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Семейная средиземноморская лихорадка (ССЛ), 
или периодическая болезнь,—аутосомно-рецессивное 
воспалительное заболевание, характерной особенно­
стью которого являются периодически возникающие 
и длящиеся 2—3 дня лихорадка и боль, обусловленные 
асептическим серозитом. Частота приступов колеб­
лется в широких пределах — от одного раза в год до 
нескольких раз в месяц. В межприступном периоде 
при отсутствии осложнений больные чувствуют себя 
практически здоровыми. ССЛ часто осложняется вто­
ричным амилоидозом с преимущественным пораже­
нием почек, что затрудняет прогноз заболевания [1- 
3].

Согласно новой классификации наследственных 
воспалительных заболеваний, не характеризующихся 
наличием антиген-специфического гуморального или 
клеточного иммунного ответа, ССЛ входит в группу 
аутовоспалительных заболеваний [14]. Несмотря на 
специфические гено- и фенотипические особенности 
различных аутовоспалительных заболеваний, общими 
для всех являются периодический характер лихорад­
ки, серозитов, артритов и развитие амилоидоза как 
основного осложнения [6, 7]. Картирование, молеку­
лярное клонирование генов и расшифровка первичной 
структуры их продуктов и характерных мутаций по­
зволили выяснить, что молекулярные механизмы па­
тогенеза аутовоспалительных заболеваний заключа­
ются в нарушении регуляции активации и апоптоза 
эффекторных клеток воспаления и естественного им­
мунитета [15].

Однако литературные данные о состоянии фагоци­
тарной активности нейтрофилов и моноцитов при 
ССЛ достаточно противоречивы. В ранних работах не 
были описаны какие-либо изменения фагоцитарной 
активности нейтрофилов на модели захвата клетками 
Candida albicans [24], в то время как другими автора­
ми было обнаружено снижение фагоцитарной актив­
ности моноцитов в отношении Shigella flexneri и Shig­
ella albus [8, 9]. В некоторых работах последних лет с 
использованием более чувствительного метода про­
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точной цитофлюорометрии было показано, что у 
больных ССЛ в период острого приступа фагоцитар­
ная активность нейтрофилов и моноцитов не отлича­
ется от показателей здоровых доноров, а у больных 
ССЛ с амилоидозом этот показатель достоверно сни­
жается [17]. Необходимо отметить также, что повы­
шение фагоцитарной активности моноцитов/ 
макрофагов рассматривается в качестве главного ме­
ханизма амилоидогенеза при ССЛ [4, 5].

С целью изучения нарушений в регуляции фагоци­
тарной активности гранулоцитов и моноцитов прове­
дено проточно-цитофлюорометрическое исследование 
цельной периферической крови больных ССЛ, не по­
лучавших колхициновую терапию.

Материал и методы

Периферическая кровь. Была исследована перифе­
рическая кровь 12 больных ССЛ возрастной группы 
18-27 лет. У всех больных первые приступы, харак­
терные для ССЛ, проявились в раннем детском воз­
расте. Все больные не получали колхицин и не имели 
амилоидоз. Первая группа больных (п=6) была иссле­
дована во время приступа, а вторая (п=6) — в межприс­
тупном периоде. Забор периферической крови боль­
ных и 15 здоровых доноров проводили утром в специ­
альные пробирки, содержащие литий-гепарин 
(LithHem heparin, Vacuet, Greiner), максимальная раз­
ница между заборами составляла 0,5-1,5 ч. Перифери­
ческая кровь здоровых доноров была предоставлена 
банком крови «Виола» при донации зарегистрирован­
ной фирмой доноров.

Образцы крови немедленно были разделены на 
аликвоты в стерильные пластиковые пробирки по 0,5- 
1 мл. В первой части образцов определяли основные 
гематологические показатели с помощью автоматиче­
ского клеточного анализатора Celly v2.20 (Hycel Diag­
nostics).

