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Актуальность 
Одним из современных направлений иммуно-

логических исследований является изучение мета-
болического профиля иммунокомпетентных кле-
ток в зависимости от этапа их дифференцировки 
и пролиферативной активности. Гликолиз и окис-
лительное фосфорилирование (OXPHOS) — ос-
новные метаболические процессы, обеспечи-
вающие образование АТФ в  клетках. Гликолиз 
генерирует АТФ, но также обеспечивает промежу-
точные метаболиты, необходимые для построения 
структур клеток. При антигенной стимуляции им-
мунных наивных клеток и переходе их в эффек-
торные клетки с активацией пролиферативного 
процесса происходит переключение метаболизма 
покоящихся лимфоцитов с  OXPHOS на аэроб-
ный гликолиз [1]. В процессе дифференцировки 
формируются специализированные популяции 
Т- лимфоцитов с  уникальным метаболическим 
фенотипом. Для всех субпопуляций активирован-
ных CD4+-клеток характерно усиление гликолиза. 

Кроме того, баланс между синтезом жирных кис-
лот и окислением жирных кислот важен для диф-
ференцировки Тh17- лимфоцитов и регуляторных 
Т- лимфоцитов (Treg). При ревматоидном артри-
те было показано, что ингибирование гликолиза 
в   Т- лимфоцитах с  помощью 2- дезоксиглюкозы 
приводило к снижению воспалительного процес-
са [2]. У пациентов с воспалительными заболева-
ниями кишечника (ВЗК) выявлена повышенная 
экспрессия HIF- 2α, которая активирует процессы 
гликолиза в клетках слизистой оболочки кишеч-
ника и приводит к повреждению тканей [3]. 

Цель  — оценить процессы гликолиза и  OX-
PHOS в  лимфоцитах пациентов с  иммунозави-
симыми заболеваниями в сравнении с условно- 
здоровыми детьми.

Материалы и методы
Исследование выполнено у  32  условно- 

здоровых детей и у 25 пациентов с иммунозави-
симыми заболеваниями (ИЗЗ) (ВЗК — 15, вуль-
гарный псориаз — 10) в обострении заболевания. 
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Возраст обследованных детей — от 8 до 18 лет. Ис-
следования выполнены мультиплексным методом 
на проточном флюориметре Bio- Plex™-200 Pro-
tein Assay System (Bio- Rad, США) в лизатах мо-
нонуклеарных клеток c использованием коммер-
ческого набора Human Oxidative Phosphory lation 
(OXPHOS) Magnetic Bead Panel (Merck, Герма-
ния). Популяции Т- и В- лимфоцитов получали по-
сле сортировки общей популяции лимфоцитов на 
микрофлюидном клеточном сортере SH800 (Sony 
Biotechnology, Япония). Лизаты мононуклеаров 
получали по стандартной методике с использова-
нием ингибиторов протеаз и фосфатаз. Детекцию 
белковых комплексов OXPHOS, NNT и фермен-
тов гликолиза в  лизатах клеток определяли по 
интенсивности флюоресценции с нормированием 
на количество белка в пробе (IF). Количественное 
определение содержания белка проводили с ис-
пользованием бицинхониновой кислоты (BCA 
protein reaction kit; Sigma, США) по методу Пола 
Смита. Определяли количество апофермента 
в комплексах OXPHOS: НАДФ- убихинон окси-
доредуктазы (комплекс I), сукцинат убихинон 
оксидоредуктазы (комплекс II), убихинон ци-
тохром С  оксидоредуктазы (комплекс III), ци-
тохром С оксидазы (Комплекс IV), АТФ синтазы 
(комплекс V) и интегрального белка внутренней 
мембраны митохондрий  — никотинамид нукле-
отид трансгидрогеназы (NNT). Гликолиз оце-
нивали по количеству 7 белков: ENO1 (енолаза 
1), G6PI (глюкозо- 6-фосфат изомераза), HIF- 1α 
(гипоксия- индуцируемый фактор 1- α), LDHA 
(α- цепь L- лактат дегидрогеназы), LDHB (β- цепь 
L- лактат дегидрогеназы), PKM2  (M2- изоформа 
пируваткиназы), TKT (транскетолаза). Для всех 
пациентов было получено информированное 
добровольное согласие родителей и детей стар-
ше 14 лет в соответствии с Хельсинкской декла-
рацией. Статистическая обработка результатов 
была выполнена с  помощью пакета Statistica 
10.0 (StatSoft, США). Описательная статистика 
количественных признаков представлена в фор-
мате: медиана (нижние и верхние квартили) — 
Me (Q0,25–Q0,75). Достоверность различий между 
группами оценивали с  помощью непараметри-
ческого U- критерия Манна — Уитни. Корреля-
ционный анализ проводился с использованием 
коэффициента корреляции Пирсона (r). Ста-
тистически значимыми считали различия при 
р < 0,05.

