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Резюме. Изучалось влияние мевастатина, инфликсимаба, r-met-Hu-sTNF-RI и IL-1ra на антиген-
индуцированную активацию ВЭБ-специфичных CD4+T-лимфоцитов у больных РА. Показано, 
что у больных РА, по сравнению со здоровыми людьми, содержание ВЭБ-специфичных CD4+T-
лимфоцитов достоверно ниже. У здоровых доноров инфликсимаб, r-met-Hu-sTNF-RI и IL-1ra не вли-
яли на активацию ВЭБ-специфичных CD4+ лимфоцитов. Добавление в культуры МНК ПК больных 
РА мевастатина, инфликсимаба, r-met-Hu-sTNF-RI или IL-1ra также не приводило к статистически 
значимым изменениям концентрации CD4+, IFNγ+ клеток. Таким образом, у больных РА выявляет-
ся снижение антиген-индуцированной активации ВЭБ-специфичных CD4+ лимфоцитов, а статины 
и биологические препараты не способствуют ее дальнейшему подавлению. 
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Shirinsky I.V., Shirinsky V.S., Dinarello C.A. 
In vItro effects of mevastatin and biological preparations upon activation of 

ebv-specific cd4+t lymphocytes from the patients with rheumatoid arthritis
abstract. Present study concerned in vitro modifying effects of mevastatin, infliximab, r-met-Hu-sTNF-RI 

and IL-1ra upon antigen-induced activation of peripheral EBV-specific CD4+T-lymphocytes from the patients 
with rheumatoid arthritis (RA). When compared with healthy persons, the RA patients have shown significantly 
decreased concentrations of antigen-activated EBV-specific CD4+T-cells. In healthy donors, mevastatin, 
infliximab, r-met-Hu-sTNF-RI and IL-1ra did not influence the CD4+, IFNγ+ cell concentrations. Neither 
there were any effects of the abovementioned drugs upon the numbers of EBV-specific CD4+T-cell subset among 
cultured mononuclear cells from RA patients. Thus, the cells from RA patients exhibit a decreased in vitro 
antigen-induced activation of EBV-specific CD4+T-cells, whereas statins and biological agents do not promote 
suppression of EBV-specific activation of CD4+T-cells. (Med. Immunol., 2011, vol. 13, n 2-3, pp 285-290)
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Введение
Важнейшим требованием к любо-

му противовоспалительному или болезнь-
модифицирующему препарату, используемому 
для лечения ревматоидного артрита (РА), яв-
ляется безопасность. Известно, что РА ассоци-
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ирован с 2-5 кратным повышением риска раз-
вития неходжскинских лимфом [5]. В некото-
рых исследованиях было показано, что тера-
пия ингибиторами TNFα и метотрексатом мо-
жет приводить к еще большему повышению ве-
роятности развития лимфом [20]. Одним из воз-
можных механизмов увеличения риска разви-
тия лимфомы при использовании ингибито-
ров TNFα и метотрексата является подавление 
специфического иммунного ответа к вирусу Эп-
штейна–Барр (ВЭБ) и реактивация латентной 
ВЭБ-инфекции [7]. 

Ранее нами было показано, что применение 
симвастатина у больных с активным РА оказыва-
ет противовоспалительное, иммуномодулирую-
щее и антиатерогенное действие [2, 16]. 

Учитывая способность статинов уменьшать 
антигенспецифическую стимуляцию лимфоци-
тов [1], можно предположить, что статины сни-
жают ВЭБ-специфичный иммунный ответ. Тео-
ретически такое свойство статинов может делать 
небезопасным их длительное применение у боль-
ных РА. 

Целью исследования являлось изучение вли-
яния мевастатина и биологических препаратов 
на активацию ВЭБ-специфичных Т-хелперов 
здоровых и больных РА in vitro.

Материалы и методы
 Для оценки влияния мевастатина и биологи-

ческих препаратов для лечения РА на активацию 
ВЭБ-специфичных Т-хелперов у трех здоро-
вых доноров и четырех больных РА забиралось 
по 20 мл венозной крови. МНК ПК выделялись 
на градиенте плотности фиколл-верографин 
и культивировались (1 × 106/мл) в полной среде, 
дополненной 10 ЕД/мл рекомбинантного IL-2 
в течение 18 часов, в присутствии 10 μM мева-
статина (Sigma, США), 5 мкг/мл химерных мо-
ноклональных антител к TNFα (инфликси-
маб, Schering-Plough, США), 5 мкг/мл реком-
бинантной пегилированной формы натураль-
ного растворимого рецептора TNF p55 тип I 
(r-met-Hu-sTNF-RI, Amgen, США) и 10 мкг/мл 
рекомбинантной, негликозилированной фор-
мы антагониста рецептора IL-1 (IL-1ra, анакин-
ра, Amgen США). Для антиген-специфической 
стимуляции в культуры вносился экстракт 
ВЭБ-инфицированных клеток (Advanced 
Biotechnologies, США) в концентрации 10 мкг/мл.  
Через 1 час инкубирования в культуры добав-

лялся брефелдин A (Calbiochem, США) в конеч-
ной концентрации 5 мкг/мл. 

