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Обоснование. Баланс экспрессии рецепт оров к  ф акт ору некроза опухоли  
(TNF, tum or necrosis factor) на им м унны х клет ках являет ся ключевым ф акт о
ром, определяю щ им акт ивацию  под дейст вием цит окина проапопт от иче- 
ских или пролиф ерат ивны х сигнальны х путей. Благодаря эт ом у изменение 
ур о вн я  цит окин а и эксп р есси и  его рецеп т оро в может явл ят ься  одним  
из механизмов, регулирую щ их уровень сист емного и локального воспаления  
при ревм ат оидном  арт рит е (РА) и обуславливаю щ их ст епень эф ф ект ив
ност и т ерапии.
Цель исследования. Изучит ь влияние т ерапии ревм ат оидного арт рит а  
на изм енение пат т ерн ов экспрессии рецепт оров к  TN F по показат елям  
ко-экспрессии и количест ва рецепт оров на основны х субпопуляциях имму
ноком пет ент ны х клеток.

ФГБНУ «Научно-исследовательский 
институт фундаментальной 
и клинической иммунологии» 
(630099, г. Новосибирск, 
ул. Ядринцевская, 14, Россия)

Методы. Был проведён сравнит ельны й анализ проф илей ко-экспрессии  
р ецеп т оро в 1-го и 2-го т и по в к  TN F (TNFR1/2) у  па циен т о в с  РА (n =  16) 
до и после прохож дения курса эф ф ект ивной т ерапии в ст ационаре и в срав
нении с группой здоровых доноров (n =21). Проводилось сопост авление пока
зат елей количест ва рецепт оров и доли клеток, экспрессирую щ их соот вет 
ст вую щ ий рецепт ор, с  помощ ью  прот очной цит омет рии. Исследовались  
субпопуляции Т-регулят орных клет ок, Т-клеток, В-клет ок и моноцит ов. 
Результаты. При РА происходит  значим ое перераспределение экспрессии  
TNFR1 и TNFR2 на им м уноком пет ент ны х клет ках; при эт ом  выраженность
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изменений ассоциирована не т олько с показат елям и тяжести заболева
ния, но и с  получаем ой т ерапией. Ключевым адапт ационны м  механизмом  
сист емы  TNF при длит ельном реф ракт ерном  к  т ерапии т ечении РА явл я
ет ся изменение доли дубль-позит ивны х TN FR1+TN FR2+ клеток, в т о время  
как эф ф ект ивност ь т ерапии и клинические показат ели тяжести заболе
вания связаны с  индивидуальной вариат ивност ью  в парам ет рах экспрессии  
рецепт оров 2-го типа.
Заключение. П олученн ы е данны е подт верж даю т  н а л и чи е взаим освязи  
между дисбалансом экспрессии рецепт оров 1-го и 2-го т ипов к  TNF на имму
ноком пет ент ны х клет ках и эф ф ект ивност ью  от вет а на т ерапию . Выяв
ленные пат т ерны т ипичны х изменений в ко-экспрессии TNFR1/2 при РА могут  
быть использованы в качест ве пот енциальны х т ерапевт ических миш еней  
и ф акт оров прогноза эф ф ект ивност и терапии.
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Background. The balance of TNF receptor expression on immune cells is a key factor 
determining cytokine-induced activation of proapoptotic or proliferative signaling 
pathways. As a result, the changes in cytokine level and in expression of its receptors 
may be one of the mechanisms that regulate the level of systemic and local inflamma
tion in rheumatoid arthritis (RA) and determine the degree of therapy effectiveness. 
The aim. To study the effect of rheumatoid arthritis therapy on the change in the pat
terns of TNF receptors expression in terms ofco-expression and the number ofrecep- 
tors on the main subpopulations of immunocompetent cells.
Materials and methods. A comparative analysis of the profiles of TNF receptors 
type 1 and 2 (TNFR1/2) co-expression was carried out in patients with RA (n = 16) 
before and after having inpatient effective therapy and in comparison with a group 
of healthy individuals (n=21). We compared the number ofreceptors and the propor
tion of cells expressing the corresponding receptor using flow cytometry and studied 
the subpopulations of regulatory T cells, T cells, B cells, and monocytes.
Results. In patients with RA, there is a significant redistribution of TNFR1 and TNFR2 
expression on immunocompetent cells, while the intensity of changes is associated 
not only with disease severity indicators, but also with the therapy received. The key 
adaptive mechanism of the TNF system in long-term treatment refractory course 
of RA is a change in the proportion of double-positive TNFR1+TNFR2+ cells, while 
the effectiveness of therapy and clinical indicators o f the disease severity are associ
ated with individual variability in the parameters of type 2 receptors expression. 
Conclusions. The data obtained confirm the existence of a relationship between 
an imbalance in the expression of type 1 and type 2 TNF receptors on immunocompe
tent cells and the effectiveness of response to therapy. The identified patterns of typical 
changes in TNFR1/2 co-expression in RA can be used as potential therapeutic targets 
and predictive factors for the effectiveness of therapy.

