
847

Оригинальные статьи
Original articles

Медицинская иммунология
2020, Т. 22, № 5,  
стр. 847-866
© 2020, СПб РО РААКИ

Medical Immunology (Russia)/ 
Meditsinskaya Immunologiya
2020, Vol. 22,  5, pp. 847-866
© 2020, SPb RAACI

1 page

Адрес для переписки:

Абрамова Татьяна Яковлевна
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт 
клинической и фундаментальной иммунологии»
630099, Россия, г. Новосибирск, ул. Ядринцевская, 14.
Тел.: 8 (383) 227-01-35.
Факс: 8 (383) 222-70-28.
E-mail: tatjana-abramova@mail.ru

Address for correspondence:

Abramova Tatiana Ya.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology
630099, Russian Federation, Novosibirsk,  
Yadrintsevskaya str., 14.
Phone: 7 (383) 227-01-35.
Fax: 7 (383) 222-70-28.
E-mail: tatjana-abramova@mail.ru

Образец цитирования: 

Т.Я. Абрамова, Е.А. Блинова, Л.В. Гришина, 
О.А. Чумасова, А.Э. Сулутьян, А.Э. Сизиков, 
В.А. Козлов «Исследование неавтономных эффектов 
апоптоза в процессе инициации апоптотической 
гибели клеток in vitro у здоровых людей и пациентов 
с ревматоидным артритом» // Медицинская 
иммунология, 2020. Т. 22, № 5. С. 847-866.  
doi: 10.15789/1563-0625-SON-1991

© Абрамова Т.Я. и соавт., 2020

For citation: 

T.Ya. Abramova, E.A. Blinova, L.V. Grishina, 
O.A. Chumasova, A.E. Sulutyan, A.E. Sizikov, V.A. Kozlov 
“Studies of non-autonomous effects of apoptosis in the course 
of in vitro apoptotic cell death initiation in healthy persons 
and patients with rheumatoid arthritis”, Medical Immunology 
(Russia)/Meditsinskaya Immunologiya, 2020, Vol. 22, no. 5,  
pp. 847-866.  
doi: 10.15789/1563-0625-SON-1991

DOI: 10.15789/1563-0625-SON-1991

ИССЛЕДОВАНИЕ НЕАВТОНОМНЫХ ЭФФЕКТОВ АПОПТОЗА 
В ПРОЦЕССЕ ИНИЦИАЦИИ АПОПТОТИЧЕСКОЙ ГИБЕЛИ 
КЛЕТОК IN VITRO У ЗДОРОВЫХ ЛЮДЕЙ И ПАЦИЕНТОВ  
С РЕВМАТОИДНЫМ АРТРИТОМ
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Резюме. Известно, что процессы апоптоза играют важную роль в клеточном гомеостазе, а наруше-
ние клеточной гибели приводит к развитию патологических состояний. С ослаблением апоптоза, как 
формы программированной клеточной гибели, ассоциируют развитие аутоиммунных процессов и, в 
частности, ревматоидного артрита. 

Целью настоящего исследования являлось определение экспрессии маркеров активации и про-
лиферации на Т-лимфоцитах в процессе инициации апоптотической гибели клеток в условиях «кле-
точного соседства» у здоровых людей и пациентов с ревматоидным артритом.

Объектом исследования являлись образцы крови пациенток с ревматоидным артритом (РА) и здо-
ровых женщин сопоставимого возраста. Проводились эксперименты, направленные на выявление 
характера влияния индуцированных в апоптоз не стимулированных, а также аCD3 и дексаметазон 
(Dexa)-стимулированных клеток на аутологичные Т-лимфоциты, пролиферирующие в физиологиче-
ских условиях in vitro.

Создание модели «клеточного соседства» – совместное культивирование CFSE- Т-лимфоцитов, 
подвергнутых наиболее физиологичному варианту активационного апоптоза (инкубации в условиях 
скученности и обеднения культуральной среды) и CFSE+ аутологичных клеток, пролиферирующих в 
полной культуральной среде, выявило некоторые закономерности. Была установлена возможность 
вторичной индукции раннего и позднего апоптоза клеток с помощью и гуморальных, и клеточных 
компонентов аутологичной культуры, подвергнутой активационному апоптозу. Определены особен-
ности апоптоза в нестимулированных и стимулированных культурах относительно контролей. Вы-
явлено отсутствие различий по параметрам апоптоза во всех исследуемых вариантах культур между 
пациентами с РА и здоровыми людьми. Установлено повышение содержания живых клеток в CFSE- 
культуре больных РА относительно доноров. 
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Определены более высокие параметры активации CD25+ и CD69+ лимфоцитов и более низкие 
маркеров пролиферации Ki-67+ в группе доноров относительно пациентов. В отличие от здоровых 
людей, у пациентов с РА установлено значимое повышение экспрессии Ki-67 на Т-лимфоцитах в 
динамике совместного культивирования CFSE- и CFSE+ культур. Увеличение числа живых клеток в 
апоптотических культурах больных РА относительно здоровых людей на фоне отсутствия значимых 
различий по параметрам апоптоза и динамики активационных маркеров, а также характер изменений 
содержания клеток несущих Ki-67 свидетельствует о вкладе неавтономных эффектов апоптоза в кле-
точный гомеостаз у пациентов с РА.

Ключевые слова: ревматоидный артрит, апоптоз, «клеточное соседство», маркеры активации, маркеры пролиферации, 
неавтономные эффекты апоптоза

STUDIES OF NON-AUTONOMOUS EFFECTS OF APOPTOSIS 
IN THE COURSE OF IN VITRO APOPTOTIC CELL DEATH 
INITIATION IN HEALTHY PERSONS AND PATIENTS WITH 
RHEUMATOID ARTHRITIS
Abramova T.Ya.a, b, Blinova E.A.a, Grishina L.V.a, Chumasova O.A.a, 
Sulutyan A.E.a, Sizikov A.E.a, Kozlov V.A.a, b

a Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation  
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Abstract. The process of apoptosis is known that play an important role in cellular homeostasis, and the 
altered cell death may lead to development of pathological disorders. Evolving autoimmune conditions, in 
particular, rheumatoid arthritis, are associated with decreased rates of apoptosis as a form of programmed cell 
death. The aim of this study was to evaluate expression of activation and proliferation markers on T lymphocytes 
during initiation of apoptotic cell death under the conditions of “cell neighborhood” in healthy individuals 
and patients with rheumatoid arthritis. Patients and methods. The study was performed with blood samples 
of the patients with rheumatoid arthritis (RA) and healthy women of comparable age. During the study, we 
conducted experiments aimed to identify the in vitro influence of non-stimulated apoptosis-induced cells, as 
well as aCD3- and dexamethasone (Dexa)-stimulated apoptosis-induced cells upon autologous T lymphocytes 
cultured under physiological conditions. Development of a “cell neighborhood” model, i.e., co-cultures of 
CFSE- T cells subjected to incubation under crowding condition and depletion of the culture medium which 
is the most physiological variant of apoptosis activation, and CFSE+ autologous cells placed in the complete 
culture medium, has revealed some relationships. We have revealed an opportunity of secondary induction of 
early and late apoptosis by means of humoral and cellular components of autologous cell culture subjected 
to activation apoptosis. We determined the features of apoptosis in unstimulated, as well as aCD3- and 
dexamethasone-stimulated cultures, compared with controls. There were no differences in these parameters of 
apoptosis between RA patients and healthy people for all variants of cultures. An increased proportion of viale 
cells was found in the CFSE- culture of patients with RA when compared to donors.

The donor group had more lymphocytes with activation parameters CD25+, CD69+ and low level of 
proliferation marker Ki-67 than patients. In contrast to healthy, the RA patients demonstrated a significantly 
increased expression of Ki 67 in T lymphocytes when co-culturing CFSE- and CFSE+ cells. An increased 
number of living cells in apoptotic cultures of patients with RA relative to healthy people, in absence of 
significant differences in the parameters of apoptosis and activation markers in dynamics, as well as pattern 
of changes in the Ki-67+ cell contents suggested a contribution of the non-autonomous effects of apoptosis to 
cellular homeostasis in RA patients.

Keywords: rheumatoid arthritis, apoptosis, cell neighborhood, activation markers, proliferation markers, non-autonomous effects of 
apoptosis
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Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ и Правительства Новосибир-
ской области в рамках научного проекта № 18-
44-540012.

Введение
Ревматоидный артрит (РА) – хроническое 

аутоиммунное заболевание, приводящее к пора-
жению суставов и системным поражениям вну-
тренних органов [17]. Известно, что РА характе-
ризуется выраженным воспалительным статусом 
в отношении пролиферации, миграции, апоп-
тоза, экспрессии генов и секреции провоспали-
тельных цитокинов [23]. 

Исходя из важной роли апоптоза в реализа-
ции многообразных физиологических процес-
сов, в настоящее время считается доказанным, 
что ослабление апоптоза в различной степени 
отражается на формировании аутотолерантно-
сти и развитии аутоиммунных процессов и забо-
леваний [16]. Нарушение механизмов индукции 
апоптоза, приводящие к его ингибированию, 
являются одним из важных звеньев в патогенезе 
РА. При ревматоидном артрите суставное вос-
паление связывают с тем, что зрелые иммунные 
T-лимфоциты в синовиальных полостях своев-
ременно не подвергаются программированной 
клеточной гибели, а продолжают продуцировать 
провоспалительные цитокины. Помимо это-
го, в синовиальных T-лимфоцитах патологиче-
ски усилена экспрессия антиапоптозных белков 
Bcl- 2 и Bcl-xL [7]. 

Апоптоз – физиологическое явление, поэтому 
существуют специфические факторы, влияющие 
на уровень программированной гибели клеток: 
физиологические активаторы и ингибиторы. 
К активаторам апоптоза следует отнести: недо-
статок факторов роста, потерю связи с матрик-
сом, глюкокортикоиды, свободные радикалы, а 
также некоторые вирусы и ионизирующую ради-
ацию [9]. 