Количественное определение фагоцитоза грануло-
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ц uni on и моноцитов. Количество фагоцитирующих 
■ моноцитов и нейтрофилов определяли с использова­

нием цитофлюорометрической тест-системы Phagotest 
производства фирмы Orpegen Pharma. Для этого к 100 
мкл цельной крови добавляли опсонизированные 
Е. соН-РПС в количестве 1-2x107. Пробы нормализо­
вали по отношению к абсолютному содержанию гра­
нулоцитов в образцах, инкубировали при 37'С в тече­
ние lO.wuw, а контрольные пробы (технический кон­
троль) оставляли на льду. Реакцию фагоцитоза оста­
навливали добавлением специального реактива, по­
давляющего флюоресценцию незахваченных клетка­
ми Е. co/z-FITC, одновременно не влияя на флюорес­
ценцию интернализированных клетками бактерий. 
После удаления эритроцитов лизирующим раствором 
во избежание появления артефактов при подсчете аг- 

I регированных бактерий ДНК фагоцитов окрашивали 
витальной краской-пропидий йодидом. Количество 
фагоцитирующих клеток и интенсивность процесса 
фагоцитоза определяли на цитофлюорометре FACS 
Calibur™ с пакетом программы CellQuest (Becton 
Dickinson).

Статистическая обработка данных. При стати­
стическом анализе контрольной и опытных групп про­
водилась проверка вариационных рядов на нормаль­
ность распределения и однородность дисперсий 

। (критерий Колмогорова-Смирнова, W- и F-критерий). 
В случаях, когда гипотеза нормальности отвергалась, 
использовались непараметрические критерии Уилкок- 
сона-Манна-Уитни (Ру). В остальных случаях расчет 
проводился с помощью критерия Стьюдента (PJ и 
парного Т-критерия (Рр).

Результаты и обсуждение

Проточная цитофлюорометрия фагоцитоза в 
цельной периферической крови. Известно, что цитоф- 
люорометрический метод количественного определе­
ния фагоцитоза нейтрофилов и моноцитов тест- 
системой Phagotest является высокоспецифичным и 
чувствительным, например, к температуре [21]. На 
оис. 1 представлены типичные результаты определе­
ния фагоцитоза клеток с использованием этой систе­
мы. Как видно из рис. 1, высокая чувствительность 
достигается: 1) сепарацией клеточных популяций по 
<арактерным параметрам поверхностной грануляции 
SSC) и размерам (FSC) (рис. 1а); 2) обработкой кле­
ток пропидий йодидом, который позволяет отличить 
топуляцию агрегированных бактерий от фагоцити­
рующих клеток по интенсивности флюоресценции 
рис. 16); 3) подавлением флюоресценции неинтерна- 
шзированных фагоцитами Е. сой-НТС раствором 
<умасси, который не действует на флюоресценцию 
гахваченных клетками бактерий (рис. 16). При этом 
свадратичная статистика популяций клеток в дот-

плотах «FSC-E. со/i-FITC» дает информацию о содер­
жании клеток (%), способных захватывать бактерии 
(активность фагоцитоза), а гистограммная статистика

t“37C։=ос

Рис. 1. Количественное цитофлюорометрическое определе­
ние фагоцитоза гранулоцитов и моноцитов в цельной пери­
ферической крови: а - сепарация клеток по маркерам SSC и 
FSC и последующий анализ активности фагоцитоза в соот­
ветствующих дот-плотах; б - сепарация фагоцитирующих 
клеток, позитивных по окрашиванию пропидий йодидом и 
последующий анализ интенсивности фагоцитоза в соответ­
ствующих гистограммах; в - кинетика активности фагоци­
тоза нейтрофилов периферической крови в зависимости от 
соотношения Е. coh'-FITC/клетки-эффекторы
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(статистика Колмогорова-Смирнова) - об относитель­
ной способности единичной клетки захватить опреде­
ленное количество бактерий (интенсивность фагоци­
тоза). причем последний показатель наиболее удобно 
представить как геометрический средний номер кана­
ла флюоресценции (СНК). в гистограммах количество 
клеток - Е. со/АНТС (рис. 1).

