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Öåëü — èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ ãëþêîêîðòèêîèäà äåêñàìåòàçîíà (Dex) íà ïðîöåññû àêòèâàöèè è ãåíåðàöèè òåð-
ìèíàëüíî-äèôôåðåíöèðîâàííûõ ýôôåêòîðíûõ CD4+ Ò-ëèìôîöèòîâ (TEMRA) â êóëüòóðàõ CD3+CD45RO+

Ò-êëåòîê â óñëîâèÿõ, èìèòèðóþùèõ ñòèìóëÿöèþ Ò-êëåòî÷íîãî ðåöåïòîðà in vitro â íîðìå è ïðè ðåâìàòîèäíîì àðòðè-
òå (ÐÀ). Ìåòîäèêà. Èññëåäîâàëè ìîíîíóêëåàðíûå ëåéêîöèòû (ÌÍÊ) èç âåíîçíîé ãåïàðèíèçèðîâàííîé êðîâè
50 ïàöèåíòîâ ñ ðåâìàòîèäíûì àðòðèòîì. Ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëþîðèìåòðèè ïðîàíàëèçèðîâàíî èçìåíåíèå èì-
ìóíîôåíîòèïà Ò-ëèìôîöèòîâ; èììóíîôåðìåíòíûì àíàëèçîì îöåíåíà ñåêðåöèÿ CD3+CD45RO+ Ò-êëåòêàìè öèòî-
êèíà IL-2; ìåòîäîì ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè îïðåäåëåíà ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ ãåíîâ hTERT, U2af1l4 è Gfi1
â CD3+CD45RO+ Ò-êëåòêàõ. Ðåçóëüòàòû. Ïîëó÷åííûå äàííûå äåìîíñòðèðóþò, ÷òî in vitro íà ôîíå TCR-àêòèâà-
öèè CD3+CD45RO+ êóëüòóð Ò-êëåòîê, Dex (â ðàçíîé ñòåïåíè âûðàæåííîñòè) ó÷àñòâóåò â ôîðìèðîâàíèè ñóáïîïó-
ëÿöèè òåðìèíàëüíî-äèôôåðåíöèðîâàííûõ ýôôåêòîðîâ (CD3+CD4+CD45RO-CD28- TEMRA), õàðàêòåðèçóþùèõ-
ñÿ íèçêîé òåëîìåðàçíîé àêòèâíîñòüþ, ïîòåðåé ìîëåêóë êîñòèìóëÿöèè (CD28) è àêòèâàöèè (CD25) è ðåýêñïðåññè-
ðóþùèõ âûñîêîìîëåêóëÿðíóþ èçîôîðìó ðåöåïòîðà CD45 — CD45RA â íîðìå è ó áîëüíûõ ÐÀ. Çàêëþ÷åíèå.
Ñäåëàíî çàêëþ÷åíèå, ÷òî ïîïóëÿöèÿ CD3+CD4+CD45RO-CD28- ëèìôîöèòîâ ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì ó÷àñòíèêîì
â ïàòîãåíåçå ÐÀ, óñêîðåííî ïðèîáðåòàþùàÿ ñâîé íåãàòèâíûé ïîòåíöèàë íà ôîíå ãëþêîêîðòèêîèäíîé òåðàïèè, ñïî-
ñîáñòâóÿ ïðîãðåññèè çàáîëåâàíèÿ, â ÷àñòíîñòè, çà ñ÷åò ìîùíîãî âûáðîñà ïðîâîñïàëèòåëüíûõ ìåäèàòîðîâ.
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Aim. To study the effect of dexamethasone (Dex) on activation and generation of terminally differentiated effector CD4+

T-lymphocytes (TEMRA) in cultured CD3+CD45RO+ T cells under the conditions mimicking stimulation of the T-cell re-
ceptor in vitro as it occurs in health and rheumatoid arthritis (RA). Methods. The study was performed on mononuclear leuko-
cytes isolated from heparinized venous blood of 50 patients with rheumatoid arthritis. Changes in the T-lymphocyte
immunophenotype were detected using flow cytofluorometry. Secretion of cytokine IL-2 by CD3+ CD45ROT+ cells was as-
sessed by ELISA. Expression of hTERT, U2af1l4, and Gfi1 gene mRNA in CD3+CD45RO+ T cells was measured by poly-
merase chain reaction. Results. During the in vitro TCR activation of cultured CD3+CD45RO+ T cells, Dex participated to a
variable extent in formation of a subpopulation of terminally differentiated effectors (CD3+CD4+CD45RO-CD28- TEMRA),
which are characterized by low telomerase activity, loss of costimulation (CD28) and activation (CD25) molecules, and
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re-expression of the high molecular weight CD45-CD45RA receptor isoform both in healthy individuals and RA patients. Con-
clusion. The population of CD3+CD4+CD45RO-CD28- lymphocytes is a key participant in the pathogenesis of RA by accel-
erating their negative impact during the glucocorticoid therapy. This lymphocyte population contributes to RA progression particu-
larly due to the powerful discharge of proinflammatory mediators.
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maturation.

For citation: Todosenko N.M., Yurova K.A., Khaziakhmatova O.G., Malinina I.P., Litvinova L.S. The in vitro ef-
fect of dexamethasone on maturation and differentiation of CD4+CD45RO+ T-cells in rheumatoid arthritis.
Patologicheskaya Fiziologiya i Eksperimental`naya terapiya. (Pathological Physiology and Experimental Therapy, Rus-
sian Journal). 2017; 61(4): 87—97. (in Russian). DOI: 10.25557/IGPP.2017.4.8528

For correspondence: Larisa S. Litvinova, Dr. Sci. Med., Head of Laboratory immunology and cells biotechnology of
Immanuel Kant Baltic Federal University. E-mail: larisalitvinova@yandex.ru

Conflict of interests. The authors state that there is no conflict of interest.
Acknowledgment. Work is performed under the program of increase of competitiveness («road maps») and subsidies

«Organization of scientific research 20.4986.2017/6.7» Immanuel Kant Baltic Federal University.
Information about authors:

Todosenko N.M., http://orcid.org/0000-0001-7468-4861
Yurova K.A., http://orcid.org/0000-0001-6146-3330
Malinina I.P., http://orcid.org/0000-0001-7068-8208
Litvinova L.S., http://orcid.org/0000-0001-5231-6910
Received 22.06.2017

Ââåäåíèå

Ðåâìàòîèäíûé àðòðèò (ÐÀ) — õðîíè÷åñêîå ìóëü-
òèñèñòåìíîå àóòîèììóííîå çàáîëåâàíèå, õàðàêòåðèçó-
þùååñÿ ñòîéêèì ñèíîâèàëüíûì âîñïàëåíèåì, ïðèâîäÿ-
ùèì ê õðÿùåâîé è êîñòíîé äåñòðóêöèè [1, 2]. Îñíîâ-
íûìè ó÷àñòíèêàìè ïàòîëîãè÷åñêîãî ïðîöåññà ïðè ÐÀ
ÿâëÿþòñÿ àóòîðåàêòèâíûå CD4+ Ò-ëèìôîöèòû [3, 4],
ïðîäóöèðóþùèå ïðîâîñïàëèòåëüíûå ôàêòîðû [1], èìå-
þùèå ïðèçíàêè ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ [5] è òåðìè-
íàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè [3, 4, 6].

Îáùåïðèíÿòî, ÷òî ïðîöåññû äèôôåðåíöèðîâêè è
ñîçðåâàíèÿ Ò-êëåòîê òåñíî àññîöèèðîâàíû ñ ìîëåêó-
ëîé CD45 — êðèòè÷åñêèì ðåãóëÿòîðîì èõ ôóíêöèî-
íàëüíîé àêòèâíîñòè [7]. Èçîôîðìû ìîëåêóëû CD45,
ãåíåðèðîâàííûå ïóòåì àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàéñèíãà
ýêçîíîâ, îòðàæàþò ïðîöåññ äèôôåðåíöèðîâêè Ò-êëå-
òîê âî âðåìÿ àíòèãåíçàâèñèìîé àêòèâàöèè èììóíî-
êîìïåòåíòíûõ êëåòîê è îáëàäàþò ðàçíûìè ñâîéñòâà-
ìè ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ ëèãàíäîì [8]. Ïðåäïîëàãà-
þò, ÷òî ðåãóëÿöèÿ ìåõàíèçìà àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàé-
ñèíãà ãåíà Ptprc (êîäèðóþùåãî ìîëåêóëó CD45), èí-
äóöèðîâàííàÿ ñòèìóëÿöèåé àãåíòàìè èíôåêöèîííîé è
íåèíôåêöèîííîé ïðèðîäû, îñóùåñòâëÿåòñÿ çà ñ÷åò èç-
ìåíåíèÿ àêòèâíîñòè ãåíîâ — U2af1l4 è Gfi1, ÷òî,
â êîíå÷íîì èòîãå, íàõîäèò â îòðàæåíèå â êîíâåðñèè
ôåíîòèïà Ò-êëåòîê è ñâèäåòåëüñòâóåò îá ïðîöåññàõ
èõ äèôôåðåíöèðîâêè è ñîçðåâàíèÿ [9].