Известно большое количество ингибиторов 
апоптоза как экзогенного, так и эндогенного 
происхождения. К ним, в частности, относят-
ся липополисахариды грамотрицательных бак-
терий, вирусные белки, эстрогены, андрогены, 
нейтральные аминокислоты, ингибиторы проте-
аз, стимуляторы миелопоэза (G-CSF, GM-CSF), 
интерлейкины (IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8, 
IL-9, IL-10), интерфероны, лейкотриены. Значи-
мым в этом многообразии факторов является не-
однозначность их влияния. В частности, один и 
тот же цитокин, гормон и регуляторное вещество 
может быть и ингибитором, и индуктором апоп-
тоза. Это определяется типом клеток-мишеней, 
степенью их дифференцированности, а также 

особенностями функционирования внутрикле-
точных механизмов. Так, например, IL-4 и IL-10 
ингибируют апоптоз Т- и В-лимфоцитов и инду-
цируют апоптоз циркулирующих моноцитов [23].

Как известно, клеточный гомеостаз в орга-
низме поддерживается процессами пролифера-
ции и гибели клеток. При этом апоптоз, который 
долгое время считался автономным процессом, 
не является индифферентным для окружающих 
клеток. Апоптотические клетки могут генериро-
вать разнообразные сигналы, которые оказыва-
ют глубокое влияние на соседние клетки и тка-
ни [36]. В частности, определены неавтономные 
эффекты апоптоза в отношении соседних кле-
ток, включающие влияние на пролиферацию, 
миграцию, морфологию, а также гибель клеток 
в окружающих тканях [16, 19, 24]. Кроме того, 
механическое воздействие – изменение напря-
жения и ремоделирования в близлежащих тканях 
также относят к неавтономным эффектам апоп-
тоза [38]. 

К сигналам, которые генерируют апоптотиче-
ские клетки, относятся многие факторы. Так, при 
распаде клеточных структур на отдельные фраг-
менты, в конечном итоге, процессов апоптоза и 
почкования плазматической мембраны образу-
ются апоптотические тельца. Апоптотические 
тельца, наряду с экзосомами и эктосомами, отно-
сят к числу микровезикул, выполняющих значи-
мую роль в транспортировке различных белков, 
мРНК и микроРНК в клетке [19]. Показано, что 
микровезикулы играют важную роль в патофизи-
ологии РА: в экспериментальной модели РА было 
установлено, что они способны индуцировать в 
Т-клетках резистентность к апоптозу. Известно 
также, что, наряду с увеличением концентрации 
фосфатидилсерина во внешнем монослое цито-
плазматической мембраны, образование микро-
везикул повышается на ранней стадии апоптоза, 
в то время как апоптозные тельца, в отличие от 
микровезикул, являющихся более крупными ча-
стицами (более 1,5 мкм), образуются вследствие 
фрагментации клетки на финальной стадии 
апоптоза. Кроме того, в микровезикулах обнару-
жена высокая концентрация ключевого фермен-
та апоптоза – каспазы-3. Предполагается, что 
клетка избегает гибели, с помощью микровези-
кул избавляясь от фермента, поскольку ингиби-
рование фермента приводит к блокаде их высво-
бождения [4].

Нарушение регуляции микроРНК в моно-
нуклеарных клетках периферической крови или 
Т-лимфоцитах синовиальной ткани и синови-
альных фибробластов (FLS), способствует вос-
палению, деградации внеклеточного матрикса и 
инвазивному действию резидентных клеток [18]. 
Наиболее известные микроРНК, опосредо-
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ванные с развитием РА – микроРНК-155 и 
микроРНК-146а. МикроРНК-155 усиливает 
свою активность в FLS больных РА, а ингибиро-
вание их в FLS приводит к снижению выработки 
TNF-α, в то время как избыточная экспрессия 
микроРНК-155 приводит к хроническому воспа-
лительному состоянию с увеличением продукции 
провоспалительных цитокинов [39].

Гомеостатическое равновесие в организме 
поддерживается процессами пролиферации и ги-
бели клеток. Выделяют 12 видов программируе-
мой клеточной гибели. К основным и наиболее 
распространенным типам, помимо апоптоза, от-
носят аутофагию и некроз. Среди дополнитель-
ных форм клеточной гибели известны: аноикис, 
параптоз, пироптоз, пиронекроз, энтоз, некроп-
тоз и др. [21].

Некроз, как форма гибели клеток, считается 
пассивным процессом, сопровождающийся раз-
рушением мембраны клетки и высвобождением 
клеточного содержимого во внеклеточное про-
странство. Окружающие клетки в большинстве 
подвержены воздействию некротического мате-
риала, что ведет к возникновению воспалитель-
ной реакции и гибели соседних клеток. 

Другой формой клеточной смерти является 
аутофагия, в процессе которой клетка перевари-
вает свое содержимое: клеточные органеллы и 
макромолекулы. Аутофагия представляет собой 
механизм выживания и сопровождает жизнеде-
ятельность любой нормальной клетки. Наибо-
лее интересный, шапероновый тип аутофагии, 
который описан только для млекопитающих и 
индуцируется стрессом, происходит при участии 
цитоплазматических белков-шаперонов семей-
ства hsp-70, вспомогательных белков и LAMP-2. 
При определенных обстоятельствах, таких как 
повреждение органелл или нехватка питательных 
веществ, процесс аутофагии приводит к гибели 
клетки и поглощению макрофагами оставшегося 
клеточного дебриса [5, 20, 31, 35, 40]. 

В связи с необходимостью своевременной 
элиминации разрушенных клеток важную роль в 
процессах апоптоза выполняет фагоцитарная си-
стема [34]. В основном, апоптотические клетки и 
апоптотические тельца поглощаются и перевари-
ваются макрофагами, дендритными или эндоте-
лиальными клетками. Предполагается, что часть 
апоптотических телец попадает в кровоток, где 
они способны циркулировать длительное время 
и влиять на жизнеспособность и дифференци-
ровку соседних клеток.

Апоптоз, или запрограммированный клиренс 
клеток, – это строго регламентированный физи-
ологический процесс уничтожения умирающих 
клеток, который происходит быстро и эффек-
тивно у здоровых организмов. Исходя из основ-

ных типов гибели клеток, в процессе каждого 
из них возможно образование молекул, способ-
ных влиять неавтономно на окружающие клет-
ки. В частности, при апоптозе с помощью фраг-
ментированной ДНК, экстернализированного 
фосфатидилсерина, активированных каспаз на 
фоне отсутствия воспалительной реакции. При 
аутофагии – с помощью крупных вакуолей и спо-
собностью клеток восстанавливаться на очень 
поздних стадиях процесса. Некроз же связан с 
неконтролируемым высвобождением внутрикле-
точного содержимого клетки, сопровождающим-
ся отеком и разрывом мембраны, обычно вызы-
вающим воспалительный ответ [43]. 

Таким образом, процессы разрушения кле-
ток связаны с появлением многих вариантов со-
хранения их жизнеспособности и возможности 
проявления неавтономных эффектов, обуслов-
ленных экспрессией внутриклеточных активных 
молекул, изменением межклеточного взаимо-
действия, а также эффективностью работы эли-
минационной системы. Предваряя исследование 
механизмов неавтономных эффектов апоптоза, 
в данной работе мы определяли возможность и 
особенности процессов активации и пролифера-
ции Т-лимфоцитов в условиях индукции апопто-
за in vitro у здоровых людей и пациентов с РА. 

Целью настоящего исследования являлось 
определение экспрессии маркеров активации и 
пролиферации на Т-лимфоцитах в процессе ини-
циации апоптотической гибели клеток в услови-
ях «клеточного соседства» у здоровых людей и 
пациентов с ревматоидным артритом.

Материалы и методы 
Объектом исследования являлась перифе-

рическая кровь 6 условно здоровых женщин, не 
имеющих аутоиммунных, острых и обострения 
хронических заболеваний, средний возраст груп-
пы составил 51,0±6,5, а также периферическая 
кровь 6 женщин больных РА (средний возраст 
57,8±3,3 лет), находившихся на лечении в кли-
нике ФГБНУ НИИФКИ г. Новосибирска. Вери-
фикация диагноза и набор пациентов в группы 
исследования осуществлялся в отделении рев-
матологии Клиники «НИИФКИ». Постановка 
диагноза ревматоидного артрита была выполне-
на согласно приказу № 21 «Об утверждении стан-
дарта медицинской помощи больным ревматоид-
ным артритом» от 13 января 2006 г. Соответствие 
принципам этики: протокол исследования был 
одобрен локальным этическим комитетом при 
НИИФКИ (выписка из протокола № 107 от 15 
июня 2018 года). В соответствии с этическими 
стандартами участники исследования подписы-
вали информированное согласие.
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Выделенная на градиенте плотности (фи-
колл-верографин, 1,078) (BioClot GmbH, Гер-
мания) лимфоцитарная фракция клеток была 
распределена на 2 варианта культуры (Прило-
жение 1). Первый вариант («нормально про-
лиферирующая CFSE+ культура» (НП)) – 7 лу-
нок по 5,0 × 105 кл/0,5 мл полной культуральной 
среды (ПКС), окрашенных флуоресцентным 
красителем CFSE (4 мкМ, Molecular probes, 
США), (CFSE+). В составе ПКС – среда RPMI-
1640 (ООО «Биолот», Санкт-Петербург), тие-
нам, (ЗАО ОРТАТ, Россия), L-глутамин (Gerbu, 
Biotechnik, GmbH, Германия), буферный раствор 
Hepes (GERBU, Biotecknik, GmbH), фетальная 
телячья сыворотка (FCS), (Hy Clone, США). Вто-
рой вариант – «апоптотическая CFSE- культура» 
(АК) – 3 лунки (нестимулированные клетки, 
aCD3- (1 мкг/ мл, МедБиоСпектрум, Москва), и 
декса метазон-стимулированные (1 × 10-4М) клет-
ки) по 2 × 106 кл/150,0 мкл обедненной (1% FSC) 
ОС среды (CFSE-). На 4-е сутки инкубации в тер-
мостате (37 °C, 5% CO2) апоптотическая культура 
(клетки и супернатант раздельно) была перенесе-
на к лимфоцитам, пролиферирующим в услови-
ях ПКС. Далее проводилось сокультивирование 
проб, получивших условные названия (Прило-
жение 2): 1 – «Контроль» – контрольное куль-
тивирование лимфоцитов в ПКС; 2 – «Контроль 
апоптоза» – к НП лимфоцитам была добавле-
на клеточная часть нестимулированных клеток 
АК; 3 – «Контроль апоптоза супернатант» – со-
культивирование НП в ПКС и перенесенного к 
ней супернатанта от нестимулированной АК; 
4 – «аCD3» – НП культура и клетки АК, стиму-
лированные аCD3; 5 – «аCD3 супернатант» – 
НП лимфоциты и супернатант от АК, стимули-
рованной аCD3; 6 – Dexa – сокультивирование 
НП лимфоцитов в ПКС и АК, обработанной 
дексаметазоном (1 × 10-4М); 7 – Dexa суперна-
тант – НП лимфоциты и супернатант от АК, об-
работанной дексаметазоном. На 7-е сутки на ци-
тофлуориметре BD FACS Canto II в популяции 
Т-лимфоцитов (CD3+/CD4+; CD3+/CD4-) с помо-
щью набора с Аннексином V (AnV), меченным PE 
и интеркаллирующим красителем 7AAD (Becton 
Dickenson, США) определялся уровень раннего 
(AnV+/7AAD-, %) и позднего (AnV+/7AAD+, %) 
апоптоза в нативных, а также в контрольных, 
аCD3- и дексаметазон-стимулированных вари-
антах. Для выявления популяции живых клеток 
на предварительном этапе по параметрам прямо-
го (FSC) и бокового (SSC) светорассеяния отде-
ляли клеточный дебрис и клетки, находящиеся 
на стадии позднего некроза. В областях гисто-
грамм, представленных живыми и находящими-
ся в инициальных фазах апоптоза лимфоцита-
ми, в каждой пробе устанавливалась категория  

