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ИССЛЕДОВАНИЕ ЭФФЕКТОРНЫХ МОЛЕКУЛ 
АВТОНОМНОГО И НЕАВТОНОМНОГО ВЛИЯНИЯ  
АПОПТОЗА Т-ЛИМФОЦИТОВ В УСЛОВИЯХ  
«КЛЕТОЧНОГО СОСЕДСТВА» В КУЛЬТУРЕ  
У ЗДОРОВЫХ ЛЮДЕЙ И ПАЦИЕНТОВ С РА
Абрамова Т.Я., Блинова Е.А., Пашкина Е.А., Гришина Л.В., 
Ильина Н.А., Чумасова О.А., Сизиков А.Э., Козлов В.А. 
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт клинической и фундаментальной иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. Известно, что клеточный гомеостаз в организме поддерживается процессами пролифера-
ции и гибели клеток, при этом апоптоз является наиболее частым и физиологичным, «тихим» меха-
низмом элиминации клеток. В настоящее время показано, что процесс апоптоза, традиционно счи-
тавшийся автономным, оказывает выраженное неавтономное влияние на миграцию, пролиферацию, 
гибель соседних клеток. Основанием для данной работы послужили данные о нарушении програм-
мированной гибели мононуклеарных клеток у пациентов с ревматоидным артритом, приводящие к 
формированию аутоиммунного воспаления. 

Целью настоящего исследования являлось оценка эффекторных молекул автономного и неавто-
номного влияния апоптоза Т-лимфоцитов в условиях «клеточного соседства» в культуре у здоровых 
людей и пациентов с ревматоидным артритом (РА).

Объектом исследования являлись образцы крови пациенток с РА и здоровых женщин сопостави-
мого возраста. Проводились эксперименты, направленные на выявление уровней основных молекул 
рецепторного и митохондриального апоптоза Т-лимфоцитов in vitro. 

В проведенных ранее исследованиях с применением разработанной нами модели «клеточного со-
седства» не было установлено различий по параметрам раннего и позднего активационного апоптоза 
между группами доноров и пациентов с РА. При этом в результате недельной инкубации в апоптоти-
ческих культурах пациентов значимо увеличилось число живых клеток, несущих маркер пролифера-
ции Ki-67. Различный исход индукции апоптоза в культурах, находящихся в равных условиях «кле-
точного соседства» у здоровых людей и пациентов с РА, выявил необходимость изучения основных 
эффекторных молекул апоптоза в исследуемых группах.
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В данном исследовании был установлен низкий потенциал рецепторного пути активации апоптоза 
за счет подавления продукции TNFα в процессе инкубации клеток в условиях «клеточного соседства» 
в культурах здоровых людей и низкого изначально и не меняющегося в динамике и в различных вари-
антах инкубации уровня TNFα в супернатантах пациентов с РА, а также низкого содержания иници-
ирующей каспазы-8 в обеих группах. 

Было определено значимое подавление эффекторных молекул митохондриального пути актива-
ции апоптоза – антиапоптотического фактора Bcl-2 и транскрипционного фактора p53 в культурах 
апоптотических клеток, а также смешанных в условиях «клеточного соседства» пролиферирующих и 
апоптотических клеток у пациентов с РА и отсутствие динамики по содержанию указанных белков у 
здоровых людей. При этом между отдельными вариантами культур пациентов с РА относительно здо-
ровых людей по содержанию указанных молекул различий не было установлено. Учитывая, что обе 
исследуемые группы характеризовались значительной активацией продукции IL-4 и IL-6, цитоки-
нов, обладающих автономными и не автономными защитными и репаративными свойствами, можно 
заключить, что высокие уровни указанных цитокинов различным образом проявляли себя в куль-
турах клеток, находящихся в условиях «клеточного соседства». Если у здоровых людей нахождение 
клеток в неблагоприятных условиях сочеталось с поддержанием баланса пролиферации и апоптоза, 
то у пациентов с РА поддержание указанного баланса активировало процессы пролиферации и со-
провождалось увеличением числа живых клеток в апоптотических культурах.

Ключевые слова: молекулы рецепторного апоптоза, молекулы митохондриального апоптоза, автономное влияние 
апоптоза, неавтономное влияние апоптоза, «клеточное соседство», ревматоидный артрит

STUDIES OF EFFECTOR MOLECULES EXERTING 
AUTONOMOUS AND NON-AUTONOMOUS INFLUENCE OF 
T LYMPHOCYTE APOPTOSIS UNDER THE CONDITIONS OF 
IN VITRO “CELL NEIGHBORHOOD” IN HEALTHY PEOPLE AND 
PATIENTS WITH RHEUMATOID ARTHRITIS
Abramova T.Ya., Blinova E.A., Pashkina E.A., Grishina L.V., Ilina N.A., 
Chumasova O.A., Sizikov A.E., Kozlov V.A.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Cellular homeostasis in the body is known to be maintained by the processes of cell proliferation 
and death, whereas apoptosis is the most frequent and physiological, “silent” mechanism of cell elimination. 
It has been currently shown that the process of apoptosis traditionally considered an autonomous event, has a 
pronounced non-autonomous effect on migration, proliferation, and death of the neighboring cells. This work 
was based on the data on impaired programmed death of mononuclear cells from the patients with rheumatoid 
arthritis (RA) leading to the evolving autoimmune inflammation. The aim of this study was to evaluate effector 
molecules exerting autonomous and non-autonomous influence of T  cell apoptosis under the conditions of 
“cell neighborhood” in cell cultures of healthy people and RA patients. The studies were performed with 
blood samples of RA patients and healthy women of comparable age. These experiments were performed in 
order to assess the levels of main molecules mediating the in vitro receptor and mitochondrial apoptosis of 
T lymphocytes. In previous studies, using the original “cell neighborhood” model, no differences were found 
in parameters of early and late activation apoptosis between the groups of donors and RA patients. At the same 
time, 1-week incubation in apoptotic cultures of the patients was followed by significantly increased number of 
viable cells carrying the proliferation marker Ki-67. Different results of in vitro apoptosis induction in cultures 
under similar conditions of “cell neighborhood” in healthy people and patients with RA have revealed the 
importance of main effector molecules of apoptosis in the studied groups.
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In this study, we have revealed low potential of the receptor pathway for apoptosis activation in healthy people, 
due to suppression of TNFα production during cell incubation under the conditions of “cell neighborhood”, 
and in RA patients due to initially low TNFα in supernatants which did not change over time and in various 
incubation variants, along with low content of initiating caspase 8 in both groups. 

Significant suppression of effector molecules of mitochondrial pathway of apoptosis activation, i.e., Bcl-2 
anti-apoptotic factor and p53 transcription factor was detected in cultures of apoptotic cells, as well as mixtures 
of proliferating and apoptotic cells under the conditions of “cell neighborhood” in RA patients. The amounts 
of these molecules did not change in healthy persons. At the same time, no differences in these molecules were 
found between individual variants of cell cultures from the patients with RA and healthy people.

The both studied groups were characterized by a significant activation of IL-4 and IL-6 production, i.e., 
the cytokines with autonomous and non-autonomous protective and reparative properties, Hence, one may 
conclude that high levels of these cytokines had different effects in cell cultures under the conditions of “cell 
neighborhood”. Incubation of cells from healthy people under suboptimal conditions was associated with 
maintaining the balance of proliferation and apoptosis, whereas, in cell cultures of RA patients, this balance 
caused activation of proliferation processes, being accompanied by an increase in the number of living cells in 
apoptotic cultures.

Keywords: receptor apoptosis, mitochondrial apoptosis, autonomous influence of apoptosis, non-autonomous influence of apoptosis, 
“cell neighborhood”, rheumatoid arthritis

Введение
Ревматоидный артрит (РА) представляет собой  

хроническое воспалительное заболевание, свя-
занное с аномальной активацией фибробласто-
подобных клеток синовиальной оболочки (ФЛС) 
с апоптозом, воспалением и окислительным по-
вреждением [37]. Хронический воспалительный 
процесс, характерный для РА, тем не менее не со-
провождается усилением апоптоза, что нарушает 
клеточный гомеостаз и вызывает формирование 
аутоиммунного воспаления вследствие наруше-
ния выбраковки аутоспецифичных клонов лим-
фоцитов [1]. Апоптоз представляет собой регу-
лируемый процесс программируемой клеточной 
гибели и является необходимым усло вием нор-
мального существования организма. Процессы 
пролиферации и апоптоза поддерживают клеточ-
ный гомеостаз в организме, обеспечивая физио-
логическое соотношение клеток различных ти-
пов [25].

Помимо основной автономной функции – 
физиологической гибели клеток и поддержания 
гомеостаза выявлены неавтономные эффекты 
апоптоза в отношении соседних клеток – влия-
ние на миграцию, пролиферацию, морфологию, 
эмбриогенез. Установлено, что апоптотические 
клетки могут продуцировать и секретировать ми-
тогенные сигналы, а также вызывать гибель кле-
ток в окружающих тканях посредством создания 
механического давления [28]. 

Исследование ключевых молекул апоптоза, их 
участия в неавтономных эффектах в норме и при 
патологии – одно из направлений поиска воз-
можных причин нарушения клеточного гомео-

стаза, в частности избыточной, злокачественной 
пролиферации синовиоцитов при РА.

Для запуска апоптоза выделяют рецептор-
ные и внутриклеточные сигналы. Как известно, 
фактор некроза опухоли альфа (TNFα), доми-
нирующий медиатор воспаления в патогенезе 
РА, способствует прогрессированию симптомов 
РА и является внешним фактором, осуществля-
ющим запуск рецепторного варианта апоптоза 
через семейство TNF-рецепторов. Специализи-
рованные рецепторы из семейства TNF для ин-
дукции апоптоза – CD95 (Fas/Apo-l), TNF-R1, 
TRAIL- Rl, TRAIL-R2Hflp, DR3, DR6, EDA-R и 
NGF-R, находятся на цитоплазматической мем-
бране клеток [16]. Апоптоз, опосредованный ре-
цептором CD95, Fas и другими членами данного 
семейства, образует мультибелковый комплекс, 
необходимый для взаимодействия с обязатель-
ными для индукции апоптоза адапторными мо-
лекулами, в том числе с доменом цитозольного 
проэнзима прокаспазы 8. Помимо основной, ав-
тономной функции запуска рецепторного апоп-
тоза, активация TNFα опосредованно активиру-
ет пролиферативные процессы. Так, в работе [24] 
было установлено, что опухолевый супрессор 
JNK, активируемый консервативной передачей 
сигналов TNFα, способен неавтономно влиять 
на микроокружение опухоли, воздействуя на 
транскрипцию различных молекул, способству-
ющих росту и пролиферации клеток. А в рабо-
те [36] было определено, что TNFα способство-
вал пролиферации клеток синовии у пациентов с 
РА посредством подавления экспрессии PDCD5. 
PDCD5 может быть вовлечен в аномальную про-
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лиферацию синовиоцитов и дегенерацию хон-
дроцитов, стимулированную TNFα.

