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РЕЗЮМЕ

Целью исследования явился анализ влияния глюкокортикоида (ГК) дексаметазона (Dex) на изме-
нение числа CD4+ Т-клеток, экспрессирующих поверхностные молекулы активации (CD25, CD71, 
HLA-DR и CD95), и их способности продуцировать провоспалительные медиаторы в культурах TCR-
стимулированных Т-лимфоцитов CD3+CD45RO+, полученных у здоровых доноров и  больных рев-
матоидным артритом (РА), в системе in vitro. В исследование включены 50 больных и 20 условно 
здоровых доноров. 

Материал и методы. Культуры T-клеток (CD3+CD45RO+) получали из мононуклеарных лейкоцитов 
методом иммуномагнитной сепарации (технология MACS®). В качестве активатора Т-лимфоцитов 
использовали антибиотиновые частицы с биотинилированными антителами против CD2+, CD3+, CD28+ 

человека, имитирующие процесс костимуляции Т-клеток антиген-презентирующими клетками. В экспе-
рименте использованы следующие концентрации дексаметазона – 2; 8; 16; 32; 64 мг. Методом проточ-
ной цитофлуориметрии проанализировано изменение иммунофенотипа Т-лимфоцитов; иммунофермент-
ным анализом оценена секреция Т-клетками CD3+CD45RO+ провоспалительных цитокинов: IL-2, IFNγ, 
TNFα, IL-17 и IL-21. 

Результаты. Подтвержден общий супрессорный эффект Dex на культуры Т-клеток CD3+CD45RO+, опо-
средованный снижением числа Т-клеток CD4+, экспрессирующих молекулы активации (CD25) и проли-
ферации (CD71), а также угнетением продукции медиаторов воспаления:  IL-2, IFNγ и TNFα. Показано, 
что на фоне TCR-активации Dex повышает число клеток CD4+CD95+HLA-DR+  в культурах СD3+CD45RO+, 
полученных от больных РА, и не изменяет их содержание в контроле. Корреляции между числом Т-кле-
ток CD4+CD45RO+ CD95+HLA-DR+ с уровнем провоспалительных факторов (IL-17, IL-21 и TNFα) в супер-
натантах клеточных культур у больных РА свидетельствуют о наличии провоспалительного потенциала 
этой популяции Т-клеток. Предполагается, что резистентность Т-клеток CD4+CD45RO+CD95+HLA-DR+ 
больных РА к супрессорному действию ГК в целом приводит к сохранению и усилению функциональных 
возможностей аутореактивных клеток в патогенезе РА. 

Ключевые слова: ревматоидный артрит, молекулы активации, провоспалительные медиаторы, дек-
саметазон.
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ВВЕДЕНИЕ
Ревматоидный артрит (РА) характеризуется 

гиперплазией синовиальной мембраны и ее ин-
фильтрацией клетками с провоспалительным 
потенциалом [1]. В частности, аутореактивные 
CD4+CD45RO+ Т-клетки памяти обеспечивают 
инициацию и пролонгацию воспалительного про-
цесса, лежащего в основе РА, что приводит к 
разрушению суставов, и как следствие – к инва-
лидности индивидуума [1]. Известно, что при РА 
хроническая антигенная стимуляция приводит к 
гиперактивации иммунной системы, что сопро-
вождается неконтролируемой ýкспрессией ауто-
реактивными Т-лимфоцитами молекул активации 
(CD25, CD71, CD95, HLA-DR) [1, 2]. Предпола-
гают, что высокая ýкспрессия ýффекторными 
(CD3+CD4+/CD8+CD27-CD62L-CD45RO+) Т-клет-
ками молекул HLA-DR и CD95 может являться 
признаком терминальной фазы дифференциров-
ки и созревания Т-клеток [2, 3]. Эти процессы 
тесно ассоциированы с приобретением ýффек-
торными Т-клетками CD4+ новых свойств (функ-
ционала), в частности усиливается продукция 
медиаторов с провоспалительной активностью 
(таких как TNF-a, IFNγ, IL-17, IL-21, но не IL-2 
или IL-4) [3–7]. 

Основным методом лечения РА по-прежнему 
является противовоспалительная терапия синте-
тическими глюкокортикоидами (ГК) [8]. ГК ока-
зывают комплексное воздействие на компонен-
ты иммунной системы, в частности регулируют 
процессы клеточного гомеостаза Т-лимфоцитов 
[9–11]. Несмотря на широкое применение ГК, ис-
следований, посвященных их влиянию на функ-
циональную активность аутореактивных CD4+ 
Т-клеток, недостаточно, чтобы интерпретировать 
позитивные и негативные ýффекты гормонально-
го лечения ýтой патологии. 

Целью исследования явилась оценка влияния 
дексаметазона (в системе in vitro) на функци-
ональную активность TCR-стимулированных 
Т-клеток памяти CD4+CD45RO+, ассоциирован-
ную с изменением ýкспрессии мембранных моле-
кул активации и их цитокинпродуцирующей спо-
собности, в норме и при РА.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Материалом для исследования служили моно-

нуклеарные лейкоциты (МНК), выделенные из 
венозной гепаринизированной крови, получен-
ной от 50 больных ревматоидным артритом (РА) 
(38 женщин и 12 мужчин в возрасте (36,4 ± 7,2) 
лет) и 20 условно здоровых доноров (10 жен-

щин и 10 мужчин в возрасте (35,3 ± 8,9) лет). 
Верификация диагноза и набор пациентов в груп-
пы исследования осуществлялся на базе Област-
ной клинической больницы (г. Калининград). По-
становка диагноза ревматоидного артрита была 
выполнена согласно приказа № 21 «Об утверж-
дении стандарта медицинской помощи больным 
ревматоидным артритом» от 13 января от 2006 г.  
Диагностические исследования включали опрос 
пациентов, рентгенографию, компьютерную и 
ЯМР-томографию суставов, выявление ревмато-
идного фактора и титра антител к циклическому 
цитрулин-содержащему пептиду, оценку скоро-
сти оседания ýритроцитов и содержания С-ре-
активного белка в крови. На основании оценки 
анамнеза болезни в исследование были включены 
пациенты, отвечающие следующим критериям.