Key world: tumor necrosis factor, receptors, T lymphocytes, B lymphocytes, mono
cytes, macrophages, rheumatoid arthritis, rituximab, glucocorticoids
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ВВЕД ЕН И Е

Фактор некроза опухоли (TNF, tumor necrosis factor) -  
плейотропный цитокин, который регулирует сигнальные 
пути выживания клеток, пролиферации и метаболические 
процессы и является ключевым медиатором и регулято
ром иммунных реакций в норме и при патологии. Основ
ная биологическая роль TNF заключается в защите хозя
ина от бактериальных, вирусных и паразитарных инфек
ций, однако физиологически он важен для нормального 
ответа на инфекцию, и, соответственно, нарушение в сети 
регуляции данного цитокина может приводить к серьёз
ным патологическим изменениям в организме. На клеточ
ном уровне несколько сотен генов регулируются (индуци
руются или подавляются) с помощью TNF в зависимости 
от типа клеток [1]. Функциональная активность TNF реа
лизуется через связывание с двумя типами мембраносвя
занных рецепторов. Данные рецепторы по-разному экс
прессируются в клетках и тканях и инициируют как раз
личные, так и перекрывающиеся пути передачи сигнала. 
Эти разнообразные сигнальные каскады приводят к ряду 
клеточных ответов, которые включают гибель клеток, вы
живание, дифференцировку, пролиферацию и миграцию 
[2]. Пути передачи сигнала TNF сложны и до конца не изу
чены. Несмотря на то, что регуляция фактора транскрип
ции NF-kB является ключевым компонентом передачи сиг
нала TNF, точные данные обо всех молекулах и вариантах 
путей к настоящему моменту отсутствуют [3]. Предпола
гают, что провоспалительные и апоптотические пути ги
бели клеток, которые активируются TNF и связаны с по
вреждением тканей, в значительной степени опосредова
ны через TNFR1 [4]. При этом эффекты передачи сигналов 
через TNFR2 менее хорошо охарактеризованы, хотя было 
показано, что TNFR2 опосредует локальные гомеостати
ческие эффекты, и его активация способствуют восста
новлению тканей и ангиогенезу [5, 6].

Экспрессия мембраносвязанных рецепторов отлича
ется и может по-разному регулироваться на отдельных 
субпопуляциях иммунокомпетентных клеток. При этом 
регуляция экспрессии мембраносвязанных рецепторов 
TNF является результатом изменений скорости синтеза 
и шеддинга рецепторов, а также может активно менять
ся под воздействием стимулов, таких как концентрация 
окружающих цитокинов и микроокружение клеток [5, 6].

Показано участие TNF в патогенезе различных вос
палительных, инфекционных и злокачественных заболе
ваний [1, 7]. Важность TNF в развитии воспалительных 
реакций была дополнительно подтверждена после на
чала применения терапии с помощью блокаторов и ан
тагонистов TNF и введения синтетических растворимых 
рецепторов, блокирующих его эффекты [8]. Одним из за
болеваний, в котором терапевтические стратегии, на
правленные на подавление TNF, продемонстрировали 
высокую эффективность, является ревматоидный артрит 
[9]. Ревматоидный артрит (РА) представляет собой хро
ническое аутоиммунное воспалительное заболевание, 
связанное с накоплением Т-клеток, макрофагов, а также 
В-клеток, плазматических клеток и дендритных клеток 
с активной продукцией провоспалительных цитокинов,

включая IL-1, IL-6, TNF и GM-CSF в воспалённом суставе 
[2, 9]. TNF-a является ключевым фактором, провоциру
ющим синовиальное воспаление, у 50-70 % пациентов 
с ревматоидным артритом (РА) [10].

К настоящему моменту известно, что рецепторы к ци
токинам представляют собой важный фактор, участвую
щий в регуляции биологических эффектов иммунорегу
ляторных медиаторов. При этом значение имеет как ко
личество клеток, которые экспрессируют специфические 
рецепторы, так и количество самих молекул рецепторов 
на мембране клеток-мишеней [11]. Уровень экспрессии 
мембраносвязанных рецепторов может существенно 
влиять на дифференцировку, пролиферацию и апоптоз 
клеточных популяций [12]. Однако на данный момент до 
конца не решён ряд фундаментальных вопросов и задач 
о влиянии распределения рецепторов разных типов вну
три субпопуляции на функциональную активность кле
ток и о возможностях переключения между различны
ми сигнальными путями за счёт изменения плотности 
экспрессии рецепторов. Также остаётся неизученным 
вопрос о наличии и природе взаимосвязей между про
водимой терапией и её эффективностью с изменениями 
показателей экспрессии рецепторов как ключевого фак
тора, регулирующего воздействие цитокина на клетки.

Целью данного исследования было изучить влия
ние эффективной терапии ревматоидного артрита на из
менение паттернов экспрессии рецепторов к TNF по по
казателям ко-экспрессии и количества рецепторов на ос
новных субпопуляциях иммунокомпетентных клеток.