После 18 часов культивирования МНК ПК 
отмывались в забуференном фосфатом физио-
логическом растворе (ЗФР), содержащем 0,1% 
NaN3 и окрашивались в течение 15 мин конъ-
югированными с FITC антителами к CD4 (Мед-
биоспектр, Россия). Далее клетки фиксирова-
лись 1% параформальдегидом. Пермеабилиза-
ция проводилась 0,2% раствором Твина-20. Да-
лее клетки дважды отмывали и инкубировали 
с PE-конъюгированными антителами к IFNγ 
или PE-конъюгированными IgG2a (изотипи-
ческий контроль)(BD Bioscience, США) в тече-
ние 20 мин. После клетки двукратно отмыва-
ли, ресуспендировали в 1% параформальдегиде 
и анализировали на проточном цитометре FACS 
Calibur (BD Biosciences, США). В каждой пробе 
анализировалось как минимум 500 000 событий. 
Лимфоцитарный гейт устанавливался в соответ-
ствии с характеристиками прямого и боково-
го светорассеяния. Квадранты на скатерограм-
мах флюоресценции устанавливались по образ-
цам, окрашенным антителами изотипическо-
го контроля. Концентрация ВЭБ-специфичных 
Т-хелперов оценивалась как содержание CD4+, 
IFNγ+ лимфоцитов на 500 000 CD4+ лимфоци-
тов. 

При статистическом анализе использовался 
непараметрический критерий Манна–Уитни.

Результаты
На рисунке 1 представлены результаты сравне-

ния содержания ВЭБ-специфичных CD4+ лим-
фоцитов у здоровых людей и больных РА. Пока-
зано, что у сопоставимых по возрасту и полу здо-
ровых лиц по сравнению с больными РА реги-
стрировалось достоверно большее содержание 
ВЭБ-специфичных CD4+ лимфоцитов. 

Далее проводилась оценка влияния биологи-
ческих препаратов в сравнении с плацебо на со-
держание ВЭБ-специфичных Т-хелперов здо-
ровых людей. Было обнаружено, что IL-1ra, 
TNF-RI, инфликсимаб и мевастатин не вли-
яют на ВЭБ-индуцированный синтез IFNγ 
в CD4+ лифмоцитах ПК (рис. 2).

Таким образом, у больных РА установле-
но уменьшение содержания ВЭБ-специфичных 
CD4+ лимфоцитов по сравнению со здоровыми 
людьми, что может быть одним из механизмов, 
приводящих к повышенному риску активации 
латентной ВЭБ инфекции и развития неходж-
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Рисунок 2. Влияние IL-1ra, инфликсимаба, TNF-RI и мевастатина на активацию ВЭБ-специфичных CD4+ лимфоцитов 
у здоровых людей
Примечание. Представлены репрезентативные графики содержания ВЭБ-специфичных CD4+ лимфоцитов при добавлении плацебо, 
IL-1ra, TNF-RI и мевастатина.

Рисунок 1. Сравнение содержания ВЭБ-специфичных CD4+ лимфоцитов у больных РА и здоровых людей
Примечание. Представлены репрезентативные графики изотипического контроля, больных РА и здоровых людей.
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скинских лимфом. Мевастатин, IL-1ra, TNF-RI 
и инфликсимаб не оказывают влияния на ВЭБ-
индуцированную активацию Т-хелперов.

Обсуждение
РА ассоциирован с рядом заболеваний, спо-

собствующих повышению смертности и разви-
тию инвалидности. Одним из таких заболеваний, 
является неходжкинская лимфома. Существует 
несколько факторов, которые могут приводить 
к повышению риска лимфомы при РА [5]:

• препараты, использующиеся для лечения РА;
• общие для лимфом и РА генетические факто-

ры;
• общие для лимфом и РА факторы внешней 

среды;
• факторы, связанные с патогенезом РА (по-

вышение продукции антител и системное воспале-
ние).

Наиболее вероятным механизмом, приводя-
щим к развитию лимфом у больных РА, являет-
ся ятрогенная иммуносупрессия или подавление 
функции иммунной системы, вызванное самим 
заболеванием [5]. 

Лимфомы, развивающиеся у иммунокомпро-
ментированного хозяина, как правило ассоци-
ированы с ВЭБ [15]. Жизненный цикл ВЭБ со-
стоит из латентного состояния и репликации. 
Для поддержания латентного статуса ВЭБ в орга-
низме большую роль играют ВЭБ-специфичные 
Т-хелперы. 

В ряде исследований продемонстрировано 
уменьшение ответа Т-лимфоцитов перифери-
ческой крови больных РА на стимуляцию раз-
личными антигенами или митогенами [13, 17]. 
Аллель HLA-DRB1*0404, предрасполагающий 
к развитию РА, ассоциирован со снижением со-
держания Т-лимфоцитов, специфичных к ан-
тигену ВЭБ gp110, который является гликопро-
теином репликативной фазы и играет важную 
роль в контроле за ВЭБ-инфекцией [6]. У паци-
ентов с РА выявляется большее число копий ви-
руса в лимфоцитах периферической крови, чем 
у здоровых людей. Таким образом, наши данные 
согласуются работами, продемонстрировавши-
ми прямые или косвенные признаки снижения 
анти-ВЭБ специфичного клеточного иммуните-
та у больных РА. 