Неотъемлемой частью регуляции и иници-
ации опосредованной рецепторами смерти ак-
тивации запрограммированной гибели клеток 
является аспартат-специфичная цистеиновая 
протеаза (каспаза) 8. В результате аутопротели-
тической активации прокаспазы-8 следует обра-
зование активной формы инициирующей каспа-
зы-8, которая запускает активацию эффекторных 
каспаз-3, -6, -7. Разрушение субстратов данными 
каспазами приводит к клеточной гибели. Поми-
мо инициации апоптоза, лигирование рецепто-
ров смерти также может вызывать некроптоз, при 
котором не происходит фрагментация ДНК, а ги-
бель клетки по механизму некроптоза вызывает 
мощный иммунный ответ, в том числе и проли-
ферацию. Внешние пути апоптоза и некроптоза 
регулируют друг друга [16]. В другом исследова-
нии характеризуют каспазу 8 как молекулярный 
переключатель, контролирующий апоптоз, не-
кроптоз и пироптоз и предотвращающий по-
вреждение тканей во время эмбрионального раз-
вития и взросления [12]. 

Регуляция апоптоза белками семейства Bcl- 2 
осуществляется преимущественно на отрезке 
митохондриального сигнального пути, посколь-
ку сигналы рецептор-зависимого сигнального 
пути в основном не нуждаются во влиянии сто-
роны Bcl-2. Митохондриальный, а не рецептор-
ный путь активации апоптоза является наиболее 
частым вариантом клеточной гибели. При этом 
происходит выход белков из межмембранного 
пространства митохондрий в цитоплазму. В ре-
гуляции апоптоза большая роль принадлежит 
белкам семейства Bcl. Различают агонистов (Вах, 
Bad, Bcl-xS, Bak, Bid, Bik, Bim, Krk, Mtd) и ан-
тагонистов (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mсl-1, A-1, Boo) 
активности апоптотической гибели клетки. Ре-
шающее значение в реализации апоптоза имеет  
соотношение про- и антиапоптозных белков. 
Имеются данные о возрастном снижении анти-
апоптотического белка Bcl-2 [15]. 

Как известно, сигналом нерецепторного апоп-
тоза служит изменение потенциала и стабиль-
ности мембраны митохондрий, вызванное про-
апоптогенными белками семейства bcl-2 и белка 
р53, который активируется при нарушении кле-
точного цикла. Онкосупрессор p53 – внутрикле-
точный фактор, осуществляющий надзор за кле-
точным гомеостазом. Большинство мутаций гена 
р53 приводят к потере его функций, вызывающих 
апоптоз и старение [21]. В дополнение к авто-
номным эффектам р53 существуют данные, сви-
детельствующие об усилении функции или акти-
вации неавтономных путей, которые прямо или 
косвенно способствуют онкогенезу. В настоящее 

время признается, что дисфункция p53 в различ-
ных клеточных компартментах TME приводит к 
иммуносупрессии и уклонению от иммунитета. 
Обнаружена функциональная связь между моле-
кулами, осуществляющими апоптоз – уровнями 
апоптоза, эффекторными каспазами, белком р53 
и низким содержанием белка Bcl-xl [11], а в рабо-
те [36] связывают недостаточную экспрессию Bax, 
сверхэкспрессию p53 и высокое отношение Bcl-2 
к Bax с карциномой эндометрия. 

Установлено, что IL-6 может способствовать 
усилению апоптоза, индуцированного TNFα или 
TRAIL, посредством p53-зависимой повышаю-
щей регуляции DR-4 и DR-5 [30]. Значительна 
роль IL-6 в его влиянии на автономные и неав-
тономные эффекты апоптоза. IL-6 представляет 
собой плейотропный цитокин, характер функци-
ональной активности которого (воспалительной 
или противовоспалительной) зависит от типа 
сигналинга и до конца не изучен. Классический 
сигналинг происходит в клетках, которые имеют 
IL-6R и gp130 на своей мембране, и опосредует ре-
генеративную и противовоспалительную актив-
ность. Для транссигналинга необходимо наличие 
растворимой формы sIL-6R, Предполагается, что 
кластерный вариант сигналинга необходим для 
дифференцировки наивных Т-лимфоцитов [11]. 
Было показано, что IL-6 индуцирует альтерна-
тивную активацию макрофагов. В отличие от 
классически активированных макрофагов (M1), 
отвечающих за усиление воспалительной реак-
ции, альтернативно активированные макрофаги 
(М2) обеспечивают регенеративные процессы в 
поврежденных тканях, продуцируя противовос-
палительные цитокины IL-10 и TGF-β. Акти-
вация М2-макрофагов происходит при воздей-
ствии IL-4 [11].

Цитокины IFNγ и IL-4 исполняют множество 
биологических функций, в числе которых важ-
нейшей является взаимная регуляция провоспа-
лительной функции Th1 интерлейкином-4 по-
средством снижения продукции IFNγ и снижение 
противовоспалительной активности Th2 за счет 
подавления IL-4 интерфероном гамма. Активная 
передача сигналов IFNγ может непосредственно 
запускать апоптоз и остановку клеточного цикла. 
В литературе представлены данные, свидетель-
ствующие о возможности регуляции апоптоза 
посредством ингибирования стресса эндоплаз-
матического ретикулума, вызванного IFNγ [9]. 
Тканевая трансглютаминаза (TG2), кальций-за-
висимый сшивающий фермент, была описана как 
маркер противовоспалительных, интерлейкин-4 
(IL-4) поляризованных макрофагов (M (IL-4)), 
которые представляют субпопуляцию макрофа-
гов с фагоцитарной способностью. В макрофа-
гально-дифференцированных моноцитах THP-1 
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уровень TG2 повышался при обработке IL-4 [31]. 
Обзор литературы, посвященный основным эф-
фекторным молекулам апоптоза, свидетельствует 
о неоднозначности их влияния, наличии не толь-
ко автономных, но и различных неавтономных 
функций у данных белков.

Целью настоящего исследования являлась 
оценка эффекторных молекул автономного и не-
автономного влияния апоптоза Т-лимфоцитов в 
условиях «клеточного соседства» в культуре у здо-
ровых людей и пациентов с РА. 

Материалы и методы 
Объектом исследования являлась перифери-

ческая кровь 10 условно здоровых женщин, не 
имеющих аутоиммунных, острых и обострения 
хронических заболеваний, средний возраст груп-
пы составил 48,1±3,9 лет а также периферическая 
кровь 9 женщин больных РА (средний возраст 
52,5±3,8 лет), находившихся на лечении в клини-
ке ФГБНУ НИИФКИ, г. Новосибирска. У всех 
пациентов было получено добровольное инфор-
мированное согласие на проведение необходи-
мых манипуляций (приложение № 1).

Выделенная на градиенте плотности (фиколл-
верографин, 1,078) (BioClot GmbH, Германия) 
лимфоцитарная фракция клеток была распре-
делена на 2 варианта культуры. Первый вариант 
(«нормально пролиферирующая CFSE+ культу-
ра» (НП)) – 7 лунок по 5,0 × 105 кл/0,5 мл полной 
культуральной среды (ПКС), окрашенных флуо-
ресцентным красителем CFSE (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 
дексаметазон-стимулированные (1  ×  10-4М) клет-
ки) по 2  ×  106 кл/150,0 мкл обедненной среды 
(ОС) – 1% FSC – (CFSE-). На 4-е сутки инкуба-
ции (96 h) в термостате (37  C, 5% CO2) апоптоти-
ческая культура (клетки и супернатант раздельно) 
была перенесена к лимфоцитам, пролиферирую-
щим в условиях ПКС (приложение № 2). Далее 
проводилось сокультивирование проб, получив-
ших условные названия: 1 – «Контроль» – кон-
трольное культивирование лимфоцитов в ПКС; 
2 – «Контроль апоптоза» – к НП лимфоцитам 
была добавлена клеточная часть нестимулиро-
ванных клеток АК; 3 – «Контроль апоптоза су-
пернатант» – сокультивирование НП в ПКС и 
перенесенного к ней супернатанта от нестиму-

лированной АК; 4 – «аCD3» – НП культура и 
клетки АК, стимулированные аCD3; 5 – «аCD3 
супернатант» – НП лимфоциты и супернатант 
от АК, стимулированной аCD3; 6 – «Dexa» – со-
культивирование НП лимфоцитов в ПКС и АК, 
обработанной дексаметазоном (1  ×  10-4М); 7 – 
«Dexa супернатант» – НП лимфоциты и суперна-
тант от АК, обработанной дексаметазоном (при-
ложение № 3).

Контроль апоптотических проб в динамике 
проводился на 4-е сутки (96 ч) и 7-е сутки (168 ч) 
в пробах «КА», «аCD3» и «Dexa». 

На 7-е сутки каждая проба – супернатант и 
клетки раздельно – замораживалась и храни-
лась в холодильнике до использования при t° 
-80 °C. Клеточная часть культуры предваритель-
но смешивалась с раствором альбумина человека 
(ФГУП «НПО Микроген г. Томск», содержащим 
10% ДМSО (SIGMA)). 

Определение содержания TNFα (пг/мл) в 
супернатантах клеток проводилось с помощью 
набора для иммуноферментного анализа АО 
«Вектор-Бест» (ИФА-БЕСТ), набор реагентов 
А-8756, р. п. Кольцово, Новосибирская область, 
согласно инструкции по применению. В опре-
делении концентрации IL-6 (пг/мл) (А-8768), 
IFNγ (пг/мл) (А-8752), IL-4 (пг/мл) (А-8754) в 
супернатантах также были использованы набо-
ры ИФА-БЕСТ, в соответствии с прилагаемой 
инструкцией. В лизатах клеток в соответствии 
с прилагаемым протоколом испытаний опре-
делялось содержание внутриклеточных компо-
нентов – каспазы-8 (нг/мл), Human Caspase 8 
ELISA Kit, invitrogen; Human p53 (Ед/мл) ELISA 
Kit, invitrogen; ab119506 – Bcl-2 (нг/мл), Human 
ELISA Kit, abcam.

