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Настоящими исследованиями показано, что представление о функциональном состоянии нейтрофильных грануло-
цитов (НГ) может дать определение фенотипа субпопуляционного состава НГ при оценке одномоментной экспрессии 
CD16, CD32, CD11b мембранных маркеров с учетом плотности экспрессируемых молекул. Изменение фенотипа суб-
популяций НГ свидетельствует об активном или дефектном включении НГ в иммунный ответ при воспалении. Различные 
индуцирующие стимулы эндо- и экзогенной природы активируют НГ и способствуют транслокации из цитоплазма-
тических гранул и везикул или экспрессии на поверхностную цитоплазматическую мембрану рецепторных молекул. 
В связи с этим интерес представляло изучение особенностей экспрессии рецепторов CD16, CD32, CD11b НГ у больных 
с нетипично протекающими бактериальными инфекциями (хроническим гайморитом) и возможности ремоделирования 
фенотипа НГ под влиянием глюкозаминилмурамилдипептида (ГМДП) и IFNγ in vitro. Объектом исследования 
явились образцы крови больных хроническим гайморитом и условно-здоровых лиц. Методом проточной цитометрии 
на CYTOMICS FC500 (Beckman Coulter, США) проводили оценку %НГ, экспрессирующих CD16, CD32, CD11b и интенсив-
ности флуоресценции этих молекул (MFI) до и после инкубации с исследуемыми веществами. Проведенные исследования 
продемонстрировали наличие трансформированного фенотипа CD16dimCD32midCD11bbr субпопуляции CD16+CD32+CD11b+НГ 
у пациентов с ХГ упорно-рецидивирующего течения. Показано, что выявленные изменения уровня экспрессии триггерных 
мембранных рецепторов не позволяет НГ полноценно включиться в воспалительный процесс и реализовать эффекторные 
и регуляторные функции. Продемонстрирована высокая мобилизационная способность изучаемых НГ в отношении 
функционально-значимых мембранных рецепторов при реализации различных функций под воздействием регуляторных 
молекул ГМДП и IFNγ. 
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Процесс развития иммунного ответа организ-
ма сопровождается динамичными изменениями 
субпопуляционного состава иммунокомпетент-
ных клеток. В настоящее время показано, что 
существуют субпопуляции нейтрофильных гра-
нулоцитов (НГ), обладающие регуляторными 
влияниями как активирующего, модулирующего, 
так и супрессирующего характера [1—4]. Пла-
стичность НГ обуславливает вероятность измене-
ния фенотипических особенностей их различных 
субпопуляций под влиянием про- и противовос-
палительных цитокинов, хемокинов, гормонов, 
токсинов, микробных агрессоров и т.д. [5—10]. 
При этом множество негативных эндо- и экзо-
генных факторов могут изменять не только фе-
нотип, но и свойства субпопуляций НГ и нега-
тивно менять характер течения инфекционно-
воспалительного процесса [11—15]. Нормализа-
ция функционирования НГ на фоне модуляции 
фенотипа воспалительных субпопуляций НГ при 
нетипично протекающих инфекционно-воспа-
лительных заболеваниях является актуальной 
задачей. Предопределяет функциональную пол-
ноценность и способность НГ включаться в эф-
фекторные механизмы характер экспрессии 
функционально значимых триггеров CD16, 
CD32, CD11b. 

Целью исследования являлось изучение 
возможности ремоделирования трансформи-
рованного фенотипа субпопуляции CD16+CD32+ 
CD11b+НГ под влиянием регуляторного пепти-
да — глюкозаминилмурамилдипептида (ГМДП) 
и регуляторного цитокина IFNγ in vitro у пациен-
тов с вторичным иммунодефицитом, ассоцииро-
ванным с нетипично протекающим хроническим 
гайморитом (ХГ), упорно-рецидивирующего 
течения. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

В группу исследования вошли 10 пациентов 
обоего пола 38—60 лет с ХГ в фазе обострения. 
При ХГ упорно-рецидивирующего течения (час-
тота рецидивов до 4—6 раза в год), нуждающиеся 
в антибактериальной терапии не менее 4—6 раз 

