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Аннотация
Цель. Определить количественные характеристики по-
пуляций В-лимфоцитов, В-reg клеток, В-клеток, которые 
экспрессируют низкоаффинный рецептор IgE (CD23) у 
пациентов с разными фенотипами БА в процессе комби-
нированной терапии собственными активированными 
Т-клетками, у пациентов продолжающих только стан-
дартную терапию и у доноров. 
Методы. В исследование пилотное нерандомизированное 
было включено 43 человека, из которых 30 пациентов с 
диагнозом бронхиальная астма, средний возраст 39±4,3 
года и 13 доноров, определяемых как условно здоровые, 
средний возраст 28±7,03 года. С аллергической формой 
БА 16 человек и неаллергической формой БА 7 человек 
получали комбинированную терапию. Аутологичные 
Т-лимфоциты активировались Ронколейкином и анти-
CD3 антителами in vitro, вводились пациентам подкож-
но. Терапия проводилась в 2 этапа: инициирующий (1 
раз в неделю – 4 инъекции) и поддерживающий этап (1 
раз в месяц – 6 инъекций), всего в течение 7 месяцев 10 
инъекций. Лечение происходило на фоне продолжения 
стандартной терапии (комбинированная терапия). Также 
отдельная группа пациентов с аллергической формой БА 
(7 человек) продолжала стандартную терапию весь период 
наблюдения.

Summary
Objective. To evaluate the quantitative characteristics of 
B-lymphocyte populations, B-reg cells, B-cells that express 
the low-affinity IgE receptor (CD23) in patients with different 
phenotypes of BA during combined therapy with autologous 
activated T-cells, in patients continuing only standard therapy, 
and in donors.
Methods. The pilot non-randomized study included 43 
persons, including 30 patients diagnosed with bronchial 
asthma, average age 39±4.3 years, and 13 donors defined as 
conditionally healthy, average age 28±7.03 years. 16 persons 
with allergic bronchial asthma and 7 persons with non-
allergic bronchial asthma were receiving combined therapy. 
Autologous T-lymphocytes were activated by Roncoleukin 
and anti-CD3 antibodies in vitro and administered to patients 
subcutaneously. The therapy was carried out in 2 stages: 
initiating (weekly – 4 injections) and maintaining stage 
(monthly – 6 injections), a total of 10 injections over 7 months. 
Treatment was administered alongside standard combination 
therapy. A separate group of patients with allergic bronchial 
asthma (7 persons) continued standard therapy throughout 
the observation period.
Results. It was found that the allergic and non-allergic 
forms of bronchial asthma did not differ significantly in the 
content of B1 (CD19+CD5+), B2 (CD19+CD5-) lymphocyte 
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Результаты. Установлено, что по содержанию субпо-
пуляций В1 (CD19+CD5+), В2 (CD19+CD5-) лимфоцитов 
аллергическая и неаллергическая формы  БА не отлича-
лись достоверно между собой. Относительное количество 
В1- (р=0,024) и В2- (р=0,046) клеток, имеющих молеку-
лу CD23, снижалось достоверно к окончанию лечения 
Т-лимфоцитами у пациентов с аллергическим фенотипом 
БА, и одновременно продолжавших терапию в соответ-
ствии со ступенчатым подходом. В группе пациентов, про-
должавших только ступенчатую терапию, достоверного 
изменения количества В-клеток, которые экспрессируют 
CD23, не наблюдалось. У пациентов с неаллергической 
формой БА относительное количество субпопуляций 
В-клеток и количество В-лимфоцитов, несущих рецептор 
CD23, не регистрируется достоверных отличий от пока-
зателей доноров, считающихся условно здоровыми, как и 
отсутствовали изменения исследуемых показателей в ди-
намике комбинированной иммунотерапии. Наблюдалось 
достоверное увеличение количественной характеристики 
CD19+CD5+Foxp3+ В-регуляторных клеток при проведении 
комбинированной терапии через 7 месяцев у пациентов 
с неаллергической БА.  
Вывод. Лечение на основе введения собственных активи-
рованных Т-лимфоцитов и продолжения ступенчатого 
подхода терапии у пациентов в группе с аллергическим 
фенотипом БА приводило к уменьшению количества 
В-клеток, экспрессирующих низкоаффинный рецептор 
IgE, что отражает воздействие сочетанной иммунотера-
пии на патогенез аллергической БА.