Статистическая обработка данных проводи-
лась с применением методов непараметрической 
статистики (Statistica 6.0). В анализе был исполь-
зован U-критерий Манна–Уитни. Результаты 
представлены в виде медианы и интерквартиль-
ного размаха – Мe (Q0,25-Q0,75), возраст пред-
ставлен в виде M±m. Различия между группами 
считались статистически значимыми при достиг-
нутом уровне p ≤ 0,05.

Результаты 
Установленное нами ранее увеличение числа 

живых клеток в апоптотических культурах боль-
ных РА на фоне отсутствия, относительно здоро-
вых людей, значимых различий по параметрам 
апоптоза и динамики активационных маркеров, а 
также высокий уровень содержания клеток, несу-
щих маркер пролиферации Ki-67, свидетельство-
вало о вкладе неавтономных эффектов апоптоза в 
клеточный гомеостаз у пациентов с РА.
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Выявление факторов неавтономного влияния 
апоптоза в сложной системе «клеточного сосед-
ства» апоптотирующих и пролиферирующих кле-
ток привело к необходимости изучения возмож-
ных функциональных дефектов эффекторных 
молекул апоптоза у пациентов с РА относительно 
здоровых людей. 

Фактор некроза опухоли (TNFα) – мощный 
провоспалительный цитокин, включенный в 
иммунный ответ, является основным фактором, 
осуществляющим запуск рецепторного варианта 
апоптоза [16]. 

В наших исследованиях было установлено, что 
здоровых людей изначально характеризует более 
высокий уровень TNFα (единицы измерения 
пг/мл) в культурах Т-лимфоцитов относительно 
пациентов с РА. Так, при исследовании уровня 
цитокина в супернатантах клеточных культур 
было выявлено более высокое содержание TNFα 
не только в контроле пролиферирующих кле-

Рисунок 1. Содержание TNFαα в супернатантах 
Т-клеточных культур здоровых людей и пациентов с РА
Примечание. n = 14; * – p ≤ 0,05; единицы измерения – пг/мл. 
Образец «C», контроль пролиферирующих клеток; образец 
«CA», контроль инкубации в условиях «клеточного соседства» 
пролиферирующих и апоптотических клеток; образец 
«Dexa», инкубация в условиях «клеточного соседства» 
пролиферирующих и стимулированных дексаметазоном 
(1×10-4 M) апоптотических клеток клетки.
Figure 1. Concentration of TNFα in supernatants of T cell 
cultures of healthy people and patients with RA
Note. n = 14; * – p ≤ 0.05; units of measurement – pg/mL.
Sample “C”, control of proliferating cells; sample “CA”, control of 
incubation in the conditions of “cellular neighborhood” of proliferating 
and apoptotic cells; sample “Dexa”, incubation in the conditions of 
“cell neighborhood” of proliferating and stimulated by dexamethasone 
(1 × 10-4 M) apoptotic cells.

ток (проба «К») у здоровых людей относительно 
аналогичных культуры пациентов с РА, но также 
в контроле сокультивированных пролифериру-
ющих и апоптотирующих клеток (проба «КА»). 
Аналогичные различия между группами доноров 
и пациентов были установлены в пробе «Dexa» – 
сокультивированных пролиферирующих и апоп-
тотирующих мононуклеаров, стимулированных 
дексаметазоном (1 × 10-4М) (рис. 1). 

В процессе инкубации в клеточных культурах 
здоровых людей было установлено снижение со-
держание TNFα относительно контроля «К» (1) в 
пробах «КА» (96 ч), «КА» (168 ч), а также в пробах 
«Dexa» (96 ч) и «Dexa» (168 ч). Аналогичный ха-
рактер различий был выявлен относительно про-
бы «КА» (2) – в пробах «КА» (96 ч), «КА» (168 ч), 
«Dexa» (96 ч), «Dexa» (168 ч) (табл. 1). 

Кроме того, значимое снижение уровня TNFα 
в культурах здоровых людей было выявлено в ди-
намике культивирования в пробах "Dexa" (96 ч) – 
12,03 (5,1 ÷ 66,7), р = 0,005 и "Dexa" (168 ч) – 38,1 
(2,9 ÷ 82,9), р = 0,023 относительно пробы «Dexa» 
185,6 (92,5 ÷ 395,5). В культурах пациентов с РА 
не было установлено значимой динамики в со-
держании TNFα в процессе инкубации.

Снижение уровня TNFα в культурах доноров 
в процессе инкубации в неблагоприятных усло-
виях и относительно низкое изначально содер-
жание цитокина у пациентов с РА могло послу-
жить причиной низкой активности каспазы 8 как 
у здоровых, так и у больных людей. 

Исследование содержания каспазы-8 (едини-
цы измерения нг/мл), инициирующей каспазы 
внешнего контура запуска процессов рецептор-
ного апоптоза, выявило отсутствие различий по 
уровню фермента в лизатах Т-лимфоцитов между 
группами доноров и пациентов с РА. Была опре-
делена лишь тенденция, свидетельствующая о 
более высоком содержании у здоровых людей в 
пробе ("Dexa sup"). Также не было установлено 
значимой динамики, зависящей от применяемых 
стимулов и времени инкубации, ни у здоровых 
людей, ни у пациентов с РА. 

Одним из самых важных моментов в мито-
хондриальном пути клеточной гибели является 
включение белков семейства Bcl. При определе-
нии в лизатах клеток содержания антиапоптоти-
ческого фактора из группы Bcl – Bcl-2 (единицы 
измерения – нг/мл) не было установлено зна-
чимых различий между контрольной группой и 
группой больных. При этом в группе пациентов 
с РА относительно пробы «К» было определено 
значимое снижение уровня Bcl-2 в пробах, со-
держащих клетки апоптотических культур, как не 
стимулированных – проба «КА», так и в стимули-
рованных – пробе «aCD3», в пробе «Dexa», пробе 
«aCD3» (168 ч) и пробе «Dexa» (168 ч) (табл. 2). 
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ТАБЛИЦА 1. СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ СОДЕРЖАНИЯ TNFΑ В СУПЕРНАТАНТАХ КУЛЬТУР Т-ЛИМФОЦИТОВ 
В ПРОЦЕССЕ ИНКУБАЦИИ В УСЛОВИЯХ «КЛЕТОЧНОГО СОСЕДСТВА» ОТНОСИТЕЛЬНО ПРОБ «К» (1) И «КА» (2) 
У ЗДОРОВЫХ ЛЮДЕЙ 
TABLE 1. COMPARATIVE ANALYSIS OF THE CONCENTRATION OF TNFΑ IN THE SUPERNATANTS OF T LYMPHOCYTE 
CULTURES DURING INCUBATION UNDER CONDITIONS OF “CELL NEIGHBORHOOD” RELATIVE TO SAMPLES “C” (1) AND 
“CA” (2) IN HEALTHY PEOPLE

К / C (1)
204,9 (99,9 ÷ 465,6)

КА / CA (2)
240,1 (107,0 ÷ 421,2)

КА (96 ч) / CA (96 h)
61,2 (24,1 ÷ 117,4) p = 0,04 КА (96 ч) / CA (96 h)

61,2 (24,1 ÷ 117,4 p = 0,021

КА (168 ч) / CA (168 h) 
53,3 (27,1 ÷ 71,06) p = 0,01 КА (168 ч) / CA (168 h)

53,3 (27,1 ÷ 71,06) p = 0,01

Dexa (96 ч) / Dexa (96 h)
12,03 (5,1 ÷ 66,7) p = 0,007 Dexa (96 ч) / Dexa (96 h)

12,03 (5,1 ÷ 66,7) p = 0,005

Dexa (168 ч) / Dexa (168 h)
38,1 (2,9 ÷ 82,9) p = 0,022 Dexa (168 ч) / Dexa (168 h)

38,1 (2,9 ÷ 82,9) p = 0,023

Примечание. n = 7, Me (Q0.25-Q0.75), единицы измерения – пг/мл. 
Образец «К», контроль пролиферирующих клеток; образец «КA», контроль инкубации в условиях «клеточного 
соседства» пролиферирующих и апоптотических клеток; «КA» (96 ч), «КA» (168 ч), нестимулированные апоптотические 
лимфоциты, время инкубации – 96, 168 часов; образец «aCD3» (96 ч), апоптотические, стимулированные aCD3 
лимфоциты, время инкубации 96 часов; образцы «Dexa» (96 ч) (168 ч), апоптотические, стимулированные 
дексаметазоном (1 × 10-4 М) лимфоциты, время инкубации 96, 168 часов.
Note. n = 7, Me (Q0.25-Q0.75), measure units – рg/mL. Sample “C”, control of proliferating cells; sample “CA”, control of incubation 
in the conditions of “cellular neighborhood” of proliferating and apoptotic cells; “CA” (96 h), “CA” (168 h), unstimulated apoptotic 
lymphocytes, incubation time – 96, 168 hours; sample “aCD3” (96 h), apoptotic, aCD3-stimulated lymphocytes, incubation time 96 
hours; samples “Dexa” (96 h) (168 h), apoptotic, dexamethasone-stimulated (1 × 10-4 M) lymphocytes, incubation time 96, 168 hours.