Ñèíòåòè÷åñêèå àíàëîãè ãëþêîêîðòèêîèäíûõ ãîð-
ìîíîâ (ÃÊ) çàíèìàþò ëèäèðóþùåå ìåñòî ñðåäè ëå-

êàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ, íàïðàâëåííûõ íà ñíèæåíèå
âîñïàëèòåëüíîé ðåàêöèè îðãàíèçìà ïðè àóòîèììóí-
íûõ çàáîëåâàíèÿõ, â ÷àñòíîñòè, ïðè ÐÀ [10, 11]. Îä-
íàêî äîëãîñðî÷íîå âîñïàëåíèå ïðè ÀÈÇ â ñî÷åòàíèè
ñ ÃÊ òåðàïèåé ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü ðàçâèòèþ ñèñ-
òåìíûõ îñëîæíåíèé è êîìîðáèäíûõ ïàòîëîãèé, çà-
òðóäíÿþùèõ ðåàáèëèòàöèþ è ïðèâîäÿùèõ ê èíâàëè-
äèçàöèè ýòîé êàòåãîðèè ïàöèåíòîâ, çíà÷èòåëüíî ñî-
êðàùàÿ ïðîäîëæèòåëüíîñòü èõ æèçíè [12, 13]. Êðîìå
òîãî, ÷àñòûå ðåöèäèâû ÐÀ íà ôîíå òåðàïèè ÃÊ [14]
ïîçâîëèëè ïðåäïîëîæèòü èõ ó÷àñòèå â ôîðìèðîâàíèè
ïóëà àóòîðåàêòèâíûõ òåðìèíàëüíî-äèôôåðåíöèðîâàí-
íûõ Ò-êëåòîê, óñóãóáëÿþùèõ òå÷åíèå àóòîèììóííîãî
ïðîöåññà. Â ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòå â ñèñòåìå in vitro
áûëà ïðîâåäåíà îöåíêà âëèÿíèÿ ÃÊ äåêñàìåòàçîíà
(Dex) íà ïðîöåññû àêòèâàöèè è ñîçðåâàíèÿ
TCR-ñòèìóëèðîâàííûõ CD3+CD4+CD45RO+

Ò-êëåòîê â íîðìå è ïðè ÐÀ.

Ìåòîäèêà

Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëîñü ñîãëàñíî Õåëüñèíñêîé
Äåêëàðàöèè ÂÌÀ 2000 ã. è ïðîòîêîëó Êîíâåíöèè
Ñîâåòà Åâðîïû î ïðàâàõ ÷åëîâåêà è áèîìåäèöèíå
1999 ã., ïîëó÷åíî ðàçðåøåíèå ëîêàëüíîãî ýòè÷åñêîãî
êîìèòåòà ïðè ÁÔÓ èì. È. Êàíòà ¹2 îò 11 íîÿáðÿ
2014 ã. Ìàòåðèàëîì äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè ìîíî-
íóêëåàðíûå ëåéêîöèòû (ÌÍÊ), âûäåëåííûå èç âå-
íîçíîé ãåïàðèíèçèðîâàííîé êðîâè, ïîëó÷åííîé îò
50 áîëüíûõ ðåâìàòîèäíûì àðòðèòîì (ÐÀ) (38 æåí-
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ùèí è 12 ìóæ÷èí â âîçðàñòå 36,4 ± 7,2 ãîäà) è
20 óñëîâíî çäîðîâûõ äîíîðîâ — 10 æåíùèí è
10 ìóæ÷èí â âîçðàñòå 35,3 ± 8,9 ãîäà. Âåðèôèêàöèÿ
äèàãíîçà ðåâìàòîèäíîãî àðòðèòà áûëà âûïîëíåíà ñî-
ãëàñíî ïðèêàçó ¹21 «Îá óòâåðæäåíèè ñòàíäàðòà ìå-
äèöèíñêîé ïîìîùè áîëüíûì ðåâìàòîèäíûì àðòðèòîì»
îò 13 ÿíâàðÿ îò 2006 ã. Ãðóïïû îáñëåäîâàííûõ ëèö
áûëè ñîïîñòàâèìû ïî âîçðàñòíûì è ãåíäåðíûì õàðàê-
òåðèñòèêàì, ñî âñåìè ïàöèåíòàìè áûëî ïîäïèñàíî äîá-
ðîâîëüíîå èíôîðìàöèîííîå ñîãëàñèå íà èññëåäîâàíèå.

Âûäåëåíèå ÌÍÊ èç öåëüíîé êðîâè.
Ñåïàðàöèÿ CD3+CD45RO+ ëèìôîöèòîâ

Âûäåëåíèå ìîíîíóêëåàðíûõ êëåòîê (ÌÍÊ) ïðîâî-
äèëè ìåòîäîì öåíòðèôóãèðîâàíèÿ íà ôèêîëë-óðîãðîôèí-
íîì ãðàäèåíòå (ïëîòíîñòü 1.077 ã/ñì3, Schering, Èñïàíèÿ
è Pharmacia, Øâåöèÿ) ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå. Êóëü-
òóðû CD3+CD45RO+ T-êëåòîê èç ÌÍÊ ïîëó÷àëè ìå-
òîäîì èììóíîìàãíèòíîé ñåïàðàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì
òåõíîëîãèè MACS® (MidiMACS Separator, LS Co-
lumns, MiltenyiBiotec, Ãåðìàíèÿ) è ìîíîêëîíàëüíûõ àí-
òèòåë ê CD14 è CD45RÎ ñ ïàðàìàãíèòíûìè ÷àñòèöàìè
(MicroBeads human, Miltenyi Biotec, Ãåðìàíèÿ), ñîãëàñíî
ïðîòîêîëó ôèðìû-èçãîòîâèòåëÿ. Ïîäñ÷¸ò ÷èñëà êëåòîê
â ïîëó÷åííûõ êóëüòóðàõ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ àâòîìàòè-
÷åñêîãî ñ÷¸ò÷èêà êëåòîê (CountessTMAutomatedCellCo-
unter, Invitrogen, ÑØÀ), èñïîëüçóÿ êðàñèòåëü òðèïàíî-
âûé ñèíèé (0,4%, Invitrogen, ÑØÀ). Èñïîëüçîâàëè
êëåòî÷íûå êóëüòóðû, ÷èñòîòà êîòîðûõ ïîñëå ìàãíèòíîé
ñåïàðàöèè ñîñòàâëÿëà â ñðåäíåì 97,5 ± 2,12% (ôåíîòèï
CD3+CD45RO+CD14-CD19-) (äàëåå,
CD3+CD45RO+- êëåòêè). ×èñëî æèâûõ êëåòîê â êóëü-
òóðàõ ñîñòàâëÿëî íå ìåíåå 98%.

Êóëüòèâèðîâàíèå CD3+CD45RO+-ëèìôîöèòîâ

CD3+CD45RO+-êëåòêè (106 êë/ìë) êóëüòèâè-
ðîâàëè â 48-ëóíî÷íîì ïëàíøåòå â áåññûâîðîòî÷íîé
ñðåäå Èñêîâà (Sigma, ÑØÀ) â ïðèñóòñòâèè ñèíòåòè-
÷åñêîãî ÃÊ (Dex) (Orion Pharma, Ðîññèÿ) â ðàçíûõ
êîíöåíòðàöèÿõ èëè áåç íåãî (êîíòðîëü) ñ äîáàâëåíè-
åì àíòèáèîòèíîâûõ ÷àñòèö, êîíúþãèðîâàííûõ ñ àíòè-
òåëàìè ê CD2, CD3, CD28 (T-Cell Activation/Ex-
pansion Kit human, Miltenyi Biotec, Ãåðìàíèÿ) (äàëåå
Ac/Exp) ïðè 37°Ñ âî âëàæíîé àòìîñôåðå, ñîäåðæà-
ùåé 5% ÑO2 â òå÷åíèå 48 ÷. Ðåàãåíò Ac/Exp äîáàâ-
ëÿëè â ïðîáû â êîëè÷åñòâå 5 ìêë, êîòîðûå ñîäåðæàëè
— 0,5*106 àíòè-áèîòèíîâûõ MACSiBeadòì ÷àñòèö;
ñîîòíîøåíèå êëåòîê è àêòèâèðóþùèõ ÷àñòèö ñîñòàâè-
ëî 1:2.