в год. При этом использование антибактериаль-
ной терапии не профилактирует последующих 
обострений ХГ. Контрольную группу составили 
10 условно-здоровых добровольцев. У всех паци-
ентов было получено информированное согласие 
на участие в исследовании и забор крови соглас-
но Хельсинкской декларации Всемирной меди-
цинской ассоциации (WMA Declaration of Helsin-
ki — Ethical Principles for Medical Research 
Involving Human Subjects, 2013). Оценивали %НГ, 
экспрессирующих CD16, CD32, CD11b и интен-
сивность флуоресценции этих молекул (MFI) 
методом проточной цитометрии на CYTOMICS 
FC500 (Beckman Coulter, США) в крови и под 
влиянием in vitro ГМДП и IFNγ. Субпопуляци-
онный состав НГ определялся методом последо-
вательного гейтирования. Для исследования в си-
стеме in vitro был использован IFNγ (ООО «Им-
мунофарм, Россия) в конечной концентрации 
1 мкг/мл (время инкубации составило 1 час при 
температуре 37 °С), а также ГМДП (чистый 
продукт ГМДП синтезирован в ФГБУН ИБХ 
им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчин-
никова РАН, ЗАО «Пептек», г. Москва) в конеч-
ной концентрации 1 мкг/мл (время инкубации 
составило 1 час при температуре 37 °С). При 
статистической обработке данных различия счи-
тали статистически значимыми при р < 0,05. Об-
работка результатов проводилась с использова-
нием пакета прикладных программ «IBM SPSS 
Statistic 20». Исследование одобрено локальным 
этическим комитетом ФГБОУ ВО КубГМУ 
Минздрава России. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

При анализе иммунофенотипирования НГ 
был выявлен факт различного распределения 
НГ на гистограммах у здоровых людей и боль-
ных ХГ, оценивающих клетки по показателям 
светорассеяния FS/SS, которые отражают морфо-
логические особенности лейкоцитов, где FS (for-
ward scatter) — малоугловое светорассеяние, SS 
(side scatter) — светорассеяние под углом 90°. 



Чудилова Г.А. и др. Вестник РУДН. Серия: Медицина. 2018. Т. 22. № 3. С. 332—339 

334 ИММУНОЛОГИЯ. ИНФЕКЦИОННАЯ ПАТОЛОГИЯ 

У здоровых людей на гистограмме отмечена 
высокая локализация зоны, характерной для гра-
нулоцитов (UP_GRA), в сравнении с расположе-
нием гранулоцитарного облака у больных ХГ 
(LOW_GRA) (рис. 1a, b), а также особенность 
распределения НГ в анализируемых гейтах 
UP_GRA и LOW_GRA (рис. 1c, d). Изменение 
объема и плотности НГ у больных ХГ в остром 
периоде вероятно сопряжено с трансформацией 
функциональной направленности НГ. 

Мультиплексный анализ фенотипа CD16+ 

CD32+CD11b+НГ, проведенный при многоэтап-
ном гейтировании двухпараметрических гисто-
грамм, позволил выявить особенности оснащен-
ности НГ изучаемыми рецепторами. 

Установлено, что в периферической крови 
здоровых лиц и больных с ХГ 86,7—96,7% НГ 

представлены популяцией CD16+CD32+CD11b+ 
с различным уровнем экспрессии этих рецепто-
ров (рис. 2). 

В контрольной группе мажорная субпо-
пуляция характеризуется более высоким оснаще-
нием по MFI FcRγII, FcRγIII и низким оснащени-
ем CR3 (CD16brCD32brCD11bdim) по сравнению 
с мажорной субпопуляцией НГ у больных ХГ. 
В частности, при ХГ выявлены НГ с фенотипом 
CD16dimCD32midCD11bbr, демонстрирующие низ-
кую оснащенность по CD16, недостаточную экс-
прессию CD32 на фоне высокого значения MFI 
CD11b, что позволило выявить нарушения функ-
циональной активности НГ — отсутствие акти-
вации и адекватного ответа при обострении хро-
нического бактериального процесса. 