Ключевые слова
Бронхиальная астма, иммунотерапия, стандартная те-
рапия, В-лимфоциты, низкоаффинный рецептор IgE 
(CD23).

subpopulations. The relative number of B1- (p=0.024) and 
B2- (p=0.046) cells carrying the CD23 receptor decreased 
significantly 7 months after the start of treatment in patients 
with the allergic phenotype of BA who received treatment 
with T-lymphocytes and simultaneously continued therapy 
in accordance with the stepwise approach. In the group of 
patients who continued only stepwise therapy, there was 
no significant change in the number of B-cells expressing 
CD23. In patients with non-allergic bronchial asthma, the 
relative number of B-cell subpopulations and the number 
of B-lymphocytes carrying the CD23 receptor did not 
show significant differences from the indicators of donors 
considered conditionally healthy, as well as no changes in 
the studied parameters in the dynamics of combination 
immunotherapy. A significant increase in the quantitative 
characteristic of CD19+CD5+Foxp3+ B-regulatory cells 
was observed during combination therapy after 7 months in 
patients with non-allergic bronchial asthma.
Conclusion. The use of therapy based on introduction of 
autologous activated T-lymphocytes alongside standard 
treatment in patients with allergic bronchial asthma 
contributed to a decrease in the number of B-cells expressing 
the low-affinity IgE receptor, which reflects the effect of 
combination immunotherapy on the pathogenetic mechanisms 
of allergic bronchial asthma. 

Keywords 
Bronchial asthma, immunotherapy, standard therapy, B 
lymphocytes, low-affinity IgE receptor (CD23).

Введение
В мире около 348 млн пациентов страдают 

бронхиальной астмой  (БА) [1], а в России на 
2022 год зарегистрировано 1,591 млн пациентов с 
диагнозом БА. Процент пациентов с симптомами, 
связанными с астмой, составляет около 25,7% от 
всех хронических респираторных заболеваний, 
по данным исследования GARD (Глобальный 
альянс против хронических респираторных за-
болеваний) [2].

Патогенез БА является сложным процессом, 
в который вовлечены генетические факторы, 
клетки врождённого и адаптивного иммуните-
та, естественные защитные барьеры, цитокины 
и другие элементы, формирующие разные фе-
нотипы и эндотипы болезни. Отличие между 
аллергической и неаллергической БА в соответ-
ствии с номенклатурой аллергических болезней, 
предложенной EAACI, заключается в том, что БА 
с доказанным участием IgE-антител в формиро-
вании заболевания называется аллергической. 
Бронхиальная астма, которая обусловлена не-IgE-
зависимыми механизмами, получила название 
неаллергической [3,4].

Эндотипы БА различаются по иммунным ме-
ханизмам, и это деление на эндотипы с высоким, 
низким и смешанным Th2-воспалением позволя-
ет более точно оценивать патогенез заболевания 
и осуществлять таргетированную терапию [3]. 
Для Th2 эндотипа характерно преобладание 
клеточного и гуморального иммунных ответов, 
опосредованных Th2 лимфоцитами, что приво-
дит к активации эозинофилов, продукции IgE 
и цитокинов, таких как IL-4, IL-5 и IL-13, что в 
совокупности служит ключевым фактором фор-
мирования предрасположенности к развитию 
реакций гиперчувствительности немедленного 
типа [4]. В противоположность этому, эндотипы 
с низким Th2 воспалением могут включать в себя 
более сложные патогенетические механизмы, 
такие как Th1 и Th17 ответ.

Немаловажную роль в патогенезе БА играют 
B-лимфоциты, особенно в патогенезе аллерги-
ческой БА. На две ключевые группы подраз-
деляют В-лимфоциты: В1 и B2. В1 составляют 
5% от всех B-лимфоцитов, они отличаются по 
экспрессии CD5. B1-лимфоциты находятся пре-
имущественно в серозных полостях, на своей 
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поверхности экспрессируют IgM, выполняют 
антибактериальную функцию [5]. В2 – это обыч-
ные В-лимфоциты, которые осуществляют анти-
тел-продуцирующую функцию [6].