ТАБЛИЦА 2. СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ СОДЕРЖАНИЕ BCL-2 В ЛИЗАТАХ КУЛЬТУР Т-ЛИМФОЦИТОВ В ПРОЦЕССЕ 
ИНКУБАЦИИ В УСЛОВИЯХ «КЛЕТОЧНОГО СОСЕДСТВА» У ПАЦИЕНТОВ С РА ОТНОСИТЕЛЬНО ПРОБ «К» (1) 
И «КА» (2)
TABLE 2. COMPARATIVE ANALYSIS OF THE CONCENTRATION OF BCL-2 IN LYSATES OF T LYMPHOCYTE CULTURES 
DURING INCUBATION UNDER CONDITIONS OF “CELL NEIGHBORHOOD” IN PATIENTS WITH RA RELATIVE TO SAMPLES 
“C” (1) AND “CA” (2)

К / C (1)
13,7 (7,8 ÷ 19,9)

КА / CA (2)
1,42 (0,7 ÷ 2,2)

КА / CA
1,42 (0,7 ÷ 2,2) p = 0,012 –

aCD3
1,5 (1,2 ÷ 2,9) p = 0,012 aCD3

1,5 (1,2 ÷ 2,9) p > 0,05

aCD3 (168 ч) / aCD3 (168 h)
0,00 (0,00 ÷ 0,00) p = 0,009 aCD3 (168 ч) / aCD3 (168 h)

0,0 (0,0 ÷ 0,0) p = 0,052

Dexa
0,48 (0,00 ÷ 1,60) p = 0,013 Dexa

0,48 (0,00 ÷ 1,60) p > 0,05

Dexa (168 ч) / Dexa (168 h) 
1,13 (0,17 ÷ 3,10) p = 0,019 Dexa (168 ч) / Dexa (168 h) 

1,13 (0,17 ÷ 3,10) p > 0,05

Примечание. n = 5,  Me (Q0,25-Q0,75), единицы измерения – нг/мл.  
Образец «К», контроль пролиферирующих клеток; образец «КA», контроль инкубации в условиях «клеточного 
соседства» пролиферирующих и апоптотических клеток; образец «aCD3», инкубация в условиях «клеточного 
соседства» пролиферирующей и стимулированной aCD3 апоптотической клетки; образец «Dexa», инкубация в 
условиях «клеточного соседства» пролиферирующих и стимулированных дексаметазоном (1×10-4 м) апоптотических 
клеток; образец «aCD3» (168 ч), апоптотические, стимулированные aCD3 лимфоциты, время инкубации 168 часов; 
образец «Dexa» (168 ч), апоптотические, стимулированные дексаметазоном (1 × 10-4 М) лимфоцитов, время инкубации 
168 часов.
Note. n = 5, Me (Q0.25-Q0.75), measure units – ng/mL. Sample “C”, control of proliferating cells; sample “CA”, control of incubation 
in the conditions of “cellular neighborhood” of proliferating and apoptotic cells; sample “aCD3”, incubation in the conditions of 
“cell neighborhood” of proliferating and stimulated by aCD3 apoptotic cell; sample “Dexa”, incubation in the conditions of “cell 
neighborhood” of proliferating and stimulated by dexamethasone (1 ×  10-4 M) apoptotic cells; sample “aCD3” (168 h), apoptotic, 
aCD3-stimulated lymphocytes, incubation time 168 hours; sample “Dexa” (168 h), apoptotic, dexamethasone-stimulated (1 × 10-4M) 
lymphocytes, incubation time 168 hours. 
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ТАБЛИЦА 3. СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ СОДЕРЖАНИЯ IL-6 В СУПЕРНАТАНТАХ КУЛЬТУР Т-ЛИМФОЦИТОВ 
В ПРОЦЕССЕ ИНКУБАЦИИ В УСЛОВИЯХ «КЛЕТОЧНОГО СОСЕДСТВА» ОТНОСИТЕЛЬНО ПРОБ «К» (1) И «КА» (2) 
У ЗДОРОВЫХ ЛЮДЕЙ 
TABLE 3. COMPARATIVE ANALYSIS OF THE CONCENTRATION OF IL-6 IN THE SUPERNATANTS OF T LYMPHOCYTE 
CULTURES DURING INCUBATION UNDER CONDITIONS OF “CELL NEIGHBORHOOD” RELATIVE TO SAMPLES “C” (1) AND 
“CA” (2) IN HEALTHY PEOPLE

К / C (1) 
589,0 (228,0 ÷ 842,3)

КА / CA (2) 
827,2 (640,7 ÷ 882,8)

КА (96 ч) / CA (96 h) 
1807,9 (1623,8 ÷ 3096,0) p = 0,0022 КА (96 ч) / CA (96 h) 

1807,9 (1623,8 ÷ 3096,0) p = 0,0021

aCD3 (96 ч) / aCD3 (96 h) 
1895,9 (1695,8 ÷ 3038,2) p = 0,002 aCD3 (96 ч) / aCD3 (96 h) 

1895,9 (1695,8 ÷ 3038,2) p = 0,002

КА (168 ч) / CA (168 h) 
2618,2 (1874,8 ÷ 3339,1) p = 0,001 КА (168 ч) / CA (168 h) 

2618,2 (1874,8 ÷ 3339,1) p > 0,05

Dexa (96 ч) / Dexa (96 h) 
1435,6 (688,07 ÷ 2535,80) p = 0,07 Dexa (96 ч) / Dexa (96 h) 

1435,6 (688,07 ÷ 2535,80) p > 0,05

Примечание. n = 7, Me (Q0,25-Q0,75), единицы измерения – пг/мл. 
Образец «К», контроль пролиферирующих клеток; образец «КA», контроль инкубации в условиях «клеточного 
соседства» пролиферирующих и апоптотических клеток; «КA» (96 ч), «КA» (168 ч), нестимулированные апоптотические 
лимфоциты, время инкубации 96, 168 часов; образец «aCD3» (96 ч), апоптотические, стимулированные aCD3 
лимфоциты, время инкубации 96 часов; образец «Dexa» (96 ч), апоптотические, стимулированные дексаметазоном  
(1× 10-4 м) лимфоциты, время инкубации 96 часов.
Note. n = 7, Me (Q0.25-Q0.75), measure units – pg/mL. Sample “C”, control of proliferating cells; sample “CA”, control of incubation 
in the conditions of “cellular neighborhood” of proliferating and apoptotic cells; “CA” (96 h), “CA” (168 h), unstimulated apoptotic 
lymphocytes, incubation time 96, 168 hours; sample “aCD3” (96 h), apoptotic, aCD3-stimulated lymphocytes, incubation time 
96 hours; sample “Dexa” (96 h), apoptotic, dexamethasone-stimulated (1 ×  10-4M) lymphocytes, incubation time 96 hours. 

Относительно пробы «aCD3» – 1,5 (1,2 ÷ 2,9), 
понизилось содержание Bcl-2 в пробе «aCD3» 
(168 ч), 0,00 (0,00 ÷ 0,00) р = 0,052.

Определение уровня Bcl-2 в лизатах пролифе-
рирующих клеток, со культивированных с супер-
натантами от апоптотических культур в пробах 
«КА супернатант», «aCD3 супернатант», «Dexa 
супернатант» выявило понижение содержания 
Bcl-2 в меньшей степени – на уровне тенден-
ций. Относительно второй контрольной пробы – 
«КА» также было определено снижение Bcl-2 в 
пробе «aCD3» (168 ч).

В группе здоровых людей не было установлено 
значимой динамики содержания Bcl-2 в культу-
рах, зависящих от характера стимуляции и време-
ни инкубации. 

Важнейшим фактором, регулирующим кле-
точную гибель, является белок p53 (единицы 
измерения – Ед/мл), это транскрипционный 
фактор, регулирующий клеточный цикл. Иссле-
дование внутриклеточного содержания белка р53 
выявило отсутствие различий между группами 
больных РА и здоровыми людьми. При этом в 
культурах пациентов относительно контроля – 
пробы «К» 1,73 (1,47 ÷ 1,96) было установлено 
выраженное снижение содержания указанного 
белка в пробе «КА» – 0,16 (0,1 ÷ 0,3), р = 0,02; в 
пробе «Dexa» 0,0 (0,0 ÷ 0,016), р = 0,01 и в пробе 
«Dexa 168 ч» – 0,0 (0,0 ÷ 0,013), р = 0,017. В этой 
же группе пациентов относительно контроля 
апоптоза «КА» – 0,16 (0,1 ÷ 0,3) было определено 

повышение содержания р53 в пробе «CD3sup» 2,5 
(1,6 ÷ 2,8), р = 0,012. Учитывая последние данные, 
а также результаты, свидетельствующие о разли-
чиях между пробами «К» и «КА», можно предпо-
ложить, что именно контакт с апоптотирующими 
клетками в условиях «клеточного соседства» ин-
гибирует содержание транскрипационного фак-
тора в культурах лимфоцитов больных РА. 

Определение вклада IL-6 (единицы изме-
рения – пг/мл) в автономные и неавтономные 
эффекты апоптоза в процессе совместной ин-
кубации пролиферирующих и апоптотирующих 
клеток выявило отсутствие различий по уровню 
цитокина между группами здоровых людей и па-
циентами с РА. В динамике инкубации в обеих 
группах были установлены сходные изменения, 
имеющие однонаправленный характер и сви-
детельствующие о выраженной стимуляции от-
носительно контроля продукции IL-6 во многих 
исследуемых вариантах культуры, как у здоровых 
людей, так и у пациентов с РА. Различия заключа-
лись в следующем – у здоровых людей, в отличие 
от пациентов, на уровне тенденции определялись 
различия по параметрам цитокина в апоптотиче-
ской культуре «Dexa» (96 ч) относительно кон-
троля «К» (табл. 3). 

В группе пациентов с РА характер тенденции 
носили различия группы контроля «К» относи-
тельно не стимулированных клеток в пробах кон-
троль апоптоза «КА» (96 ч) (табл. 4). 
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ТАБЛИЦА 4. СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ СОДЕРЖАНИЯ IL-6 В СУПЕРНАТАНТАХ КУЛЬТУР Т-ЛИМФОЦИТОВ В 
ПРОЦЕССЕ ИНКУБАЦИИ В УСЛОВИЯХ «КЛЕТОЧНОГО СОСЕДСТВА» ОТНОСИТЕЛЬНО ПРОБ «К» (1) И «КА» (2) 
У ПАЦИЕНТОВ С РА 
TABLE 4. COMPARATIVE ANALYSIS OF THE CONCENTRATION OF IL-6 IN THE SUPERNATANTS OF T LYMPHOCYTE 
CULTURES DURING INCUBATION IN THE CONDITIONS OF “CELL NEIGHBORHOOD” RELATIVE TO SAMPLES “C” (1) AND 
“CA” (2) IN PATIENTS WITH RA

К / C (1) 
485,1 (148,9÷567,3)

КА / CA (2) 
563,5 (199,2÷639,7)

КА (96 ч) / CA (96 h) 
2399,3 (1616,2 ÷ 2603,9) p = 0,07 КА (96 ч) / CA (96 h) 

2399,3 (1616,2 ÷ 2603,9) p = 0,07

aCD3 (96 ч) / aCD3 (96 h) 
2794,9 (2621,2 ÷ 2994,3) p = 0,006 aCD3 (96 ч) / aCD3 (96 h) 

2794,9 (2621,2 ÷ 2994,3) p = 0,01

Dexa (96 ч) / Dexa (96 h) 
2496,7 (1955,7 ÷ 2666,1) p = 0,01 Dexa (96 ч) / Dexa (96 h) 

2496,7 (1955,7 ÷ 2666,1) p = 0,010

КА (168 ч) / CA (168 h) 
1567,3 (1008,6 ÷ 2774,2) p = 0,005 КА (168 ч) / CA (168 h) 

1567,3 (1008,6 ÷ 2774,2)  p = 0,0053

Примечание. См. примечание к таблице 3.
Note. As for Table 3.

