naïve”) В-клетка. После ак-
тивации антигеном инициируется антиген-
зависимая стадия развития В-клеток, для про-
хождения которой В-лимфоциту необходимо 
оказаться в В-зависимых зонах перифериче-
ских лимфоидных органов. Эти клетки полу-
чили обозначение Bm2 или “активированные 
«наивные» клетки” (фенотип IgDdimСD38dim). 
Они покидают кровоток и перемещают-
ся вглубь фолликула, превращаясь в Bm2’-
клетки или клетки-предшественники герми-
нативного (зародышевого) центра (фенотип 
IgDdimСD38hi). В дальнейшем имеет место их 
дифференцировка в клетки зародышевого 
центра –  Bm3-центробласты, которые, под-
вергаясь соматическим гипермутациям в Ig-
вариабельных участках генов, трансформи-
руются в Bm4-центроциты, экспрессирующие 
высокоаффинные антитела (обе популяции 
обладают фенотипом IgDlowСD38hi и в пери-
ферической крови обнаруживаются в очень 
малом количестве). Часть клеток последней из 
упомянутых популяций способна к формиро-
ванию В-клеток памяти, тогда как другая часть 
популяции Bm4 превращается в плазмобла-
сты. В рамках использованной классификации 
популяции «ранних» Bm5 и Bm5 соответству-
ют активированным и покоящимся В-клеткам 
памяти. Как показано в таблице, у больных 
РС отмечается достоверное снижение относи-
тельного содержания как «наивных» Bm1, так 
и клеток памяти за счет увеличение доли акти-
вированных Bm2 лимфоцитов.

Сходные результаты были получены при ис-
пользовании алгоритма выявления субпопуля-
ций В-кле ток на основании ко-экспрессии IgD 
и СD27, последний из которых рассматрива-
ется в качестве одного из основных маркеров 
В-кле ток памяти [4]. Ее применение позво-
ляет выявить следующие популяции В-лим-

фо ци тов: «наивные» клетки (IgDdimСD27low), 
и клетки памяти, которые еще не переклю-
чили (“unswitched” IgDdimСD27dim) или уже 
переключили (“switched” IgDlowСD27dim) класс 
синтезируемых антител, а также «дважды не-
гативные» клетки, в настоящее время рас-
сматривающиеся в качестве одной из по-
коящихся субпопуляций В-клеток памяти, 
и клет ки-предшественники плазматических 
клеток IgDlowСD27bright. Показано, что у боль-
ных РС достоверно (р<0,001) повышено отно-
сительное содержание В-клеток с фенотипом 
IgDdimСD27low, тогда как процент остальных 
субпопуляций более зрелых фенотипов зна-
чимо снижен.

При анализе ко-экспрессии СD27 и СD5 все 
В-лимфоциты периферической крови были 
разделены на четыре субпопуляции. Отсут-
ствие обоих поверхностных антигенов свиде-
тельствует о том, что В-клет ки являются «наи-
вными» В2-лим фо ци та ми [5]. Появление СD27 
указывает на прохождение антиген-зави си-
мой стадии дифференцировки и превращение 
В-клет ки в клетку памяти. Наличие же на по-
верхности СD5 традиционно рассматривается 
в качестве одного из признаков В1-лим фо ци-
тов, способных к продукции низкоаффинных 
аутореактивных антител (преимущественно 
IgM), но в рамках данной субпопуляции также 
содержится некоторое количество регулятор-
ных В-лим фоцитов. Применение описанного 
алгоритма анализа выявило увеличение отно-
сительного содержания «наивных» дважды-
негативных В-лим фоцитов периферической 
крови за счет снижение клеток более зрелых 
форм при стабильном содержании клеток 
с фенотипом СD27–СD5+.

Все результаты, полученные с использова-
нием трех независимых подходов к анализу 
субпопуляционного состава В-лимфоци тов, 
свидетельствуют об увеличение в циркулиру-
ющей крови больных РС «наивных» активиро-
ванных клеток. Особенно следует подчеркнуть, 
что клетки этих популяций (IgDdimСD38dim 
и IgDdimСD38hi) способны к выходу из крово-
тока в периферические ткани и дальнейшей 
дифференцировке, продукции как регулятор-
ных цитокинов, так и антиген-специфи чес ких 
антител. Более того, именно активированные 
В-клет ки могут оказывать существенное вли-
яние на местный воспалительный ответ, опо-
средованный как Т-лим фоцита ми различных 
субпопуляций, так и миелоидными клетками. 
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Таблица. Субпопуляционный состав В-лимфоцитов (СD19+) периферической крови у больных рассеянным скле-
розом.