М ЕТОДЫ

Получение материала от пациентов 
с ревматоидным артритом

Для оценки уровня ко-экспрессии рецепторов 1-го 
и 2-го типов к TNF-a использовали периферическую 
кровь больных РА, проходящих лечение в Клинике им
мунопатологии ФГБНУ «Научно-исследовательский ин
ститут фундаментальной и клинической иммунологии» 
(НИИФКИ). Все пациенты дали информированное согла
сие на участие в исследовании и использование персо
нальных данных. Протокол исследования был утверж
дён локальным этическим комитетом НИИФКИ (№ 131 
от 12.05.2021). В исследование включены 16 пациентов 
с РА, разделённых на группы по типу терапии: группа 
пациентов, которые прошли в стационаре курс тера
пии генно-инженерными биологическими препарата
ми (ГИБП), и группа пациентов, получавших терапию ме
тилпреднизалоном. Критериями включения в исследо
вание были снижение активности заболевания по DAS28 
(Disease Activity Score 28) не менее чем на 0,6 балла (уме
ренное или значительное улучшение) за время госпита
лизации и монотерапия в условиях стационара. В каче
стве контрольной группы были использованы данные 
по 21 условно здоровому донору. Они были сопостави
мы с пациентами, включёнными в исследование, по полу 
(р  > 0,999) и возрасту р  = 0,751). Демографические и кли
нические характеристики включённых в исследование
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пациентов и здоровых доноров контрольной группы 
представлены в таблице 1. Пациенты с РА для оценки ко- 
экспрессии рецепторов к TNF были дополнительно раз
делены на две подгруппы по типу проводимой терапии: 
первая подгруппа пациентов (подгруппа RIT; n = 8) полу
чала ГИБП ритуксимаб; во вторую подгруппу вошли па
циенты, которым была назначена терапия глюкортико- 
идами (метилпреднизолоном) в связи с недостаточной 
предшествующей эффективностью любого ГИБП или не
возможностью назначения ГИБП в текущую госпитали
зацию (подгруппа PN; n = 8). В подгруппе PN преобла
дали пациенты с более высокой тяжестью заболевания 
в связи с рефрактерным к стандартной терапии течени
ем РА; количество пациентов с высокой активностью за
болевания по DAS28 среди них составляло 7 (87,5 %) че
ловек против 2 (25 %) в подгруппе RIT (р = 0,041). До по
ступления в стационар все пациенты получали длитель
ную базисную терапию (более 6 месяцев), включающую 
как минимум один из иммуносупресантов (метотрексат 
(9 пациентов), лефлуномид (4 пациента) или сульфаса- 
лазин (2 пациента)), а также, при тяжёлом течении, до
полнительно получали метилпреднизолон (2 пациента).

Проточная цитофлуориметрия: 
пробоподготовка клеток к исследованию

Забор крови проводился натощак из локтевой вены 
в стерильных условиях по 9 мл в вакуумные пробирки 
c антикоагулянтом K3-EDTA (3-замещенной калиевой со
лью этилендиаминтетрауксусной кислоты) «Vacuette К3- 
EDTA» (GreinerBio-OneGmbH, Австрия). Далее выполнял
ся общий анализ крови с подсчётом общего количества 
лейкоцитов и аликвотирование необходимого объёма 
крови, содержащего 1 млн лейкоцитов, в цитометриче
ские пробирки.

Оценка уровня экспрессии рецепторов прово
дилась на Т-лимфоцитах, В-лимфоцитах, моноцитах, 
Т-регуляторных клетках. При пробоподготовке образ
цов для проведения анализа на проточном цитометре 
проводилось внесение десятикратно разведённого в на- 
трий-фосфатном буфере (PBS, phosphate buffered saline) 
лизирующего буфера BDFACSLysingSolution (кат. номер 
349202; BD, США), согласно инструкции производителя,

Т А Б Л И Ц А  1
д е м о г р а ф и ч е с к а я  и к л и н и ч е с к а я  
х а р а к т е р и с т и к а  п а ц и е н т о в  С РА 
и з д о р о в ы х  д о н о р о в

в десятикратном объёме по отношению к объёму про
бы. Инкубация происходила в течение 15 минут при ком
натной температуре. Далее вносили PBS в объёме 1 мл 
на пробу, центрифугировали при 1500 об./мин в тече
ние 10 минут. Удаляли надосадочную жидкость, вно
сили 100 мкл PBS. Инкубацию проводили в пробирках 
для проточной цитометрии в PBS с человеческим IgG 
(ФГУП «НПО «Микроген», Россия) в конечной концентра
ции 3 мг/мл в течение 20 минут в темноте при комнатной 
температуре для блокировки Fc-рецепторов и уменьше
ния неспецифического связывания. Внесение монокло
нальных антител с флуорохромами для идентификации 
субпопуляций иммуннокомпетентных клеток проводи
лось в объёме, указанном производителем для окраски 
1 млн клеток. Использовались следующие антитела: anti
human CD3 APC/Cy7, anti-human CD19 PeCy7, anti-human 
CD14 PerCP, anti-human CD4 PeCy7, anti-human CD25 FITC, 
anti-human CD127 (IL-7Ra) APC/Cy7. Анализ экспрессии 
рецепторов TNF проводили с использованием моно
клональных антител: anti-humanTNFRI-PE, anti-human 
TNFRII-PE, (R&D Systems, США), anti-humanTNFRI-APC (R&D 
Systems, США), anti-humanTNFRII-APC (R&D Systems, США).