Вариабельность показаний фагоцитоза с использо­
ванием этой системы обусловлена прежде всего соот­
ношением Е. co/i-FITC (2х107 на образец) к лейкоци­
там в 100 лист цельной крови, которое при нормальном 
содержании лейкоцитов 5000-8000 клеток/мкл со­
ставляет 40:1- 25:1. При этом данное соотношение не 
влияло на вариабельность показателей активности и 
интенсивности фагоцитоза (рис. 1 в). Исходя из этого в 
дальнейших исследованиях мы проводили предвари­
тельную нормализацию соотношения Е. coli-FITCJ 
лейкоциты и придерживались соотношения 25:1. Вре­
мя инкубации наиболее сильно влияло на вариабель­
ность показателей фагоцитоза в пределах 10 мин ин­

кубации клеток с бактериями, после чего выходило на 
плато (рис. 1в). Поэтому в дальнейших исследованиях 
все инкубации проводились не менее 10 мин при 37*С. 
Использование опсонизированных Е. coli-FITC ис­
ключало также влияние сывороточных белков 
(иммуноглобулинов, компонентов системы компле­
мента и др.) на процесс захвата клетками бактерий.

Отдельно мы изучили адекватность данного мето­
да для исследования влияния фармакологических пре­
паратов на фагоцитоз нейтрофилов и моноцитов в 
цельной крови. Предварительные исследования пока­
зали, что Арменикум (Арм) при непосредственном 
взаимодействии с Е. coli-FITC в буферном растворе 
может искажать флюоресценцию FITC. Как представ­
лено на рис. 2, Арм в силу высокого окислительного 
потенциала может подавлять более чем в 100 раз 
флюоресценцию FITC (рис. 2а, I). Однако после пред­
варительной инкубации Арм с тиосульфатом натрия 
(рис. 2а, II) или с цельной кровью (рис. 26) от 10 мил 
до 2 ч и более, флуктуации не наблюдаются (рис. 2).

Рис. 2. Влияние фармакологических препаратов на интенсивность флюоресценции Е. coli-FITC: 
а - влияние колхицина, тиосульфата натрия, дексаметазона и преднизолона (I), Арм (П) и 
Арм+тиосульфат натрия (Ш); б - влияние Арм в присутствии цельной периферической крови

Другие препараты - колхицин, тиосульфат натрия, 
дексаметазон, преднизолон - не влияют на флюорес­
ценцию Е. coli-FITC. Следовательно, этот метод мож­
но использовать для определения влияния препаратов 
на фагоцитоз клеток при условии преинкубации цель­
ной крови с препаратами от 10 мин до 2ч и предвари­
тельного гематологического анализа содержания кле­
ток в крови.

Фагоцитоз нейтрофилов и моноцитов у больных 
ССЛ. Из данных, представленных в таблице, следует, 
что активность и интенсивность фагоцитоза у боль­
ных ССЛ в межприступном периоде статистически 
достоверно повышены в популяции как нейтрофилов, 
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так и моноцитов. В то же время активность фагоцито­
за нейтрофилов и моноцитов у больных ССЛ во время 
приступа не отличается от аналогичного показателя 
здоровых доноров. Интенсивность фагоцитоза досто­
верно увеличена у больных и во время приступа по 
сравнению со здоровыми донорами. Интересно, что 
активность и интенсивность фагоцитоза нейтрофилов 
и моноцитов у больных в межприступном периоде 
усиливаются по сравнению с больными во время при­
ступа и здоровыми донорами. В то же время у боль­
ных во время приступа, по сравнению с группой здо­
ровых доноров, остается повышенной лишь интенсив­
ность фагоцитоза эффекторными клетками.
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Таблица

Фагоцитоз нейтрофилов и моноцитов больных ССЛ

*' р,<0.05; *г р,<0.01; ♦♦ р,<0.001 при сравнении больных ССЛ со здоровыми донорами; 0 pt>0.05 при сравнении 
больных ССЛ во время приступа со здоровыми донорами; *' р,=0.05 и *р1<0.05 при сравнении больных ССЛ во время 
приступа с больными в межприступном периоде

Цельная кровь
Активность фагоцитоза Интенсивность фагоцитоза (СНК)

нейтрофилы моноциты нейтрофилы моноциты

Здоровые доноры (п=9) 97,9±0,4 65,3±1,7 1116±45,8 951,5±46,2

Больные ССЛ в межприступном 
периоде (п=6)

98,7±0,1*։ 80,5±4*2 2073±38,8" 1759±84,3"

। Больные ССЛ во время приступа 
(п=6)

97,6±0,6о։1 67,3±4,1°* 1729±75,5*2* 1310±105’2։

Полученные нами данные согласуются с данными, 
Kcskin G. et al. [17], однако в этой работе нет инфор­
мации об интенсивности фагоцитоза между группами 
сравнения, по-видимому, вследствие ненормирования 
в ходе экспериментов соотношения клеток- 
эффекторов с Е. coli-FSTC.