Кроме того, у пациентов с РА было выявлено 
значимое повышение продукции IL-6 на стиму-
ляцию дексаметазоном, не только относитель-
но проб «К» и «КА», но и относительно пробы 
«Dexa» 521,6 (177,5 ÷ 694,5) параметров пробы 
«Dexa» (96 ч) – 2496,7 (1955,7 ÷ 2666,1), р = 0,01.

В супернатантах клеточных культур нами были 
определены уровни IFNγ и IL-4 с целью установ-
ления функциональной активности мононуклеа-
ров в процессе инкубации в условиях «клеточно-
го соседства».

Проведенные исследования свидетельствова-
ли об отсутствии различий по содержанию IFNγ 
(единицы измерения – пг/мл) в супернатантах 
культур здоровых людей и пациентов с РА, при 
этом значимое повышение уровня IFNγ относи-
тельно двух видов контроля было установлено в 
группе здоровых людей после добавления клеток 
от aCD3+ апоптотической культуры. А в культурах 
пациентов, после добавления супернатанта от 
aCD3+ апоптотической культуры. Так, у здоровых 
людей было определено повышение содержания 
цитокина в пробах апоптотических культур, сти-
мулированных aCD3 – (аCD3 96 ч) относитель-
но контроля «К» – 4862,5 (416,8 ÷ 7816,0) и 4,2 
(0,00 ÷ 23,9), соответственно, р = 0,049. Сходные 
различия по содержанию IFNγ были выявлены 
также в пробе «aCD3» (96 ч) относительно пробы 
контроль апоптоза «КА» 4862,5 (416,8 ÷ 7816,0) и 
7,9 (0,00 ÷ 23,5) соответственно, р = 0,049. 

У пациентов с РА также было установлено до-
стоверное повышение содержания IFNγ в супер-
натантах культуры Т-лимфоцитов при совмест-
ном культивировании пролиферирующих клеток 
и супернатанта от аCD3 апоптотирующей куль-

туры (проба «aCD3sup») относительно пробы «К» 
1469,5 (733,9 ÷ 1757,4) и 0,00 (0,00 ÷ 0,95) соот-
ветственно, р = 0,027; а также относительно про-
бы «КА» 1469,5 (733,9 ÷ 1757,4) 0,00 (0,00 ÷ 0,73) 
р = 0,027.

В супернатантах исследуемых культур нами 
были определены сходные изменения – повыше-
ние уровня IL-4 (единицы измерения – пг/ мл) во 
многих вариантах культур, как у здоровых людей, 
так и у пациентов с РА. Значимое повышение 
уровня цитокина у здоровых людей относительно 
пробы «К» 0,00 (0,00 ÷ 0,81) было установлено в 
пробе «aCD3» (96 ч) – 99,0 (19,4 ÷ 102,2), р = 0,043; в 
пробе «Dexa» (96 ч) – 74,3 (39,2 ÷ 99,0), р = 0,043; в 
пробе «aCD3» (168 ч) – 48,5 (18,6 ÷ 91,3), р = 0,044. 
У здоровых людей также было выявлено повыше-
ние уровня IL-4 относительно пробы «КА» – 2,4 
(0,85 ÷ 29,1) в пробе – «aCD3» (96 ч), р = 0,049; 
в пробе «Dexa» (96 ч), р = 0,049; в пробе «aCD3» 
(168 ч), р = 0,049. Кроме того, длительная инку-
бация апоптотических aCD3-стимулированных 
культур также повышала уровень цитокина от-
носительно пробы «aCD3» (пролиферирующие 
и апоптотирующие клетки) – 0,4 (0,00 ÷ 2,025), 
при инкубации (96 ч), р = 0,049; и при инкуба-
ции (168 ч), р = 0,049. В пробе апоптотирующих 
клеток «Dexa» (96 ч) также был установлен бо-
лее высокий уровень IL-4 относительно пробы 
«Dexa» – пролиферирующие и апоптотирующие 
клетки в условиях «клеточного соседства» 0,00 
(0,00 ÷ 0,59), р = 0,044.

В культурах клеток больных РА было опреде-
лено аналогичное повышение содержания IL-4 
в стимулированных пробах относительно про-
бы «К» – 0,00 (0,00 ÷ 1,66). В частности, в пробе 
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«aCD3» (96 ч) 31,4 (31,06 ÷ 111,1), р = 0,04; в про-
бе «aCD3» (168 ч) – 52,2 (30,0 ÷ 177,8), р = 0,027; 
в пробе «Dexa» (168 ч) – 49,7 (28,7  ÷  133,0), 
р  =  0,026. Относительно пробы «КА» – 2,1 
(0,10  ÷  4,2) определено повышение в пробах 
«aCD3» (96 ч), р = 0,051; «aCD3» (168 ч), р = 0,03; 
«Dexa» (168 ч) р = 0,03. У пациентов, так же как у 
здоровых людей, повышен уровень IL-4 в пробе 
«aCD3» (96 ч), р = 0,051 и в пробе «aCD3» (168 ч), 
р = 0,03 относительно «aCD3» – 4,5 (2,2 ÷ 12,3). 
В пробе апоптотирующих клеток «Dexa» (168 ч) 
был выявлен более высокий уровень IL-4 отно-
сительно пробы «Dexa» – «клеточное соседство» 
пролиферирующих и апоптотирующих стиму-
лированных дексаметазоном (1  ×  10-4 M) клеток 
-1,49 (0,6 ÷ 4,8), р = 0,03. 

Обсуждение
Литературные данные о неавтономных эф-

фектах апоптоза, обусловленные «клеточным 
соседством», позволили нам предположить, что 
особенности или нарушение процессов взаимо-
действия апоптотирующих и пролиферирующих 
клеток могут являться потенциальными механиз-
мами развития и поддержания патологического 
воспаления при РА [17]. 

На предыдущих этапах работы нами была 
разработана модель «клеточного соседства», в 
которой, in vitro совместно культивировались 
клеточные и гуморальные компоненты культу-
ры, подвергнутой наиболее физиологичному ва-
рианту активационного апоптоза (инкубации в 
условиях скученности и обеднения культураль-
ной среды) и аутологичные клетки, пролифери-
рующие в полной культуральной среде. Приме-
нение модели выявило отсутствие различий по 
уровню активационного апоптоза в культурах 
Т-лимфоцитов, находящихся в условиях «кле-
точного соседства», стимулированных и не сти-
мулированных, пролиферирующих и апоптоти-
рующих клеток между группами здоровых людей 
и пациентов с РА. При этом на фоне отсутствия 
значимых различий по параметрам апоптоза и 
динамики активационных маркеров, было уста-
новлено увеличение числа живых клеток, а также 
повышение числа клеток несущих маркер про-
лиферации Ki-67 в апоптотических культурах 
больных РА относительно показателей здоровых 
людей, что свидетельствовало о вкладе неавто-
номных эффектов апоптоза в клеточный гоме-
остаз у пациентов с РА. Полученные результаты 
поставили перед необходимостью изучения клю-
чевых молекул апоптоза и их возможное участие 
в неавтономных эффектах в условиях «клеточно-

го соседства» пролиферирующих и апоптотирую-
щих клеток у больных РА и здоровых людей. 

Из двух наиболее изученных путей апоптоза, 
внешнего (рецепторного) и внутреннего (мито-
хондриального) первый индуцируется лигирова-
нием рецепторов смерти надсемейства рецепто-
ров TNF (TNFR), а фактор некроза опухоли-α 
(TNFα) играет ключевую роль, вмешиваясь в про-
апоптотический путь лиганда Fas-Fas (FasL) [16, 
26]. Полученные в данной работе результаты сви-
детельствовали о том, что здоровых людей отно-
сительно пациентов с РА характеризует высокий 
уровень TNFα в культурах пролиферирующих 
клеток или находящихся в условиях «клеточного 
соседства» пролиферирующих и апоптотирую-
щих лимфоцитов. А в процессе инкубации апоп-
тотических, как стимулированных, так и не сти-
мулированных культур доноров продукция TNFα 
подавлялась. Относительно высокие уровни 
TNFα и отсутствие различий между пробами «К», 
содержащей пролиферирующие клетки и «КА», в 
которой культивировались пролиферирующие и 
апоптотирующие Т-лимфоциты в культурах здо-
ровых людей, свидетельствует о функциональной 
активности мононуклеаров, находящихся в не-
благоприятных условиях.

В то же время изначально низкое, относи-
тельно здоровых людей, содержание TNFα в су-
пернатантах культур пациентов с РА не выявило 
достоверных изменений в динамике инкубирова-
ния всех вариантов Т-клеточных культур – про-
лиферирующих, апоптотирующих и находящих-
ся в условиях «соседства» пролиферирующих и 
апоптотирующих клеток, что, с учетом получен-
ном нами ранее увеличении числа живых клеток 
в апоптотической культуре в процессе инкубации 
может свидетельствовать о наличии факторов 
пролиферации, поддерживающих изначальный 
клеточный уровень клеток, длительно находя-
щихся в неблагоприятных условиях у пациентов 
с РА. 