Проточная цитофлуориметрия: 
оценка экспрессии и ко-экспрессии рецепторов 
к TNF-a и оценка функциональной активности 

клеток
Оценка фенотипических характеристик проводи

лась методом проточной цитометрии (цитофлуориме- 
тры FACSVerse (BD, США) и Attune NxT (ThermoFisher, 
США)). Обработка данных и расчёт показателей интен
сивности флюоресценции производились с использо
ванием программного обеспечения FacsDiva (BD, США). 
Для создания калибровочной кривой и перевода зна
чений интенсивности флуоресценции клеток, экспрес
сирующих соответствующий маркер, в абсолютные по
казатели количества рецепторов использовался набор 
BD QuantiBRITE PE (BD Biosciences, США). Для одновре
менного определения процента ко-экспрессирующих 
клеток и подсчёта количества рецепторов к TNF-a 1-го 
и 2-го типов на клетках производилось двойное ме- 
чение парных образцов. Каждый образец был разде-

T A B L E  1
DEMOGRAPHIC AND CLINICAL CHARACTERISTICS 
OF PATIENTS WITH RA AND HEALTHY INDIVIDUALS

Параметры Здоровые доноры (п = 21) Пациенты с РА (п = 16) Р

Возраст (лет), Me (IQR) 55 (45-60) 55 (45-60) 0,751

Мужчины, n (%) 4 (19 %) 3 (18,75 %) > 0,999

Активность заболевания до лечения, n (%)

высокая (DAS28 > 5,1) - 9 (56,25 %)

умеренная - 5 (31,25 %) -

низкая (DAS28 < 3,2) - 2 (12,5 %)
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лён на две пробирки, окрашенные соответственно 
TNFR1-PE + TNFR2-APC или TNFR2-PE + TNFR1-APC. После 
цитометрического анализа количество рецепторов 1-го 
типа рассчитывалось в пробирках с TNFR1-PE + TNFR2- 
APC, а число рецепторов 2-го типа -  в пробирках с TNFR2- 
PE + TNFR1-APC. Процент клеток, экспрессирующих 1-й 
или 2-й типы рецептора, в каждой фракции определя
лась как среднее между двумя образцами.

Статистическая обработка
Статистический анализ данных проводили с помощью 

программы Statistics 7.0 (StatSoft Inc., США). Для сравнения 
независимых выборок и расчёта статистической значимо
сти использовался критерий Краскела -  Уоллиса по ран
гам с многократным сравнением медианных значений 
(при сравнении идентичных показателей для разных суб
популяций и выявлении различий между подгруппами

Т А Б Л И Ц А  2
ПОКАЗАТЕЛИ ЭКСПРЕССИИ И КО-ЭКСПРЕССИИ  
РЕЦЕПТОРОВ НА о с н о в н ы х  ПоПУляЦ Иях
и м м у н о к о м п е т е н т н ы х  к л е т о к  у  п а ц и е н т о в  С РА 
д о  и п о с л е  т е р а п и и  в с т а ц и о н а р е  п о  с р а в н е н и ю  
с о  з д о р о в ы м и  д о н о р а м и , ME (IQR)

испытуемых). Для оценки взаимосвязей между исследу
емыми параметрами активности и тяжести заболевания 
и показателями ко-экспрессии рецепторов был произве
дён анализ корреляционных взаимосвязей с использова
нием коэффициента корреляций Пирсона (при p  < 0,05).

р е з у л ь т а т ы

При исследовании уровня эксп ресси и  и ко- 
экспрессии рецепторов 1-го и 2-го типов к TNF-a на им
мунокомпетентных клетках больных ревматоидным ар
тритом до и после терапии в стационаре и сравнении 
их показателей с параметрами клеток здоровых доно
ров был установлен ряд значимых тенденций и ассоци
аций (табл. 2). В популяции Т-лимфоцитов CD3+ у боль
ных РА на исходном уровне обнаружено повышение ко-

Т A B L E  2
PARAMETERS o F  RECEPToRS ExPRESSIoN  
AND Co -Ex PRESSIo N o n  THE Ma in  Po p u l a t io n s
o f  im m u n o c o m p e t e n t  c e l l s  in  p a t ie n t s  w it h  r a  
b e f o r e  a n d  a f t e r  in p a t ie n t  t h e r a p y  c o m p a r e d  
w it h  h e a l t h y  in d iv id u a l s , ME (IQR)

Популяция
и параметры экспрессии

Здоровые доноры 
(п = 21)

Пациенты с РА, 
до терапии (п = 16)

Пациенты с РА, 
после терапии (п = 16)