(AnV-/7AAD-) живых клеток [10]. Определение 
содержания клеток, несущих маркеры активации 
проводилось на проточном цитофлуориметре 
FACS Canto II (Becton Dickenson, США) с предва-
рительным мечением Т- лимфоцитов антителами 
с различными спектрами эмиссии: CD3PE/Cy7; 
CD4/APC/Cy7; CD25/PE/ Cy5; CD 69/PE (все 
антитела были производства BioLegend, США). 
Для определения позитивных по маркерам ак-
тивации клеток использовали соответствующие 
FMO (Fluorescence minus one)-контроли.

Окрашивание клеток по маркеру пролифе-
рации Ki-67 проводили по протоколу оценки 
внутриклеточных молекул методом проточ-
ной цитометрии. После мечения антителами 
к поверхностным маркерам клетки фиксиро-
вали и пермиабилизировали, используя набор 
Fixation/Permeabilization Solution Kit (BD Cytofix/
CytopermTM, США), затем окрашивали ан-
тителами к Ki-67, конъюгированных с APC 
(BioLegend, США). В качестве контроля исполь-
зовали Т-клетки, культивированные без стиму-
ляции. Запись проб и анализ образцов проводили 
на проточном цитофлуориметре FACS Canto II 
(Becton Dickenson, США) с использованием про-
граммного обеспечения FACS Diva 6.1 (Becton 
Dickenson, США).

Статистическая обработка данных прово-
дилась с применением методов непараметри-
ческой статистики в программе Statistica 6.0 
(StatSoft, США). В анализе были использованы 
U-критерий Манна–Уитни, парный критерий 
Вилкоксона и ранговая корреляция по мето-
ду Спирмена. Результаты представлены в виде 
медианы и интерквартильного размаха – Мe 
(Q0,25-Q0,75), возраст представлен в виде M±m. 
Различия между группами считались статистиче-
ски значимыми при достигнутом уровне p ≤ 0,05.

Результаты 
Для выявления функционального состоя-

ния Т-лимфоцитов, находящихся в процессе 
совместного культивирования в условиях «кле-
точного соседства» «апоптотирующих» и «нор-
мально пролиферирующих» клеток, нами были 
проведены исследования параметров экспрессии 
наиболее ранних и более поздних маркеров ак-
тивации (CD69+, CD25+ соответственно) и про-
лиферации (Ki-67) у пациентов с РА и здоровых 
людей. На данном этапе исследования проводи-
лись в CFSE+ культуре в процессе совместного 
культивирования клеток через 24, 48 и 72 часа 
после переноса CFSE- апоптотирующих клеток и 
супернатантов этих апоптотических культур к ау-
тологичным CFSE+ лимфоцитам, находящимся в 
физиологических условиях культивирования. 
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В процессе анализа было установлено изме-
нение содержания CD4+ и CD8+Т-лимфоцитов, 
экспрессирующих активационные маркеры во 
всех исследуемых пробах, кроме пробы Dexa у 
пациентов с РА. Полученные результаты свиде-
тельствовали о преимущественном снижении 
числа клеток, экспрессирующих CD69+ (наибо-
лее ранний маркер активации) и CD25+/CD69+ 

через 48 часов сокультивирования. А также о 
преимущественном повышении популяций лим-
фоцитов, экспрессирующих CD25+ и, в меньшей 
степени, CD25+/CD69+ и уменьшении CD25-/
CD69- через 48 и 72 часа сокультивирования в не-
стимулированных (табл. 1) и стимулированных 
aCD3 и дексаметазоном (табл. 2) CFSE+ культу-
рах у больных с РА. 

ТАБЛИЦА 1. ДИНАМИКА ЭКСПРЕССИИ МАРКЕРОВ АКТИВАЦИИ В НЕСТИМУЛИРОВАННОЙ, CFSE+ КУЛЬТУРЕ 
В ПРОЦЕССЕ ИНДУКЦИИ АПОПТОЗА Т-ЛИМФОЦИТОВ КЛЕТОЧНЫМИ И ГУМОРАЛЬНЫМИ КОМПОНЕНТАМИ 
АУТОЛОГИЧНОЙ АПОПТОТИЧЕСКОЙ (CFSE-) КУЛЬТУРЫ У ПАЦИЕНТОВ С РЕВМАТОИДНЫМ АРТРИТОМ

TABLE 1. DYNAMICS OF ACTIVATION MARKERS EXPRESSION ON UNSTIMULATED, CFSE+ CULTURE DURING 
THE INDUCTION OF T LYMPHOCYTE APOPTOSIS BY THE CELLULAR AND HUMORAL COMPONENTS OF AN AUTOLOGOUS 
APOPTOTIC (CFSE-) CULTURE IN PATIENTS WITH RHEUMATOID ARTHRITIS

CFSE+ 24 часа (1)
24 hours (1)

48 часов (2)
48 hours (2)

72 часа (3)
72 hours (3) p

CD8+/CD69+/CD25+ (К)
CD8+/CD69+/CD25+ (С)

0,4
(0,1-1,4)

1,05
(0,2-2,2)

1,1
(0,1-1,5) 0,059 (2-3)

CD8+/CD69+/CD25- (КА)
CD8+/CD69+/CD25- (СA)

2,4
(1,5-7,7)

1,55
(0,5-3,5)

2,5
(1,0-4,3) 0,043 (1-2)

CD8+/CD69-/CD25- (КА)
CD8+/CD69-/CD25- (СA)

96,05
(90,4-98,3)

96,85
(92,2-99,0)

95,8
(95,5-98,7) 0,028 (1-2)

CD8+/CD69+/CD25- 
(КА супер.)
CD8+/CD69+/CD25- 
(СA super.)

2,5
(1,3-3,5)

1,45 
(0,7-1,8)

2,2
(0,2-1,2) 0,043 (1-2)

CD8+/CD69-/CD25+ 
(КА супер.)
CD8+/CD69-/CD25+ 
(СA super.)

0,85 
(0,3-2,1)

0,4 
(0,2-2,5)

0,5
(0,2-1,2) 0,06 (1-2)

CD4+/Ki 67+ 
(КА супер.)
CD4+/Ki 67+ 
(СA super.)

0,6
(0,5-0,7)

1,2
(0,7-2,1)

0,9
(0,3-0,9) 0,043 (1-2)

0,07 (2-3)

Примечание. n = 6;  Me (Q0.25-Q0.75); единицы измерения – %, за 100% принято число CD4+ или CD8+Т-лимфоцитов 
(не менее 10 000 событий).

Note. n = 6; measure units – %, the number of CD4+ or CD8+T lymphocytes was taken as 100% (no less than 10 000 events);  
(С), control; (СA), control of apoptosis with cell transfer; (СA super.), control of apoptosis with supernatant transfer.

В частности, в пробах контроль апоптоза «КА» и 
контроль апоптоза супернатант «КА супер.» коли-
чество CD8+/CD69+/CD25- клеток достоверно сни-
жается через двое суток инкубации. В то время как 
число клеток, несущих двойную экспрессию акти-
вационных маркеров CD8+/CD69+/CD25+ в пробе 
«К», имеет тенденцию к повышению через 72 часа, 

содержание неактивированных CD8+/CD25-/CD69- 
клеток в пробе «КА» через двое суток соответствен-
но и достоверно возрастает. Следует отметить, что в 
пробе контроль апоптоза супернатант «КА супер.» 
в популяции CD4+ лимфоцитов значимо увеличи-
лось содержание клеток, экспрессирующих маркер 
пролиферации Ki-67 через 48 часов инкубации. 
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ТАБЛИЦА 2. ДИНАМИКА ЭКСПРЕССИИ МАРКЕРОВ АКТИВАЦИИ В аCD3- И Dexa-СТИМУЛИРОВАННЫХ, 
CFSE+ КУЛЬТУРАХ В ПРОЦЕССЕ ИНДУКЦИИ АПОПТОЗА Т-ЛИМФОЦИТОВ КЛЕТОЧНЫМИ И ГУМОРАЛЬНЫМИ 
КОМПОНЕНТАМИ АУТОЛОГИЧНОЙ АПОПТОТИЧЕСКОЙ (CFSE-) КУЛЬТУРЫ У ПАЦИЕНТОВ С РЕВМАТОИДНЫМ 
АРТРИТОМ

TABLE 2. DYNAMICS OF ACTIVATION MARKERS EXPRESSION IN aCD3- AND Dexa-STIMULATED, CFSE+ CULTURES DURING 
THE INDUCTION OF T LYMPHOCYTE APOPTOSIS BY THE CELLULAR AND HUMORAL COMPONENTS OF AN AUTOLOGOUS 
APOPTOTIC (CFSE-) CULTURE IN PATIENTS WITH RHEUMATOID ARTHRITIS

CFSE+ 24 часа (1)
24 hours (1)

48 часов (2)
48 hours (2)

72 часа (3)
72 hours (3) p

CD4+/Ki 67+ (аCD3) 1,6
(1,2-2,1)

5,9
(1,8-6,7)

3,1 
(0,7-6,2) 0,046 (1-2)

CD8+/CD69-/CD25+ (аCD3) 7,65
(3,2-10,4)

8,2
(4,3-30,5)

23,8
(7,2-52,6)

0,043 (1-3)

0,043 (2-3)

CD8+/CD69+/CD25+ (аCD3) 17,75
(9,5-55,9)

19,1
(5,2-26,5)

6,0
(3,2-17,2) 0,043 (1-3)

CD8+/CD69+/CD25- (аCD3) 16,2
(10,0-26,7)

10,55
(6,7-19,9)

8,4
(4,2-10,8) 0,028 (1-2)

CD8+Ki 67+ (аCD3) 1,3
(1,2-1,4)

2,75
(0,6-5,8)

2,5
(1,8-3,4) 0,079 (1-3)

CD4+/CD69-/CD25+ (aCD3 супер.)
CD4+/CD69-/CD25+ (aCD3 super.)