Âàðèàíòû êóëüòèâèðîâàíèÿ: 1) â ñðåäå áåç äîáà-
âîê (êîíòðîëü); 2) â ñðåäå, ñîäåðæàùåé Ac/Exp; 3)
â ñðåäå, ñîäåðæàùåé Ac/Exp (0,5*106 MACSiBe-
adòì ÷àñòèö) è Dex (2; 8; 16; 32; 64 ìã). Äîçû ÃÊ,
èñïîëüçóåìûå â ýêñïåðèìåíòå áûëè îïðåäåëåíû, èñ-

õîäÿ èç ìàòåìàòè÷åñêîé ôàðìàêîêèíåòè÷åñêîé äâóõ-
êàìåðíîé ìîäåëè, ãäå ó÷èòûâàëñÿ ðàñ÷¸òíûé îáúåì
ðàñïðåäåëåíèÿ ÃÊÑ â îðãàíèçìå (ò.å. ãèïîòåòè÷åñêèé
îáú¸ì æèäêîñòè îðãàíèçìà (Vd), â êîòîðîì ëåêàðñò-
âåííîå âåùåñòâî ðàñïðåäåëåíî ðàâíîìåðíî è íàõîäèò-
ñÿ â êîíöåíòðàöèè, ðàâíîé êîíöåíòðàöèè (Q) äàííîãî
âåùåñòâà â ïëàçìå êðîâè (Ñp; Vd = Q/Ñp; äëÿ ÃÊÑ
âåëè÷èíà Vd ñîñòàâëÿåò �0,35 ë/êã). Òàêèì îáðà-
çîì, äîáàâëÿåìûå íàìè êîíöåíòðàöèè Dex íà 1 ìëí
êóëüòèâèðóåìûõ Ò-êëåòîê/ìë, ñîñòàâèëè (10-6Ì;
2õ10-6Ì; 4õ10-6Ì; 8õ10-6Ì; 1,6õ10-5Ì), ÷òî ñîîò-
âåòñòâóåò äåéñòâèþ Dex â êîíöåíòðàöèÿõ 2; 8; 16; 32;
64 ìã ìã, ðàñïðåäåë¸ííûõ óñëîâíî â 5 ë êðîâè.

Èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç

Ñîäåðæàíèå IL-2 â ñóïåðíàòàíòàõ êóëüòóð
CD3+CD45RO+ Ò-êëåòîê îöåíèâàëè ìåòîäîì èì-
ìóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòàíäàð-
òíîãî íàáîðà ðåàêòèâîâ, ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ôèð-
ìû-ïðîèçâîäèòåëÿ («Âåêòîð-Áåñò», Ðîññèÿ) íà ïðè-
áîðå Microplate Reader 680 (Bio-Rad, ÑØÀ).

Ïðîòî÷íàÿ ëàçåðíàÿ öèòîìåòðèÿ

Ðåãèñòðàöèþ æèçíåñïîñîáíîñòè è ïîäñ÷¸ò ÷èñëà
êëåòîê â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ ïðîâîäèëè ìåòîäîì
ïðîòî÷íîé ëàçåðíîé öèòîìåòðèè íà öèòîôëþîðèìåòðå
Guava EasyCite Plus (Millipore, ÑØÀ) ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ðåàãåíòà Guava ViaCount è îäíîèìåííîé ïðî-
ãðàììû (Millipore, ÑØÀ) ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ïðî-
èçâîäèòåëÿ. ×èñëî êëåòîê, íåñóùèõ ïîâåðõíîñòíûå
ìàðêåðû (CD45RO, CD3, ÑD4, CD28, CD25,
CD71) îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé ëàçåðíîé öè-
òîìåòðèè ñ ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë, êîíú-
þãèðîâàííûõ ñ Viablue (CD45RO); àëëîôèêîöèàíè-
íîì (APC; CD3) (Miltenyi Biotec, Ãåðìàíèÿ); ôèêî-
ýðèòðèíîì (PE; ÑD4) (Abcam, Cambridge, Âåëè-
êîáðèòàíèÿ); ñ êîíúþãàòîì ÐÅ ñ öèàíèíîì
(PE-Cy7; CD25, CD71) (e-Bioscience, ÑØÀ) ñî-
ãëàñíî ìåòîäèêàì ïðîèçâîäèòåëÿ. Ðåãèñòðàöèþ ðåçó-
ëüòàòîâ ïðîâîäèëè íà ïðîòî÷íîì öèòîôëþîðèìåòðå
MACSQuant («Miltenyi Biotec», Ãåðìàíèÿ). Âñå ðå-
çóëüòàòû öèòîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà îöåíèâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàììû KALUZA Analysis Software
(Beckman Coulter, ÑØÀ).

Âûäåëåíèå îáùåé ÐÍÊ
èç CD3+CD45RO+-ëèìôîöèòîâ.

Ïðîâåäåíèå îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè.
Ïîñòàíîâêà ÏÖÐ-ðåàêöèè

Ïîñëå èíêóáàöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð òîòàëüíóþ
ÐÍÊ âûäåëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì âîäíîãî ðàñòâîðà
ôåíîëà è ãóàíèäèí-èçîòèîöèàíàòà (ExtractRNA kit
«Åâðîãåí», Ðîññèÿ), ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ïðîèçâîäè-
òåëÿ. Îáðàòíóþ òðàíñêðèïöèþ ïðîâîäèëè ñ èñïîëü-
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çîâàíèåì íàáîðà ðåàãåíòîâ MMLV RT kit («Åâðî-
ãåí», Ðîññèÿ) ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ïðîèçâîäèòåëÿ.
Â êà÷åñòâå çàòðàâêè èñïîëüçîâàëè îëèãîíóêëåîòèä-
íûé ïðàéìåð (oligo(dT23), 20 ìêÌ) («Áèãëü», Ðîñ-
ñèÿ). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ óðîâíåé îòíîñèòåëüíîé ýêñï-
ðåññèè ãåíîâ ïðîâîäèëè ìóëüòèïëåêñíûé àíàëèç
ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷íûõ çîíäîâ Taq-
Man («Áèãëü», Ðîññèÿ). ÏÖÐ ïðîâîäèëè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ðåàãåíòîâ qPCRmixHS («Åâðîãåí», Ðîñ-
ñèÿ) è ïðàéìåðîâ, â êîíöåíòðàöèè 10 ïÌ. Â êà÷åñòâå
ìàòðèöû èñïîëüçîâàëè 4 ìêë êÄÍÊ, â êà÷åñòâå ðå-
ôåðåíñíîãî ãåíà — ãåí GAPDH.

Ïðåäâàðèòåëüíóþ îöåíêó ñïåöèôè÷íîñòè ïðàéìå-
ðîâ, àìïëèêîíîâ è çîíäîâ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
on-line ïðîãðàììû BLAST.

Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå îëèãîíóêëåîòèäíûå
ïðàéìåðû:
GFI1_for 5’-TGGAGCAGCACAAAGCC-3’
GFI1_rev
5’-GACAGTGTGGATGACCTCTTG-3’
GFI1_probe
FAM-5’-CGCAGGAACGGAGCTTTGACTGTA
-3’~BHQ-1 (çîíä)
U2af1l4_for
5’-CTTCACAACAAGCCGACATTC-3’
U2af1l4_rev
5’-CAAGGTTGTCGCACACATTC-3’
U2af1l4_probe
FAM-5’-CCAGGAGGTGTTCACAGAACTGCA
-3’~BHQ-1 (çîíä)
TERT_for
5’-TGACACCTCACCTCACCCACC-3’
TERT_rev
5’-CACTGTCTTCCGCAAGTTCACC-3’
TERT_probe FAM-5’-
ACCCTGGTCCGAGGTGTCCCTGAG
-3’~BHQ-1 (çîíä)
GAPDH_for
5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3’
GAPDH_rev
5’-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’
GAPDH_probe
HEX-5’-CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC-3’~B
HQ-1 (çîíä)

ÏÖÐ-ðåàêöèþ ïðîâîäèëè â 3 ïîâòîðàõ ñ èñïîëü-
çîâàíèåì àìïëèôèêàòîðà LightCycler 480 Real-Time
PCR («Roche», Øâåéöàðèÿ). Òåìïåðàòóðà ïëàâëå-
íèÿ ïðîäóêòà àìïëèôèêàöèè îïðåäåëÿëàñü èíäèâèäó-
àëüíî äëÿ êàæäîé ïàðû ïðàéìåðîâ, ïðè àíàëèçå êðè-
âîé ïëàâëåíèÿ. Ðàñ÷åòû óðîâíåé îòíîñèòåëüíîé ýêñï-
ðåññèè èññëåäóåìûõ ãåíîâ ïðîèçâîäèëè ñ ïîìîùüþ
ìîäèôèöèðîâàííîé ôîðìóëû Ïôàôôëà äëÿ ðàçíûõ
ýôôåêòèâíîñòåé àìïëèôèêàöèè. Â íàøåì ñëó÷àå ýô-
ôåêòèâíîñòü ðåàêöèè (Å) áûëà ðàâíà 2.

Îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè

Åèññë ÑÐèññë(êîí

�

�

� òð èññë)

ÑÐðåô(êîíòð èññë)Åðåô

�

��

Ñòàòèñòè÷åñêàÿ îáðàáîòêà
ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ

Ñòàòèñòè÷åñêàÿ îáðàáîòêà ðåçóëüòàòîâ îñóùåñòâ-
ëÿëàñü ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû IBM SPSS Statistics
20 (Statistical Package for the Social Sciences). Îöåíêó
ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè ìåòîäàìè ñòàòè-
ñòè÷åñêîãî îïèñàíèÿ è ïðîâåðêè ñòàòèñòè÷åñêèõ ãèïî-
òåç. Ïðè àíàëèçå èìåþùèõñÿ âûáîðîê äàííûõ èñïî-
ëüçîâàëè ãèïîòåçó íîðìàëüíîñòè ðàñïðåäåëåíèÿ
(Êîëìîãîðîâà—Ñìèðíîâà). Äëÿ êàæäîé âûáîðêè
âû÷èñëÿëè ñðåäíåâûáîðî÷íûå õàðàêòåðèñòèêè: ìåäè-
àíó (Ìå), ïåðâûé è òðåòèé êâàðòèëè (Q1, Q3). Äëÿ
îöåíêè ñòàòèñòè÷åñêîé çíà÷èìîñòè ðàçëè÷èé âûáî-
ðîê, íå ïîä÷èíÿþùèõñÿ êðèòåðèþ íîðìàëüíîãî ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ, èñïîëüçîâàëè êðèòåðèè Âèëêîêñîíà (äëÿ
çàâèñèìûõ âûáîðîê) è Ìàííà—Óèòíè (äëÿ íåçàâè-
ñèìûõ âûáîðîê). Ñ öåëüþ îáíàðóæåíèÿ ñâÿçè ìåæäó
èññëåäóåìûìè ïîêàçàòåëÿìè ïðîâîäèëè êîððåëÿöèîí-
íûé (ïóòåì âû÷èñëåíèÿ êîýôôèöèåíòà ðàíãîâîé êîð-
ðåëÿöèè Ñïèðìåíà (r)) è ðåãðåññèîííûé (ñ âû÷èñëå-
íèåì êîýôôèöèåíòà ðåãðåññèè — r2) àíàëèçû. Ðàç-
ëè÷èÿ ñ÷èòàëèñü çíà÷èìûìè ïðè ð<0,05.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïî îêîí÷àíèè ñðîêà èíêóáàöèè (48 ÷) â èíòàêò-
íûõ êóëüòóðàõ CD3+CD45RO+ ëèìôîöèòîâ çäîðî-
âûõ äîíîðîâ ÷èñëî CD4+ êëåòîê, íåñóùèõ ïîâåðõíî-
ñòíûå ìîëåêóëû CD28, CD25 è CD71, à òàêæå ñî-
äåðæàíèå IL-2 â ñóïåðíàòàíòàõ èññëåäóåìûõ êóëüòóð
ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî ïðåâûøàëè àíàëîãè÷íûå ïîêà-
çàòåëè áîëüíûõ ÐÀ (òàáëèöà, ðèñ. 1). Ñîäåðæàíèå
CD3+CD4+CD28+CD45RO- ëèìôîöèòîâ îêàçà-
ëîñü âûøå â êóëüòóðàõ áîëüíûõ ÐÀ.

Äîáàâëåíèå â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ TCR-àêòè-
âàòîðà (Ac/Exp) ñîïðîâîæäàëîñü ñòàòèñòè÷åñêè çíà-
÷èìûì óâåëè÷åíèåì ÷èñëà CD3+CD4+CD45RO+

êëåòîê, íåñóùèõ ìàðêåðû àêòèâàöèè (CD25) è ïðî-
ëèôåðàöèè (CD71), ðîñòîì ñîäåðæàíèÿ IL-2 â ñó-
ïåðíàòàíòàõ èññëåäóåìûõ êóëüòóð; òîãäà êàê êîëè÷å-
ñòâî CD4+CD28+ ëèìôîöèòîâ ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷è-
ìî ñíèæàëîñü â îáåèõ ãðóïïàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ èíòàê-
òíûìè çíà÷åíèÿìè (òàáëèöà). Àêòèâàöèÿ ñïîñîáñòâî-
âàëà ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîìó ðîñòó ÷èñëà
CD3+CD4+CD28-CD45RO- êëåòîê â êóëüòóðàõ
çäîðîâûõ äîíîðîâ è áîëüíûõ ÐÀ (òàáëèöà). Äåéñò-
âèå TCR-àêòèâàòîðà èíèöèèðîâàëî ñíèæåíèå óðîâíÿ
ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíà hTERT â CD3+CD45RO+

Ò-ëèìôîöèòàõ (â 3,7 ðàçà â êóëüòóðàõ çäîðîâûõ äî-
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íîðîâ, â 23,5 ðàçà — áîëüíûõ ÐÀ) (ðèñ. 1, ðèñ. 3).
Àíàëèç òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ ãåíîâ (Gfi1 è U2af1l4),
ðåãóëèðóþùèõ àëüòåðíàòèâíûé ñïëàéñèíã ãåíà
PTPRC (êîäèðóþùåãî ìîëåêóëó CD45), ïîçâîëèë
âûÿâèòü óâåëè÷åíèå èõ ýêñïðåññèè áîëåå ÷åì â 2 ðàçà
ó áîëüíûõ ÐÀ, òîãäà êàê â êóëüòóðàõ çäîðîâûõ äîíî-
ðîâ ðåãèñòðèðîâàëîñü ðåçêîå óãíåòåíèå òðàíñêðèïöèè
ìÐÍÊ ãåíà U2af1l4 (áîëåå ÷åì â 35 ðàç), à óðîâåíü
ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíà Gfi1 áûë ñîïîñòàâèì ñ êîíò-
ðîëüíûì (ðèñ. 2, ðèñ. 4).

Ñî÷åòàííîå äåéñòâèå TCR-àêòèâàòîðà è Dex ïðèâî-
äèëî ê äîçîçàâèñèìîìó ñíèæåíèþ ÷èñëà CD4+ Ò-êëå-

òîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ìîëåêóëû — CD25 è CD71
â îáåèõ ãðóïïàõ èññëåäîâàíèÿ (p<0,05), òîãäà êàê ñî-
äåðæàíèå CD3+CD4+CD28-CD45RO- Ò- ëèìôîöè-
òîâ çíà÷èìî óâåëè÷èâàëîñü â îáåèõ ãðóïïàõ (òàáëèöà).
Ñëåäóåò îòìåòèòü ñóùåñòâåííî áîëåå âûñîêèå çíà÷åíèÿ
èçó÷àåìîãî ïîêàçàòåëÿ â ïðîáàõ áîëüíûõ ÐÀ, ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ îáðàçöàìè çäîðîâûõ äîíîðîâ. Êîìáèíàöèÿ
Ac/Exp è Dex âî âñåì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé ïðèâî-
äèëà ê ñíèæåíèþ êîíöåíòðàöèè IL-2 â ñóïåðíàòàíòàõ
êëåòî÷íûõ êóëüòóð îáåèõ ãðóïï (ðèñ. 1).