CD3+ Т-клетки

% TNFR1+ клеток 0,8 (0,2-7,2) 26 (15,5-32,4) 67 (51,1-73,1)*; #

% TNFR2+ клеток 31,4 (24,8-39,6) 48,8 (30,8-54,9) 27 (17,9-33,8)#

Число TNFR1 на клетках 830 (583-1461) 569 (495-923) 335 (270-408)*; #

Число TNFR2 на клетках 851 (684-917) 1703 (1384-2339)* 1463 (1055-1828)*

Т-регуляторные клетки

% TNFR1+ клеток 1,8 (0,9-11,6) 31,4 (18,7-62,4)* 22,4 (17,8-44,3)*

% TNFR2+ клеток 94 (90-98,1) 88,6 (63,4-95,1) 90,4 (83-92,5)

Число TNFR1 на клетках 3032 (1205-12667) 1560 (463-3282) 270 (256-287)*; #

Число TNFR2 на клетках 1347 (1211-2638) 7484 (3336-12321) 1517 (1331-3717)#

CD19+ Т-клетки

% TNFR1+ клеток 7,1 (4,7-24,1) 36,5 (24,5-43,9)* 67,8 (46,4-83,8)*; #

% TNFR2+ клеток 95,6 (81,3-96,3) 49 (34,9-63,6)* 14,6 (10,5-26,9)*; #

Число TNFR1 на клетках 1657 (688-2578) 852 (593-1649) 460 (303-619)*; #

Число TNFR2 на клетках 6133 (3467-7664) 2333 (1483-3321)* 1570 (1077-2610)*

Моноциты

% TNFR1+ клеток 43,7 (21,5-50,7) 48 (31-87,3) 79,8 (62,7-91)

% TNFR2+ клеток 82,4 (70-95,5) 78,9 (61,9-91,5) 68,2 (43,9-86,3)#

Число TNFR1 на клетках 1705 (1220-2540) 1950 (1560-4806) 597 (446-628)*; #

Число TNFR2 на клетках 3539 (2430-6461) 5788 (3114-10222) 3706 (2642-4475)
Примечание. *  -  статистически значимые (p < 0,05) различия по сравнению со здоровыми донорами, тест Краскела -  Уоллиса; * -  статистически значимые (р < 0,05) различия по сравнению с пациен
тами до терапии, парный тест Вилкоксона.
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личества молекул рецепторов 2-го типа, а после терапии 
регистрировались разнонаправленные эффекты на про
цент клеток (по повышению числа клеток с экспрессией 
TNFR1 и снижению числа клеток с экспрессией TNFR2). 
Для Т-регуляторных клеток изменения до коррекции ба
зисной терапии обнаружены только по проценту клеток 
TNFR1+, а эффективная терапия с улучшением клиниче
ских симптомов оказала влияние на число рецепторов 
1-го и 2-го типов, но не на количество клеток с этими ре
цепторами. CD19 В-лимфоциты у больных РА до терапии 
отличались от клеток здоровых доноров по числу кле
ток с экспрессией R1 и R2, причём процент TNFR1 был 
выше по сравнению со здоровыми, а процент TNFR2 -

ниже. Улучшение клинических симптомов после коррек
ции базисной терапии привело к ещё большему повыше
нию числа TNFR1 экспрессирующих клеток и ещё более 
выраженному снижению процента TNFR2+ клеток, а так
же значимо упало число молекул рецепторов 1-го типа. 
Моноциты больных РА исходно не отличались от тако
вых у здоровых доноров, а терапия приводила к сниже
нию процента клеток с экспрессией 2-го типа рецепто
ра и снижению числа рецепторов 1-го типа.

Обнаруженные разнонаправленные изменения 
подтвердили ассоциацию системы мембраносвязан
ных рецепторов TNF-a как с патогенетическим процес
сом при РА, так и с ответом на терапию при улучшении
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РИС. 1.
Показат ели уровня экспрессии и ко-экспрессии рецепт оров  
1-го и 2-го т ипов к TN F на Т-клетках, выделенных у  пациен
т ов с  ревмат оидным арт рит ом  (n =  16), до и после прохож
дения в ст ационаре курса эффект ивной т ерапии по сравне
нию с аналогичными показат елями здоровых доноров (n =  21): 
сплош ные линии -  ст ат ист ически значимые (р < 0,05) р а з
личия по показат елям числа рецепт оров до и после т ера
пии внут ри группы; пункт ирные л инии -  ст ат ист ически зна
чимые (р < 0,05) различия по показат елям процент а клеток 
до и после т ерапии внут ри группы; * -  ст ат ист ически значи
мые (р < 0,05) различия по показат елям числа рецепт оров по 
сравнению с  показат елями здоровы х доноров; # -  ст ат ист и
чески значимые (р < 0,05) различия по показат елям процент а  
клет ок по сравнению с показат елями здоровых доноров

FIG. 1.
Parameters o f  expression an d  co-expression o f  TNF type 1 an d  2 re
ceptors on Tcells isolated from patients with rheum atoid arthri
tis (n =  16) before an d  after the course o f  inpatient effective therapy 
com pared with healthy individuals (n =  21): solid lines -  statistically 
significant (p < 0.05) differences o f  the num ber o f  receptors before 
an d after therapy within the group; dotted lines -  statistically sig
nificant (p < 0.05) differences o f  the cell percentage before an d  af
ter therapy within the group; * -  statistically significant (p < 0.05) 
differences o f  the num ber o f  receptors com pared to healthy donors; 
# -  statistically significant (p < 0.05) differences o f  the cell percent
age com pared to healthy donors