6,75
(4,9-8,0)

11,75
(6,1-32,5)

25,4
(11,7-56,7)

0,043 (1-3)

0,043 (2-3)

CD4+/CD69+/CD25+ (aCD3 супер.)
CD4+/CD69+/CD25+ (aCD3 super.)

21,1
(6,7-60,0)

12,15
(7,0-34,0)

9,4
(5,9-14,0) 0,043 (2-3)

CD8+/CD69-/CD25+ (aCD3 супер.)
CD8+/CD69-/CD25+ (aCD3 super.)

5,05
(1,5-8,6)

8,3
(3,6-40,2)

24,2
(7,0-52,0) 0,043 (1-3)

CD8+/CD69+/CD25+ (aCD3 супер.)
CD8+/CD69+/CD25+ (aCD3 super.)

15,65
(5,4-50,2)

12,3
(3,9-15,9)

10,3
(3,6-15,7) 0,043 (1-3)

CD8+/CD69+/CD25- (aCD3 супер.)
CD8+/CD69+/CD25- (aCD3 super.)

13,35
(8,2-23,5)

8,4
(4,6-13,2)

7,6
(5,9-10,6)

0,028 (1-2)

0,07 (1-3)

CD8+/CD69+/CD25- (Dexa супер.)
CD8+/CD69+/CD25- (Dexa super.)

1,2
(1,1-2,7)

0,9
(0,2-1,3)

1,6
(1,0-1,7) 0,028 (1-2)

CD8+/Ki 67 (Dexa супер.)
CD8+/Ki 67(Dexa super.)

0,25
(0,2-0,3)

0,4
(0,2-0,5)

0,4
(0,3-0,7)

0,079 (1-2)

0,067 (1-3)

Примечание. n = 6; Me (Q0,25-Q0,75); единицы измерения – %, за 100% принято число CD4+ или CD8+Т-лимфоцитов (не 
менее 10 000 событий).

Note. n = 6; measure units – %, the number of CD4+ or CD8+T lymphocytes was taken as 100% (no less than 10 000 events);  
(aCD3 super.), cells with aCD3 supernatant transfer; (Dexa super.), cells with dexamethasone supernatant transfer.

Самое значительное изменение активацион-
ных маркеров было выявлено в пробах больных 
РА, стимулированных aCD3, при этом сохраня-
лись закономерности, установленные при иссле-
довании нестимулированных проб. Так, в CD4+ 
лимфоцитах, несущих двойную экспрессию ак-
тивационных маркеров (25+/69+), было опреде-
лено снижение между 48 и 72 часами инкубации, 
при этом параметры на 24 часа также достоверно 
отличались от показателей на 72 часа, как в по-
пуляции CD4+, так и CD8+ клеток. В CD4+ лим-

фоцитах в «aCD3» пробе к 48 часам инкубации 
значимо увеличилось число клеток, экспресси-
рующих маркер пролиферации Ki-67, тогда как в 
популяции CD8+ количество Ki-67+ клеток повы-
шалось к 72 часам только на уровне тенденции. 

В популяции CD8+ клеток, стимулированных 
«aCD3» и в CD4+ лимфоцитах, стимулирован-
ных супернатантом от этой пробы, достоверно 
увеличилось количество CD25+ клеток к 48 и 72 
часам. При этом в пробах «aCD3 супер.» в попу-
ляции CD8+Т-лимфоцитов значимо уменьшается 
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число CD25+/CD69+ и CD69+ клеток. Кроме того, 
сходные со стимулированной aCD3 клеточной 
фракцией закономерности экспрессии активаци-
онных маркеров на CD4+ и CD8+Т-лимфоцитах 
были выявлены также в пробах, стимулированных 
супернатантом от данной культуры, но тем не ме-
нее значимых изменений маркера пролиферации 
Ki-67 в этих пробах установлено не было. Не было 
определено также достоверных изменений акти-
вационных маркеров и маркеров пролиферации 
в динамике совместного культивирования CFSE+ 
и CFSE- культур при переносе клеток, активиро-
ванных дексаметазоном. В то же время перенос 

супернатантов данной культуры к аутологичным 
клеткам, находящимся в полной культуральной 
среде привел к снижению содержания CD8+/
CD69+ клеток к 48 часам инкубации по сравне-
нию с 24 часами, а также к достоверному увеличе-
нию CD8+/Ki-67+ через 48 и значимой тенденции 
к повышению через 72 часа инкубации. 

Аналогичный анализ, проведенный в группе 
здоровых людей, выявил динамику в содержании 
клеток, экспрессирующих маркеры активации 
в процессе 24-, 48- и 72-часового совместного 
культивирования CFSE+ и CFSE- культур только 
в стимулированных пробах (табл. 3). 

ТАБЛИЦА 3. ДИНАМИКА ЭКСПРЕССИИ МАРКЕРОВ АКТИВАЦИИ В аCD3- И Dexa-СТИМУЛИРОВАННЫХ, CFSE+ 

КУЛЬТУРАХ В ПРОЦЕССЕ ИНДУКЦИИ АПОПТОЗА Т-ЛИМФОЦИТОВ КЛЕТОЧНЫМИ И ГУМОРАЛЬНЫМИ 
КОМПОНЕНТАМИ АУТОЛОГИЧНОЙ АПОПТОТИЧЕСКОЙ (CFSE-) КУЛЬТУРЫ У ЗДОРОВЫХ ЛЮДЕЙ

TABLE 3. DYNAMICS OF ACTIVATION MARKERS EXPRESSION IN aCD3- AND Dexa-STIMULATED, CFSE+ CULTURES DURING 
THE INDUCTION OF T LYMPHOCYTE APOPTOSIS BY THE CELLULAR AND HUMORAL COMPONENTS OF AN AUTOLOGOUS 
APOPTOTIC (CFSE-) CULTURE IN HEALTHY PEOPLE

CFSE+ 24 часа (1)
24 hours (1)

48 часов (2)
48 hours (2)

72 часа (3)
72 hours (3) p

CD4+/CD25+/CD69+ (аCD3) 32,5 
(11,9-34,5)

22,2 
(18,6-27,3)

14,5 
(4,2-19,8)

0,043 (1-3)

0,043 (2-3)

CD4+/CD69+/CD25- (аCD3) 19,3 
(17,3-22,8)

20,1
(9,8-20,2)

5,6
(3,8-14,6)

0,043 (1-3)

0,043 (2-3)

CD8+/CD69-/CD25+ (аCD3) 2,1
(2,0-3,3)

5,9
(5,6-6,1)

11,6
(3,8-30,6) 0,043 (1-2)

CD8+/CD69+/CD25+ (aCD3) 17,5
(16,0-28,6)

17,9
(4,9-19,8)

8,3
(1,3-11,4) 0,043 (1-3)

CD8+/CD69+/CD25- (аCD3) 23,6
(21,2-31,4)

20,4
(15,7-23,5)

8,6
(7,3-11,6)

0,043 (1-3)

0,043 (2-3)

CD4+/CD69-/CD25+ (aCD3 супер.)
CD4+/CD69-/CD25+ (aCD3 super.)

6,0
(3,7-6,9)

6,0
(5,6-29,5)

17,1
(11,0-47,7) 0,043 (2-3)

CD4+/CD69+/CD25- (aCD3 супер.)
CD4+/CD69+/CD25- (aCD3 super.)

17,1
(10,7-18,7)

9,2
(9,0-18,5)

5,6
(4,8-14,7) 0,043 (2-3)

CD8+/CD69-/CD25+ (aCD3 супер.)
CD8+/CD69-/CD25+ (aCD3 super.)

0,6
(0,6-7,4)

2,5
(1,4-6,1)

13,7
(6,4-9,4) 0,043 (1-3)

CD8+/CD69+/CD25- (aCD3 супер.)
CD8+/CD69+/CD25- (aCD3 super.)

18,9
(17,3-24,9)

16,6
(13,7-17,5)

9,1
(7,8-15,7) 0,043 (1-3)

CD8+/CD69-/CD25+ (Dexa супер.)
CD8+/CD69-/CD25+ (Dexa super.)

0,4
(0,2-0,7)

0,2
(0,2-0,5)

1,0
(0,8-2,3) 0,043 (2-3)

CD8+/CD69-/CD25- (Dexa супер.)
CD8+/CD69-/CD25- (Dexa super.)

97,5
(97,4-97,6)

97,7
(97,5-98,5)

96,5
(96,2-97,9)

0,043 (1-2)

0,043 (2-3)

Примечание. n = 6; Me (Q0,25-Q0,75); единицы измерения – %, за 100% принято число CD4+ или CD8+Т-лимфоцитов 
(не менее 10 000 событий).