Исследуемые популяции 
В-лимфоцитов

Больные РС, n=25, 
Med (Q25; Q75)

Условно здоровые, n=27, 
Med (Q25; Q75)

р

Анализ ко-экспресии поверхностного IgD и СD38:
Bm1 5,92 (2,79; 8,45) 11,17 (8,99; 18,23) <0,001
Bm2 72,15 (61,86; 79,95) 56,00 (46,67; 64,80) <0,001
Bm2’ 7,99 (6,14; 11,45) 6,33 (3,45; 8,38) 0,007
Bm3+Bm4 0,89 (0,48; 1,28) 0,72 (0,49; 1,12) 0,527
«ранние» Bm5 6,10 (3,42; 7,74) 13,31 (9,99; 16,65) <0,001
Bm5 4,82 (3,10; 6,04) 8,57 (7,12; 12,66) <0,001

Анализ ко-экспресии СD27 и СD38:
«Предшественники» плазмобластов 0,28 (0,16; 0,36) 0,40 (0,29; 0,60) 0,011
«Наивные» клетки 84,69 (78,79; 88,63) 60,61 (52,29; 72,42) <0,001
СD27+IgD+ клетки памяти 5,16 (2,88; 7,62) 13,17 (10,20; 20,03) <0,001
СD27+IgD– клетки памяти 7,94 (4,55; 10,29) 16,82 (13,19; 24,74) <0,001
«дважды негативные» клетки 3,19 (2,16; 4,54) 4,78 (3,17; 5,69) 0,013

Анализ ко-экспресии СD5 и СD27:
СD27+СD5– 13,35 (10,69; 17,35) 33,77 (23,79; 41,76) <0,001
СD27+СD5+ 1,38 (0,90; 2,16) 1,87 (1,26; 2,88) 0,012
СD27–СD5- 68,42 (57,57; 76,42) 53,79 (42,74; 61,15) <0,001
СD27–СD5+ 16,35 (8,73; 18,66) 10,90 (9,07; 14,74) 0,080

В-лимфоциты за счет секреции таких цито-
кинов как TNFα, IL-6, GM-CSF способны уси-
ливать воспаление и активировать широкий 
спектр клеток-мишеней [6]. С другой сторо-
ны, некоторые популяции В-клеток, секрети-
рующие IL-10 и IL-35, обладают выраженными 
супрессорными свойствами, что способствует 
ограничению воспалительного ответа и сни-
жает область поражения в периферических 
тканых [7]. Детальное исследование роли как 
В-клеток, так и фолликулярных Т-хелперов, 
оказывающих непосредственное влияние на 
процессы созревания и дифференцировки 
В-лим фоцитов, может оказать существенное 
влияние на современное понимание причин 
возникновения и патогенез рассеянного скле-
роза, а также разработать новые подходы к те-
рапии данного заболевания.
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Demyelination during multiple sclerosis (MS) can be associated with B-cells that can produce au-
toreactive antibodies and can be localized in specialized lymphoid follicles within the central nervous 
system. Using multicolor fl ow cytometry, it was found out that the relative number of peripheral blood 
СD19+ B cells in patients with MS (n = 25) was signifi cantly higher (p = 0.005) when compared with the 
healthy volunteers (n = 27, 17.88 % (12.88, 25.15) and 11.77 % (9.52, 15.26), respectively). To identify the 
distinct B lymphocytes subsets we studied coexpression of IgD and СD38, IgD and СD27, as well as СD5 
and СD27. It was shown that in patients with MS the relative number of IgDdimСD38low “naive” and IgDlow 
memory subsets was signifi cantly decreased due to the increased proportion of activated IgDdimСD38dim 
B lymphocytes. Furthermore, the relative content of B cells with the IgDdimСD27low phenotype was sig-
nifi cantly increased (p <0.001), while the percentages of the other subsets purifi ed on the co-expression 
of IgD and СD27 were signifi cantly reduced. A detailed analysis of B cells and follicular T-helpers –  Th  
subset that aff ects the maturation and diff erentiation of B lymphocytes –  could have a signifi cant impact 
on the current understanding of the causes and pathogenesis of MS, as well as could develop the new ap-
proaches to the therapy of this disease.
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