Активность болезни – ремиссия (DAS28 (визу-
альный калькулятор оценки активности заболе-
вания при ревматоидном артрите) < 2,6) (10 че-
ловек) или низкая (DAS28 – 2,6–3,2) (40 человек). 

Ревматоидный фактор – серопозитивный. 
Антитела к циклическому цитрулин-содержа-

щему пептиду – серопозитивный.
Отсутствие терапии стероидными и цитоста-

тическими препаратами с момента манифестации 
заболевания (не менее 6 мес).

Продолжительность заболевания – не более 1 
года с момента постановки диагноза.

Критерием исключения пациентов из иссле-
дования явилось получение медикаментозной 
терапии на момент взятия крови и наличие вне-
суставных осложнений заболевания. Со всеми об-
следованными лицами было подписано доброволь-
ное информационное согласие на исследование. 

Клетки получали методом центрифугиро-
вания в градиенте плотности (1,077 г/см3) фи-
колл-урографина (Schering, Испания и Phar-
macia, Швеция) по стандартной методике. 
Культуры T-клеток (CD3+CD45RO+) из МНК по-
лучали методом иммуномагнитной сепарации с 
использованием технологии MACS® (MidiMACS 
Separator, LS Columns, MiltenyiBiotec, Германия) 
и моноклональных антител к CD3 и CD45RО с 
парамагнитными частицами (MicroBeads human, 
Miltenyi Biotec, Германия), согласно протокола  
фирмы-изготовителя. В ýксперименте использо-
вали клеточные культуры, чистота которых по-
сле магнитной сепарации составляла в среднем  
(97,5 ± 2,12)% (фенотип CD3+CD45RO+CD14−

CD19−) (далее – CD3+CD45RO+-клетки). Число жи-
вых клеток в культурах составляло не менее 98%. 

CD3+CD45RO+-клетки (106 клеток/мл) куль-
тивировали в 48-луночном планшете в бессыво-
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роточной среде Искова (Sigma, США), содер-
жащей 0,5% сывороточного альбумина человека 
(Микроген, Россия), 5 × 10−5 M β-меркаптоýта-
нола (Acros Organic, США) и 30 мкг/мл гента-
мицина, в присутствии синтетического ГК (МП) 
(Orion Pharma, Россия) в разных концентрациях 
или без него (контроль) при 37 0С во влажной 
атмосфере, содержащей 5% СO

2
, в течение 48 ч. В 

качестве активатора Т-лимфоцитов использова-
ли реагент T-Cell Activation/Expansion Kit human 
(Miltenyi Biotec, Германия) – антибиотиновые ча-
стицы MACSiBeadтм с биотинилированными анти-
телами против CD2+, CD3+, CD28+ человека (далее 
Ac/Exp). Нагруженные антителами антибиотино-
вые частицы MACSiBeadтм используются в каче-
стве имитации антиген-презентирующих клеток 
(АПК) для активации Т-клеточного рецептора 
(TCR) покоящихся Т-клеток (TCR-активатор). 
Реагент Ac/Exp добавляли в пробы в количестве 
5 мкл, которые содержали 0,5 × 106 антибиотино-
вых MACSiBeadтм частиц, соотношение клеток и 
активирующих частиц составило 1 : 2.

Регистрацию жизнеспособности и подсчет 
числа клеток в исследуемых клеточных куль-
турах проводили методом проточной лазерной 
цитометрии на цитофлуориметре Guava Easy-
Cite Plus (Millipore, США) с использованием 
реагента Guava ViaCount и одноименной про-
граммы (Millipore, США) согласно протоколу 
производителя. Число клеток, несущих поверх-
ностные маркеры (CD45RO, CD3, СD4, CD25, 
CD71, HLA-DR, CD95), определяли методом про-
точной лазерной цитометрии с помощью моно-
клональных антител, конъюгированных с Via-
blue (CD45RO); аллофикоцианином (APC; CD3) 
(Miltenyi Biotec, Германия); флуоресцеином изо-
тиоцианатом (FITC; CD95), фикоýритрином (PE; 
СD4) (Abcam, Cambridge, Великобритания); 
с конъюгатом РЕ с цианином (PE-Cy7; CD25, 
CD71) и  конъюгатом РЕ с пиридинхлорофиллом 
(PerCP; HLA-DR) (e-Bioscience, США) соглас-
но методикам производителя. Регистрацию ре-
зультатов проводили на проточном цитофлуо-
риметре MACSQuant (Miltenyi Biotec, Германия). 

Все результаты цитометрического анализа 
анализировали с помощью программы KALU-
ZA Analysis Software (Beckman Coulter, США). 
Выбор срока культивирования (48 ч) исследуемых 
проб обоснован тем фактом, что изменение фе-
нотипических маркеров, характеризующих состо-
яние активации Т-клеток после стимуляции TCR, 
реализуется через ýкспрессию генов с последую-
щим синтезом соответствующих белков и соот-
ветствует геномному механизму действия ГК [12]. 