Note. n = 6; measure units – %, the number of CD4+ or CD8+T lymphocytes was taken as 100% (no less than 10 000 events);  
(aCD3 super.), cells with aCD3 supernatant transfer; (Dexa super.), cells with dexamethasone supernatant transfer. 
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Так, у здоровых людей после переноса апопто-
тической CFSE- культуры, активированной aCD3 
к аутологичным CFSE+ клеткам, пролиферирую-
щим в полной культуральной среде, произошло 
повышение содержания CD25+ Т-лимфоцитов, 
как в популяции CD4+, так и СВ8+ клеток. При 
этом указанное повышение произошло не только 
при культивировании с апоптотическими клетка-
ми (пробы «aCD3»), но и при добавлении супер-
натантов от этих клеток (пробы «aCD3 супер.»). 
Аналогичные изменения характерны и для экс-
прессии наиболее раннего маркера активации – 
CD69+, но, в отличие от CD25+, при этом про-
изошло снижение его содержания к 48 и 72 часам 
инкубации. Также произошло снижение количе-
ства клеток, несущих двойную экспрессию ак-
тивационных маркеров (69+/25+) к 72 часам, как 
среди CD4+, так и CD8+Т-лимфоцитов. Следует 
отметить, что у здоровых людей, также как у па-
циентов с РА, не было определено значимых из-
менений в экспрессии активационных маркеров 
в CFSE+ культуре после переноса CFSE- клеток, 
активированных дексаметазоном (проба Dexa), 
но указанные изменения проявились при пере-
носе супернатанта от этой культуры (проба «Dexa 
супер.») При этом повышалось число CD25+ кле-
ток к 72 часам инкубирования и содержание от-
рицательных по обоим маркерам активации к 48 
часам сокультивирования. 

Главным отличием экспрессии маркеров на 
Т-лимфоцитах пациентов с РА и здоровых лю-
дей в динамике 3-дневной инкубации в условиях 
«клеточного соседства» апоптотирующей и про-
лиферирующей культуры является отсутствие 
значимых изменений экспрессии маркера про-
лиферации Ki-67 у здоровых людей. Кроме того, 
у доноров динамика изменений в процессе инку-
бации была определена только после дополни-
тельной стимуляции клеток aCD3 и дексаметазо-
ном, в нестимулированной культуре достоверных 
изменений не произошло.

В процессе дальнейшего анализа устанавли-
вался характер изменений проб лимфоцитов в 
CFSE+ культуре в зависимости от времени ин-
кубации с аутологичной CFSE- культурой. Так, 
у пациентов с РА медиана CD4+/CD25+/CD69- 
стала значимо выше после 72 часов инкубации, 
относительно 24 часов в пробе «aCD3 супер.» 
25,4±(11,7÷56,7) и 6,75±(4,9÷8,0), соответствен-
но, р = 0,05, и значительно понизилась для этой 
клеточной популяции через 72 часа в пробе «Dexa 
супер.» 2,5±(1,4÷3,2) и 5,07±(4,0÷6,9), соответ-
ственно, р = 0,045. При этом процент Ki-67+ лим-
фоцитов в популяции CD8+ в пробе «Dexa супер.» 
был значимо более высок через 72 часа инкуба-
ции 0,25±(0,2÷0,3) и 0,4±(0,3÷0,7), р = 0,035, а 
медиана Ki-67+ клеток среди CD4+ лимфоцитов 

в пробе aCD3 была достоверно выше через 48 ча-
сов инкубации 1,5±(1,2÷2,1) и 5,9±(1,8÷6,7) соот-
ветственно, р = 0,05. Таким образом, в процессе 
культивирования у пациентов с РА закономерно 
изменяется количество клеток, экспрессирую-
щих активационные маркеры и повышается чис-
ло клеток, несущих маркер пролиферации.

Аналогичный анализ культур здоровых людей 
выявил изменения в экспрессии активационных 
маркеров в пробах, активированных aCD3. Так, 
в CFSE+ популяции CD4+ лимфоцитов, стиму-
лированных антителами к CD3, были выявлены 
более высокие параметры клеток, экспрессиру-
ющих CD25 через 48 часов инкубации с CFSE- 

культурой – 5,1±(4,6÷5,2) и 9,7±(8,7÷21,6) со-
ответственно, р = 0,021. При этом в популяции 
CD8+ лимфоцитов, стимулированных aCD3, к 72 
часам инкубации 8,6±(7,3÷11,6) значимо снизи-
лось содержание клеток, несущих ранний мар-
кер активации CD69, как относительно 24 часов 
23,6±(21,2÷31,4), р = 0,012, так и относительно 
48 часов 20,4±(15,7÷23,5), р = 0, 036. Указанные 
изменения у здоровых людей не сопровождались 
увеличением экспрессии маркера пролиферации 
Ki-67.

Помимо анализа динамики активационных 
и пролиферативных маркеров в культурах до-
норов и пациентов с РА был проведен сравни-
тельный анализ экспрессии указанных марке-
ров между группами больных и здоровых людей. 
Сравнительный анализ между группами паци-
ентов с РА и здоровыми людьми по количеству 
Т-лимфоцитов, экспрессирующих активацион-
ные маркеры в зависимости от времени инкуба-
ции, выявил более высокие показатели в культу-
рах здоровых людей. Так, через 48 часов в пробе 
«КА» содержание CD4+/CD25+/CD69- лимфоци-
тов у здоровых людей составило 7,1±(6,7÷7,6), а 
у пациентов – 4,4±(3,7÷4,9), р = 0,008, а в пробе 
«aCD3» содержание CD8+/CD25-/CD69+ у здоро-
вых людей равнялось 20,4±(15,7÷23,5), в то время 
как у больных РА 10,6±(6,7÷19,9), р = 0,05. Ана-
логичные закономерности были установлены и 
через 72 часа сокультивирования, в частности в 
пробе «КА» содержание CD4+/CD25+/ CD69- лим-
фоцитов составило 9,9±(6,9÷11,3) и 3,2±(3,1÷3,9), 
р = 0,012, а в пробе «Dexa супер.» эта же кле-
точная популяция составила 8,3±(4,1÷9,3) и 
2,5±(1,4÷3,2), р = 0,021 соответственно. В то же 
время содержание клеток, несущих маркер про-
лиферации Ki-67, было значимо выше в культуре 
пациентов с РА. При этом, если через 24 часа в 
пробах «К» и «КА супер.» на уровне выраженной 
тенденции, то через 48 часов достоверно в попу-
ляции CD8+ (рис. 1A), а через 72 часа среди CD4+ 
лимфоцитов в пробе «Dexa супер.» (рис. 1Б).
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Обсуждение
Проведенное исследование является законо-

мерным продолжением нашей работы, посвя-
щенной изучению процессов апоптоза при РА. 
Исходно основанием для исследования послу-
жили данные о нарушении программированной 
гибели мононуклеарных клеток периферической 
крови, приводящие к формированию аутоим-
мунного воспаления у пациентов с ревматоид-
ным артритом вследствие нарушения процесса 
выбраковки аутоспецифичных клонов лимфо-
цитов [1, 8].

Как известно, синовиальные клетки больных 
РА состоят из двух функционально отличимых 
субпопуляций: пролиферирующие и апоптотиче-
ские клетки [2]. Нами была разработана модель, 
по нашему мнению, наиболее приближенная к 
процессам, происходящим в суставах, – совмест-
ное культивирование Т-лимфоцитов, предвари-
тельно подвергнутых наиболее физиологичному 
варианту активационного апоптоза (инкубации 
в условиях скученности и обеднения культураль-
ной среды) и аутологичных клеток, пролифериру-
ющих в полной культуральной среде. В дальней-
шем наша модель стала именоваться «клеточное 
соседство» (название было позаимствовано из 
публикации Kawamoto Y. и соавт.) [24]. 

Созданию модели способствовала возмож-
ность изучения функций «апоптотирующих» и 
«пролиферирующих» аутологичных клеток в од-
ной культуре в процессе сокультивирования, по-
скольку «вторично-индуцированные» в апоптоз 
клетки была предварительно окрашены флуо-
ресцентным красителем CFSE (CFSE- и CFSE+ 

культуры, соответственно). Применение ука-
занной модели позволило выявить некоторые 
новые закономерности. Поскольку полученные 
в данном исследовании результаты являются 
логическим продолжением начатой работы, мы 
сочли возможным вернуться к общим положе-
ниям опубликованных ранее данных. Во-первых, 
ранее была установлена возможность вторичной 
индукции раннего и позднего апоптоза клеток 
с помощью гуморальных и клеточных компо-
нентов аутологичной культуры, подвергнутой 
активационному апоптозу. Определены особен-
ности апоптоза в не стимулированных, а также 
aCD3- и дексаметазон-стимулированных культу-
рах относительно контролей в группах здоровых 
и больных людей. При этом не было выявлено 
значимых различий по параметрам апоптоза во 
всех исследуемых вариантах культур между паци-
ентами с РА и здоровыми людьми аналогичного 
пола и возраста. Тем не менее качественный ана-
лиз динамики процессов активационного апоп-
тоза Т-лимфоцитов в группах здоровых людей и 
пациентов с РА свидетельствовал о существова-
нии групповых особенностей в характере ответа 
на неблагоприятные условия, дополнительную 
активацию aСD3 пролиферативными стимулами 
и влияние высоких доз дексаметазона. Учитывая 
важную роль пролиферации в поддержании кле-
точного гомеостаза, мы проанализировали соот-
ношение апоптотирующих и живых клеток в ис-
следуемых культурах доноров и пациентов с РА. 
В результате было установлено значимое повы-
шение живых клеток в CFSE- культуре больных 
РА относительно доноров. 