159
Морфология, физиология и патофизиология Morphology, physiology and pathophysiology



A C T A  B IO M E D IC A  S C IE N T IF IC A ,  2 0 2 2 , V o l. 7, N 5-1

клинических симптомов. Однако ряд изменений в экс
прессии рецепторов позволил предположить, что ответ 
на терапию может зависеть от вида проводимого лече
ния. На основании данного предположения группа па
циентов с эффективным ответом на терапию была раз
делена по видам проводимого лечения на группу с те
рапией метилпреднизолоном и группу с терапией ГИБП 
ритуксимабом, который представляет из себя антите
ла к CD20 В-лимфоцитам. При оценке уровня экспрес
сии рецепторов TNF-a в данных подгруппах были полу
чены различия как по проценту, так и по числу молекул 
рецепторов TNF-a (рис. 1-4).

Для общей популяции Т-лимфоцитов показаны из
менения в системе рецептора 1-го типа при терапии 
метипреднизолоном и ритуксимабом, которые при
вели к снижению общего числа рецептора на клетках 
данной субпопуляции, при одновременном увеличе
нии процентного содержания клеток с экспрессией 
TNFR1. Для популяции Т-лимфоцитов, экспрессирую
щих рецептор TNF 2-го типа, были обнаружены изме
нения только после проведённой терапии метипред
низолоном в относительном количестве клеток с экс
прессией рецепторов данного типа. В целом больные 
РА характеризовались большим уровнем содержания
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РИС. 2.
Показат ели уровня экспрессии и ко-экспрессии рецепт о
ров 1-го и2-го  т ипов к T N F на Т-регулят орны хклет ках, вы
деленных у  пациент ов с  ревм ат оидны м  арт рит ом  (n =  16), 
до и после прохождения в ст ационаре курса эфф ект ивной  
т ерапии по сравнению  с  аналогичны м и показат елям и здоро
вых доноров (п =  21): сплош ные л и н ии  -  ст ат ист ически зн а
чимые (p < 0,05) различия по показат елям числа рецепт о
ров до и после т ерапии внут ри группы; пункт ирные л инии -  
ст ат ист ически значимые (р < 0,05) различия по показат е
лям  процент а клет ок до и после т ерапии внут ри группы;
* -  ст ат ист ически значимые (р < 0,05) различия по показа
телям числа рецепт оров по сравнению  с  показат елям и здо
ровы х доноров; # -  ст ат ист ически значимые (р < 0,05) ра зл и 
чия по показат елям процент а клет ок по сравнению  с  пока
зат елям и здоровы х доноров

FIG. 2.
Parameters o f  expression and co-expression o f  TNF type 1 and 2 re
ceptors on regulatory Tcells isolated from patients with rheum a
toid arthritis (n =  16) before and after the course o f  inpatient effec
tive therapy com pared with sim ilar indicators o f  healthy individu
als (n =  21): solid lines -  statistically significant (p < 0.05) differenc
es o f  the num ber o f  receptors before and after therapy within the 
group; dotted lines -  statistically significant (p < 0.05) differenc
es o f  the cell percentage before and after therapy within the group; 
* -  statistically significant (p < 0.05) differences o f  the num ber o f  re
ceptors com pared to healthy donors; # -  statistically significant 
(p < 0.05) differences o f  the cell percentage com pared to healthy  
donors
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Показат ели уровня экспрессии и ко-экспрессии рецепт о
ров 1-го и 2-го т ипов к TN F на В-клетках, выделенных у  па
циент ов с  ревмат оидным арт рит ом  (n =  16), до и после  
прохождения в ст ационаре курса эф ф ект ивной т ерапии  
по сравнению  с аналогичны м и показат елям и здоровы х до
норов (п =  21): сплош ные л инии -  ст ат ист ически зн ачи
мые (p < 0,05) различия по показат елям числа рецепт оров  
до и после т ерапии внут ри группы; пункт ирны е л инии -  
ст ат ист ически значимые (р < 0,05) различия по показат е
лям процент а клет ок до и после т ерапии внут ри группы;
* -  ст ат ист ически значимые (р < 0,05) различия по показа
телям числа рецепт оров по сравнению  с  показат елям и здо
ровы х доноров; # -  ст ат ист ически значимые (р < 0,05) ра зл и
чия по показат елям процент а клет ок по сравнению  с  пока
зат елям и здоровы х доноров

Parameters o f  expression and co-expression o f  TNF type 1 and 2 
receptors on B cells isolated from patients with rheum atoid ar
thritis (n =  16) before and after the course o f  inpatient effective 
therapy com pared with sim ilar indicators o f  healthy individu
als (n =  21): solid lines -  statistically significant (p < 0.05) differ
ences o f  the num ber o f  receptors before an d  after therapy within 
the group; dotted lines -  statistically significant (p < 0.05) differenc
es o f  the cell percentage before and after therapy within the group; 
* -  statistically significant (p < 0.05) differences o f  the num ber o f  re
ceptors com pared to healthy donors; # -  statistically significant 
(p < 0.05) differences o f  the cell percentage com pared to healthy  
donors

клеток с экспрессией рецептора TNF 1-го типа на клет
ках данной субпопуляции.