Óðîâåíü ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíà êàòàëèòè÷åñêîé
ñóáúåäèíèöû òåëîìåðàçû hTERT ñíèæàëñÿ â êóëüòó-
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Òàáëèöà
Ñîäåðæàíèå CD4-ïîçèòèâíûõ êëåòîê (%), ýêñïðåññèðóþùèõ ìîëåêóëû CD25, CD71, CD28, CD45RO-

â êóëüòóðàõ CD3+CD45RO+ ëèìôîöèòîâ, ïîëó÷åííûõ ó çäîðîâûõ äîíîðîâ è áîëüíûõ ðåâìàòîèäíûì àðòðèòîì,
íà ôîíå TCR-ñòèìóëÿöèè, â óñëîâèÿõ èíêóáàöèè ñ ðàçíûìè êîíöåíòðàöèÿìè äåêñàìåòàçîíà (Dex)

Ïîêàçàòåëü Óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ Çäîðîâûå äîíîðû Áîëüíûå ÐÀ

CD4+CD25+ Áåç àêòèâàöèè 3,11 (2,99—3,14) 1,95 (1,60—2,70)

Àñ/Åõð 35,22 (30,19—36,29)* 25,13 (15,75—27,52)*

Àñ/Åõð + Dex (ìã) 2 35,92 (30,79—37,02)** 19,75 (13,48—23,08)**

8 34,87 (29,89—35,93)** 19,48 (12,70—22,18)**

16 26,68 (22,87—27,49)** 15,58 (9,85—17,54)**

32 21,35 (18,29—21,99)** 16,37 (10,87—19,87)**

64 22,15 (18,99—22,82)** 12,78 (9,05—15,80)**

CD4+CD71+ Áåç àêòèâàöèè 4,70 (4,58—5,43) 0,64 (0,35—0,85)

Àñ/Åõð 15,04 (12,45—17,38)* 8,04 (5,42—11,02)*

Àñ/Åõð + Dex (ìã) 2 12,43 (10,29—14,36)** 6,60 (4,02—8,61)**

8 10,37 (8,59—11,98)** 5,29 (3,06—6,77)**

16 9,77 (8,08—11,28)** 4,73 (2,61—5,37)**

32 5,19 (4,29—5,99)** 4,68 (3,14—4,97)**

64 3,39 (2,80—3,91)** 3,60 (2,53—4,47)**

CD4+CD28+ Áåç àêòèâàöèè 48,53 (46,40—49,32) 33,31 (29,65—37,65)

Àñ/Åõð 41,98 (41,3—42,10)* 31,24 (26,65—36,65)

Àñ/Åõð + Dex (ìã) 2 41,74 (39,23—43,23) 30,01 (24,87—33,60)

8 42,25 (39,98—44,38) 28,88 (23,98—31,87)

16 38,20 (37,22—38,42)** 25,59 (22,90—29,80)

32 31,20 (30,29—31,62)** 21,52 (18,00—24,70)**

64 26,14 (25,43—26,40)** 13,39 (12,30—14,98)**

CD4+CD45RO— Áåç àêòèâàöèè 2,50 (2,07—3,09) 5,59 (4,46—6,82)

Àñ/Åõð 6,48 (5,96—7,15)* 8,70 (8,37—8,75)*

Àñ/Åõð + Dex (ìã) 2 6,92 (6,46—7,32) 9,87 (9,56—10,04)**

8 7,15 (6,63—7,75) 11,54 (11,18—12,25)**

16 7,95 (7,44—8,50)** 14,15 (13,62—14,98)**

32 9,13 (8,91—9,55)** 16,26 (15,54—16,93)**

64 10,75 (9,60—12,31)** 19,25 (17,57—20,73)**

Ïðèìå÷àíèå. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ìåäèàíû, â ñêîáêàõ ïåðâûé è òðåòèé êâàðòèëè. *ð<0,05 — â ñðàâíåíèè ñ Ò—êëåòêàìè,
êóëüòèâèðîâàííûìè áåç àêòèâèðóþùèìè ÷àñòèö; **ð<0,05 — â ñðàâíåíèè ñ Ò—êëåòêàìè, êóëüòèâèðîâàííûìè ñ àêòèâèðóþùèìè
÷àñòèöàìè áåç Dex



ðàõ çäîðîâûõ äîíîðîâ è áîëüíûõ ÐÀ, òîãäà êàê óðî-
âåíü òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ ãåíîâ Gfi1 è U2af1l4, íà-
ïðîòèâ, âîçðàñòàë ñ óâåëè÷åíèåì äåéñòâóþùåé êîí-
öåíòðàöèè Dex (ðèñ. 2—4). Èçìåíåíèÿ íîñèëè îäíî-
íàïðàâëåííûé õàðàêòåð, íî èìåëè ðàçíóþ ñòåïåíü âû-
ðàæåííîñòè.

Îáùåïðèíÿòî, ÷òî ïðîöåññû êëåòî÷íîãî ãîìåîñòà-
çà Ò-ëèìôîöèòîâ îöåíèâàþò ïî èçìåíåíèþ ýêñïðåñ-
ñèè ïîâåðõíîñòíûõ ìîëåêóë àêòèâàöèè, êîñòèìóëÿ-
öèè, ïðîëèôåðàöèè è àïîïòîçà, à òàêæå ïðîäóêöèè
ìåäèàòîðîâ, îòðàæàþùèõ êàñêàä ðåàêöèé, íàïðàâëåí-
íûõ íà èçìåíåíèå ôóíêöèîíàëüíîãî ñòàòóñà ëèìôîöè-
òîâ â ðåçóëüòàòå àêòèâàöèè Ò-êëåòî÷íîãî ðåöåïòîðà
(TCR) [15]. TCR/CD28-ñòèìóëÿöèÿ îïîñðåäóåò
âñòóïëåíèå ïîêîÿùèõñÿ Ò-êëåòîê â G1-ôàçó êëåòî÷-
íîãî öèêëà, äëÿ êîòîðîé õàðàêòåðíà àêòèâàöèÿ ñèñòå-
ìû IL-2-IL-2Ra çà ñ÷åò ñâÿçûâàíèÿ òðàíñêðèïöèîí-
íûõ ôàêòîðîâ (NFAT, NF-KB è AP-1) â CD28-ðå-
ãóëèðóþùåì ýëåìåíòå è ñìåæíîì NF-IL-2B
AP-1-ñàéòå â ïðîìîòåðå ãåíà IL-2 [16—18], òîãäà
êàê ïîÿâëåíèå ðåöåïòîðà ê òðàíñôåððèíó
(CD71/TfR1) íà ìåìáðàíå Ò-ëèìôîöèòà îáåñïå÷è-
âàåò òðàíñïîðò â àêòèâèðîâàííóþ êëåòêó èîíîâ æåëå-
çà è ñâèäåòåëüñòâóåò îá èíäóêöèè ïðîöåññà ïðîëèôå-
ðàöèè, ìåíåå çàâèñèìîãî îò àóòîêðèííîãî âîçäåéñòâèÿ
IL-2 [19, 20].

Â ñâÿçè ñ âûøåñêàçàííûì, ðåàêöèÿ
CD3+CD45RO+ êóëüòóð êëåòîê (îáåèõ ãðóïï) íà
àêòèâàòîð áûëà âïîëíå çàêîíîìåðíîé [16, 21, 22] è
ñîïðîâîæäàëàñü óâåëè÷åíèåì ÷èñëà CD4+ Ò-ëèìôî-
öèòîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ ïîâåðõíîñòíûå ìîëåêóëû
àêòèâàöèè (CD25) è ïðîëèôåðàöèè (CD71), ñíèæå-
íèåì ñîäåðæàíèÿ ÑD4+CD28+ Ò-êëåòîê, à òàêæå
ðîñòîì ïðîäóêöèè Ò-êëåòêàìè IL-2 (òàáëèöà).
Â ñâîþ î÷åðåäü, èíäóöèðîâàííîå TCR-àêòèâàòîðîì
ñíèæåíèå óðîâíÿ îòíîñèòåëüíîé ýêñïðåññèè ìÐÍÊ
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Ðèñ. 4. Óðîâåíü îòíîñèòåëüíîé ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíà U2AF26 â êó-
ëüòóðàõ CD3+CD4+CD45RO+ ëèìôîöèòîâ, ïîëó÷åííûõ ó çäîðîâûõ
äîíîðîâ è áîëüíûõ ðåâìàòîèäíûì àðòðèòîì, íà ôîíå TCR-ñòèìóëÿ-
öèè, â óñëîâèÿõ èíêóáàöèè ñ ðàçíûìè êîíöåíòðàöèÿìè äåêñàìåòà-
çîíà (Dex).