Рисунок 1. Содержание Ki-67+ лимфоцитов в культурах после переноса супернатанта от Dexa-стимулированных 
индуцированных в апоптоз клеток
Примечание. A – CD8+ клетки. Б – CD4+ клетки. n = 12, единицы измерения – %; 24, 48, 72 часа – время инкубации; * –  p ≤ 0,05.
Figure 1. Proportion of Ki-67+ lymphocytes in cultures after transfer of supernatant of Dexa-stimulated apoptosis-induced cells 
Note. A – CD8+ cells. B – CD4+ cells. n = 12; measure units – %; 24, 48, 72 hours – time of incubation; *, p ≤ 0.05.
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Полученные результаты свидетельствовал о 
необходимости изучения функционального со-
стояния первично- и вторично- индуцированных 
в апоптоз Т-лимфоцитов. Поэтому на данном 
этапе работы мы определяли экспрессию мар-
керов активации (CD69+,CD25+) и пролифера-
ции (Ki-67) CFSE+ Т-лимфоцитов, находящихся 
in vitro в условиях «клеточного соседства» с CFSE- 

клетками, у пациентов с РА и здоровых людей. 
В наших экспериментах была использована 

возможность раздельного переноса апоптотиру-
ющих клеток и супернатантов от этих культур к 
аутологичным лимфоцитам с целью предвари-
тельной дифференциации клеточных (контакт-
ных) и гуморальных (растворимых) факторов, 
вызывающих возможные неавтономные эффек-
ты в процессе индукции апоптоза. Кроме того, 
мы применяли 2 варианта контролей – проба 
«К» – клетки, находившиеся в течение 7 дней 
в ПКС (на 4 сутки объем пробы доводился до 
1 мл ПКС) и проба «КА», в которой к «нормаль-
но пролиферирующим» клеткам переносились 
клетки и супернатант от не стимулированной 
«апоптотической» культуры. Были также исполь-
зованы клетки и супернатанты от проб, стиму-
лированных aCD3 и дексаметазоном. В процессе 
подготовки экспериментов был проведен подбор 
оптимальной дозы дексаметазона, вызывающей 
апоптоз.

В научной литературе активация Т-лим-
фоцитов активно обсуждается с позиций физио-
логической и иммунопатологической модуляции 
активности иммунного ответа. На основании 
исследований in vitro в настоящее время марке-
ры активации Т-лимфоцитов классифицирова-
ны как очень ранние (CD69), ранние (CD25) и 
поздние (HLA-DR) в зависимости от времени 
их экспрессии после активации [32] CD69 (дру-
гие названия – activation inducer molecule, AIM; 
early activation antigen, EA-1) – трансмембранный 
белок типа I.  Этот белок вовлечен в ранние ме-
ханизмы активации Т-клеток, NK-, В-клеток, 
моноцитов и тромбоцитов. CD69 экспрессиру-
ется в повышенных количествах на Т-клетках из 
воспалительных инфильтратов при ревматоид-
ном артрите, вирусных гепатитах, аутоиммунных 
заболеваниях щитовидной железы.  

Поскольку известно, что CD69 не экспресси-
руется на покоящихся лимфоцитах перифериче-
ской крови, появляясь в течение 3 часов после 
антигенной стимуляции и достигая максималь-
ной экспрессии между 18 и 24 часами [42], пер-
вой фиксированной точкой определения экс-
прессии активационных маркеров мы выбрали 
24 часа от начала сокультивирования CFSE- и 
CFSE+ культур. В процессе анализа было уста-
новлено преимущественное снижение числа Т- 

лимфоцитов, экспрессирующих CD69+ и клеток 
с двойной экспрессией – CD25+/CD69+ через 48 
часов со культивирования. Полученная законо-
мерность проявилась изменением содержания 
CD4+ и CD8+Т-лимфоцитов, экспрессирующих 
активационные маркеры во всех исследуемых 
пробах при переносе и клеток, и супернатантов 
от этих культур, кроме пробы Dexa, как у здоро-
вых людей, так и пациентов с РА. Как правило, 
в крови здоровых лиц обнаруживается не более 
чем 1-4% CD4+CD69+Т-клеток [42], В наших ис-
следованиях экспрессия CD69 на Т-лимфоцитах, 
пролиферирующих в ПКС, после переноса к 
ним апоптотирующих клеток и супернатантов от 
этих культур превышала указанные показатели, в 
частности, в пробах, стимулированных aCD3. 

Как известно, пролиферация и апоптоз взаи-
мосвязаны – наиболее интенсивно апоптоз реа-
лизуется в процессе дифференцировки лимфо-
цитов. Покоящиеся зрелые клетки апоптозу не 
подвержены, они становятся чувствительными к 
индукции апоптоза после активации [3]. В связи 
с этим, наиболее интересным результатом при 
определении экспрессии маркеров активации в 
апоптотической культуре является выявленная 
нами динамика активационных маркеров в не-
стимулированных культурах у пациентов с РА, что 
является косвенным подтверждением хрониче-
ской воспалительной активации Т-лимфоцитов у 
пациентов [44]. Экспрессия указанных маркеров 
у здоровых людей была выявлена только после 
дополнительной стимуляции антителами к CD3 
и дексаметазоном.

Молекула CD25 – α-цепь рецептора к IL-2. 
Повышение количества CD25+-лимфоцитов сви-
детельствует о воспалительном процессе любой 
этиологии, в том числе и аутоиммунной [45]. 
В работе [6] в ПК здоровых доноров количество 
CD4+Т-лимфоцитов, экспрессирующих на своей 
мембране активационную молекулу CD25, со-
ставило 3,19±0,5%. У пациентов с РА – 1,6±0,3% 
(р < 0,05) Авторы связывают это понижение с ис-
тощением популяции при хроническом воспале-
нии и постоянной активацией иммунной систе-
мы. В экспериментальной модели повреждения 
печени было показано, что содержание CD69+ 
снижается, а количество CD25+ лимфоцитов по-
вышается в течение 3-6-12 часов после стимуля-
ции повреждающим фактором – Con-A [22]. А в 
работе Motamedi M. и соавт. была определена ки-
нетика указанных маркеров активации – повы-
шение к 24 часам и снижение к 72 инкубации [33]. 

В наших исследованиях в группах здоровых 
людей и пациентов с РА значимое снижение чис-
ла «НП» CFSE+ клеток, несущих молекулу CD69, 
происходило преимущественно через 48 часов, а 
число лимфоцитов, экспрессирующих молекулу 
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CD25, повышалось через 48 и 72 часа после пере-
носа к ним CFSE- клеток, подвергнутых апоптозу. 
При этом перенос супернатанта от CFSE- куль-
тур, стимулированных дексаметазоном, выявил 
более низкие параметры медианы CD4+/CD69+ 
к 72 часам совместного культивирования относи-
тельно 24 часов. 

Полученные результаты свидетельствовали о 
том, что, во-первых, не только непосредственный 
контакт с апоптотирующими клетками вызывает 
повышение экспрессии маркеров активации с 
дальнейшим снижением уровней, динамика ко-
торых подтверждается в других исследованиях, 
но и, во-вторых, о том, что эффекторные моле-
кулы, провоцирующие эти процессы, могут быть 
растворимыми. Результаты были получены, как в 
пробах больных, так и здоровых людей, у кото-
рых показатели активации были выше, чем у па-
циентов с РА, что в любом случае свидетельствует 
о неавтономных эффектах апоптоза, воспроиз-
водимых в процессе со культивирования незави-
симо от наличия или отсутствия аутоиммунного 
заболевания.

Использование в нашей работе дексаметазо-
на – синтетического глюкокортикоида (GC) – 
было обусловлено его значимой ролью в меха-
низмах апоптоза. Апоптоз клеток, вызванный 
влиянием глюкокортикоидов, реализуется через 
митохондриальный путь [11]. Глюкокортикоиды 
действуют через внутриклеточный глюкокорти-
коидный рецептор (GR), который экспрессиру-
ется большинством ядросодержащих клеток и 
способен вызывать широкий спектр эффектов 
через трансактивацию и трансрепрессию, ре-
гулируя экспрессию генов-мишеней. Помимо 
геномных механизмов, GC также вызывают бы-
стрые эффекты, опосредованные через клеточ-
ную мембрану, посредством регуляции сигналь-
ных путей. GC могут влиять как на врожденный, 
так и на адаптивный иммунитет [28]. 

В настоящее время установлено, что субпопу-
ляции Т-лимфоцитов демонстрируют различную 
чувствительность к GC [12].

Эффекты GCs на T-лимфоциты включают ин-
дукцию апоптоза и подавление продукции цито-
кинов, участие в дифференцировке Т-хелперных 
(Th) клеток и влияние на структуру цитокинов, 
регулирующих дифференцировку подмножеств 
Т-клеток, а также подавление секреции цитоки-
нов Th типа 2 Т-клетками человека [15]. 

Дексаметазон вмешивается не только в про-
цессы апоптоза, но и в процессы аутофагии, в 
частности дексаметазон-индуцированная ауто-
фагия защищает клетки мениска от дексамета-
зон-индуцированного апоптоза с помощью сиг-
налов рецептора к инозитолтрифосфату [41].

Глюкокортикоиды влияют на различные под-
группы Т-клеток, вызывая, как правило, имму-
носупрессивные эффекты,

В исследовании, посвященном изучению 
Т-клеток селезенки при лечении дексаметазо-
ном в мышиной модели, было установлено за-
висимое от дозы снижение CD3+, CD4+, CD8+, 
CD44+ и CD8+/CD122+Т-клеток, но стимулиру-
ющее действие на CD4+/CD25+ регуляторные 
Т-клетки [15]. 

В экспериментальной работе in vitro лимфо-
циты периферической крови крупного рогатого 
скота (CD25hi, CD25lo и CD25- WC1+ γδ T-клетки) 
обрабатывались GC в концентрациях, отража-
ющих их уровни в плазме, достигнутые in vivo,  
от терапевтических доз (дексаметазон 1  ×  10-7М). 
Было установлено, что процентное содержание 
и абсолютное количество клеток CD25hi WC1+ и 
CD25lo WC1+ увеличивалось в присутствии дек-
саметазона. По мнению авторов, этот эффект 
был, по крайней мере частично, обусловлен бо-
лее низкой смертностью этих клеток, чей апоптоз 
был подавлен воздействием дексаметазона [29]. 

На предыдущем этапе работы нами так-
же было установлено увеличение числа живых 
Т-лимфоцитов у пациентов с РА в культурах, 
стимулированных дексаметазоном (1 × 10-4М) и 
подвергнутых апоптозу. Мы склонились к выводу 
о другом, неавтономном механизме пролифера-
ции, приводящему к увеличению живых клеток, 
поскольку уровень апоптоза в данных пробах у 
пациентов с РА не отличался от показателей ана-
логичных проб здоровых людей. В то же время в 
группе доноров количество живых клеток не уве-
личилось. 