В настоящей работе нами с использованием высо­
кочувствительного проточно-цитофлюорометричес- 
кого метода исследования фагоцитоза нейтрофильных 
гранулоцитов и моноцитов цельной периферической 
крови больных ССЛ показано, что количество клеток, 
способных фагоцитировать бактерии, а также интен­
сивность фагоцитоза на уровне единичной клетки зна­
чительно усиливаются у больных ССЛ в межприступ­
ном периоде, по сравнению с больными ССЛ во время 
острого приступа и здоровыми донорами. При этом 
интенсивность фагоцитоза эффекторных клеток вос­
паления усилена и в группе больных ССЛ во время 
приступа по сравнению со здоровыми донорами, не­
смотря на факт нормализации содержания клеток, 
способных фагоцитировать бактерии. Оригинальность 
данного исследования заключается в том, что мы про­
водили исследования с использованием перифериче­
ской крови больных ССЛ, которые не имели амилои­
доза и никогда не получали колхицин, чем и объясня­
ется немногочисленность исследуемой популяции 
Зольных по сравнению с другими аналогичными ис­
следованиями, описанными в литературе.

Данные о фагоцитарной активности нейтрофилов и 
ионоцитов крайне противоречивы. В одних работах 
тредставляются сведения о снижении фагоцитирую­
щей активности нейтрофилов и моноцитов [8, 9], в 
других - не обнаруживались какие-либо значимые 
вменения [17, 24], а в работах, посвященных меха­
низмам амилоидогенеза, наоборот, активация фагоци­
тоза моноцитов/макрофагов выделяется как важное 

патогенетическое звено [10, 19]. Такое разнообразие 
данных можно, на наш взгляд, объяснить неоднород­
ностью популяций больных в различных иссле­
дованиях, включающих группы пациентов, получив­
ших колхицинотерапию, пациентов с амилоидозом в 
разных клинических стадиях и проявлениях ССЛ, а 
также разные этнические группы. Кроме того, исполь­
зуемые методы и объекты фагоцитоза (например, Can­
dida albicans, Shigella flexneri и т.д.) не были стандар­
тизированы по сравнению с тем, чем располагают ис­
следователи в настоящее время. В единственной рабо­
те, посвященной изучению активности фагоцитоза 
при ССЛ с использованием стандартизированного 
объекта фагоцитоза и чувствительного проточно- 
цитофлюорометрического метода, приводятся данные 
о том, что у больных ССЛ в период приступа не на­
блюдаются изменения содержания в обеих популяци­
ях клеток, способных захватить меченых FITC, опсо­
низированных Е. coli, по сравнению с таковыми в 
группе здоровых доноров. Однако в этой работе не 
приводятся данные об интенсивности фагоцитоза еди­
ничной клеткой в группах сравнения [17].

В настоящее время известно, что ССЛ-рецессив- 
ное аутосомное аутовоспалительное заболевание, ха­
рактеризующееся миссенс мутациями в гене MEFV, 
кодирующего белок, содержащий 781 аминокислоту, 
который называется пирином или маренострином 
[16]. Пирин экспрессируется в нейтрофилах, эозино­
филах и активированных цитокинами моноцитах [11]. 
Обнаружена ко-локализация полноразмерного белка в 
активных филаментах и микротрубочках клеток [18]. 
N-терминальный участок (=90 аминокислотных остат­
ков) пирина определен как пириновый домен (PYD 
или PAAD), имеет высокую гомологичность с домена­
ми смерти или эффекторными доменами смерти кас­
паз и участвует в гомо- и гетеротипных белок- 
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белковых взаимодействиях в процессах регуляции 
воспаления и апоптоза [20, 23]. Именно через этот 
участок мутантный пирин взаимодействует с адаптер­
ным белком ASC (апоптоз-ассоциированный крапин- 
чатый белок) и индуцирует аутокатализ IL-1 конвер­
тирующего белка или каспазы 1Ь, вследствие чего 
увеличивается продукция провоспалительного IL-ip и 
подавляется апоптоз макрофагов [12]. Кроме того, 
пирин взаимодействует с белком, ассоциированным с 
пролин-серин-треонинфосфатазой, который участвует 
в организации цитоскелета. Это взаимодействие при­
водит к гиперфосфорилированию этого белка и повы­
шению продукции IL-10 клетками периферической 
крови [22]. Все эти данные свидетельствуют о том, 
что пирин является важнейшим модулятором естест­
венного иммунитета и что в патогенезе развития ССЛ 
важное значение имеют нарушения в процессах акти­
вации и апоптоза эффекторных клеток воспаления - 