 

  
a) 

Контроль / 
Control group 

b) 
Хронический гайморит / 

Chronic sinusitis (CS) patients 

  
с) 

Гейт UP_GRA контрольного образца (а), отражающий частоту  
событий и особенности распределения НГ / 

Gate UP_GRA which reflects the frequency of events  
and the features of the distribution of NG, 

healthy controls 

d) 
Гейт LOW_GRA больных ХГ (б), отражающий частоту  

событий и особенности распределения НГ / 

Gate LOW_GRA which reflects the frequency of events  
and the features of the distribution of NG, 

patients with CS 

Рис. 1. Особенности распределения лейкоцитов периферической крови здорового контроля 
и больных хроническим гайморитом в стадии обострения / 

Fig. 1. Features of the distribution of peripheral blood leukocytes in control group 
and in patients with chronic sinusitis in the acute phase 
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a) 

Контроль / 
Control group 

b) 
Хронический гайморит / 

Chronic sinusitis(CS) patients 

Рис. 2. Трехпараметрическая гистограмма оснащенности НГ CD16, CD32, CD11b 
у здорового контроля и больных хроническим гайморитом в стадии обострения / 

Fig. 2. Three�parameter histogram of equipment NG with CD16, CD32, CD11b 
in healthy controls and patients with chronic sinusitis in the acute phase 

 
Рис. 3. Иммунотропные эффекты ГМДП и IFNг на фенотип субпопуляции 

CD16+CD32+CD11b+НГ in vitro при хроническом гайморите / 

Fig. 3. Immunotropic effects of GMDP and IFNг on NG subset  
CD16+CD32+CD11b+ phenotype in vitro in chronic sinusitis 

В целях выявления возможности модуляции 
негативно трансформированного рецепторного 
оснащения НГ при хроническом гайморите была 
проведена в системе in vitro инкубация цельной 
периферической крови с регуляторным пепти-
дом — глюкозаминилмурамилдипептидом и ре-
гуляторным цитокином IFNγ (рис. 3). 

Выявлено иммуномодулирующее влияние 
ГМДП, проявляющееся достоверным измене-
нием экспрессии рецепторов, обеспечивающих 
эффекторные свойства НГ. Отмечено повышение 
уровня мембранных CD16 на фоне снижения 
MFI CD11b при ХГ (CD16brCD32midCD11bmidНГ) 
(рис. 3), тогда как в контрольной группе инку-

бация c регуляторным пептидом привела к до-
стоверному увеличению значения MFI CD11b 
(CD16brCD32brCD11bbrНГ). 

Эффект IFNγ заключался в выраженном сни-
жении MFI CD11b (в 3,9 раза) и достоверном 
уменьшении MFI CD16 и MFI CD32 у больных 
ХГ и появлением CD16dimCD32dimCD11bdimНГ, 
что, вероятно, иллюстрирует включение регуля-
торных механизмов, направленных на регрессию 
воспалительной реакции при обострении ХГ. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Известно, что развитие адекватного иммун-
ного ответа организма на инфекционные процес-
сы сопровождается мощной мобилизацией нейт-

0 20 40 60 80 100 120

%НГ/%NG
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MFI CD11b

*
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рофильных гранулоцитов. Это относится как к из-
менению абсолютного количества НГ, так и их 
субпопуляционного состава, а также к появлению 
на клеточной поверхности определенных рецеп-
торных молекул, обеспечивающих их полноцен-
ное функционирование [8, 9, 16, 17]. НГ могут 
повышать экспрессию генов провоспалительных 
цитокинов, вовлекаемых в реализацию фагоци-
тарной функции, а также отвечать на воздейст-
вие провоспалительных цитокинов дифференци-
ровкой, выражающейся изменением экспрессии 
рецепторов [18, 19]. 