В некоторых исследованиях показано, что те-
рапия болезнь-модифицирующими препарата-
ми может повышать риск развития лимфом [3, 9]. 

С появлением биологических препаратов для ле-
чения РА появились данные, свидетельствующие 
о возможном повышении частоты развития не-
ходжкинских лимфом при использовании анта-
гонистов TNFα [12]. 

Каковы потенциальные механизмы, приводя-
щие к повышению риска ризвития лимфом у па-
циентов, получающих ингибиторы TNFα? Роль 
TNFα в карциногенезе неоднозначна. Так, в вы-
соких дозах TNFα обладает мощным противоо-
пухолевым действием [11], а в низких – может 
играть роль эндогенного стимулятора опухолево-
го роста [14]. 

Поскольку значение TNFα в развитии опу-
холей неясно, для изучения механизмов влия-
ния ингибиторов TNFα на риск развития лим-
фом можно эстраполировать данные, касающи-
еся других состояний с повышенным риском 
развития злокачественных опухолей, например 
СПИДа и иммуносупрессии после трансплан-
тации. Одним из возможных факторов, пред-
располагающих к развитию опухолей у этих па-
циентов, является нарушение T-клеточного ре-
пертуара и снижение специфического ответа 
Т-лимфоцитов на некоторые онкогенные вирусы 
[10], в частности ВЭБ. 

Существуют доказательства того, что ин-
гибиторы TNFα могут приводить к апоптозу 
T-лимфоцитов, взаимодействуя с мембранной 
формой TNFα. Трансмембранный TNFα экс-
прессируется на активированных нормальных 
Т-лимфоцитах [4] в количестве около 270 на клет-
ку [8]. Van den Brande et al показали, что инфлик-
симаб связывается с мембраным TNFα и посред-
ством реверсивной передачи сигнала индуциру-
ет апоптоз в лимфоцитах ПК in vitro [18]. Можно 
предположить, что этот эффект инфликсимаба 
при длительном применении подавляет антиген-
специфическую активацию ВЭБ-специфичных 
Т-лимфоцитов и приводит к ограничению репер-
туара Т-лимфоцитов. 

В проведенной работе показано, что актива-
ция ВЭБ-специфичных CD4+ лимфоцитов in vitro 
не уменьшалась под действием статинов и био-
логических препаратов для лечения РА, что мо-
жет свидетельствовать об отсутствии их влия-
ния на риск развития лимфом. Это подтвержда-
ется результатами недавно проведенного крупно-
масштабного эпидемиологического исследова-
ния, не показавшего повышенной частоты разви-
тия лимфом у 10815 больных РА, получавших ан-
тагонисты TNFα [19]. Полученные данные так-
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же косвенно свидетельствуют об отсутствии ре-
версивной передачи сигнала внутрь клетки при 
связывании ингибиторов TNFα с трансмем-
бранной формой TNFα на поверхности ВЭБ-
специфичных CD4+ лимфоцитов.
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СИМВАСТАТИНОМ НА ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ МАРКЕРЫ АТЕРОСКЛЕРОЗА У БОЛЬНЫХ РЕВМА-
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ант.

Резюме. Известно, что у больных ревматоидным артритом (РА) из-за раннего развития и быстро-
го прогрессирования атеросклероза повышен риск развития сердечно-сосудистых заболеваний и ас-
социированной с ними смертности. Ранее нами были продемонстрированы противовоспалитель-
ное и липидкорригирующее действие симвастатина при активном РА. Целью данного исследования 
являлось изучение содержания в сыворотке периферической крови больных РА иммунологических 
маркеров атеросклероза – СРБ и IL-6 в динамике при лечении симвастатином. Показано, что при-
ем симвастатина приводит к снижению изучаемых параметров. Изменения уровня СРБ отрицатель-
но коррелировали с изменениями содержания холестерина антиатерогенных фракций липопротеи-
нов сыворотки крови. Полученные данные являются еще одним доказательством антиатерогенного 
действия статинов при аутоиммунных заболеваниях.

abstract. Rheumatoid arthritis patients has an increased risk of cardiovascular disease and mortality due to 
early development and accelerated progression of atherosclerosis. We previously showed anti-inflammatory and 
lipid-lowering effects of simvastatin in active RA. The aim of this study was to evaluate changes in immunological 
markers of atherosclerosis  – CRP, IL-6 in RA patients treated with simvastatin. It was shown that simvastatin 
treatment leads to decrease in serum IL-6 and CRP. Changes in CRP levels negatively correlated with changes 
in concentrations of anti-atherogenic lipoproteins. Our findings represent additional evidence that statins 
possess anti-atherogenic properties in autoimmune diseases. 