Варианты культивирования: 1) в среде без доба-
вок (контроль); 2) в среде, содержащей Ac/Exp  
(0,5 × 106 MACSiBeadтм частиц); 3) в среде, содер-
жащей Ac/Exp (0,5 × 106 MACSiBeadтм частиц) и 
Dex (2; 8; 16; 32; 64 мг).  Дозы ГК, используемые в 
ýксперименте, были определены, исходя из мате-
матической фармакокинетической двухкамерной 
модели, где учитывался расчетный объем распре-
деления ГКС в организме (то есть гипотетический 
объем жидкости организма (Vd), в котором ле-
карственное вещество распределено равномерно 
и находится в концентрации, равной концентра-
ции (Q) данного вещества в плазме крови (Сp); 
Vd = Q / Сp; для ГКС величина Vd составляет  0,35 
л/кг). Таким образом, добавляемые концентра-
ции Dex на 1 млн культивируемых Т-клеток/мл,  
составили (10-6 М; 2 × 10-6 М; 4 × 10-6 М; 8 × 10-6 М; 
1,6 × 10-5 М), что соответствует действию Dex в 
концентрациях 2; 8; 16; 32; 64 мг, распределенных  
условно в 5 л крови.  Содержание цитокинов 
(IL-2, IFNγ, TNFα, IL-17 и IL-21) в супернатан-
тах CD3+CD45RO+ культур оценивали методом 
иммуноферментного анализа с использованием 
стандартных наборов реактивов согласно про-
токолу фирм-производителей («Вектор-Бест», 
Россия и Cusabio Biotech, США).

Статистическая обработка результатов осу-
ществлялась с помощью программы IBM SPSS Sta-
tistics 20 (Statistical Package for the Social Sciences). 
Оценку полученных результатов проводили мето-
дами статистического описания и проверки стати-
стических гипотез [13]. Для проверки гипотезы о 
принадлежности исследуемых выборок к нормаль-
ному закону распределения использовали крите-
рий Колмогорова – Смирнова. Учитывая несоответ-
ствие выборок нормальному закону распределения 
для их попарного сравнения применялись непа-
раметрические критерии: Т-критерий Вилкоксона 
(для зависимых выборок) и U-критерий Манна 
– Уитни (для независимых выборок). Результаты 
представляли в виде  медианы Ме, первого и треть-
его квартилей (Q

1
–Q

3
). С целью обнаружения свя-

зи между исследуемыми показателями проводили 
корреляционный (путем вычисления коýффициен-
та ранговой корреляции Спирмена r) и регрессион-
ный (с вычислением коýффициента регрессии  r2)  
анализы. Различия считались достоверными при 
уровне значимости р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Общее количество клеток (106 клеток/мл) в ин-

тактных культурах Т-лимфоцитов CD3+CD45RO+ 
у здоровых доноров и больных РА составляло 
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1,01 (0,87–1,21) и 0,88 (0,85–0,91) × 106 клеток/мл,  
соответственно (табл. 1). Число живых клеток в 
интактных пробах CD3+CD45RO+ здоровых доно-
ров было равным 71,68 (64,44–79,06)%, превышая 
аналогичный показатель у больных РА в сред-
нем на 30%. На фоне TCR-активации в культурах 
CD3+CD45RO+, полученных у здоровых доно-
ров, регистрировалось увеличение общего числа 
клеток, тогда как содержание живых лимфо-
цитов значимо снижалось. В культурах клеток 
от больных РА аналогичные параметры остава-
лись неизменными. Dex не оказывал значимого 

действия на изменение общего числа клеток, по-
лученных от здоровых доноров и больных РА. 

Низкие концентрации Dex (2–8 мг) досто-
верно повышали число живых клеток в TCR-
активированных CD3+CD45RO+-культурах кон-
трольной группы, тогда как высокие дозы (64 мг)  
способствовали снижению исследуемого пока-
зателя в сравнении с пробами только с добав-
лением активатора. Добавление Dex значимо 
не влияло на изменение числа живых клеток 
в культурах CD3+CD45RO+ Т-клеток больных  
РА (см. табл. 1).

Т а б л и ц а  1

Общее число клеток (106 клеток/мл) и содержание живых клеток (%) в культурах Т-лимфоцитов CD3+CD45RO+,  
полученных у здоровых доноров и больных ревматоидным артритом, в условиях инкубации  

с разными концентрациями дексаметазона (Dex) и активатором (Ac/Exp), Me (Q
1
–Q

3
)

Показатель Условия культивирования Здоровые доноры Больные РА
Общее число  

клеток, 
106 клеток/мл 

Без активации 1,01 (0,88–1,21) 0,88 (0,85–0,91) ◊

Ас/Ехр 1,21 (1,05–1,28)* 0,91 (0,80–0,96) ◊

Ас/Ехр + Dex 
(мг)

2 1,19 (1,16–1,25) 0,93 (0,82–0,99) ◊

8 1,22 (1,18–1,27) 0,90 (0,79–0,98) ◊

16 1,20 (1,19–1,30) 0,95 (0,86–1,01) ◊

32 1,18 (1,15–1,22) 0,92 (0,88–0,98) ◊

64 1,21 (1,12–1,27) 0,94 (0,81–0,97) ◊

Содержание живых 
клеток, % 

Без активации 71,68 (64,44–79,06) 51,33 (41,39–60,08) ◊

Ас/Ехр 60,25 (55,73–66,84)* 55,29 (40,29–59,06)

Ас/Ехр + Dex 
(мг)

2 68,72 (59,75–75,78)** 56,82 (48,32–61,97) ◊

8 69,11 (63,68–76,23)** 56,56 (41,32–60,42) ◊

16 66,34 (60,07–74,64)** 57,20 (38,20–62,87)
32 64,52 (58,74–76,10) 59,89 (53,44–61,44)
64 48,3 (39,73–52,05)** 53,20 (31,2–55,35)

П р и м е ч а н и е. Здесь и в таблицах 2, 3: * р < 0,05 – уровень статистической значимости различий по сравнению с 
Т-клетками, культивированными без активационных частиц; ** р < 0,05 – по сравнению с Т-клетками, культивированными с 
активационными частицами; ◊ р < 0,05 – по сравнению с аналогичными показателями у здоровых доноров. 

Данные, отражающие содержание (%) Т-кле-
ток CD3+CD4+CD45RO+, ýкспрессирующих по-
верхностные маркеры активации (CD25, CD71, 
CD95, HLA-DR), при воздействии на культуры 
активатора и ГК, представлены в табл. 2. 

