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Введение
В  модели  адоптивного  переносного  экспери-

ментального  аутоиммунного  энцефаломиелита  
(апЭАЭ) патологический процесс, сходный с раз-
вивающимся  при  рассеянном  склерозе  (РС), 
вызывается  введением  здоровому  животному 
активированных  энцефалитогенных  Т-клеток 
(ЭГ  Т-клетки),  сенсибилизированных  к  антиге-
нам ЦНС, в частности к основному белку миелина 
(MBP). Патогенез апЭАЭ характеризуется разви-
тием воспаления в ЦНС и обратимым нарушени-

ем проводящей функции аксонов, хотя и проте-
кает без выраженной демиелинизации в отличие 
от РС у людей [6]. Обратимое нарушение прово-
дящей функции аксонов, а не полная ее потеря, 
объясняет монофазный характер течения заболе-
вания, вызванного введением ЭГ Т-клеток, сен-
сибилизированных  к  MBP  у  крыс  линии  Lewis, 
которое  заканчивается  полным  восстановлени-
ем утраченных функций. Хотя патогенез апЭАЭ 
не включает всей совокупности процессов, про-
исходящих  при  развитии  РС,  адекватность  этой 
модели  для  изучения  роли  Т-клеточной  состав-
ляющей в инициации и развитии патогенеза РС 
общепризнанна [4].

Течение  апЭАЭ  у  крыс  линии  Lewis  может 
быть разделено на 3 фазы: преклиническая фаза, 
клиническая  фаза  и  восстановление.  Преклини-
ческая фаза наиболее важна для понимания меха-
низмов инициации заболевания, опосредованно-
го ЭГ Т-лимфоцитами. Несмотря на то, что апЭАЭ 
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Резюме. Адоптивный переносной экспериментальный аутоиммунный энцефаломиелит вызывает-
ся введением животному активированных Т-клеток, специфичных к антигену центральной нервной 
системы, например, основному белку миелина. Развитие аутоиммунного воспаления в данной моде-
ли сопряжено с изменениями функционального состояния энцефалитогенных Т-клеток в процессе 
развития  заболевания,  что  выражается  в  изменении  степени  активации,  пролиферации  и  подвиж-
ности этих клеток. В данной работе описывается созданный нами метод, позволяющий анализиро-
вать подвижность энцефалитогенных Т-клеток in vitro и исследовать влияние отдельных компонентов 
экстраклеточного матрикса на миграционную и функциональную активность ЭГ Т-клеток.
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Abstract. Experimental autoimmune encephalomyelitis in an adoptive transfer model is caused by injecting 

animal with activated T cells specific for a CNS antigen, e.g., basic myelin protein. Development of autimmune 
inflammation in such a model is connected with changed functional stateof encephalytogenic (EG) T cells in the 
coure of disease progression, as reflected by changes in their activation, proliferation and motility levels. Present 
work describes an original technique allowing for in vitro analysis of encephalytogenic T cell motility, and studying 
effects of certain compomemts of extracellular matrix upon migration and functional activities of EG T cells. 
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вызывается введением активированных Т-клеток, 
сенсибилизированных к MBP и готовых к прямой 
экспансии  в  ЦНС,  большинство  Т-клеток  до-
стигает ЦНС только через 2-3 суток после введе-
ния, что было показано в прямых экспериментах 
с  трансгенными  по  зеленому  флуоресцентному 
белку (GFP) энцефалитогенными Т-клетками [3]. 
По предположению A. Flugel, на преклиническом 
этапе  апЭАЭ  формируется  «миграционный  фе-
нотип»  энцефалитогенных  Т-клеток,  который 
необходим  для  их  проникновения  через  гемато-
энцефалический барьер (ГЭБ) и инициации вос-
паления в ЦНС [2]. Несмотря на большое коли-
чество работ, посвященных изучению патогенеза 
апЭАЭ,  остается  не  до  конца  ясным,  какие  кле-
точные  и  экстраклеточные  компоненты  тканей, 
с которыми взаимодействуют  энцефалитогенные 
клетки в ходе миграции на преклиническом эта-
пе,  вовлечены  в  формирование  «миграционного 
фенотипа»  и  какие  изменения,  происходящие 
с ЭГ клетками, его определяют. В данной работе 
описывается  созданный  нами  метод,  позволяю-
щий  анализировать  миграционную  активность 
(подвижность)  Т-клеток  in  vitro  и  исследовать 
влияние  отдельных  компонентов  экстраклеточ-
ного матрикса на миграционную и функциональ-
ную активность ЭГ Т-клеток.