Результаты и обсуждение
При сравнении интенсивности флуоресцен-

ции белков последовательных этапов OXPHOS 
наиболее высокие значения были получены для 
I комплекса  — 1,11  [0,9–1,31]. Этот показатель 
был принят за 100 % для дальнейшей сравни-
тельной оценки остальных ферментных комплек-
сов дыхательной цепи. IF II комплекса состав-
лял 0,79 [0,57–1,04] у. е. (66 % от IF комплекса I; 
p = 0,0002), IF III комплекса — 0,71 [0,37–1,09] у. е. 
(63 % от IF комплекса I; p = 0,037), IV комплек-
са — 0,54 [0,26–1,33] у. е. (52 % от IF комплекса 
I; p = 0,404). Получено также, что для АТФ син-
тазы (комплекс V) уровень IF был самый низ-
кий — 0,23 [0,14–0,30] у. е. (22 % от IF комплекса 
I; p = 4*10−6). Выявлены прямые корреляционные 
зависимости между IF комплексов I и II (R = 0,68; 
p = 0,005), а также между IF цитохром С оксидазы 
и белком NNT (R = 0,87; p = 1*10−7). При оценке 
белков гликолиза наибольшая интенсивность IF 
в группе условно- здоровых детей выявлена для 
TKT, G6PI, LDHB. Сравнение пациентов с ИЗЗ 
относительно здоровых детей показало значимое 
снижение белков OXPHOS: I комплекса на 28 % 
(p = 0,002), II комплекса на 56 % (p = 5*10−5), III 
комплекса на 49 % (p = 0,009). При этом у детей 
с ИЗЗ выявлено достоверное увеличение IF бел-
ков гликолиза: G6PI на 18 % (p = 0,024), HIF- 1α 
на 51 % (p = 0,012), TKT на 29 % (p = 3*10−5). Для 
PKM2 выявлено снижение IF на 69 % (p = 0,004).

Таким образом, в стадии обострения у пациен-
тов с ИЗЗ выявлено снижение белков I–III ком-
плексов OXPHOS при увеличении белков G6PI 
(начальный этап гликолиза), транскетолазы (ак-
тивация пентозофосфатного цикла), снижение 
PKM2 (конечный этап гликолиза). Необходимо 
отметить существенное увеличение гипоксия- 
индуцируемого фактора 1-­α у пациентов с ИЗЗ.

В связи с тем, что Т- и В- лимфоциты имеют раз-
ный метаболический профиль, на следующем этапе 
работы сравнили процессы OXPHOS и гликолиза 
у пациентов с ИЗЗ в состоянии обострения и в груп-
пе условно- здоровых детей. В  группе сравнения 
получено, что процессы OXPHOS превалируют 
в Т- лимфоцитах по сравнению с В- лимфоцитами: 
в I комплексе на 8 % (p = 0,01), IV комплексе на 74 % 
(p = 0,02), V комплексе на 11 % (p = 0,01) и для бел-
ка NNT на 83 % (p = 0,001). В среднем увеличение 
показателя IF составляло 2,97 раз. При оценке гли-
колиза условно- здоровых детей оказалось, что по-
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казатель IF в Т- лимфоцитах достоверно выше для 
всех ферментов по сравнению с В- лимфоцитами 
за исключением белков ENO1  и  HIF1α. Наи-
большее соотношение IFT/IFB наблюдалось для 
G6PI (в 32 раза) и для TKT (в 9,4 раза). Прева-
лирование гликолиза в  В- лимфоцитах относи-
тельно Т- лимфоцитов наблюдалось только для 
белка HIF- 1α в 2,4 раза (p = 0,038). Соотношение 
ферментов OXPHOS у  пациентов с  ИЗЗ между 
Т- и  В- лимфоцитами соответствовало таковым 
у  условно- здоровых пациентов за исключением 
увеличения белков III комплекса (p = 0,03). Что 
касается процессов гликолиза, у пациентов с ИЗЗ 
было существенно увеличено количество белка 
ENO1 в 4,1 раза (p = 0,03) и белка HIF1 в 4,3 раза 
(p = 0,03). Сравнение метаболических процессов 
пациентов с ИЗЗ и здоровых детей в Т- лимфоцитах 
показало существенное увеличение всех белков 
гликолиза за исключением ENO1 и HIF1 (в сред-
нем в 3,2 раза) при увеличении IV комплекса OX-
PHOS (цитохром С оксидазы, p = 0,004). Сравне-

ние метаболических процессов пациентов с ИЗЗ 
и здоровых детей в В- лимфоцитах также показало 
существенное увеличение всех белков гликолиза 
в среднем в 6,4 раза и увеличение всех комплексов 
OXPHOS (в среднем в 6,7 раза). 

Заключение
Таким образом, комплексная оценка процессов 

окислительного фосфорилирования и гликолиза 
у пациентов с иммунозависимыми заболевания-
ми в состоянии обострения показала существен-
ное увеличение процессов гликолиза как в Т-, так 
и в В- лимфоцитах. Кроме того, в В- лимфоцитах 
были существенно повышены процессы OX-
PHOS. Выявленные нами закономерности согла-
суются с изменением метаболических процессов, 
описанных при активации Т- и В- клеток [1, 4]. Из-
учение метаболических процессов в лимфоцитах 
при различных иммунозависимых заболеваниях 
открывает возможности обоснования и внедрения 
таргетной терапии для контроля патологического 
процесса.
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