Инкубация CD3+CD45RO+-клеток (у здоровых 
доноров и больных РА) с Ac/Exp приводила к 
однонаправленному (разной степени выражен-
ности) росту числа лимфоцитов CD4+, ýкспрес-
сирующих поверхностные активационные мар-
керы (см. табл. 2). Сочетанное внесение Ac/Exp 
и Dex в культуральную среду способствовало 
значительному снижению содержания CD25- и 
CD71-позитивных Т-лимфоцитов CD4+CD45RO+ 
в контроле и у больных РА. На фоне активации 
Dex (2–16 мг) способствовал снижению числа 
Т-клеток СD4+CD95+ и не изменял содержание 
Т-лимфоцитов СD4+CD95+HLA-DR+ у здоровых 
доноров. Высокие дозы Dex (32–64 мг) способ-

ствовали росту числа Т-клеток СD4+CD95+ и 
снижению лимфоцитов СD4+CD95+HLA-DR+. До-
бавление Dex (8–64 мг) в TCR-активированные 
CD3+CD45RO+ культуры больных РА индуциро-
вало равномерный рост содержания Т-клеток 
СD4+CD95+HLA-DR+ и снижение числа Т-лимфо-
цитов СD4+CD95+. 

Данные о содержании провоспалительных ци-
токинов (IL-2, IFNγ, TNFα, IL-17, IL-21) в супер-
натантах культур Т-лимфоцитов CD3+CD45RO+ 
представлены в табл. 3. У больных РА в супер-
татантах клеточных культур в интактных пробах 
выявлено более высокое содержание цитокинов 
(IFNγ, TNFα, IL-17, IL-21) (по сравнению со зна-
чениями контрольной группы), за исключением 
IL-2. TCR-активация способствовала достоверно-
му повышению содержания провоспалительных 
медиаторов в пробах как здоровых доноров, так 
и больных РА. 
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Изменения носили однонаправленный харак-
тер, но имели разную степень выраженности. 
На фоне активации инкубация с Dex CD3+C-
D45RO+-клеток, полученных у здоровых доно-
ров и больных РА, приводила к снижению (в 
разной степени выраженности) содержания 
IL-2, IFNγ и TNFα в супернатантах клеточных 
культур. Эффект ГК (весь диапазон концен-
траций) в отношении продукции CD3+CD45RO+ 

Т-клетками здоровых доноров IL-17 и IL-21 
был супрессорным. Dex не оказывал значимого 
влияния на секрецию активированными Т-клет-
ками CD3+CD45RO+ у больных РА цитокинов –  
IL-17 (2–16 мг) и IL-21 (весь диапазон концен-
траций). Только высокие дозы ГК (32–64 мг) до-
стоверно снижали секрецию IL-17 активирован-
ными Т-клетками CD3+CD45RO+ у больных РА  
(см. табл. 3).

Т а б л и ц а  2

Содержание Т-лимфоцитов CD4+, несущих поверхностные маркеры активации в культурах Т-клеток CD3+CD45RO+,  
полученных у здоровых доноров и больных ревматоидным артритом, в условиях инкубации с разными  

концентрациями дексаметазона (Dex) и активатором (Ac/Exp), Me (Q
1
–Q

3
)

Показатель Условия культивирования Здоровые доноры Больные РА

CD4+CD25+

Без активации 3,11 (2,99–3,14) 1,95 (1,60–2,70)◊

Ас/Ехр 35,22 (30,19–36,29)* 25,13 (15,75–27,52)*◊

Ас/Ехр + Dex 
(мг)

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+

Без активации 4,70 (4,58–5,43) 0,64 (0,35–0,85)◊

Ас/Ехр 15,04 (12,45–17,38)* 8,04 (5,42–11,02)*◊

Ас/Ехр + Dex 
(мг)

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+CD95+

Без активации 11,96 (11,19–14,01) 8,18 (7,01–9,87)◊

Ас/Ехр 21,46 (20,07–25,05)* 28,99 (25,75–33,16)*◊

Ас/Ехр + Dex 
(мг)

2 18,51 (16,24–22,78)** 17,44 (15,79–21,13)**
8 17,96 (15,28–21,32)** 19,86 (18,71–22.72)**
16 18.68 (16.88–20.32)** 19,29 (16,89–22,21)**
32 26,60 (22,02–27,56)** 19,57 (16,55–21,54)**◊

64 28,75 (26,88–33,57)** 22,05 (17,24–23,03)**◊

CD4+CD95+

HLA-DR+ 

Без активации 4,94 (3,95–5,79) 7,52 (6,51–8,95)◊

Ас/Ехр 11,36 (9,08–13,33)* 14,12 (12,83–15,91)*◊

Ас/Ехр + 
Dex (мг)

2 11,48 (9,71–13,47) 13,64 (11,96–16,00)
8 12,38 (9,89–14,53)** 18,21 (13,06–17,39)**◊

16 13,98 (11,17–16,40)** 18,91 (17,97–20,39)**◊

32 9,36 (8,28–12,16)** 19,05 (18.36–20,22)**◊

64 8,74 (6,98–10,28)** 21,14 (19,64–21,99)**◊

Т а б л и ц а  3

Уровень провоспалительных цитокинов (пг/мл) в супернатантах культур CD3+CD45RO+ Т-лимфоцитов,  
полученных у здоровых доноров и больных ревматоидным артритом, в условиях инкубации с разными концентрациями 

дексаметазона (Dex) и активатором (Ac/Exp), Me (Q
1
–Q

3
)