Среди B-лимфоцитов выделяют B-регуля
торные клетки (Breg). Так,  Breg, секретирующие 
IL-10 (Br1), осуществляют важную роль в форми-
ровании толерантности к аллергенам. In vitro Br1 
продемонстрировали способность к продукции 
IgG4 антител и супрессорную активность в отно-
шении пролиферирующих CD4+ Т-лимфоцитов 
[8]. Недавно были идентифицированы экс-
прессирующие Foxp3 клетки среди CD19+CD5+ 
В-лимфоцитов, которые также отнесли к Breg 
наряду с TGF-β-продуцирующими В-клетками 
(Br3) [7]. Возможно, данные субпопуляции Breg 
также участвуют в регуляции воспаления в верх-
них дыхательных путях при БА.

CD23 – низкоаффинный рецептор IgE, играет 
важную роль в контроле активности аллерген-
специфических Т-клеток посредством презен-
тации аллергена В-клетками при участии IgE. 
Поверхностная плотность CD23 на В-клетках 
пациентов с аллергией коррелирует с уровнями 
аллерген-специфического IgE, определяет свя-
зывание аллергена В-лимфоцитами и последу-
ющую активацию Т-клеток [9]. В клинической 
проточной цитометрии CD23 используется в 
дифференциальной диагностике хронического 
лимфоцитарного лейкоза, при котором опухоле-
вые клетки позитивны по CD23 [10]. Дальнейшие 
исследования в этой области могут привести к 
более эффективным стратегиям лечения, кото-
рые позволят индивидуализировать терапию и 
повысить её эффективность для пациентов с раз-
личными формами БА. В стандартной терапии 
БА используют ступенчатую схему лечения в 
зависимости от степени тяжести в соответствии 
с международными рекомендациями. У 20-30% 
пациентов стандартная терапия не позволяет 
достичь устойчивого эффекта, что может быть 
связано с различными факторами, такими как 
низкая приверженность к терапии, наличие со-
путствующих заболеваний, продолжение контак-
та с аллергенами или курение [11].

Основанием для поиска новых направлений 
терапии больных БА послужила недостаточная 
эффективность стандартных методов лечения. 
Клеточная иммунотерапия, нацеленная на ак-
тивацию антиэрготипического ответа, является 
одним из таких направлений. Индукция анти-
эрготипических и антиидиотипических Т-клеток 
происходит при введении в организм активи-
рованных антигеном Т-лимфоцитов, данный 

тип ответа относится к Т-Т-клеточным взаи-
модействиям. Описано, что Т-клетки, которые 
являются антиидиотипическими, распознают де-
терминанты клоноспецифические, а антиэрготи-
пические – антигенные детерминанты, связанные 
с эрготопами (маркерами активации), к которым 
можно отнести молекулу α-цепи рецептора IL-2 
(CD25) [12–14]. Впервые иммунотерапия, на-
правленная на активацию антиэрготипической 
регуляторной сети, была успешно применена в 
научных исследованиях лечения аутоиммунных 
заболеваний [15]. Эффективность комбиниро-
ванной терапии активированными аутологичны-
ми Т-лимфоцитами впервые была продемонстри-
рована у пациентов с атопическим дерматитом. 
Введение активированных Т-лимфоцитов паци-
ентам способствовало активации собственных 
Т-регуляторных клеток, сенсибилизированных 
Тh-1 клеток, цитотоксических Т-лимфоцитов 
[16,17]. Положительное воздействие Т-клеточной 
иммунотерапии выражалось в достоверном кли-
ническом улучшении и усилении естественных 
механизмов регуляции: снижении пролиферации 
антиген-реактивных клеток, изменении про-
дукции цитокинов Th1- и Th2-клетками, что в 
дальнейшем приводило к снижению клинических 
и патофизиологических аспектов аллергических 
реакций [17].

Сочетанная терапия пациентов с БА, вклю-
чающая использование собственных активиро-
ванных Т-лимфоцитов, и ступенчатый подход, 
рекомендуемый международными стандартами, 
вызывает большой интерес с клинической точ-
ки зрения в плане воздействия на количество 
В-лимфоцитов разных популяций, а также экс-
прессию молекулы CD23. 

Цель. Определить количественные характе-
ристики популяций В-лимфоцитов, В-reg клеток, 
В-клеток, которые экспрессируют низкоаффин-
ный рецептор IgE (CD23) у пациентов с разны-
ми фенотипами БА в процессе комбинирован-
ной терапии собственными активированными 
Т-клетками, у пациентов продолжающих только 
стандартную терапию и у доноров.