Методы
Для  получения  антиген-сенсибилизирован-

ных  лимфоцитов  и  их  генетической  модифи-
кации  применяли  методы,  описанные  в  работе 
A.  Flugel  [3].  Полученные  линии  ЭГ  Т-клеток 
экспрессирующих  GFP  (Th1  фенотип)  исполь-
зовали для индукции апЭАЭ. Для изучения роли 
эктраклеточного  матрикса  (ЭКМ),  гиалуронана 
в  частности,  в  формировании  «миграционного» 
фенотипа  ЭГ  Т-клеток,  мы  разработали  метод 
для оценки подвижности клеток in vitro. Исполь-
зуя  флуоресцентный  микроскоп  (ZEISS,  Герма-
ния,  Oberkochen,  Axiovert  200M),  отслеживали 
миграцию  ЭГ  Т-клеток,  которые  были  предва-
рительно рестимулированы в присутствии спец-
ифичного антигена (MBP), антигенпредставляю-
щих  клеток  и  различных  компонентов  ЭКМ 
(Матригель – 4%; гиалуронан – 25 мкг/мл инку-
бационной среды). После стимуляции в присут-
ствии ЭКМ, ЭГ Т-клетки отмывали, и их подвиж-
ность  отслеживалась  в  Матригеле  (Matrigel,  BD 
Bioscience,  Germany;  50%  Матригель  в  DMEM 
и  10%  FCS)  в  течение  30  мин  при  37  °С  и  при 
контроле уровня CO2 и O2 (путем сканирования 
в  с  интервалом  в  30  с).  Полученные  таким  об-
разом микрофильмы анализировали с помощью 
программы  ImageJ  (National  Institute  of  Mental 
Health (NIMH), USA). Результаты представлены 

в виде совмещенных траекторий отдельных кле-
ток и средних скоростей миграции клеток.

Результаты и обсуждение
При  сравнении  миграционной  активности 

ЭГ  Т-клеток  активированных  in vitro  (48  ч  после 
стимуляции) и тех же клеток, но выделенных с по-
мощью проточной цитометрии из ЦНС животных 
(на 4-ый день после введения), c апЭАЭ (ex vivo), 
было обнаружено, что ex vivo ЭГ Т-клетки способ-
ны  мигрировать  через  ЭКМ  значительно  интен-
сивнее, чем клетки, которые инкубировали in vitro 
(рис. 1 А, Б). Средняя скорость миграции культу-
ральных  клеток  составляла  3,4  мкм/мин,  а  мак-
симальная  –  24  мкм/мин  против  5,74  мкм/мин 
и  39  мкм/мин  для  ex vivo  изолированных  клеток 
соответственно.  Таким  образом,  разработанный 
нами метод позволяет визуализировать функцио-
нальные изменения ЭГ Т-клеток, выражающиеся 
в  способности  клеток  мигрировать  через  ЭКМ. 
Используя описанный метод, было изучено влия-
ние компонентов ЭКМ на миграционную актив-
ность ЭГ Т-клеток. В этих целях клетки рестиму-
лировали в присутствии смеси компонентов ЭКМ 
и в присутствии высокомолекулярного гиалурона-
на, а затем определяли миграционную активность 
этих  клеток,  степень  их  активации,  пролифера-
ции, а также уровень экспрессии KLF2.

Оказалось, что присутствие в инкубационной 
среде Матригеля ведет к повышению миграцион-
ной активности ЭГ Т-клеток по сравнению с та-
ковой у клеток, которые были рестимулированны 
без  добавлений  (средняя  скорость  3,8  мкм/ мин 
и  6,3  мкм/мин;  максимальная  –  26  мкм/мин 
и  39  мкм/мин  для  ЭГ  Т-клеток,  стимулирован-
ных без добавок и в присутствии Матригеля соот-
ветственно) (рис. 1 А и Г). Большинство клеток, 
которые  были  рестимулированы  в  присутствии 
Матригеля,  двигались  со  средней  скоростью 
более  5  мкм/мин.  Присутствие  высокомоле-
кулярного  гиалуронана  в  инкубационной  сре-
де  так  же  стимулировало  активацию  миграции 
ЭГ  Т-клеток  через  ЭКМ  (рис.  Д)  (средняя  ско-
рость 4,9 мкм/мин; максимальная – 34 мкм/мин, 
для  ЭГ  Т-клеток,  стимулированных  в  присут-
ствии высокомолекулярного гиалуронана). Кро-
ме того, рестимуляция ЭГ Т-клеток в присутствии 
ЭКМ  ведет  к  снижению  пролиферативной  ак-
тивности клеток. Присутствие в инкубационной 
среде  гиалуронана  снижает  интенсивность  про-
лиферации активированных Т-клеток по сравне-
нию с контрольными, но наиболее выраженный 
ингибирующий  эффект  на  пролиферацию  кле-
ток  обнаружен  при  рестимуляции  ЭГ  Т-клеток 
в присутствии Матригеля. В этом случае проли-
ферация,  определенная  по  уровню  встраивания 
3H-тимидина, снижалась на 50% (рис. 2 А). Не-
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смотря на снижение пролиферативной активно-
сти энцефалитогенных Т-клеток при их стимуля-
ции  в  присутствии  ЭКМ,  уровень  их  активации 
соответствовал  таковому  у  клеток  в  контроле. 
Уровень  маркеров  активации  OX40  и  CD25  со-
хранялся  примерно  на  одном  уровне  после  сти-
муляции  клеток  в  присутствии  Матригеля,  гиа-
луронана  или  без  добавок.  Более  того,  клетки, 
которые  были  рестимулированы  в  присутствии 
ЭКМ, экспрессировали KLF2 на более высоком 
уровне по сравнению с клетками, которые были 
стимулированы  без  добавок  (рис.  2  Б).  Подоб-
ное  наблюдение  находится  в  полном  согласии 
с данными литературы. Так, известно, что акти-
вация  экспрессии  KLF2  генно-инженерными 
методами  приводит  к  супрессии  пролиферации 
Т-клеток  линии  Jurkat  через  cMyc  –  зависимый 
механизм  [1].  Таким  образом,  KLF2  выступает 
как  ингибирующий  транскрипционный  фактор, 
который  контролирует  спонтанную  активацию 
и  пролиферацию  наивных  Т-лимфоцитов  через 
активацию р21 – ингибитора циклин-зависимых 
киназ [7]. KLF2, как транскрипционный фактор, 