Показатель Условия культивирования Здоровые доноры Больные РА

IL–2

Без активации 88,14 (79,05–89,84) 61,84 (61,04–63,79) ◊

Ас/Ехр 741,3 (672,95–869,30)* 421,55 (396,60–430,96)* ◊

Ас/Ехр + 
Dex, мг

2 720,30 (675,80–803,63) 281,03 (264,40–287,31)** ◊

8 765,30 (692,78–786,03) 135,98 (127,94–139,02)** ◊

16 680,35 (655,80–765,45) 102,07 (96,03–104,35)** ◊

32 550,40 (485,33–597,90)** 77,35 (72,77–79,07)** ◊

64 410,80 (305,53–446,78)** 57,59 (54,18–58,87)** ◊
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Стимуляция Ac/Exp CD3+CD45RO+-клеток 
здоровых доноров и больных РА сопровождалась 
ростом числа CD4+-лимфоцитов, ýкспрессирую-
щих маркеры активации, пролиферации и апоп-
тоза (CD25, CD71, HLA-DR и CD95) (см. табл. 2).  
Выявленные изменения вполне согласуются с 
данными мировой литературы, отражающими ре-
акцию Т-клеток на TCR-стимуляцию [2, 14]. Так, 
IL-2-зависимая стадия иммунного ответа ассо-
циирована с ýкспрессией молекулы CD25 (α-цепь 
рецептора IL-2). Т-клетки памяти находятся в 
фазе G1, что способствует их быстрому вхожде-
нию в IL-2-зависимую стадию иммунного ответа. 
Появление на мембране Т-лимфоцита рецепто-
ра к трансферрину (CD71/TfR1) характеризует 
стадию пролиферации, менее зависимую от IL-2 
[10]. Установленное повышение общего числа 
клеток, мл, в CD3+CD45RO+  -культурах здоровых 
доноров при действии Ac/Exp имело ассоциа-
цию с содержанием Т-клеток CD4+, ýкспресси-
рующих молекулы CD71 и CD25 (соответственно 
r = 0,675; r = 0,489; р < 0,05). В свою очередь 
индуцированный добавлением Ac/Exp рост числа 
T-клеток CD4+, несущих мембранные молекулы 

Показатель Условия культивирования Здоровые доноры Больные РА

TNFα

Без активации 44,38 (38,22–51,29) 55,89 (48,39–61,29) ◊

Ас/Ехр 279,59 (240,79–323,13)* 1100,70 (885,05–1120,99)* ◊

Ас/Ехр + 
Dex, мг

2 93,20 (80,26–115,20)** 163,79 (131,70–166,81)** ◊

8 50,84 (50,39–58,75)** 118,23 (95,06–120,41)** ◊

16 55,48 (47,78–64,11)** 121,79 (97,93–124,03)** ◊

32 41,12 (35,41–47,52)** 128,89 (103,64–131,26)** ◊

64 31,42 (27,05–36,31)** 105,48 (84,82–107,43)** ◊

IFNγ

Без активации 18,66 (16.92–20,95) 25,32 (24,42–28,13) ◊

Ас/Ехр 365,32 (332,07–400,30)* 632,88 (610,50–703,13)* ◊

Ас/Ехр + 
Dex, мг

2 341,48 (335,30–373,35) 540,92 (512,79–600,97)** ◊

8 319,88 (312,58–343,13) 349,66 (337,29–388,47)** ◊

16 311,62 (298,71–321,31)** 405,69 (391,35–450,72)** ◊

32 303,37 (278,39–315,12)** 381,25 (367,78–423,57)** ◊

64 281,43 (266,72–293,58)** 314,86 (303,73–349,81)** ◊

IL–17

Без активации 2,9 (2,38–3,18) 1,93 (1,58–2,11) ◊

Ас/Ехр 17,98 (14,76–19,73)* 54,04 (44,31–59,08)*

Ас/Ехр + 
Dex, мг

2 19,78 (16,23–21,70)** 48,60 (41,65–52,20) ◊

8 16,21(13,3–17,79)** 49,78 (47,93–56,93) ◊

16 11,24 (9,22–13,33)** 49,52 (45,94–57,92) ◊

32 3,28 (1,74–3,78)** 43,36 (27,35–36,47)** ◊

64 1,77 (0,32–2,55)** 42,82 (24,89–33,19)** ◊

IL–21

Без активации 1,2 (0,00–1,23) 1,40 (1,37–1,60)
Ас/Ехр 7,11 (5,11–7,20)* 13,97 (13,67–15,97)* ◊

Ас/Ехр + 
Dex, мг

2 6,45 (4,65–6,55)** 12,45 (11,21–13,09) ◊

8 5,46 (3,93–5,54)** 11,92 (11,00–12,57) ◊

16 5,38 (3,87–5,45)** 12,75 (11,50–13,43) ◊

32 4,73 (3,41–4,80)** 11,03 (10,79–12,60) ◊

64 4,39 (3,19–4,44)** 12,94 (11,69–13,65) ◊

О к о н ч а н и е  т а б л.  3

поздней активации и апоптоза – CD95 и HLA-
DR, в культурах здоровых доноров и больных РА 
может свидетельствовать о развитии клеточной 
гибели, индуцированной активацией, которая яв-
ляется важным механизмом, обеспечивающим то-
лерантность на периферии за счет устранения ау-
тореактивных лимфоцитов [15]. Отрицательные 
корреляции между содержанием живых клеток 
и числом Т-клеток CD4+ (см. табл. 1) с феноти-
пом CD95+ и CD95+HLA-DR+ в культурах здоро-
вых доноров, выявляемые при действии на клетки 
Ac/Exp (соответственно r = –0,367; r = –0,452;  
p < 0,05) подтверждают вышесказанное. Следу-
ет отметить меньшую чувствительность Т-клеток 
CD4+CD45RO+ больных РА к пролиферативному 
и апоптогенному действию Ac/Exp, что может 
быть связано с изменением их функциональной 
активности, опосредованной непрерывной стиму-
ляцией Т-клеточного рецептора аутоантигенами 
in vivo [1, 16]. Выявленное супрессорное действие 
Dex на ýкспрессию молекул активации (CD25) и 
пролиферации (CD71) TCR-активированными 
Т-клетками CD4+CD45RO+, полученными от здо-
ровых доноров и больных РА (см. табл. 2), впол-
не укладывается в ýффекты, оказываемые ГК [8]. 
Прямая связь между негативными ýффектами 
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Dex на продукцию (ýкспрессию гена IL-2 и его 
секрецию) IL-2 и зависимым от IL-2 подавлением 
ýкспрессии молекул CD25 и CD71 на активиро-
ванных CD4+-лимфоцитах подтверждена в иссле-
дованиях других авторов [8, 10, 17–19].