Методы
43 человека включено в исследование, с БА – 

30 пациентов, средний возраст 39±4,3 года и 13 
доноров, средний возраст 28±7,03 года. Перед 
включением в исследование получено письмен-
ное согласие.

Все пациенты получали ступенчатую тера-
пию не менее 12 недель до начала исследования, 
диагноз БА был установлен за 12 месяцев до 

Аллергология: Влияние иммунотерапии собственными активированными Т-лимфоцитами на популяционный состав В-клеток...
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включения в исследование. 27 пациентов имели 
среднюю степень тяжести заболевания – они по-
лучали лечение по 3 ступени (комбинация инга-
ляционного глюкокортикостероида и длительно 
действующих бета2-агонистов (ИГКС-ДДБА) 
– ежедневно низкие дозы, антилейкотриеновые 
препараты), и 3 пациента – с тяжёлой степенью – 
лечение по 4-5 ступени (средние и высокие дозы 
ИГКС-ДДБА ежедневно, антилейкотриеновые 
препараты, тиотропия бромид).

После включения в исследование пациентам 
с БА вводили активированные аутологичные 
Т-лимфоциты. Сначала проводился забор 200 мл 
периферической крови, центрифугировали в 
градиенте плотности, собирали кольцо монону-
клеарных клеток, клеточный осадок ресуспенди-
ровали в 10 мл полной среды RPMI, содержащей 
L-глутамин, тиенам, гентамицин. Полученные 
МНК культивировали в культуральные флаконы 
из расчета 2 млн клеток на 1 мл полной среды 
с 10% FBS и активаторами (антиCD3 антител и 
IL-2). На 5-6 деньзаменяли 70% среды на новую 
с таким же составом. На 10-14 день клетки соби-
рали, фасовалипо 30млн клеток на 1 млн в крио-
пробирки, содержащие 10% раствор альбумина 
и 10% DMSO. Клетки хранили при -80 градусах, 
перед введением размораживали, осаждали в 
10 мл физиологического раствора, ресуспедиро-
вали 2 мл физиологического раствора и вводили 
пациентам по схеме. Инъекции проводились 
подкожно 4-х кратно – 1 раз в неделю, далее 6-ти 
кратно 1 раз в месяц. Пациенты получали соче-
танную терапию: активированные аутологичные 
Т-лимфоциты вводились на фоне продолжения 
стандартного лечения. Сравнение проводилось 
с группой пациентов с БА, сопоставимыми по 
полу и возрасту, которые находились только на 
стандартном лечении. Исследуемые показатели 
определяли у пациентов с комбинированной и 
стандартной терапией при включении в исследо-
вание, через 2 и 7 месяцев после начала терапии. 

Способ получения активированных аутоло-
гичных Т-лимфоцитов проводился по протоколу, 
описанному в патенте (Патент РФ на изобретение 
№2652752/28.04.2018 Бюл. № 13).

Определение относительного количества 
популяций В-клеток и экспрессии молекулы 
CD23
Для определения количественных характери-

стик В1- (CD19+CD5+) и B2- (CD19+CD5-) лимфо-
цитов, а также экспрессии Foxp3 в В-клетках и 
молекулы на них CD23 использовали протокол 
окрашивания маркеров. Клетки инкубировали 

с моноклональными антителами к поверхност-
ным антигенам CD3, CD19, CD5, CD23. Затем 
проводили отмывку клеток, надосадочную жид-
кость убирали, осадок ресуспендировали. После 
чего клетки фиксировали и пермеабилизиро-
вали набором буферов True Nuclear Factor kit 
(BioLegend, США) согласно инструкции произ-
водителя. Проводили окрашивание антителами 
к Foxp3, инкубировали 30 минут в темноте при 
комнатной температуре. Затем опять отмывали 
клетки, центрифугировали. К осадку добавляли 
250 мкл Staining Buffer и проводили цитометри-
ческий анализ.

Проводили статистическую обработку данных 
с использованием программы Statistica (StatSoft), 
версия 6.0. Непараметрические критерии Манна–
Уитни и Вилкоксона использовали для оценки 
результатов исследований. Различия считали 
статистически значимыми при p<0,05.

Результаты
Проводилась оценка субпопуляционного со-

става В-клеток и количества В-лимфоцитов, 
экспрессирующих CD23 в динамике комбини-
рованной терапии.