Ðèñ. 3. Óðîâåíü îòíîñèòåëüíîé ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ìÐÍÊãåíà hTert
â êóëüòóðàõ CD3+CD4+CD45RO+ ëèìôîöèòîâ, ïîëó÷åííûõ ó çäîðî-
âûõ äîíîðîâ è áîëüíûõ ðåâìàòîèäíûì àðòðèòîì, íà ôîíå TCR-ñòè-
ìóëÿöèè, â óñëîâèÿõ èíêóáàöèè ñ ðàçíûìè êîíöåíòðàöèÿìè äåêñà-
ìåòàçîíà (Dex).

Ðèñ. 2. Óðîâåíü îòíîñèòåëüíîé ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíà Gfi1 â êóëüòóðàõ
CD3+CD4+CD45RO+ ëèìôîöèòîâ, ïîëó÷åííûõ ó çäîðîâûõ äîíîðîâ è
áîëüíûõ ðåâìàòîèäíûì àðòðèòîì, íà ôîíå TCR-ñòèìóëÿöèè, â óñëîâè-
ÿõ èíêóáàöèè ñ ðàçíûìè êîíöåíòðàöèÿìè äåêñàìåòàçîíà (Dex).

Ðèñ. 1. Èçìåíåíèå ñåêðåöèè IL-2 (ïã/ìë) â êóëüòóðàõ
CD3+CD4+CD45RO+ ëèìôîöèòîâ, ïîëó÷åííûõ ó çäîðîâûõ äîíîðîâ è
áîëüíûõ ðåâìàòîèäíûì àðòðèòîì, íà ôîíå TCR-ñòèìóëÿöèè,
â óñëîâèÿõ èíêóáàöèè ñ ðàçíûìè êîíöåíòðàöèÿìè äåêñàìåòàçîíà
(Dex).



ãåíà êàòàëèòè÷åñêîé ñóáúåäèíèöû òåëîìåðàçû
(hTERT) â Ò-êëåòêàõ ïîäòâåðæäàåò ðîëü ñòîé-
êîé/õðîíè÷åñêîé ñòèìóëÿöèè â ïîäàâëåíèè àêòèâíî-
ñòè ôåðìåíòà òåëîìåðàçû [23], ñïîñîáñòâóÿ, òåì ñà-
ìûì óêîðî÷åíèþ äëèíû òåëîìåð è çàâåðøàÿ ðåïëèêà-
òèâíûé ïîòåíöèàë àíòèãåí-ñïåöèôè÷åñêèõ Ò-êëåòîê
[24]. Áîëåå âûðàæåííîå ñíèæåíèå èçó÷àåìîãî ïîêà-
çàòåëÿ â ïðîáàõ áîëüíûõ ÐÀ (â 23,5 ðàçà ïî ñðàâíå-
íèþ ñ èíòàêòíûìè), îáóñëîâëåíî, âåðîÿòíî, «ïîëîì-
êîé» â òåëîìåðíîì ìåõàíèçìå, ïðèâîäÿùåì ê èçìåíå-
íèþ ôóíêöèè Ò-êëåòîê è ïðåæäåâðåìåííîé ýðîçèè
òåëîìåð ïðè ÐÀ [25].

Â ñâîþ î÷åðåäü, âûÿâëåííîå íàìè óìåíüøåíèå ñî-
äåðæàíèÿ CD3+CD4+CD28+ ëèìôîöèòîâ ìîæåò
ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá ó÷àñòèè TCR-àêòèâàöèè â ñî-
çðåâàíèè è äèôôåðåíöèðîâêå CD4+CD45RO+ êëå-
òîê â ýôôåêòîðû, â òîì ÷èñëå òåðìèíàëüíî-äèôôå-
ðåíöèðîâàííûå, ðåýêñïðåññèðóþùèå âûñîêîìîëåêó-
ëÿðíóþ èçîôîðìó ðåöåïòîðà CD45 — CD45RA
(TEMRA). Ïîñëåäíèå îòëè÷àþòñÿ íèçêîé òåëîìåðàç-
íîé àêòèâíîñòüþ, ñïîñîáíîñòüþ ïðîäóöèðîâàòü ïðî-
âîñïàëèòåëüíûå ìîëåêóëû (â ÷àñòíîñòè, TNF�), âû-
ñîêîé ýêñïðåññèåé ïîâåðõíîñòíîãî ìàðêåðà CD57, à
òàêæå ðîñòîì ñîäåðæàíèÿ ïåðôîðèíà è ãðàíçèìà À
âíóòðè êëåòêè [26]. Êàê óæå óïîìèíàëîñü ðàíåå, ðàç-
ëè÷íûå èçîôîðìû ìîëåêóëû CD45, ãåíåðèðóåìûå
â ðåçóëüòàòå àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàéñèíãà, îáóñëîâëè-
âàþò àêòèâíîñòü Ò-êëåòîê âî âðåìÿ èììóííîãî îòâåòà
[27, 28]. Â ñâîþ î÷åðåäü, ñîîòíîøåíèå âàðèàíòîâ îá-
ùåëåéêîöèòàðíîãî ðåöåïòîðà CD45 îïðåäåëÿåòñÿ àí-
òàãîíèñòè÷åñêèìè âçàèìîäåéñòâèÿìè ôàêòîðîâ:
ñïëàéñèíãà U2AF26 (U2 small nuclear RNA auxiliary
factor 1-like 4, U2af1l4) è òðàíñêðèïöèè Gfi1 (growth
factor independent [1]. Ïðåäïîëàãàÿ, ÷òî àêòèâàöèÿ
ìîæåò îêàçûâàòü âëèÿíèå íà ïðîöåññû ñîçðåâàíèÿ è
äèôôåðåíöèðîâêè CD4+CD45RO+ Ò-êëåòîê, ìû
îöåíèëè âçàèìîñâÿçü ìåæäó èçìåíåíèåì óðîâíåé ýêñ-
ïðåññèè ìÐÍÊ ãåíîâ U2af1l4 è Gfi1 è ôåíîòèïè÷å-
ñêèìè ìàðêåðàìè ñîçðåâàíèÿ Ò-êëåòîê, èíäóöèðîâàí-
íûõ TCR-àêòèâàòîðîì.

Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì ðåçóëüòàòàì, êóëüòèâèðîâà-
íèå CD3+CD45RO+ Ò-êëåòîê â ïðèñóòñòâèè àêòè-
âàòîðà, ñîïðîâîæäàëîñü ïîâûøåíèåì óðîâíÿ ýêñïðåñ-
ñèè ãåíà Gfi1 (ñïîñîáñòâóåò ôîðìèðîâàíèþ âûñîêî-
ìîëåêóëÿðíîé èçîôîðìû — CD45RA) â Ò-ëèìôî-
öèòàõ â îáåèõ èññëåäóåìûõ ãðóïïàõ, ïî ñðàâíåíèþ
ñ èíòàêòíûìè ïðîáàìè (ðèñ. 1). Èíòåðåñíî, ÷òî àêòè-
âàòîð çíà÷èìî óãíåòàë ýêñïðåññèþ ìÐÍÊ ãåíà
U2af1l4 (ñïîñîáñòâóåò îáðàçîâàíèþ íèçêîìîëåêóëÿð-
íûõ èçîôîðì ðåöåïòîðà CD45RO) â Ò-êëåòêàõ çäî-
ðîâûõ äîíîðîâ (â 35,43 ðàçà); íàïðîòèâ, â êóëüòóðàõ,
ïîëó÷åííûõ ó áîëüíûõ ÐÀ, äàííûé ïîêàçàòåëü âîç-
ðàñòàë (â 2,2 ðàçà) ïî îòíîøåíèþ ê ïðîáàì áåç àêòè-
âàòîðà (ðèñ. 2). Èíêóáàöèÿ ñ àêòèâàòîðîì, êàê è

îæèäàëîñü, ïðèâîäèëà ê ïîâûøåíèþ ÷èñëà
CD4+CD45RO-CD28- Ò-ëèìôîöèòàõ
â CD3+CD45RO+ êóëüòóðàõ çäîðîâûõ äîíîðîâ è
áîëüíûõ ÐÀ (òàáëèöà). Êîððåëÿöèîííûé àíàëèç ïî-
çâîëèë âûÿâèòü ïîçèòèâíûå àññîöèàöèè ìåæäó ÷èñ-
ëîì CD4+CD45RO-CD28- Ò-êëåòîê è óðîâíåì ýê-
ñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíà Gfi1 â TCR-àêòèâèðîâàííûõ
ïðîáàõ îáåèõ ãðóïï (r = 0,347 è r = 0,560, p<0,05
ó çäîðîâûõ äîíîðîâ è áîëüíûõ ÐÀ ñîîòâåòñòâåííî),
íåãàòèâíûå ìåæäó ñîäåðæàíèåì CD4+CD28+