Молекула CD95 обладает рядом функций, 
среди которых не только участие в процессах 
апоптоза, но и в пролиферации, канцерогенезе, 
созревании Т-лимфоцитов и др. [20, 21]. Добавле-
ние Dex в TCR-активированные культуры CD3+C-
D45RO+ больных РА (весь диапазон концентраций 
ГК) и здоровых доноров (2–16 мг) способствова-
ло значимому снижению числа клеток CD4+CD95+ 
(см. табл. 2), что согласуется со способностью ГК 
ингибировать активационно-индуцированную ги-
бель клеток с помощью прямой ДНК-зависимой 
репрессии гена CD95L [22, 23]. Обнаруженное 
увеличение числа клеток CD4+CD95+ в CD45RO+-
культурах здоровых доноров (но не у больных 
РА) в результате сочетанного действия актива-
тора и Dex (32–64 мг) отрицательно коррелиро-
вало с содержанием живых клеток в культурах  
(r = –0,563; r = -0,861; p < 0,05), что подтвержда-
ет проапоптогенный ýффект высоких концентра-
ций ГК [24]. В то же время отсутствие таких ас-
социаций при действии ГК в пробах больных РА 
(весь диапазон доз) и при добавлении низких доз 
Dex (2–16 мг) в культуры здоровых доноров мо-
жет свидетельствовать об участии гликопротеина 
CD95 в процессах активации и созревания Т-кле-
ток [3, 10]. 

Экспрессия молекулы HLA-DR Т-клетками от-
ражает их длительную активацию. Кроме того, 
предполагают, что  CD3+HLA-DR+ представля-
ют собой зрелые регуляторные Т-клетки с вы-
сокой супрессорной активностью [1, 16]. Как 
уже упоминалось ранее, высокая ýкспрессия 
зрелыми ýффекторными (CD3+CD4+/CD8+CD27-

CD62L-CD45RO+) Т-клетками здоровых доноров 
молекул HLA-DR и CD95 может являться при-
знаком терминальной фазы дифференцировки 
и созревания Т-клеток [3]. При ýтом выявлено, 
что все CD3+HLA-DR+-лимфоциты здоровых до-
норов ýкспрессируют гликопротеин CD95, одна-
ко не все CD3+CD95+-клетки являются HLA-DR-
позитивными.

Инкубация TCR-активированных CD3+C-
D45RO+-культур с Dex (2–16 мг) значи-
мо не влияла на изменение числа Т-клеток 
СD4+CD95+HLA-DR+ у здоровых доноров (см. 
табл. 2). Только максимальные концентрации Dex 
(32–64 мг) способствовали снижению содержа-
ния СD4+CD95+HLA-DR+-лимфоцитов. Выявлен-
ные отрицательные взаимосвязи между числом 

СD4+CD95+HLA-DR+ Т-клеток и содержанием 
живых лимфоцитов в пробах с добавлением Dex 
(32–64 мг) и активатора может быть доказатель-
ством регуляторной активности Т-клеток CD3+H-
LA-DR+, механизмы которой опосредованы кон-
тактными взаимодействиями между соседними 
клетками (включая CTLA-4-сигнализацию) [1, 
16]. В то же время, согласно N. Bertho и соавт. 
(2000), сигналы, генерируемые с помощью HLA-
DR, приводят к гибели зрелых профессиональ-
ных АПК и активированных Т- и В-лимфоцитов, 
утративших способность к ýкспрессии Fas-анти-
гена (каспаз-независимый механизм) [26]. 

Напротив, в TCR-активированных CD3+C-
D45RO+-культурах больных РА добавление Dex 
(8–64 мг) индуцировало равномерный рост содер-
жания Т-клеток СD4+CD95+HLA-DR+ (см. табл. 
2). Отсутствие взаимосвязей между содержани-
ем HLA-DR-позитивных клеток и числом живых 
и мертвых лимфоцитов (см. табл. 1) в культурах 
может свидетельствовать о нарушении супрес-
сорных функций ýтой популяции клеток. Полу-
ченные результаты согласуются с опубликован-
ными ранее данными о наличии в периферической 
крови больных РА популяции активированных 
Т-лимфоцитов CD4+ССR7-CD45RA-HLA-DR+ с 
выраженными провоспалительными свойствами, 
способных рециркулировать через воспаленную 
синовиальную оболочку сустава, численность ко-
торых возрастает на периферии во время актив-
ной фазы заболевания [1, 25–28]. 

Основываясь на предположении, что Т-клет-
ки CD4+CD45RO+CD95+HLA-DR+ являются веро-
ятной артритогенной субпопуляцией, далее нами 
была предпринята попытка оценить влияние Dex 
на секрецию активированными Т-клеточными 
культурами CD3+CD45RO+ основных провоспа-
лительных цитокинов (IL-2, IL-17, IL-21, TNFα 
и IFNγ), принимающих участие в патогенезе РА. 
Так, IL-17 и IFNγ играют ключевую роль в иници-
ации РА,  приводя к появлению первичных сим-
птомов заболевания, усиливая воспалительный 
ответ [29, 30], тогда как IL-21 и TNFα в большей 
степени участвуют в пролонгации заболевания, 
способствуя инфильтрации клеток в синовиаль-
ные ткани с последующим разрушением сустав-
ного хряща при РА [31, 32]. 