Проведенные исследования демонстриру-
ют наличие трансформированного фенотипа 
CD16dimCD32midCD11bbr субпопуляции CD16+ 

CD32+CD11b+НГ у пациентов со вторичным 
иммунодефицитом ассоциированным с нетипично 
протекающим ХГ упорно-рецидивирующего те-
чения. Очевидно, что выявленное изменение уров-
ня экспрессии триггерных мембранных рецепто-
ров не позволяет НГ полноценно включиться 
в воспалительный процесс и реализовать эффек-
торные и регуляторные функции [20]. Ранее нами 
было показано, что у больных ХГ в период обост-
рения отмечается нарушение экспрессии генов 
некоторых провоспалительных цитокинов. Так, 
у здоровых людей и больных ХГ при индукции 
НГ в системе in vitro ГМДП и IFNγ происходило 
достоверное увеличение экспрессии генов IL-8, 
IL-1β и TNFα относительно неиндуцированного 
контроля. При этом уровень индуцированной 
экспрессии генов изучаемых цитокинов был зна-
чительно ниже у больных с ХГ, чем соответст-
вующий показатель в контрольной группе. Такой 
неадекватный ответ является одной из причин 
хронизации воспалительного бактериального 
процесса [18]. 

Таким образом, показана возможность ремо-
делирования негативно трансформированного 
фенотипа CD16dimCD32midCD11bbr субпопуляции 
CD16+CD32+CD11b+ НГ при экспериментальном 
воздействии регуляторного пептида ГМДП и ре-
гуляторного цитокина IFNγ в системе in vitro. 
Отмечена способность НГ под воздействием 

регуляторного пептида и цитокина пластично 
перестраиваться и отвечать изменением экс-
прессии тех или иных мембранных маркеров. 
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REMODELING OF THE TRANSFORMED PHENOTYPE 
OF CD16+CD32+CD11B+ NEUTROPHILIC GRANULOCYTES 

OF PATIENTS WITH ATYPICAL CHRONIC BACTERIAL INFECTION IN VITRO 

G.A. Chudilova1, I.V. Nesterova1,2, L.V. Lomtatidze1, 
S.V. Kovaleva1, T.V. Rusinova1 

1Kuban state medical University, Krasnodar, Russia 
2The Peoples’ Friendship University of Russia, Moscow, Russia 

Abstract. The research has shown that the functional state of neutrophilic granulocytes (NG) is determined by the state 
of NG subpopulation phenotype composition in evaluating the simultaneous expression of CD16, CD32, CD11b membrane 
markers with considering the density of expressed molecules. The change in NG subpopulations phenotype indicates active or 
defective inclusion of NG in the immune response in inflammation. Various inducers of endo- and exogenous nature activate 
NG and promote translocation from cytoplasmic granules and vesicles or expression to the surface cytoplasmic membrane of 
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receptor molecules. In this regard, our interest was in studying the expression peculiarities of CD16, CD32, CD11b NG 
receptors in patients with atypically occurring bacterial infections (chronic sinusitis) and the possibility of remodeling the NG 
phenotype under the influence of glucosaminylmuramyl dipeptide (GMDP) and IFNγ in vitro. Subjects of this study were blood 
samples of patients with chronic sinusitis and conditionally healthy individuals. Flow rate cytometry at CYTOMICS FC500 
(Beckman Coulter, USA) was used to evaluate the % NGs expressing CD16, CD32, CD11b, and the fluorescence intensity of 
these molecules (MFI) before and after incubation with the test substances. Flow cytometry (CYTOMICS FC500, Beckman 
Coulter, USA) were used to evaluate amount (%) of NGs expressing CD16, CD32, CD11b and mean fluorescence intensity of 
these molecules (MFI) before and after incubation with the test substances. The studies showed that in patients with chronic 
sinusitis with persistent recurrent course the presence is characterized by transformed phenotype CD16dimCD32midCD11bbr of 
CD16+CD32+CD11b+NG subpopulation. We have shown that the revealed changes in the level of expression of trigger 
membrane receptors do not allow NG to fully engage in inflammatory process and to realize its effector and regulatory 
functions. Under the influence of GMDP and IFNγ regulatory molecules was demonstrated high mobilization capacity of the 
studied NGs for functionally significant membrane receptors in realization of various functions. 

Key words: neutrophilic granulocytes, phenotype, subset, chronic sinusitis 
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