Существуют различные данные, выявляющие 
помимо основных, автономных функций TNFα – 
многофункционального цитокина, участвующе-
го в гомеостазе иммунной системы, антимикроб-
ной защите, регуляции апоптоза, пролиферации 
и дифференцировке клеток, обеспечивать неко-
торые неавтономные процессы [19]. Так, извест-
но, что первоначально TNFα синтезируется в 
виде полноразмерной трансмембранной формы, 
которая ферментативно расщепляется с образо-
ванием растворимого циркулирующего TNFα. 
Трансмембранная форма цитокина остается био-
логически активной и способна инициировать 
сигнальные каскады после связывания с рецеп-
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торами TNFα – TNFR I и TNFR II. Она обладает 
потенциалом регрессии опухоли без инициации 
клеточной пролиферации. В то время как функ-
ция растворимой формы цитокина зависит от ва-
рианта специфического рецептора, с которым он 
устанавливает связь, и его двойная способность 
стимулировать рост опухоли представляла собой 
серьезное препятствие для его признания в каче-
стве противораковой молекулы [4]. Относитель-
но аутоиммунных заболеваний, в частности РА, 
были получены несколько иные данные – рас-
творимая форма цитокина solTNF передает сиг-
налы в основном через TNFR1, который широко 
экспрессируется и способствует главным образом 
воспалению и апоптозу. В то время как трансмем-
бранная форма цитокина передает сигналы в ос-
новном через TNFR2, который ограничен иммун-
ными и эндотелиальными клетками, активирует 
сигнальный путь PI3K-Akt/PKB, поддерживает 
функцию регуляторных клеток и способству-
ет выживанию Т-лимфоцитов [26]. Следующий 
возможный вариант подавления апоптоза – ва-
риант сплайсинга гена DR3, который содер-
жит четыре однонуклеотидных полиморфизма 
(SNP) и 14-нуклеотидную делецию в экзоне 5 и 
интроне 5. Измененный ген смерти DR3, – член 
семейства Fas, индуцирующего апоптоз, обна-
ружен при анализе последовательностей ДНК у 
пациентов с РА. Укороченный белковый продукт 
гена не содержит домен смерти, образуя гетеро-
тримерный комплекс с DR3 дикого типа и он до-
минантно-негативно ингибирует индуцирован-
ный лигандом апоптоз в лимфоцитах, чем может 
способствовать патогенезу РА [13]. Еще одним 
важным фактором поддержания клеточного по-
стоянства в ситуации индукции апоптоза, в част-
ности при хроническом воспалительном заболе-
вании, является аутофагия. Известно, что TNFα 
индуцирует как апоптоз, так и аутофагию в остео-
бластах, а усиленная аутофагия защищает клетку, 
уменьшая апоптоз, индуцированный TNFα [2, 
38]. Скрининг нокаута CRISPR в геноме мыши 
идентифицирует передачу сигналов TNFα опухо-
левыми клетками как важный компонент апоп-
тоза, индуцированного Т-лимфоцитами, с пере-
дачей сигналов NF-κB и аутофагией в качестве 
основных защитных механизмов. Как известно, 
аутофагия функционирует на относительно ран-
нем этапе сигнального пути TNFα, ограничивая 
активацию FADD-зависимой каспазы-8 [34]. 
В упоминаемой нами ранее работе было сделано 
заключение, что помимо основной, автономной 
функции запуска рецепторного апоптоза, актива-
ция TNFα опосредованно активирует пролифе-
ративные процессы, в частности, активируемые 

им молекулы обладают способностью неавто-
номно влиять на микроокружение, воздействуя 
на транскрипцию различных молекул, способ-
ствующих росту и пролиферации клеток [24]. 

Снижение уровня TNFα в культурах доноров в 
процессе инкубации в неблагоприятных услови-
ях и относительно низкое изначально содержа-
ние цитокина у пациентов с РА могло послужить 
причиной низкой активности каспазы-8, как у 
здоровых, так и у больных людей.

Апоптоз, индуцированный CD95 (Fas/APO- 1) 
и TNFα активирует каспазу-8 (MACH/FLICE/
Mch5), обеспечивая, таким образом, прямую 
связь между рецепторами клеточной смерти и 
каспазами, т. е. каспаза 8 находится на верши-
не апоптозного каскада [29]. Кроме активации 
CD95, показано расщепление каспазы-8 гранзи-
мом B и даже аутоактивации каспазы-8 в процес-
се апоптоза, индуцированного T-лимфоцитами. 
Эти потенциально летальные ферменты могут 
служить множеству неапоптотических целей. 
В частности, стимулировать клеточную проли-
ферацию, которая может происходить как в ре-
зультате апоптоза, так и в устойчивых к апоптозу 
клетках. Одним из возможных вариантов индук-
ции пролиферации вместо апоптоза в стимули-
рованных каспазой-8 лимфоцитах может быть 
компартментальная активация фермента, при-
водящая к активации NF-κB и ядерной транс-
локации [29]. Помимо пролиферации, которая 
является установленным неавтономным след-
ствием активации каспазы, а митогенные сиг-
налы генерируются каспаз-экспрессирующими 
клетками, были описаны и другие зависимые от 
каспаз исходы. В частности, такие, как регулиро-
вание гибели и выживания соседних клеток раз-
личными способами, одним из которых являет-
ся продукция PDGF/VGF-подобного белка Pvf, 
запускающего активацию антиапоптотической 
микроРНК-бантам в окружающих клетках, яв-
ление, получившее название эффекта Махакали, 
что придает повышенную устойчивость к унич-
тожению клеток. С другой стороны, апоптоз так-
же может вызывать дальнейшую гибель клеток в 
окружающих тканях. Это явление, известное как 
апоптоз, индуцированный апоптозом (AiA), за-
висит от продукции TNFα умирающими клетка-
ми, который активирует JNK в соседних клетках, 
что приводит к их гибели в результате апопто-
за [14]. 

Нами не было выявлено повышения активно-
сти основных эффекторных молекул рецептор-
ного варианта апоптоза в процессе инкубации в 
условиях «клеточного соседства», ни у здоровых, 
ни у больных РА. Возможно, полученные резуль-
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таты подтверждают данные о том, что большин-
ство форм апоптоза у позвоночных реализуется 
по митохондриальному пути, а не через рецепто-
ры клеточной гибели.

В культурах пациентов с РА нами было опреде-
лено значимое подавление антиапоптотического 
внутриклеточного фактора Bcl-2 относительно 
контролей в модели «клеточного соседства», в 
том числе в контрольной пробе «КА» относитель-
но пролиферирующих клеток контроля «К». При 
этом снижение содержания указанного фактора 
было наиболее выражено в пробах, содержащих 
только апоптотические клетки. Длительная ин-
кубация апоптотических клеток, стимулирован-
ных антителами к CD3, была сопряжена с пол-
ным подавлением Bcl-2 в клеточных лизатах.

Известно, что одними из самых значимых 
факторов в митохондриальном пути клеточной 
гибели, является включение регуляторных бел-
ков семейства Bcl. Антиапоптотический белок 
Bcl-2 играет важную роль в клеточной выжива-
емости [15]. Bcl-2 подавляет апоптоз во многих 
клеточных системах, включая лимфогематопо-
этические и нейрональные клетки. Регулирует 
клеточную смерть, контролируя проницаемость 
митохондриальной мембраны. Ингибирует ка-
спазы за счет предотвращения выхода цитохрома 
С из митохондрий и/или за счет связывания фак-
тора, активирующего апоптоз – APAF1. Извест-
но также, что механизм подавления летальности 
молекулами Bcl-2 и Bcl-xL, может опосредовать-
ся подавлением аутофагии, а не полным апопто-
зом [35]. Исследования апоптоза в синовиальной 
оболочке у пациентов с РА показали, что инфиль-
трирующие синовию Т-лимфоциты экспресси-
ровали высокий уровень белков семейства Вс1- 2 
и были резистентны к Fas-опосредованному 
апоптозу. В то же время известно, что митохон-
дриальный путь апоптоза связан с ответом на 
цитотоксические стимулы или со снижением ро-
стовых факторов и трофических сигналов, посту-
пающих в клетку в виде цитокинов [10, 35].

Модель совместного культивирования проли-
ферирующих и апоптотирующих клеток, наибо-
лее близко, по нашему мнению, отражающая со-
бытия, происходящие в суставах при РА, выявила 
значительное подавление антиапоптотического 
внутриклеточного фактора Bcl-2 относительно 
контролей у пациентов с РА. Между тем, у здоро-
вых людей, клетки, находившиеся в аналогичных 
условиях, не характеризовались значимой дина-
микой содержания Bcl-2 в процессе культивиро-
вания, но и не имели достоверных различий по 
содержанию Bcl-2 во всех вариантах культур от-
носительно пациентов с РА. Полученные данные 

позволяют сделать предположение о большей 
чувствительности клеток пациентов к неблаго-
приятным условиям культивирования, к цито-
токсическим стимулам. 

Важнейшим фактором, регулирующим кле-
точную гибель, является белок p53. Этот транс-
крипционный фактор регулирует репарацию 
клеточной ДНК, индуцирует апоптоз, отвечает 
за регуляцию старения и вступления клетки в 
последующие стадии клеточного цикла, а также 
участвует в ингибировании ангиогенеза и индук-
ции окислительного шока. Активность белка р53 
очень жестко контролируется как аллостериче-
ской регуляцией его ДНК-связывающей функ-
ции, так и регуляцией стабильности белка в от-
вет на множество внешних раздражителей, таких 
как: гипоксия, облучение, высокая концентрация 
монооксида азота. Транскрипционной мише-
нью p53 является DR5. Ген p53 активирует гены 
Bax и Bid, p21, PUMA, происходит образование 
свободных форм кислорода, что способствует 
выходу цитохрома-С из митохондрий и запуску 
апоптоза [18, 21]. Клеточное старение частично 
регулируется геном ТР53, критическим геном-
супрессором опухоли, который кодирует 12 или 
более изоформ белка р53. Изоформы р53 про-
дуцируются посредством инициации в альтер-
нативных сайтах начала транскрипции и транс-
ляции и альтернативного сплайсинга мРНК. Эти 
белки укороченной изоформы p53 эндогенно 
экспрессируются в нормальных клетках чело-
века и выполняют важную функциональную 
роль, включая модуляцию полноразмерного p53-
опосредованного клеточного старения, апоп-
тоза и репарации ДНК [3]. Сорокалетний опыт 
изучения р53 позволил аналитикам обосновать 
тезис о том, что апоптоз происходит по принци-
пу «все или ничего». Молекулярные взаимодей-
ствия и аутоактивация сети p53 сигнальной мо-
лекулой стресса ATM в основной регуляции p53, 
а также модуль инициации апоптоза с участием 
Puma, Bcl-2 и Bax определяют решения о судь-
бах клеток. Роль p53 в качестве апоптотического 
переключателя может быть нарушена сверхэк-
спрессией Bcl-2 [3,  7]. Полученные нами резуль-
таты свидетельствуют о значимом подавлении не 
только р53, но и Bcl-2 в апоптотической культуре 
в процессе инкубации у пациентов с РА и отсут-
ствии достоверных изменений у здоровых людей. 
В то же время не было выявлено различий по 
уровню антиапоптотического и проапоптотиче-
ских факторов между группами доноров и паци-
ентов, что свидетельствует о сходных процессах в 
клеточном гомеостазе (гибели и пролиферации) 
в обеих исследуемых группах, по-видимому, в 
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большей степени выраженных у пациентов с ау-
тоиммунной патологией. Литературные данные 
свидетельствуют о связи механического напря-
жения с активностью р53. Известно, что в норме, 
в условиях полярно-дефицитной конкуренции 
клеток механическое напряжение активизиру-
ет регулятор цитоскелета ROCK, что приводит к 
повышению активности р53 через активацию p38 
[6]. Возможно, скученность клеток в нашей мо-
дели апоптоза не послужила достаточным факто-
ром для активации апоптоза у здоровых людей, а 
у пациентов с РА были задействованы механиз-
мы, повлиявшие на клеточную пролиферацию.