Нами был обнаружен ряд интересных зависи-
мостей между содержанием клеток CD4+CD95+H-
LA-DR+ в культурах CD3+CD45RO+ и показателя-
ми, отражающими секрецию провоспалительных 
медиаторов. Так, в Ас/Ехр-активированных  про-
бах больных РА число Т-клеток CD4+CD95+H-
LA-DR+ позитивно коррелировало с содержанием 
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провоспалительных цитокинов в супернатантах 
клеточных культур: IL-17 (r = 0,617; p < 0,05), 
IL-21 (r = 0,430; p < 0,05). Все ýти взаимосвя-
зи подтверждают роль Т-клеток CD4+CD95+H-
LA-DR+ в продукции провоспалительных ме-
диаторов у больных РА при TCR-активации. 
Более низкая (в сравнении с контрольной группой) 
продукция Т-клетками CD3+CD45RO+ у больных 
РА IL-2 в ответ на TCR-стимуляцию (см. табл. 3) 
в целом может свидетельствовать об ослаблении 
у них пролиферативных иммунных реакций, что 
может приводить к  нарушению механизмов, от-
ветственных за формирование Т-клеточной памя-
ти [28, 33]. У здоровых доноров такие зависи-
мости отсутствовали.

Инкубация TCR-активированных клеток 
CD3+CD45RO+, полученных у больных РА с Dex 
(весь диапазон концентраций), приводила к сни-
жению содержания IL-2 в супернатантах клеточ-
ных культур (дозозависимый ýффект r2 = –0,616, 
р < 0,05) (см. табл. 3). У здоровых доноров ста-
тистически значимый супрессорный ýффект ГК  
(р ≤ 0,05) отмечался только при действии высоких 
концентраций гормона (16–64 мг). Многие иссле-
дования подтверждают негативную регуляцию ГК 
генной ýкспрессии IL-2 в иммунных клетках [10, 
34]. Выявлено, что Dex ингибирует транскрипцию 
гена IL-2, снижая стабильность его мРНК [34]. 
Кроме того, ГК способны связывать транскрип-
ционные факторы (NFAT, AP-1), индуцирующие 
ýкспрессию гена IL-2, препятствуя образованию 
димерных комплексов (NFAT+AP-1) и предот-
вращая их прямое взаимодействие с промотор-
ными областями гена [16, 31]. Выявленный нами 
супрессорный ýффект Dex на ýкспрессию CD25-
молекулы Т-клетками CD4+ может быть опосре-
дован снижением аутопродукции IL-2 [10, 34]. 

В культурах, полученных у больных РА и здо-
ровых доноров, Dex оказывал умеренный супрес-
сорный ýффект (р < 0,05) в отношении секреции 
TCR-активированными клетками CD3+CD45RO+ 
IFNγ (см. табл. 3). Результаты опубликованных 
исследований свидетельствуют об ингибирующем 
ýффекте ГК на продукцию IFNγ стимулированны-
ми Тh1-лимфоцитами человека [11], предполагае-
мым механизмом которого может быть непрямая 
трансрепрессия [16, 24, 34, 36], реализуемая че-
рез белок-белковые взаимодействия ГКР с транс-
крипционными факторами (АР-1/CREB/ATF). 
Установлено, что фармакологические дозы ГК, 
подавляя активность Т-bet зависимого фактора 
STAT4, снижают синтез и секрецию IFNγ [8, 36].

Добавление Dex (весь диапазон концентраций) 
в TCR-активированные культуры CD3+CD45RO+, 

полученные у здоровых доноров и больных РА, 
приводило к значимому снижению содержания 
TNFα в супернатантах клеточных культур (см. 
табл. 3). Более выраженные изменения реги-
стрировались в пробах, полученных у больных 
РА. Известно, что ГК способствуют деградации 
мРНК гена TNFα и снижают его ýкспрессию за 
счет белок-белковых взаимодействий (ГК-NFkB), 
предотвращая связь внутриклеточных сигналь-
ных гликопротеинов (мессенджеров) с промотор-
ными областями провоспалительных генов [36]. 

Влияние Dex (весь диапазон концентраций ГК) 
на Т-клетки CD3+CD45RO+ здоровых доноров в 
отношении их секреции IL-17 и IL-21 носило уг-
нетающий характер, при ýтом снижение содер-
жания IL-17 в супертанатнах клеточных культур 
было дозозависимым (r2 = –0,672, p < 0,05). Дан-
ные литературы в отношении ýффектов ГК на 
продукцию IL-17 Т-клетками крайне противоре-
чивы. Согласно одним источникам, клоны Th17 
устойчивы к супрессорному влиянию ГК; более 
того, ГК опосредуют дифференцировку клеток 
Th17 in vitro [24, 37]. Тогда как другими исследо-
вателями были получены прямо противополож-
ные данные [38]. ГК-опосредованное угнетение 
секреции IL-17 Т-лимфоцитами ассоциируют с 
белок-белковыми взаимодействиями, при кото-
рых ГКР изолирует транскрипционные факторы 
(такие как STAT3, NFkB и АР-1) от промотора 
его гена [24]. В источниках научной периодики 
данных, освещающих влияние ГК на продукцию 
Т-клетками памяти IL-21, крайне мало. В целом 
снижение уровня секреции IL-21 Т-клетками свя-
зывают с прямым блокированием ýкспрессии гена 
IL-21 за счет взаимодействия ГК с транскрипци-
онным фактором АР-1/NFAT [34, 39].