Для Т-регуляторных клеток по процентному со
держанию клеток, экспрессирую щ их рецепторы  
к TNF-a, после терапии был продемонстрирован об
щий тренд на снижение всех фракций TNFR1 + и TNFR2+ 
как по процентному содержанию, так и по числу экс
прессируемых молекул рецепторов на мембранах 
Т-регуляторных клеток. Также показано, что все паци
енты с РА имели более высокий процент клеток, экс
прессирующих рецептор TNF 1-го типа, по сравнению 
со здоровыми донорами.

Популяция В-лимфоцитов на фоне проводимой те
рапии ревматоидного артрита также показала статисти
чески значимые изменения в системе мембраносвязан
ных рецепторов TNF. Так, общей тенденцией для обо
их видов проводимого лечения было повышение про
центного содержания клеток, экспрессирующих TNFR1, 
и снижение процента клеток, экспрессирующих TNFR2. 
При этом эффективная терапия ритуксимабом также 
привела к статистически значимому снижению числа 
рецепторов TNF 1-го типа, а терапия метилпреднизоло- 
ном -  к тенденции по снижению числа рецепторов 2-го 
типа на В-лимфоцитах. Интересным представляется то,
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Показатели уровня экспрессии и ко-экспрессии рецепторов 
1-го и 2-го т ипов к TNF на моноцитах, выделенных у  пациен
тов с  ревматоидным арт рит ом (n =  16), до и после прохож
дения в ст ационаре курса эффективной т ерапии по сравне
нию с аналогичными показателями здоровых доноров (n =  21): 
сплошные линии -  ст ат ист ически значимые (p < 0,05) разли
чия по показателям числа рецепторов до и после т ерапии вну
т ри группы; пунктирные линии -  ст ат ист ически значимые 
(р < 0,05) различия по показателям процент а клеток до и по
сле т ерапии внутри группы; * -  ст ат ист ически значимые 
(р < 0,05) различия по показателям числа рецепторов по срав
нению с показателями здоровых доноров; # -  ст ат ист ически  
значимые (р < 0,05) различия по показателям процент а клеток 
по сравнению с показателями здоровых доноров

Param eters o f  expression an d  co-expression o f  TNF type 1 an d  2 re
ceptors on m onocytes isolated from patients with rheum atoid  
arthritis (n =  16) before an d  after the course o f  inpatient effec
tive therapy com pared with sim ilar indicators o f  healthy individ
uals (n =  21): solid  lines -  statistically significant (p < 0.05) differ
ences o f  the num ber o f  receptors before an d  after therapy with
in the group; dotted lines -  statistically significant (p < 0.05) dif
ferences o f  the cell percentage before an d  after therapy w ith
in the group; * -  statistically significant (p < 0.05) differences 
o f  the num ber o f  receptors com pared to healthy donors; # -  statis
tically significant (p < 0.05) differences o f  the cell percentage co m 
pared to healthy donors

что популяция дубль-позитивных клеток, экспрессиру
ющих оба типа рецептора TNF, показала отличия от об
щих показателей экспрессии рецепторов. Для рецептора 
1-го типа в этой популяции терапия ритуксимабом при
водила к снижению числа рецепторов, терапия предни- 
золоном -  к снижению процентного содержания клеток; 
для 2-го типа рецептора в дубль-позитивной популяции 
терапия ритуксимабом привела к увеличению числа мо
лекул рецепторов TNFR2.

По показателям экспрессии рецепторов 1-го и 2-го 
типов к TNF-a на моноцитах наблюдалась общая тен
денция к увеличению процента клеток, экспрессиру

ющих 1-й и 2-й типы рецептора, после проводимой те
рапии, за исключением показателя общего количества 
клеток, экспрессирующих TNFR2. При этом по плотно
сти экспрессии рецепторов оба вида терапии приво
дили к статистически значимому снижению количества 
TNFR1 на моноцитах и тенденции к снижению уровня 
экспрессии TNFR2. При этом изменения после терапии 
были более выраженными для группы, получавшей ри- 
туксимаб, что может быть связано с изначально более 
высоким уровнем экспрессии рецепторов в ней.

При исследовании ассоциаций между параметра
ми экспрессии и ко-экспрессии рецепторов и пока
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зателями тяжести заболевания в общей группе паци
ентов с РА было установлено, что активность заболе
вания по DAS28 ассоциирована с числом рецепторов 
1-го типа на C D M -клетках (г = 0,66; p = 0,005) и про
центом дубль-позитивных клеток среди В-лимфоцитов 
(г=-0,49; p = 0,05). Рентгенологическая стадия заболева
ния была ассоциирована как с числом рецепторов 2-го 
типа на В-лимфоцитах (г = -0,48; p  = 0,05), так и с чис
лом рецепторов 1-го типа на них же (г=-0,67; p  = 0,024).