Ò-êëåòîê è ýêñïðåññèåé ãåíà Gfi1 â Ò-êëåòêàõ òîëüêî
â ïðîáàõ áîëüíûõ ÐÀ (r = -0,874, p<0,05). Èíòå-
ðåñíî, ÷òî íàìè òàêæå áûëè îáíàðóæåíû îòðèöàòåëü-
íûå àññîöèàöèè ìåæäó óðîâíåì ýêñïðåññèè ìÐÍÊ
ãåíà hTERT è Gfi1 â Ò-êëåòêàõ, â ïðîáàõ êîíòðîëÿ è
áîëüíûõ ÐÀ, à òàêæå ýêñïðåññèåé ãåíà hTERT è
÷èñëîì CD4+CD45RO-CD28- Ò-êëåòîê ó áîëüíûõ
ÐÀ. Âûÿâëåííûå íàìè èçìåíåíèÿ èññëåäóåìûõ ïîêà-
çàòåëåé, à òàêæå îáíàðóæåííûå âçàèìîñâÿçè ìîãóò
ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ãåíåðàöèè òåðìèíàëüíî-äèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ ýôôåêòîðîâ
(CD3+CD4+CD28-CD45RO), ðåýêñïðåññèðóþùèõ
ìîëåêóëó CD45RA íà ôîíå ñòèìóëÿöèè Ò-êëåòî÷íî-
ãî ðåöåïòîðà â íîðìå è ïðè ÐÀ, â ñèñòåìå in vitro
(òàáëèöà, ðèñ. 2, ðèñ. 3).

Íå ìåíåå èíòåðåñíûå ðåçóëüòàòû íàìè áûëè ïîëó-
÷åíû ïðè êóëüòèâèðîâàíèè TCR-àêòèâèðîâàííûõ
CD3+CD45RO+ Ò-êëåòîê ñ ñèíòåòè÷åñêèì ÃÊ —
äåêñàìåòàçîíîì. Îáëàäàÿ ìîùíûì ïðîòèâîâîñïàëè-
òåëüíûì ïîòåíöèàëîì, ÃÊ îêàçûâàþò êîìïëåêñíîå
âîçäåéñòâèå íà êëåòêè èììóííîé ñèñòåìû: áëîêèðóþò
âûñâîáîæäåíèå ìîëåêóë âîñïàëåíèÿ, îêàçûâàþò âëè-
ÿíèå íà ïðîëèôåðàòèâíóþ, ìèãðàòîðíóþ è ôóíêöèî-
íàëüíóþ àêòèâíîñòü Ò-ëèìôîöèòîâ ìîäóëèðóþò èõ
àïîïòîòè÷åñêóþ ãèáåëü [29, 30].

Ñî÷åòàííîå äåéñòâèå Ò-êëåòî÷íîãî àêòèâàòîðà è
Dex ñîïðîâîæäàëîñü äîçîçàâèñèìûì ñíèæåíèåì ÷èñ-
ëà ëèìôîöèòîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ ìîëåêóëó êîñòèìó-
ëÿöèè CD28 (r2 = -0,901, ð<0,05 — â êóëüòóðàõ
çäîðîâûõ äîíîðîâ, r2 = -0,910, ð<0,05 — â êóëüòó-
ðàõ áîëüíûõ ÐÀ), ìàðêåðû àêòèâàöèè CD25
(r2 = -0,887, ð<0,05 — â êóëüòóðàõ çäîðîâûõ äîíî-
ðîâ, r2 = -0,852, ð<0,05 — â êóëüòóðàõ áîëüíûõ
ÐÀ) è ïðîëèôåðàöèè CD71 (r2 = -0,945, ð<0,05 —
â êóëüòóðàõ çäîðîâûõ äîíîðîâ, r2 = -0,959, ð<0,05
— â êóëüòóðàõ áîëüíûõ ÐÀ), à òàêæå ïðîäóêöèè
IL-2 â îáåèõ èññëåäóåìûõ ãðóïïàõ (r2 = -0,835,
ð<0,05 — â êóëüòóðàõ çäîðîâûõ äîíîðîâ,
r2 = -0,946, ð<0,05 — â êóëüòóðàõ áîëüíûõ ÐÀ),
÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû, è â öåëîì, õà-
ðàêòåðèçóåò ñóïðåññèâíîå äåéñòâèå ÃÊ íà êëåòêè èì-
ìóííîé ñèñòåìû [31]. Òàê, ÃÊ èíãèáèðóþò òðàíñ-
êðèïöèþ è ñíèæàþò ñòàáèëüíîñòü ìÐÍÊ ãåíà IL-2
[32], à òàêæå ïðåïÿòñòâóþò îáðàçîâàíèþ äèìåðíûõ
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êîìïëåêñîâ (NFAT+AP-1) è ïðåäîòâðàùàþò èõ
âçàèìîäåéñòâèå ñ ïðîìîòîðíûìè îáëàñòÿìè ãåíà IL-2
[33]. Î÷åâèäíî, ÷òî ñíèæåíèå ïðîäóêöèè IL-2 ñïî-
ñîáñòâóåò ñóïðåññèè IL-2-çàâèñèìûõ ïðîöåññîâ àêòè-
âàöèè Ò-ëèìôîöèòîâ, ÷òî ïîäòâåðæäåíî îáíàðóæåí-
íûìè íàìè ïîëîæèòåëüíûìè àññîöèàöèÿìè ìåæäó ñî-
äåðæàíèåì IL-2 è ÷èñëîì CD4+CD28+ êëåòîê
â CD3+CD45RO+ êóëüòóðàõ (r = 0,794, p<0,05 —
â êóëüòóðàõ çäîðîâûõ äîíîðîâ, r = 0,921, p<0,05 —
â êóëüòóðàõ áîëüíûõ ÐÀ) è ñîäåðæàíèåì
CD4+CD25+ ëèìôîöèòîâ (r = 0,901, p<0,05 —
â êóëüòóðàõ çäîðîâûõ äîíîðîâ, r = 0,900, p<0,05 —
â êóëüòóðàõ áîëüíûõ ÐÀ), à òàêæå óðîâíåì IL-2 è
÷èñëîì CD4+CD71+ êëåòîê (r = 0,894, p<0,05 —
â êóëüòóðàõ çäîðîâûõ äîíîðîâ, r = 0,900, p<0,05 —
â êóëüòóðàõ áîëüíûõ ÐÀ) âî âñåì ñïåêòðå äåéñòâóþ-
ùèõ êîíöåíòðàöèé Dex â ñî÷åòàíèè ñ àí-
òè-CD2/CD3/CD28-÷àñòèöàìè.

Êàê óæå óïîìèíàëîñü ðàíåå, Ò-êëåòêè â ïðîöåññå
ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ, àññîöèèðîâàííîãî ñ íåïðå-
ðûâíîé TCR-ñòèìóëÿöèåé (âèðóñíîé èëè àíòèãåí-
íîé) èëè â óñëîâèÿõ äëèòåëüíîãî ïðîâîñïàëèòåëüíîãî
öèòîêèíîâîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ, ïîñòåïåííî óòðà÷èâà-
þò ýêñïðåññèþ ìîëåêóëû êîàêòèâàöèè CD28
[34—36]. Ëîãè÷íî, ÷òî ñíèæåíèå ÷èñëà Ò-êëåòîê,
ýêñïðåññèðóþùèõ CD28, ïðèâîäèò ê èíãèáèðîâàíèþ
ïîñëåäîâàòåëüíûõ ïðîöåññîâ àêòèâàöèè è ïðîëèôåðà-
öèè. Âûøåñêàçàííîå ïîäòâåðæäàþò âûÿâëåííûå íàìè
àññîöèàöèè ìåæäó ñîäåðæàíèåì CD4+CD28- è
CD4+CD25+ Ò-êëåòîê â CD3+CD45RO+ êóëüòó-
ðàõ (r = - 0,794, p<0,05 — â êóëüòóðàõ çäîðîâûõ
äîíîðîâ, r = - 0,804, p<0,05 — â êóëüòóðàõ áîëüíûõ
ÐÀ); CD4+CD28- è CD4+CD71+ (r = -0,731,
p<0,05 — â êóëüòóðàõ çäîðîâûõ äîíîðîâ,
r = -0,704, p<0,05 — â êóëüòóðàõ áîëüíûõ ÐÀ);
CD4+CD25+ è CD4+CD71+ (r = 0,892, p<0,05
— â êóëüòóðàõ çäîðîâûõ äîíîðîâ, r = 0,471, p<0,05
— â êóëüòóðàõ áîëüíûõ ÐÀ) ïðè äåéñòâèè Dex (âî
âñåì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé) íà ôîíå TCR-ñòèìó-
ëÿöèè. Ñîãëàñíî äàííûì íàó÷íîé ïåðèîäèêè, ñíèæå-
íèå ÷èñëà CD3+CD28+, èíäóöèðîâàííîå õðîíè÷å-
ñêîé àêòèâàöèåé, îòðàæàåò ïðîöåññû îáðàçîâàíèÿ ïî-
ïóëÿöèè àóòîðåàêòèâíûõ CD3+CD4+CD28- ëèìôî-
öèòîâ, ñïîñîáíûõ ê íåìåäëåííîé ðåàëèçàöèè ýôôåê-
òîðíûõ ôóíêöèé [34], êîòîðûå îòëè÷àþòñÿ âûñîêèì
ïðîâîñïàëèòåëüíûì ïîòåíöèàëîì è êîðîòêèìè òåëî-
ìåðàìè [26].