Отсутствие активирующего эффекта апопто-
тических клеток, стимулированных дексамета-
зоном (проба Dexa) и вместе с тем выявленное 
влияние супернатанта от данной культуры (про-
ба «Dexa супернатант») является важным резуль-
татом, полученным после стимуляции апоптоза 
высокой дозой дексаметазона. Эти данные могут 
свидетельствовать об отсутствии контактного 
механизма активации и о наличии растворимых 
стимулирующих структур. Известно, что про-
тивоспалительный эффект дексаметазона обу-
словлен стимуляцией продукции IL-10 [28]. Воз-
можно, именно этим обусловлено полученное 
нами снижение медианы стимулированных Dexa 
CD4+/CD25+ лимфоцитов к 72 часам инкубации 
у пациентов с РА. В то же время в уже упоминае-
мой работе [29] процент клеток, продуцирующих 
IFNγ, увеличивался в присутствии дексаметазо-
на, тогда как количество клеток, секретирующих 
ключевой противовоспалительный и иммуносу-
прессивный цитокин IL-10. снижалось. В любом 
случае, полученный результат позволяет сузить 
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дальнейший поиск эффекторных молекул им-
мунных дисфункций.

Ключевые различия между исследуемы-
ми группами здоровых людей и пациентов с РА 
в проведенных экспериментах заключались в 
значимом повышении клеток, несущих маркер 
Ki- 67 на Т-лимфоцитах пациентов с РА, экспрес-
сия которого свидетельствует о запуске пролифе-
рации. Известно, что цикл пролиферации клеток 
разделяют на две основные точки (checkpoints) S 
и M и две подготовительные точки – G1 и G2. Во 
время G1 и G2 фаз происходит синтез клеточных 
белков, необходимых для осуществления соот-
ветствующей фазы клеточного деления. S точка 
определяется как момент репликации ДНК, а в 
точке M полностью дублированные хромосомы 
разделяются в ядрах каждой из двух дочерних 
клеток во время митоза [13]. 

Активация Т-клеток представляет собой жест-
ко регулируемый каскад событий, которые при-
водят к индукции цитокинов и экспрессии моле-
кул активации, что в конечном итоге приводит к 
дивергентным иммунным ответам [33]. Молекула 
Ki-67 является универсальным маркером про-
лиферации, что обусловлено ее присутствием в 
клетке только во время процесса деления – она 
обнаруживается в ядрах клеток во все активные 
фазы клеточного цикла: G1, S, G2, M и разруша-
ется в течение 1,5-2 часов после окончания ми-
тоза [33].

Поскольку Ki-67 является универсальным 
маркером для оценки пролиферативного потен-
циала, и прогноз пациентов может быть точно 
предсказан, данный маркер является сигнальной 
молекулой для диагностики, лечения и основой 
для прогноза исхода опухолей [30]. 

В работе [33] была оценена кинетика марке-
ров активации Т-клеток (CD4+ и CD8+), таких 
как CD25, CD38, CD69, CD71 и Ki-67, после 
стимуляции анти-CD3/CD28. Данные показали, 
что кинетика экспрессии этих маркеров следует 
точному и последовательному времени. Так, про-
цент Т-клеток человека, экспрессирующих CD69 
и CD25, при стимуляции достигал максимума в 
течение 24 часов и более высокий процент кле-
ток, коэкспрессирующих CD71 и Ki-67, был оче-
виден для CD8+Т-клеток по сравнению с CD4+Т-
клетками через 24 часа стимуляции. После 72 ч 
все протестированные маркеры активации оста-
вались на максимальных уровнях, но процент 
клеток, экспрессирующих CD69, был значитель-
но снижен в Т-лимфоцитах. В нашем исследова-
нии CD8+Т-лимфоциты чаще отвечали на стиму-
ляцию и экспрессировали маркер пролиферации. 
Возможно, это связано с преимущественно Th1 
обусловленностью хронического воспалительно-

го процесса при РА, функциональным истоще-
нием данной клеточной популяции.

Полученные нами на данном этапе исследова-
ний результаты свидетельствуют о том, что выра-
женная в процессе индукции апоптоза экспрес-
сия активационных маркеров на Т-лимфоцитах 
периферической крови здоровых людей, в от-
личие от пациентов с РА, не приводит к запуску 
процессов пролиферации. В свою очередь это 
может свидетельствовать о различиях в механиз-
мах активации и о различных эффекторных мо-
лекулах, принимающих участие в автономных и 
неавтономных процессах апоптоза у здоровых 
людей и пациентов с РА. Неизвестный на данном 
этапе механизм неавтономного влияния апопто-
за может лежать в основе избыточной пролифе-
рации синовии, являющийся базисным проявле-
нием патогенеза РА.

В связи с несомненной важностью изуче-
ния влияния апоптоза на особенности процес-
сов восстановления клеточной популяции, мы 
приводим основные из известных на настоящее 
время механизмов его неавтономного влияния. 
Поскольку в предложенной нами модели не ис-
ключены другие варианты гибели клеток, мы об-
ращаемся также к данным о влиянии аутофагии и 
некроза не только в «обсуждении», но и во «вве-
дении». 

В настоящее время известно, что процессы 
апоптоза оказывают неавтономное воздействие 
на соседние клетки, включающее в себя влия-
ние на пролиферацию, миграцию, морфологию, 
а также гибель клеток в окружающих тканях и 
морфогенетические изменения клеточного со-
общества [19, 24]. 

По литературным данным, существует не-
сколько ключевых механизмов, посредством ко-
торых апоптотирующие клетки могут неавтоном-
но оказывать влияние на окружение: во-первых, 
механическое воздействие [16, 36]. 

Проведение экспериментов в условиях «кле-
точного соседства», при котором клетки крови 
(диффузной ткани) были подвергнуты апоптозу 
в условиях скученности и обеднения питатель-
ной среды, усиливающих межклеточный контакт 
и механическое давление, позволяет предполо-
жить возможным наличие данного механизма 
неавтономного влияния апоптоза. Данный ва-
риант особенно возможен после трансплантации 
аCD3-стимулированных лимфоцитов, при ко-
тором происходит наиболее выраженная проли-
ферация. Логично также предположить, что уве-
личение числа живых клеток в CFSE- культуре, в 
которой были созданы условия максимального 
механического давления, является закономер-
ным. Механическое давление и апоптоз тесно 
связаны между собой в клеточном сообществе  
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служат морфогенетическим регулятором гоме-
остатического механизма. Предполагается, что 
указанное усиление давления индуцирует апоп-
тотическую гибель клеток в культуре эпителиаль-
ных клеток млекопитающих посредством акти-
вации р53 [14]. В условиях полярно-дефицитной 
конкуренции клеток механическое напряжение 
активизирует регулятор цитоскелета ROCK, что 
приводит к повышению активности р53 через ак-
тивацию p38 [14]. 

К клеточным, контактным механизмам не-
автономного влияния апоптотирующих клеток 
можно отнести участие фосфатидилсерина. Из-
вестно, что экстернализация анионного фос-
фолипидного фосфатидилсерина (PS) контро-
лируется фосфолипидными транслоказами и 
скрамблазами, а его экспозиция на апоптотиче-
ских клетках является маркером раннего апопто-
за. Вместе с тем появляются свидетельства того, 
что экспозиция PS происходит не только при 
других формах гибели клеток, включая некроз, 
но она также является важным сигналом «съешь 
меня» для фагоцитов и может действовать как 
сигнал «спаси меня», в частности во время реге-
нерации аксонов [26].

Экспериментально доказано, что апоптоз-ин-
дуцированная пролиферация функционирует в 
качестве основы для регенерации органов. Не-
сколько факторов, обнаруженных в этой экспе-
риментальной системе, играют важную роль в ре-
генерирующих процессах. Секреторные белки из 
апоптотических клеток запускают пролиферацию 
клеток и их соседей, и хотя эти белки отличаются 
между организмами, Wnt, Notch, FGF, TGF-β, и 
производство простагландина Е2 (ПЭГ2), были 
идентифицированы в качестве кандидатов. В це-
лом, эти сообщения поддерживают идею о том, 
что компенсационная пролиферация иниции-
руется секреторными факторами из апоптотиче-
ских клеток и усиливает значимость активного 
участия апоптоза в регенерации ткани [24]. В то 
же время тесная связь между пролиферацией 
и апоптозом может быть двунаправленной, и, 
действительно, апоптоз не автономно может ин-
дуцироваться пролиферирующими клетками. 
Одним из самых известных примеров является 
конкурентное клеточное взаимодействие, в кото-
ром медленно растущие клетки устраняются бы-
стро растущими клетками [24].

Недавние исследования показали, что каспа-
зы, известные своей ролью в апоптозе, помимо 
летальных функций, также обладают митогенны-
ми функциями. Каспазы могут способствовать 
пролиферации посредством регуляции клеточно-
го цикла, а также посредством индукции секре-
тируемых сигналов, которые оказывают влияние 
на соседние ткани [37]. 

В последние годы активно изучается роль 
микровезикул в процессе межклеточного взаи-
модействия. Так, при изучении роли MiR-20a в 
регуляции пролиферации фибробластоподобных 
синовиоцитов и апоптозе при ревматоидном ар-
трите было установлено, что экспрессия miR-20a 
была снижена в синовиальной ткани пациентов 
с РА с повышенным уровнем STAT3. Подавле-
ние miR-20a способствовало экспрессии STAT3, 
p-STAT3 и Bcl-2, облегчало пролиферацию кле-
ток FLS, уменьшало апоптоз и, таким образом, 
играло критическую роль в RA. Сходные резуль-
таты были получены при исследовании роли и 
MicroRNA-29a и микровезикул, несущих це-
рамид C24:1 [25, 27, 46]. Несомненно, важным 
фактором своевременной элиминации апопто-
тировавших клеток является эффективная ра-
бота фагоцитарной системы – избирательность, 
скорость и безопасность их удаления в процессе 
фагоцитоза [34]. Проведенное исследование по-
зволяет полностью согласиться с высказыванием 
авторов работы [33]: «Анализ качественного и 
количественного характера активации Т-клеток 
в различных иммунологических условиях, "при 
апоптозе" дает ценную информацию об иммун-
ных реакциях, опосредованных различными 
агентами, способствующую разработке более эф-
фективных методов прогнозирования, монито-
ринга и лечения заболевания». 