В нашем исследовании инкубация пролифе-
рирующих, апоптотирующих и находящихся в 
условиях «клеточного соседства» пролиферирую-
щих и апоптотирующих клеток у здоровых людей 
и пациентов с РА сопровождалась повышением 
продукции IL-6. Известно, что интерлейкин-6 
представляет собой многофункциональный бе-
лок, который участвует в регуляции иммунного 
ответа, реакций острой фазы и гематопоэза. Он 
производится лимфоидными и нелимфоидны-
ми клетками, а также нормальными и транс-
формированными клетками, включая T-клетки, 
B-клетки, моноциты, фибробласты, клетки со-
судистого эндотелия. Роль IL-6 как про- или 
противовоспалительного цитокина до сих пор не 
ясна и во многом зависит от типа сигналинга и 
многих других причин. В частности, определена 
антиапоптотическая функция IL-6 в культиви-
руемых β-клетках от стресс-индуцированного 
апоптоза. Он активирует STAT3, фактор транс-
крипции, участвующий в аутофагии. IL-6 стиму-
лирует конверсию LC3 и образование аутофаго-
сом [21]. По такому же механизму IL-6 защищает 
от аномалий нейроны, связанные с депрессией. 
Повышение уровня IL-6 в области СА1 гиппо-
кампа приводит к плейотропным защитным дей-
ствиям, включая снижение оксидативного стрес-
са и модуляцию аутофагии, антивоспалительную 
активацию и антиапоптотические эффекты [33]. 
Показано возрастное увеличение IL-6 у старе-
ющих животных, и опосредованное модули-
рованием Bcl-xL и p53 снижение апоптоза [8]. 
В то же время интерлейкин-6 усиливал TNFα, а 
TRAIL/ Apo2L индуцировал гибель клеток в раз-
личных раковых тканях человека, происходящих 
от злокачественной глиомы, меланомы, рака мо-
лочной железы и лейкемии, хотя эффект не был 
обнаружен при применении только IL-6. IL-6 ак-
тивировал p53 и рецепторы смерти TRAIL (DR-4 
и DR-5) и стимулировал TNFα и TRAIL- зависи-
мый внешний путь апоптоза без активации p53-
опосредованного внутреннего пути апоптоза. 

Индуцированное TNFα и TRAIL расщепление 
каспазы-8 и каспазы-3 в большей степени усили-
валось IL-6, хотя эти каспазы не расщеплялись 
только IL-6 [30]. Полученное в нашем исследова-
нии подавление ключевых молекул рецепторного 
и митохондриального вариантов запуска апоп-
тоза могло послужить тем механизмом, который 
стимулировал продукцию IL-6 в клеточных куль-
турах и его репаративные функции. Или же уси-
ление продукции в условиях клеточного стресса, 
которое обусловливает «клеточное соседство» 
или длительное нахождение клеток в условиях 
скученности и обеднения культуральной среды, 
могло переключить цитокин на противовоспали-
тельные и антиапоптотические функции, обеспе-
чивая защитные и репаративные возможности.

Определение уровня IFNγ в супернатантах ис-
следуемых клеточных культур было обусловлено 
несомненным участием цитокина в ревматоид-
ном воспалении. Известно, что РА представляет 
собой системное воспалительное заболевание, 
связанное с повышенным уровнем медиато-
ров воспаления, включая TNFα, Тh17, а также 
снижением апоптоза воспалительных клеток. 
Интерферон-γ (IFNγ) вызывает воспалительную 
реакцию и апоптозную гибель клеток [20].

Существует много исследований, подтверж-
дающих роль IFNγ в клеточной гибели. В част-
ности, активная передача сигналов IFNγ может 
непосредственно запускать апоптоз и остановку 
клеточного цикла в раковых клетках человека. В 
уже приведенной нами ранее публикации было 
обнаружено вмешательство IFNγ в аутофагию 
на этапе слияния аутофагосомы и лизосомы, что 
нарушало процесс восстановления гомеостаза 
под влиянием стрессированного эндоплазма-
тического ретикулума [9]. В то же время отме-
чается неоднозначность эффекта IFNγ в слож-
ных клеточных системах. Так, в работе [22] было 
определено, что, с одной стороны, потеря IFNγ 
способствовала продукции cFLIPL и MLKL и не-
кроптозу, а с другой – дефицит IFNγ увеличивал 
количество клеток Th17 и повышал экспрессию 
IL-17 и TNFα. У животных IFNγ -/- CIA в экс-
перименте наблюдалось усиление повреждения 
хряща и воспаления суставов. Этот результат по-
зволил авторам сделать вывод, что IFNγ регули-
рует воспалительную гибель клеток. Эта функци-
ональная пластичность позволяет предположить 
модулирующее участие IFNγ в гомеостазе.

Однонаправленная стимуляция продукции 
IL-4 в культурах мононуклеаров, находящихся 
в условиях «клеточного соседства» пролифери-
рующих и апоптотирующих культур у здоровых 
людей и пациентов с РА может свидетельствовать 
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об активации защитных механизмов при культи-
вировании клеток в неблагоприятных условиях. 
Так, установлено, что нокдаун SOCS1 (Supressor 
of Cytokine Signaling 1) увеличивает экспрессию 
IL-4, в то время как нокдаун IL-4 снижает жиз-
неспособность клеток и усиливает клеточный 
апоптоз остеоартритных хондроцитов, трансфи-
цированных миРНК SOCS1. Более того, снижен-
ная экспрессия воспалительных факторов, инду-
цированная SOCS1, усиливалась при нокдауне 
IL-4. Заключается, что передача сигналов IL-4 
играет решающую роль в регуляторных функци-
ях SOCS1 при апоптозе и воспалении в остеоар-
тритных хондроцитах человека [14]. При изуче-
нии механизмов устойчивости к эпителиальному 
раку было установлено, что IL-4 действует как 
аутокринный фактор выживания в эпителиаль-
ных клетках [32]. При использовании IL-4 в каче-
стве селективного ингибитора роста клеток ОМЛ 
была выявлена избирательность его действия. 
Так, воздействие IL-4 вызывало снижение роста 
и выживаемости первичных клеток пациентов с 
ОМЛ CD34+CD38 из нескольких генетических 
подтипов ОМЛ, тогда как нормальные стволовые 
клетки и клетки-предшественники были менее 
затронуты [27]. Интересные результаты были по-
лучены при восстановлении тканей после зара-
жения гельминтами. Было определено, что для 
репарации тканей недостаточно только IL-4 или 
IL-13, но IL-4 или IL-13 вместе с апоптозными 
клетками индуцировали программу восстановле-
ния тканей и резидентных макрофагов. Генети-
ческая абляция сенсоров апоптотических клеток 
нарушала пролиферацию резидентных макрофа-
гов и индукцию генов противовоспалительных 
и тканевых репараций в легких после заражения 
гельминтами или в кишечнике после индукции 
колита [5]. Существует функциональная связь 
между IL-6 и активностью IL-4 в процессе аль-
тернативной активации противовоспалительных 
макрофагов. Так, было показано, что активация 
М2-макрофагов происходит при воздействии 
IL- 4. При этом IL-6 является мощным индук-
тором экспрессии альфа цепи рецептора IL-4 
(IL- 4R) в макрофагах, сенсибилизируя эти клет-
ки к IL-4-опосредованной активации [11, 23]. 

Проведенные нами ранее исследования сви-
детельствовали о том, что выраженная в процессе 
индукции апоптоза экспрессия активационных 
маркеров на Т-лимфоцитах периферической кро-
ви здоровых людей, в отличие от пациентов с РА, 
не приводит к запуску процессов пролиферации, 
в то время как у пациентов значимая экспрессия 
маркера пролиферации Ki-67 в процессе индук-
ции апоптоза была ассоциирована с увеличением 

числа живых клеток. Различный исход индукции 
апоптоза в культурах, находящихся в одинаковых 
условиях «клеточного соседства» у здоровых лю-
дей и пациентов с РА позволили нам выдвинуть 
предположение о различиях в механизмах акти-
вации и/или о различных эффекторных молеку-
лах, принимающих участие в автономных и неав-
тономных эффектах апоптоза у здоровых людей и 
пациентов с РА.

В данном исследовании был установлен низ-
кий потенциал рецепторного пути активации 
апоптоза за счет подавления продукции TNFα в 
процессе инкубации клеток в условиях «клеточ-
ного соседства» в культурах здоровых людей и 
низкого изначально и не меняющегося в дина-
мике и в различных вариантах инкубации уровня 
TNFα в супернатантах пациентов с РА, а также 
низкого содержания инициирующей каспазы-8 в 
обеих группах. 

Было определено значимое подавление эф-
фекторных молекул митохондриального пути 
активации апоптоза – антиапоптотического 
фактора Bcl-2 и транскрипционного фактора 
p53 в культурах апоптотических клеток, а также 
смешанных в условиях «клеточного соседства» 
пролиферирующих и апоптотических клеток у 
пациентов с РА и отсутствие динамики по со-
держанию указанных белков у здоровых людей. 
При этом между отдельными вариантами культур 
пациентов с РА относительно здоровых людей 
по содержанию указанных молекул различий не 
было установлено.