нейтрофилов и моноцитов.
Основная функция важнейших клеток естественно­

го иммунитета, таких как моноциты/макрофаги и гра- 
нулоцитные нейтрофилы, заключается в фагоцитозе и 
антимикробной неспецифической или группоспеци­
фической защите организма. Анализ частот носитель­
ства мутации гена MEFV среди различных этнических 
популяций свидетельствует о том, что гетерозигот­
ность миссенс мутации обеспечивала селективное 
преимущество по резистентности к какому-то пока 
неизвестному инфекционному агенту в ходе эволю­
ции [13, 16]. Именно этим можно объяснить эволюци­
онную мотивацию миссенс мутаций в гене пирина, 
биологической платой за которые явилось повышение 
порога воспалительных процессов и усиление фагоци­
тоза как инфекционных агентов, так и белков острой 
фазы, например SAA.

Поступила 03.11.04

Գրանուլոցիտների եւ մոնոցիտների ֆագոցիտոզի հոսքային֊ցիտոֆլոտրոմետրիկ քննությունը 
ընտանեկան միջերկրածովային տենդի ժամանակ

Տ.Կ. Դավթյան, Մ. Մ. Ավեւրիսյան, Գ.Ս .Հակոբյան, Ա.Մ. Մանուկյան, Դ.Ա. Պալոսյան

Ընտանեկան միջերկրածովային տենդով (ԸՄՏ) 
կոլխիցինային բուժում չստացած հիվանդների ծայ­
րամասային արյան նեյտրոֆիլների և մոնոցիտների 
ֆագոցիտար ակտիվության կարգավորման խան­
գարումների ուսումնասիրության նպատակով 
կատարվել է քանակական հոսքային-ցիտոֆլոարո- 
մետրիկ հետազոտություն: Մեր կողմից in vitro 
պայմաններում ուսումնասիրվել է ԸՄՏ հիվանդների 
նեյտրոֆիլների և մոնոցիտների ֆագոցիտար ակտի­

վության վրա դեղաբանական տարբեր խմբերի դեղա­
միջոցների ազդեցությունը: Պարզվել է, որ ԸՄՏ հի­
վանդների մոտ միջնոպայական շրջանում նեյտրո- 
ֆիլների և մոնոցիտների պոպուլյացիայում ֆագոցի- 
սազի ակտիվությունն ու ինտենսիվությունը բարձր են՜ 
նոպայի վիճակում գտնվող հիվանդների և առողջ դո­
նորների համեմատությամբ: Նոպայի ժամանակ նեյ- 
տրոֆիլների և մոնոցիտների ֆագոցիտոզի ինտենսի­
վությունը ավեփ բարձր է քան առողջ դոնորների մոտ:

Flowcytofluorometric analysis of the phagocytosis of granulocytes and 
monocytes at familial Mediterranean fever

T. K. Davtyan, S. A. Avetisyan, G. S. Hakopyan, A. M. Manukyan, D. A. Poghosyan

We conducted a quantitative flow cytofluorimetric 
research to study the disturbances in the regulation of 
phagocytic activity of neutrophils and monocytes in whole 
peripheral blood in patients with Familial Mediterranean 
fever (FMF) who have not received colchicine treatment. 
The effects of drugs from various pharmacological groups 
on the phagocytic activity of neutrophils and monocytes 

in FMF patients were studied in vitro. It is shown that the 
activity and intensity of phagocytosis are higher in popu­
lations of neutrophils and monocytes in FMF patients dur­
ing the remission period (n=6), as compared to those in 
attack (n=6) and healthy donors (n=9). The intensity of 
phagocytosis of neutrophils and monocytes in patients 
during attack is higher compared to healthy donors.
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