положительно  регулирует  сфингозин  1-фосфат 
рецептор 1 (S1P1) и L-selectin (CD62L), которые 
вовлечены в обеспечение миграции лимфоцитов 
в лимфатические узлы и из них [5]. В нормальных 
условиях  KLF2  экспрессируется  в  зрелых  тимо-
цитах, наивных Т-лимфоцитах и клетках памяти, 
но его экспрессия значительно снижается после 
стимуляции Т-клеточного рецептора [5].

В  завершение  был  исследован  энцефалито-
генный потенциал ЭГ Т-клеток после рестимуля-
ции  в  присутствии  Матригеля  или  гиалуронана. 
Введение  ЭГ  Т-клеток,  которые  были  рестиму-
лированны с ЭКМ, вызывало развитие ЭАЭ, на-
чиная с 4-х суток после их введения у животных 
всех исследованных групп. Тем не менее живот-
ные, которым вводили ЭГ Т-клетки, рестимули-
рованные  с  Матригелем,  продемонстрировали 
развитие более тяжелых клинических симптомов 
(рис. 2 В). Введение клеток, рестимулированных 
в  присутствии  гиалуронана,  вызывало  развитие 
заболевания,  которое  протекало  тяжелее,  чем 
у  животных  контрольной  группы,  но  менее  тя-

Рисунок 1. Изучение подвижности энцефалитогенных Т-клеток в 3D модели in vitro
А – анализ подвижности культуральных энцефалитогенных Т-клеток, Б – клеток, выделенных из ЦНС с помощью проточной цитометрии 
(FACS) и ЭГ Т-клеток, рестимулированных в присутствии матригеля – (В) или Гиалуронана – (Г) in vitro. Результат представлен в виде 
совмещенных в стартовой точке траекторий миграции отдельных клеток в течение 30 мин в 3D матриксе.

Контроль (in vitro) Ex vivoА Б

В ГМатригель Высокомолекулярный гиалуронан
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жело, чем у животных, которым вводили клетки, 
активированные в присутствии Матригеля.

Таким  образом,  компоненты  экстраклеточ-
ного матрикса могут играют существенную роль 
в формировании фенотипа ЭГ Т-клеток, в част-
ности  в  активации  миграционной  активности 
клеток,  подавлении  пролиферации  без  влияния 
на их способность к активации и усиление энце-
фалитогенных свойств лимфоцитов, сенсибили-
зированных к антигену ЦНС.
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Рисунок 2. Влияние экстраклеточного матрикса на функциональную активность энцефалитогенных Т-клеток
Интенсивность пролиферации (А) и экспрессии KLF2 (Б) в ЭГ Т-клетках, рестимулированных в присутствии экстраклеточного матрикса. 
А – связывание 3H-тимидина (cpm) при рестимуляции клеток в присутствии высокомолекулярного (HA) и матригеля (MG). Б – уровень 
экспрессии KLF2 в ЭГ Т-клетках, растимулированных с высокомолекулярным гиалуронаном (HA) или матригелем (MG). В – клинические 
симптомы, проявляющиеся при введении энцефалитогенных Т-клеток, рестимулированных в присутствии экстраклеточного матрикса 
(высокомолекулярного гиалуронана – HA и матригеля – MG). * – p < 0,05 по отношению к контролю.
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