Полученные результаты свидетельствовали о 
разной степени выраженности, но однонаправ-
ленных процессах в культурах мононуклеаров, 
находящихся в неблагоприятных условиях «кле-
точного соседства» пролиферирующих и апопто-
тирующих клеток, как у пациентов с РА, так и у 
здоровых людей.

Учитывая, что обе исследуемые группы ха-
рактеризовались значительной активацией про-
дукции IL-4 и IL-6, цитокинов, обладающих 
автономными и неавтономными защитными и 
репаративными свойствами, можно заключить, 
что высокие уровни указанных цитокинов раз-
личным образом проявляли себя в культурах 
клеток, находящихся в условиях «клеточного 
соседства». Если у здоровых людей нахождение 
клеток в неблагоприятных условиях сочеталось с 
поддержанием баланса пролиферации и апопто-
за, то у пациентов с РА поддержание указанного 
баланса активировало процессы пролиферации и 
сопровождалось увеличением числа живых кле-
ток в апоптотических культурах. 
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Приложение 1
Supplement 1

КЛИНИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПАЦИЕНТОВ С РЕВМАТОИДНЫМ АРТРИТОМ (РА)
CLINICAL CHARACTERISTICS OF PATIENTS WITH RHEUMATOID ARTHRITIS (RA)

№
No. 

Возраст
Age

Диагноз
Diagnosis

Длительность
Duration 

of the disease

Лечение
Treatment

1 61

РА, серопозитивный, поздняя стадия, эрозивный, 
Rg III ст., активность умеренная, DAS28 4.68, АЦЦП 

(+), aMCV (+). ФК II
RA, seropositive, late stage, erosive, Rg III stage, 

moderate activity, DAS28 4.68, aCCP (+), aMCV (+), 
functional class (FC) II

> 3 лет 
> 3 years

Метотрексат 15 мг/нед
Methotrexate 15 mg/week

2 56

РА, серопозитивный, развернутая стадия, 
эрозивный, Rg III ст., активность высокая, 
DAS28 6.2, с системными проявлениями 

(полинейропатия, анемия). АЦЦП (+). ФК II
RA, seropositive, extended stage, erosive, Rg III stage, 
high activity, DAS28 6.2, with systemic manifestations 

(anemia, polyneuropathy). aCCP (+). FC II

> 6 лет 
> 6 years

Метотрексат 15 мг/нед
Methotrexate 15 mg/week

3 59

РА, серопозитивный, развернутая стадия, 
эрозивный, Rg III ст., активность высокая, 
DAS28 8.3, с системными проявлениями 

(плеврит в анамнезе, лихорадка). АЦЦП (+). ФК II. 
Гормонзависимость

RA, seropositive, extended stage, erosive, Rg III stage, 
high activity, DAS28 6.2, with systemic manifestations 
(history of pleurisy, fever). aCCP (+). FC II. Hormone 

dependent

> 11 лет 
> 11 years

Метилпреднизолон 500 мг 
в/в кап № 3, Метотрексат 
10 мг/нед, Преднизолон 

5 мг – 2 таб. в сутки
Methylprednisolone 500 mg 

intravenous drip No. 3,
Methotrexate 10 mg/week, 

Prednisolone 5 mg 2 tab. per 
day

4 34

РА, серопозитивный, развернутая стадия, 
неэрозивный, Rg II ст., активность умеренная, 

DAS28 5.09, с системными проявлениями 
(синдром Рейно). АЦЦП (+). ФК II

RA, seropositive, extended stage, not erosive, Rg II 
stage, moderate activity, DAS28 5.09, with systemic 

manifestation (Raynaud’s syndrome). aCCP (+). FC II

> 8 лет 
> 8 years

Сульфасалазин 500 мг 
3 р/д, 

Гидроксихлорохин 200 мг 
1 р/д

Sulfasalazine 500 mg 3 times 
per day, Hydroxichloroquine 

200 mg per day

5 48

РА, серопозитивный, развернутая стадия, 
неэрозивный, Rg II ст., активность средняя, 

DAS28 4.6. АЦЦП (+). ФК II. Гормонзависимость
RA, seropositive, extended stage, not erosive, Rg II 

stage, moderate activity, DAS28 4.6. aCCP (+). FC II. 
Hormone dependent

> 7 лет 
> 7 years

Метотрексат 15 мг/нед, 
Преднизолон 5 мг в сутки
Methotrexate 15 mg/week, 
Prednisolone 5 mg per day

6 56

РА, серонегативный, развернутая стадия, 
неэрозивный, Rg II ст., активность высокая, 

DAS28 5.58. АЦЦП (-). ФК II. Гормонзависимость
RA, seronegative, extended stage, not erosive, Rg 
II stage, high activity, DAS28 5.58. aCCP (-). FC II. 

Hormone dependent

> 2 лет 
> 2 years

Метотрексат 20 мг/нед, 
Преднизолон 5 мг 2 таб. 

в сутки
Methotrexate 20 mg/week, 

Prednisolone 5 mg 2 tab. per 
day

7 42

РА, серопозитивный, развернутая стадия, 
неэрозивный, Rg II ст., активность высокая, 

DAS28 5.2. АЦЦП (+). ФК II
RA, seropositive, extended stage, not erosive, Rg II 

stage, , high activity, DAS28 5.2. aCCP (+). FC II

> 9 лет 
> 9 years

Лефлуномид 20 мг в сутки,
Преднизолон 5 мг 2 таб. 

в сутки
Leflunomide 20 mg per day,
Prednisolone 5 mg 2 tab. per 

day

8 56

РА, серопозитивный, поздняя стадия, эрозивный, 
Rg IV ст., активность высокая, DAS28 5.4. АЦЦП 

(+). ФК II
RA, seropositive, extended stage, erosive, Rg IV stage, 

high activity, DAS28 5.4. aCCP (+). FC II.

> 22 лет
> 22 years

Метотрексат 15 мг/нед 
Methotrexate 15 мг/week 

9 69

РА, серопозитивный, развернутая стадия, 
неэрозивный, Rg II ст., активность высокая, 

DAS28 5.6, АЦЦП (+), aMCV (+). ФК II
RA, seropositive, extended stage, erosive, Rg II stage, 

high activity, DAS28 5.6, aCCP (+), aMCV (+). FC II

> 14 лет 
> 14 years

Метотрексат 15 мг/нед, 
Сульфасалазин 500 мг 

1 р/д
Methotrexate 15 mg/week, 

Sulfasalazine 500 mg per day
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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 2
Supplement 2

Раздельный перенос «апоптотических» клеток и супернатантов этих клеток к «нормально 
пролиферирующим» лимфоцитам на 4-е сутки культивирования (96 часов) (37 ºС, 5% СО2)

Separate transfer of "apoptotic cells" and supernatants of these cells to "normally proliferated" 
lymphocytes on the 4th day of cultivation (96 hours) (37 °C, 5% CO2)

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

Определение исходного уровня раннего и позднего апоптоза лимфоцитов
Evaluation of initial level of early and late stages of apoptosis in

Выделение МНК из периферической крови
Isolation of PBMCs from peripheral blood

Дизайн эксперимента
Design of experiment

«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 × × 10-4 M)
"AC" apoptotic cells of donor culture (CFSE-)  
(2 × 106 cells / 150,0 µL DM):
– 1st well + RPMI
– 2nd well + aCD3
– 3rd well + dexamethasone (1 × 10-4 M)

Определение содержания TNFαα (пг/мл), IL-6 (пг/мл), IFNγγ (пг/мл), IL-4 (пг/мл) в супернатантах клеток 
проводилось с помощью набора для иммуноферментного анализа АО «Вектор-Бест» (ИФА-БЕСТ).

В лизатах клеток в соответствии с прилагаемым протоколом испытаний определялось содержание 
внутриклеточных компонентов – каспазы-8 (нг/мл), Human Caspase 8 ELISA Kit, invitrogen;  
Human p53 (Ед/мл) ELISA Kit, invitrogen; ab119506 – Bcl-2 (нг/мл), Human ELISA Kit, Abcam.

The concentration of TNFαα (pg/mL), IL-6 (pg/mL), IFNγγ (pg/mL), IL-4 (pg/mL) was assessed in the supernatants using an 
enzyme-linked immunosorbent assay kit (JSC Vector-Best, Novosibirsk, Russia). The content of intracellular components 
also was determined using ELISA kit (Human Caspase 8 ELISA Kit, Invitrogen; Human p53 (U/mL) ELISA Kit, Invitrogen; 

Bcl-2 (ng/mL) Human ELISA Kit, Abcam).

Сокультивирование «апоптотической» (первично-индуцированной) и «нормально-пролиферирующей» 
(вторично-индуцированной) культур до 7 суток (168 часов) (37 ºС, 5% СО2).

Co-culturing of "apoptotic" (primary-induced) and "normally proliferated" (secondly-induced) cultures up to 7 days  
(168 hours) (37 ºС, 5% СО2).

Контроль апоптотических проб в динамике проводился на 4-е сутки (96 ч) и 7-е сутки (168 ч) 
в параллельных пробах «КА», «аCD3» и «Dexa».

На 7-е сутки каждая проба-супернатант и клетки раздельно, замораживались и хранились в холодильнике 
до использования при температуре -80 ºС.

Control of apoptotic samples was carried out in dynamics on the 4th day (96 h) and 7th day (168 h) in samples "CA", 
"aCD3" and "Dexa". On the 7th day, each sample was frozen and stored in a refrigerator until use at -80 ºС. Supernatants 

and cells were frozen separately.
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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 3
Supplement 3

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
+ супернатант от клеток
апоптотической культуры
0.5 × 106 cells in FCM + supernatant
from apoptotic 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 апоптотической
культуры
0.5 × 106 cells in FCM + 2 × 106 cells
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 +
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

«Контроль»
"Control"

«Контроль апоптоза»
"Control of apoptosis"

«Контроль апоптоза супернатант»
"Control of apoptosis supernatant"

«aCD3»

«aCD3 супернатант»
"aCD3 supernatant"

«Dexa»

«Dexa супернатант»
"Dexa supernatant"
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