Оценка групп пациентов с аллергической 
формой БА с разными вариантами лечения 
и  доноров
У пациентов с БА, получавших иммуноте-

рапию в сочетании со ступенчатым лечением, 
количество В1 клеток, несущих на себе рецептор 
CD23, достоверно снижалось (р=0,024) через 7 
месяцев от начала терапии (табл. 2). Достовер-
но снижалось (р=0,046) и количество CD23+ 
В2 клеток через 7 месяцев от начала терапии 
у группы пациентов с аллергической формой 
БА, получавших комбинированную терапию. В 
группе пациентов, продолжавших стандартную 
терапию, не были достоверно подтверждены по-
добные изменения.

У пациентов, продолжавших стандартное 
лечение, уровень CD19+CD5-FoxP3+ достоверно 
снижался через 2 месяца по сравнению с донора-
ми, при этом через 7 месяцев число клеток дан-
ной популяции достигало донорских значений. 
Достоверных различий между двумя группами 
пациентов, находившихся на комбинированной 
терапии и получавших только стандартное лече-
ние, обнаружено не было.

Поскольку все пациенты с БА получали стан-
дартную терапию в течение 3 месяцев до вклю-
чения в исследование, то не было выявлено до-
стоверных отличий в содержании субпопуляций 
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В-лимфоцитов, так как глюкортикостероиды не-
гативно влияют на число В-лимфоцитов. Кроме 
того, было показано, что глюкортикостероиды 
нарушают сигнализацию через В-клеточный 
рецептор и способствуют значительному по-
вышению экспрессии генов, кодирующих IL-
10 и терминальный фактор дифференциации 
BLIMP-1 [18].

Оценка групп пациентов с разными формами 
БА и доноров
У пациентов с неаллергической формой БА 

при оценке количества популяций В-клеток и 
количества В-клеток, экспрессирующих CD23, не 
наблюдалось достоверной разницы с донорами 
до терапии и изменений в процессе сочетанной 
терапии (табл. 2). Отмечается увеличение числа 
Breg (CD19+CD5+FoxP3+) статистически значи-
мое в группе пациентов с неаллергическим фе-
нотипом БА к концу комбинированной терапии, 
т.к. иммунотерапия способствует образованию 
Breg. Разные популяции В-регуляторных клеток 
задействуют различные механизмы иммуносу-
прессии [19]. Br1 клетки продуцируют IgG4 и 
подавляют дифференцировку Т-хелперных кле-
ток и опосредованно подавляют аллергические 
реакции; B10 клетки продуцируют IL-10 и инги-
бируют Th17 клетки, CD4+ эффекторные клетки, 
способствуя экспансии Т-регуляторных клеток 
[19], потенциально они могут быть вовлечены 
в регуляцию с низким уровнем Th2-зависимых 
цитокинов при БА.

Заключение
В группе пациентов с аллергической формой 

БА достоверно снижалось относительное коли-
чество В1 и В2 клеток, экспрессирующих CD23, 
через 7 месяцев в результате комбинированной 
терапии. Данный факт может свидетельствовать 
об уменьшении количества В-клеток, экспресси-
рующих низкоаффинный рецептор IgE, что имеет 
перспективное значение при аллергическом 
фенотипе БА.

В группе пациентов с неаллергическим фе-
нотипом БА В-лимфоциты, которые экспрес-
сируют CD23, не отличаются статистически от 
доноров как до начала лечения, так и в процессе 
сочетанной терапии. При различных (аллерги-
ческом и неаллергическом) фенотипах БА ко-
личественные характеристики В1 (CD19+CD5+), 
В2 (CD19+CD5-)-лимфоцитов не различались. 
Увеличение содержания Breg у пациентов с не-
аллергическим фенотипом БА относительно 
пациентов с аллергическим фенотипом БА к 
окончанию сочетанной терапии, возможно, гово-
рит о том, что данная популяция слабо участвует 
в подавлении воспаления в лёгких при эндотипах 
с низким Th2-воспалением. 

Введение собственных Т-клеток, активирован-
ных с помощью IL-2 и анти-CD3 антител, оказыва-
ет влияние на показатели иммунного ответа, ко-
торые выражаются в изменении количественных 
характеристик B-клеток, позитивных по CD23.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов.
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