Интересно, что Т-клетки CD3+CD45RO+ боль-
ных РА были не чувствительны к супрессорному 
действию Dex  в отношении секреции цитокинов 
IL-17 (2–16 мг) и IL-21 (весь диапазон концен-
траций). Лишь максимальные дозы ГК (32–64 мг) 
достоверно снижали секрецию IL-17 активиро-
ванными Т-клетками CD3+CD45RO+. Данные на-
стоящего исследования не противоречат литера-
турным. M. Noack (2016) описан ингибиторный 
ýффект ГК в отношении продукции IL-17 in vitro 
в смешанной культуре периферических клеток 
крови и синовиоцитов, полученной у больных 
РА [40]. Также выявлено супрессорное действие 
ГК на содержание Th17-клеток на периферии и 
их секрецию IL-17 при активной фазе РА [37]. В 
ýксперименте с использованием нокаутных мы-
шей было показано, что IL-17 является одним из 
основных таргетных медиаторов воспаления (при 
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моделировании РА) для действия ГК [41]. Прове-
денный нами корреляционный анализ позволил 
обнаружить взаимосвязь числа СD4+CD95+HLA-
DR+ с содержанием IL-17 в супертанатнах TCR-
активированных CD3+CD45RO+-культур больных 
РА при действии Dex (r = 0,563; r = 0,470; r = 
0,783; r = 0,873; р < 0,05 при добавлении в среду 
активатора и Dex в дозе 8, 16, 32 и 64 мг соответ-
ственно); с IL-21 (r = 0,352; r = 0,465; p < 0,05 при 
добавлении в среду активатора и Dex в дозе 16 и 
32 мг соответственно) и IFNγ (r = 0,673; r = 0,782; 
r = 0,820; p < 0,05 при добавлении в среду актива-
тора и Dex в дозе 16, 32 и 64 мг соответственно). 
Выявленные ассоциации могут свидетельствовать 
о резистентности  ТCR-активированной попу-
ляции Т-клеток CD4+CD45RO+ CD95+HLA-DR+ 
больных РА к противовоспалительному действию 
синтетического ГК Dex и сохранению высокого 
провоспалительного потенциала.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, ограничивая процессы актива-

ции и пролиферации Т-клеток CD4+CD45RO+ при 
РА, Dex подавляет их чрезмерный рост. Индуциро-
ванное ГК повышение числа CD4+СD95+HLA-DR+ 

и CD4+CD95+ Т-лимфоцитов у больных РА может 
свидетельствовать об относительной резистентно-
сти ýтих клеток, возможно связанной с дефектами 
их апоптоза, к противовоспалительному супрес-
сорному действию Dex. Эффекты Dex на секрецию 
TCR-активированными клетками CD3+CD45RO+, 
полученными у больных РА, провоспалительных 
факторов (IFNγ, IL-2 и TNFα) в целом носят  угне-
тающий характер, подтверждая общий иммуносу-
прессорный механизм действия ГК, реализуемый 
через инактивацию основных транскрипционных 
факторов воспалительного ответа. 

Наряду с ýтим CD3+CD45RO+ Т-клетки боль-
ных РА оказались не чувствительны к супрессор-
ному действию Dex в отношении продукции IL-
17 и IL-21. Выявленные нами ассоциации между 
числом Т-клеток CD4+CD45RO+CD95+HLA-DR+ 
и содержанием провоспалительных медиаторов 
(IL-17, IL-21 и IFNγ,) у больных РА свидетель-
ствуют о сохранении провоспалительного потен-
циала ТCR-активированной популяции Т-клеток 
CD4+CD45RO+CD95+HLA-DR+ у больных РА на 
фоне действия ГК. Мы предполагаем, что ре-
зистентность Т-клеток CD4+CD45RO+ CD95+H-
LA-DR+ у больных РА к супрессорному действию 
Dex приводит к сохранению и усилению функци-
ональных возможностей аутореактивных клеток 
в патогенезе РА. 
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Cellular reactions of CD3+CD4+CD45RO+ T-lymphocytes on dexamethason  
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74, Klinicheskaya Str., Kaliningrad, 236019, Russian Federation

ABSTRACT

The aim of the study was to analyze the influence of glucocorticoid (GC) dexamethasone (Dex) on changes 
in CD4+ T-cells expressing the surface molecule of activation (CD25, CD71, HLA-DR and CD95) and their 
ability to produce proinflammatory mediators in cultures of TCR-stimulated CD3+CD45RO+ T-lymphocytes 
obtained from healthy donors and patients with rheumatoid arthritis in vitro. 

Materials and methods. The study included 50 patients and 20 healthy donors. T-cell cultures (CD3+ 
CD45RO+) were obtained from mononuclear leukocytes of immunomagnetic separation (MACS® tech-
nology). As an activator of T-lymphocytes, antibiotic particles with biotinylated antibodies against CD2+, 
CD3+, CD28+, which simulate the process of costimulation of T cells by antigen-presenting cells, were used. 
The following concentrations of dexamethasone (2, 8, 16, 32, 64 mg) were used in the experiment. The 
change in the immunophenotype of T-lymphocytes was analyzed by flow cytofluoometry. The secretion of 
CD3+CD45RO+ T-cells of proinflammatory cytokines IL-2, IFNγ, TNFα, IL-17 and IL-21 was evaluated by 
enzyme-linked immunosorbent assay.

Results. The general suppressor effect of Dex on CD3+CD45RO+ T-cell cultures mediated by a decrease in the 
number of CD4 + T cells expressing activation molecules (CD25) and proliferation (CD71), as well as inhibition 
of the production of inflammatory mediators: IFNγ, IL-2 and TNFα. It is shown that against the background 
of TCR activation Dex increases the number of CD4+CD95+HLA-DR+ cells in CD3+CD45RO+ cultures obtained 
from RA patients and does not change their content in the control. The correlations between the number of 
proinflammatory factors (IL-17, IL-21 and TNFα) in CD4+CD45RO+CD95+HLA-DR+ T cells in supernatants 
of cell cultures in RA patients indicate the presence of a pro-inflammatory potential of this population of T 
cells. We assume that the resistance of CD4+CD45RO+CD95+HLA-DR+ T cells in RA patients to the suppressor 
effect of GC generally leads to the preservation and enhancement of the functionality of autoreactive cells in 
the pathogenesis of RA.

Key words: rheumatoid arthritis, activation molecules, proinflammatory mediators, dexamethasone.
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