Äîáàâëåíèå Dex â êóëüòóðû TCR-àêòèâèðîâàí-
íûõ Ò-êëåòîê ñïîñîáñòâîâàëî ïîâûøåíèþ óðîâíÿ îò-
íîñèòåëüíîé ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíà Gfi1, ïðîäóêò
êîòîðîãî îòâå÷àåò çà ôîðìèðîâàíèå âûñîêîìîëåêó-
ëÿðíûõ èçîôîðì ðåöåïòîðà — CD45RA, â ïðîáàõ
çäîðîâûõ äîíîðîâ (r2 = 0,563, p<0,05) è áîëüíûõ
ÐÀ (r2 = 0,873, p<0,05). Âûÿâëåííûå èçìåíåíèÿ

â îáåèõ ãðóïïàõ íîñèëè äîçîçàâèñèìûé õàðàêòåð. Îá-
íàðóæåííîå íàìè ïîâûøåíèå ÷èñëà
CD3+CD4+CD45RO- ëèìôîöèòîâ â TCR-àêòèâè-
ðîâàííûõ êóëüòóðàõ çäîðîâûõ äîíîðîâ (r2 = 0,954,
ð<0,05) è áîëüíûõ ÐÀ (r2 = 0,975, ð<0,05), àññî-
öèèðîâàííîå ñ óðîâíåì ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíà Gfi1
â Ò-êëåòêàõ (r = 0,892 è r = 0,892, ð<0,05 ñîîòâåò-
ñòâåííî) ïðè äåéñòâèè Dex ïîäòâåðæäàåò ïðåäïîëî-
æåíèå î ðîëè ïðîäóêòà ãåíà Gfi1 â ïðîöåññàõ àëüòåð-
íàòèâíîãî ñïëàéñèíãà ãåíà Ptprc, êîäèðóþùåãî îáùå-
ëåéêîöèòàðíûé ðåöåïòîð — CD45.

Èíòåðåñíî, ÷òî Dex òàêæå ñïîñîáñòâîâàë îòíîñè-
òåëüíî ðàâíîìåðíîìó ïîâûøåíèþ óðîâíÿ ýêñïðåññèè
ãåíà U2af1l4 (îêàçûâàþùåìó ïðîòèâîïîëîæíîå Gfi1
äåéñòâèå íà àëüòåðíàòèâíûé ñïëàéñèíã ãåíà Ptprc)
â Ò-êëåòêàõ çäîðîâûõ äîíîðîâ è äîçîçàâèñèìîìó ðî-
ñòó èññëåäóåìîãî ïîêàçàòåëÿ â ïðîáàõ áîëüíûõ ÐÀ
(r2 = 0,680, p<0,05). Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî âûñî-
êàÿ ýêñïðåññèÿ ãåíà U2af1l4 â CD3+CD45RO+

Ò-êëåòêàõ, ñïîñîáñòâóåò ñîõðàíåíèþ / ïîääåðæàíèþ
ýêñïðåññèè íèçêîìîëåêóëÿðíîé ôîðìû ðåöåïòîðà —
CD45RO Ò-ëèìôîöèòàìè ïðè äåéñòâèè ÃÊ, íà ôîíå
ñòèìóëÿöèè Ò-êëåòî÷íîãî ðåöåïòîðà.

Âìåñòå ñ òåì, îáíàðóæåííîå íàìè ñíèæåíèå
òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ ãåíà hTERT (r2 = -0,976,
ð<0,05 — â êóëüòóðàõ çäîðîâûõ äîíîðîâ,
r2 = -0,976, ð<0,05 — â êóëüòóðàõ áîëüíûõ ÐÀ)
íàðÿäó ñ óìåíüøåíèåì ñîäåðæàíèÿ CD4+CD28+

ëèìôîöèòîâ, â îòâåò íà ñî÷åòàííîå äåéñòâèå Ò-êëå-
òî÷íîãî àêòèâàòîðà è Dex, à òàêæå âûÿâëåííûå êîð-
ðåëÿöèîííûå âçàèìîñâÿçè ìåæäó
CD4+CD28-CD45RO- è CD4+CD28+ (r = -0,728;
ð<0,05 — â êóëüòóðàõ çäîðîâûõ äîíîðîâ,
r = -0,690; ð<0,05 — â êóëüòóðàõ áîëüíûõ ÐÀ),
CD4+CD28-CD45RO- è hTERT (r = -0,891;
ð<0,05 — â êóëüòóðàõ áîëüíûõ ÐÀ), CD4+CD28+

è hTERT (r = 0,94; ð<0,05 — â êóëüòóðàõ áîëüíûõ
ÐÀ) òàêæå ïîäòâåðæäàþò ó÷àñòèå ÃÊ, â ÷àñòíîñòè
Dex, â ñîçðåâàíèè CD4+CD45RO+ êëåòîê â TEMRA
ýôôåêòîðû â íîðìå è ïðè ÐÀ.

Çàêëþ÷åíèå

Â öåëîì, àíàëèçèðóÿ äàííûå ëèòåðàòóðû è ïîëó-
÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû, ñëåäóåò ðåçþìèðîâàòü, ÷òî
ïîñòîÿííàÿ àóòîàíòèãåííàÿ ñòèìóëÿöèÿ Ò-ëèìôîöè-
òîâ ïðè ÐÀ ñïîñîáñòâóåò çíà÷èòåëüíîìó ñíèæåíèþ
ýêñïðåññèè ãåíà hTERT è êàê ñëåäñòâèå, ýðîçèè òå-
ëîìåð [10], íàêîïëåíèþ òåðìèíàëüíî-äèôôåðåíöèðî-
âàííûõ CD4+CD28-CD45RA+ Ò-êëåòîê [24], ïðè-
îáðåòàþùèõ óñòîé÷èâîñòü ê àïîïòîçó è êîíêóðèðóþ-
ùèõ ñ âíîâü îáðàçîâàííûìè ëèìôîöèòàìè [37]. Ïðî-
âåäåííîå íàìè èññëåäîâàíèå óáåäèòåëüíî äîêàçûâàåò,
÷òî â ñèñòåìå in vitro ÃÊ (Dex), íà ôîíå TCR-àêòè-
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âàöèè, ñïîñîáñòâóþò ñîçðåâàíèþ è äèôôåðåíöèðîâêå
Ò-êëåòîê â ïîïóëÿöèþ àóòîðåàêòèâíûõ òåðìèíàëüíûõ
ýôôåêòîðîâ (TEMRA), êîòîðûå õàðàêòåðèçóþòñÿ ïî-
òåðåé êîñòèìóëèðóþùåé ìîëåêóëû CD28, ðåýêñïðåñ-
ñèåé âûñîêîìîëåêóëÿðíîé èçîôîðìû ìîëåêóëû CD45
— CD45RA, à òàêæå íèçêîé òåëîìåðàçíîé àêòèâíî-
ñòüþ. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ïîïóëÿöèÿ
CD3+CD4+CD45RO-CD28- Ò-êëåòîê ÿâëÿåòñÿ
êëþ÷åâûì ó÷àñòíèêîì â ïàòîãåíåçå ÐÀ, óñêîðåííî
ïðèîáðåòàþùàÿ ñâîé íåãàòèâíûé ïîòåíöèàë íà ôîíå
ÃÊ òåðàïèè, ñïîñîáñòâóÿ ïðîãðåññèè çàáîëåâàíèÿ,
â ÷àñòíîñòè, çà ñ÷åò ìîùíîãî âûáðîñà ïðîâîñïàëèòå-
ëüíûõ ôàêòîðîâ.
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