Таким образом, применение модели «клеточ-
ного соседства», в которой совместно культиви-
ровались клеточные и гуморальные компоненты 
CFSE- культуры, подвергнутой наиболее физио-
логичному варианту активационного апоптоза 
(инкубации в условиях скученности и обеднения 
культуральной среды) и аутологичные CFSE+ 
клетки, пролиферирующие в полной культу-
ральной среде, выявило на Т-лимфоцитах CFSE+ 

культуры более высокие параметры активации 
CD25+ и CD69+ и более низкие маркеры проли-
ферации Ki-67+ у здоровых людей относительно 
пациентов. В отличие от здоровых людей, у па-
циентов с РА установлено значимое повышение 
экспрессии Ki-67 на Т-лимфоцитах в динамике 
совместного культивирования CFSE- и CFSE+ 
культур. 

Увеличение числа живых клеток в апоптоти-
ческих культурах больных РА относительно по-
казателей здоровых людей на фоне отсутствия 
значимых различий по параметрам апоптоза и 
динамики активационных маркеров, а также ха-
рактер изменений содержания клеток несущих 
Ki-67 свидетельствует о вкладе неавтономных 
эффектов апоптоза в клеточный гомеостаз у па-
циентов с РА.
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ТАБЛИЦА 4. КЛИНИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПАЦИЕНТОВ С РЕВМАТОИДНЫМ АРТРИТОМ (РА)

TABLE 4.CLINICAL CHARACTERISTICS OF PATIENTS WITH RHEUMATOID ARTHRITIS (RA)

№ Возраст
Age

Диагноз
Diagnosis

Длительность
Duration of the 

disease

Лечение
Treatment

1 48

РА, поздняя стадия, активность 
умеренная, DAS28 3.09, эрозивный III-VI, 

cтадия, ФКII
RA, late stage, moderate activity,  

DAS28 3.09, erosive III-VI stage, functional 
class (FC) II

> 19 лет 
> 19 years

Замена 
Сульфасалазина на 

Метотрексат
10 мг 1 р/нед.

Replacing Sulfasalazine 
with Methotrexate

10 mg 1/week 

2 66

РА, развернутая стадия, активность 
высокая DAS 28 5,76, aCCP (-), MCV (-), 

Rg I ст., ФК II
RA, extended stage, high activity,  
DAS28 5.76, aCCP (-), MCV (-),  

Rg I stage, FC II

> 13 лет 
> 13 years

Метотрексат  
10 мг/нед., 

преднизолон 5 мг 
в сутки

Methotrexate 
10 mg/ week,  

prednisolone 5 mg per 
day

3 63

РА, развернутая стадия, активность 
высокая, DAS28-5,2, АЦЦП (+), Rg II cт., 

эрозивный, ФКII
RA, extended stage, high activity, DAS28 5.2, 

aCCP (+), Rg II stage, erosive, FC II

< 14 лет 
< 14 years

Метотрексат15 мг/нед. 
пульс-терапия 

препаратом 
Солумедрол 500 мг 

в/в кап № 3
Methotrexate 
15 mg/ week

pulse therapy with 
Solumedrol 500 mg 
intravenous drip N3

4 49

РА, развернутая стадия, активность 
умеренная (DAS28 – 3,74), АЦЦП (+),  

(Rg-II) неэрозивный, ФК-II
RA, extended stage, moderate activity,  

DAS28 3.74, aCCP (+), Rg II stage,  
nonerosive, FC II

< 20 лет 
< 20 years

Арава
20 мг
Arava
20 mg

5 56

РА, развернутая стадия, активность 
высокая (DAS 28 = 6,4), Rg III, 

эрозивный, ФКII
RA, extended stage, high activity, DAS28 6.4, 

Rg III stage,  erosive, FC II

< 8лет
< 8 years 

Метилпреднизолон 
500 мг в/в кап. № 3

Метотрексат
20 мг

Methylprednisolone 
500 mg intravenous drip 

N3,
Methotrexate

20 mg

6 65

РА, развернутая стадия, активность 
умеренная (DAS28 = 4,88) с системными 

проявлениями (в анамнезе анемия, 
полинейропатия), RIII, эрозивный, ФКIII

RA, extended stage, moderate activity, 
DAS28 4.88, with systemic manifestations 

(anemia, polyneuropathy), Rg III stage, 
erosive, FC III

> 13 лет 
> 13 years

Метотрексат, 
Ацеллбия 500 мг в/в 

капельно 
Methotrexate, Acellbia 

500 mg intravenous drip
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Примечание. «НП» – нормально пролиферирующая культура клеток (CFSE+); «АК» – апоптотическая культура клеток 
(CFSE-); «ПКС» – полная культуральная среда; «ОС» – обедненная среда; (CFSE-) – клетки культуры-донора; (CFSE+) – 
клетки культуры-реципиента

Note. “NP”, normally proliferated cell culture (CFSE+); “AC”, apoptotic cell culture (CFSE-); “FCM”, full culture medium;  
“DM”, depleted culture medium; (CFSE-), cells of the donor-culture; (CFSE+), cells of the recipient-culture.

Приложение 1
Supplement 1

«НП» нормально пролиферирующие – 
клетки культуры-реципиента (CFSE+):
- 7 лунок по 0,5 × 106 кл / 0,5 мл ПКС 
“NP” normal proliferated – cells of the 
recipient culture (CFSE+):
- 7 wells with 0.5 × 106 cells / 0.5 ml FCM

«АК» апоптотирующие клетки 
культуры – донора (CFSE-)  
(по 2 × 106 кл / 150,0 мкл ОС):
- 1-я лунка + RPMI
- 2-я лунка + aCD3
- 3-я лунка + дексаметазон (1 × 10-4М)
“AC” apoptotic cells of donor culture 
(CFSE ) (2 × 106 cells / 150.0 mkl DM):
- 1st well + RPMI
- 2nd well + aCD3
- 3rd well + dexamethasone (1 × 10-4M)

Дизайн эксперимента
Design of experiment

Выделение МНК из периферической крови
Isolation on MNCs from peripheral blood

Определение исходного уровня раннего  
и позднего апоптоза лимфоцитов

Evaluation of initial level of early and late stages of apoprosis in

Распределение клеток на два варианта культуры
Distribution of cells into 2 variants of cultures

Раздельный перенос «апоптотических» клеток и супернатантов этих клеток  
к «нормально пролиферирующим лимфоцитам на 4-е сутки культивирования  

(96 часов) (37 °С, 5% CO2)
Separate transfers of “apoptotic cells” and supernatants of these cells to “normally  
proliferated” lymphocytes on the 4th day of cultivation (96 hours) (37 °С, 5% CO2)

Сокультивирование «апоптотической» (первично-индуцированной)  
и «нормально-пролиферирующей» (вторично-индуцированной) культур  

до 7 суток (168 часов) (37 °С, 5% CO2)
Co-culturing of “apoptotic” (primary-induced) and “normally proliferated”  
(secondly-induced) cultures up to 7 days (168 hours) (37 °С, 5% CO2)

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Пробоподготовка к определению раннего (AnnV+/7AAD-), позднего  
(AnnV+/7AAD+) апоптоза, живых клеток (AnnV-/7AAD-); экспрессии  

маркеров активации (CD69; CD25) и пролиферации (Ki 67) на CD4+/CD8+  
Т-лимфоцитах; проточная цитофлуориметрия

Sample preparation for the determination of early (AnnV+/7AAD-),  
late (AnnV+/7AAD+) apoptosis, living cells (AnnV-/7AAD-); expression  

of activation markers (CD69; CD25) and proliferation (Ki 67) on CD4+/CD8+  
T lymphocytes; flow cytometry
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Примечание. Объемы переносимых клеток и супернатантов были доведены ПКС до равных объемов – 0,5 мл. 

Note. The volumes of transferred cells and supernatants were equalized by FCM to 0.5 ml. 

НОМИНАЛЬНЫЕ НАЗВАНИЯ СОВМЕСТНО КУЛЬТИВИРУЕМЫХ ПРОБ КЛЕТОК ПРОЛИФЕРИРУЮЩИХ В ПОЛНОЙ 
КУЛЬТУРАЛЬНОЙ СРЕДЕ (НП) И АУТОЛОГИЧНЫХ АПОПТОТИЧЕСКИХ КЛЕТОК (АК)

NOMINAL NAMES OF CO-CULTURED SAMPLES OF CELLS, PROLIFERATED IN A FULL CULTURE MEDIUM (NP), AND 
AUTOLOGOUS APOPTOTIC CELLS (AC)

Приложение 2
Supplement 2

«Контроль»
“Control”

«Контроль апоптоза»
“Control of apoptosis”

«Контроль апоптоза супернатант»
“Control of apoptosis supernatant”

«aCD3»
“aCD3” 

«aCD3 супернатант»
“aCD3 supernatant”

«Dexa»
“Dexa”

«Dexa супернатант»
“Dexa супернатант”

• 0,5 млн клеток в 0,5 мл полной 
культуральной среды (ПКС)

• 0.5 × 106 cells in full culture  
medium (FCM)

• 0,5 млн клеток в ПКС + 2 млн клеток 
апоптотической  

культуры 
• 0.5 × 106 cells in FCM + 2 × 106 cells  

from apoptotic culture

• 0,5 млн клеток в ПКС + супернатант  
от клеток апоптической  

культуры
• 0.5 × 106 cells in FCM + supernatant  

from apoptotic culture

• 0,5 млн клеток в ПКС +  
2 млн клеток стимулированной  
aCD3 апоптотической культуры

• 0.5 × 106 cells in FCM + 2 × 106 cells  
from apoptotic aCD3-stimulated  

culture

• 0,5 млн клеток в ПКС +  
супернатант от  

стимулированной aCD3  
апоптотической культуры

• 0.5 × 106 cells in FCM + supernatant  
from apoptotic aCD3-stimulated  

culture

• 0,5 млн клеток в ПКС +  
2 млн клеток стимулированной  
Dexa апоптотической культуры

• 0.5 × 106 cells in FCM + 2 × 106 cells  
from apoptotic Dexa-stimulated  

culture

• 0,5 млн клеток в ПКС +  
супернатант от  

стимулированной Dexa  
апоптотической культуры

• 0.5 × 106 cells in FCM +  
supernatant from apoptotic  

Dexa-stimulated culture
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