О БСУЖ Д ЕН И Е

Полученные данные подтверждают ранее предло
женную нами гипотезу о роли баланса в экспрессии ре
цепторов 1-го и 2-го типов к TNFa в формировании от
вета на цитокин в норме и при иммунопатологических 
процессах. Выявленные изменения в паттернах экспрес
сии рецепторов TNFR1 и TNFR2 обуславливают различия 
в изменении реакций клеток на медиатор при ревмато
идном артрите, в том числе и при назначении и коррек
ции базовой терапии, что приводит к различиям в про
филях индивидуальной эффективности и безопасности 
препаратов. Данные изменения не только обусловле
ны отличиями в показателях общего числа клеток, экс
прессирующих рецепторы к иммуномодулирующим 
факторам, но и в значительной мере зависят от пара
метров одновременной экспрессии рецепторов раз
ных типов и показателей плотности экспрессии рецеп
торов, то есть от количества молекул рецепторов, ко
торые будут формировать ответ отдельных субпопуля
ций. Исследование продемонстрировало актуальность 
оценки экспрессии рецепторов на дубль-позитивных 
TNFR1+TNFR2+ клетках для прогнозирования характе
ра и типа реагирования клеток на медиатор, что выра
жается в ассоциированности как с показателями актив
ности и тяжести заболевания до проводимой в стацио
наре терапии, так и с уровнем ответа на терапию и эф
фективностью снижения высокой активности заболева
ния при терапии генно-инженерными биологическими 
препаратами.

При ревматоидном артрите как хроническом систем
ном воспалительном заболевании с деструкцией суста
вов наиболее многочисленной и гетерогенной группой 
клеток, участвующей в поддержании активных патогене
тических процессов, являются CD4 + Т-клетки (в основ
ном клетки Th1 и Th17) и фибробласты, такие как сино- 
виоциты, макрофаги и В-клетки [13]. Важный вклад в хро- 
низацию заболевания и формирование условий для обо
стрений вносят также другие клетки, такие как дендрит
ные клетки, нейтрофилы, тучные клетки и моноциты [14]. 
Для иммуномодулирующего цитокина TNF показана воз
можность регуляции функций всех этих типов клеток, 
за счёт чего он является одним из центральных факто
ров патогенеза данного заболевания [10, 15, 16], и изу
чение рецепторов TNF-a как факторов, обеспечивающих 
передачу сигнала от цитокина к клеткам, представляется 
наиболее актуальным на основных субпопуляциях имму
нокомпетентных клеток.

Моноциты при РА взаимодействуют с другими клет
ками, инициируя при распространении ревматоидно
го процесса с помощью положительной обратной свя
зи продукцию провоспалительных цитокинов, таких 
как TNF, IL-1P и IL-6 [17]. При этом моноциты из кровото
ка рекрутируются в синовиальную оболочку сустава по
средством хемотаксиса, активно участвуя в патологиче
ском процесс, что обуславливает важность оценки функ
ции моноцитов периферической крови. Обнаруженные 
в нашем исследовании изменения по снижению количе
ства рецепторов 1-го типа при одновременном повыше
нии числа клеток, несущих эти рецепторы, говорят о зна
чимом изменении способности данной популяции кле
ток отвечать на цитокин на фоне эффективной терапии 
метилпреднизолоном и ритуксимабом. Предполагается 
что снижение после курса ритуксимаба среднего числа 
рецепторов как в общей популяции, так и среди дубль- 
позитивных клеток приводит к менее выраженному от
вету моноцитов на медиатор TNF, в том числе, вероят
но, к снижению патогенетической продукции провос
палительных факторов. При этом у больных на терапии 
преднизолоном эти результаты видны лишь в виде тен
денции, но не являются значимыми. Более выражен
ный ответ по изменению экспрессии, обнаруженный 
в ответ на терапию ритуксимабом, по сравнению с от
ветом на преднизолон может быть связан с тем, что из
начально больные в подгруппе RIT имели более высо
кие уровни экспрессии рецепторов к TNF в связи с дли
тельным рефрактерным к стандартной терапии течени
ем заболевания.

Двумя наиболее значительными проявлениями 
дисфункции Т-лимфоцитов при ревматоидном артри
те являются постоянная активация Т-клеток, приводя
щая к аномальному состоянию поддержания проли
ферации и формированию «резистентности к апопто
зу» [18], что может быть одной из причин выживания 
аберрантных клеток при РА. В нормальных условиях 
Т-регуляторные клетки диктуют состояние иммунной 
толерантности, однако при РА встречается дисфункция 
Т-регуляторных клеток, которая, по всей вероятности, 
может быть частично нивелирована при эффективной 
терапии РА, что клинически будет проявляться улучше
нием состояния пациентов [19]. В нашей работе показа
но, что Т-регуляторные клетки пациентов после ответа 
на терапию ритуксимабом статистически значимо сни
зили как процент клеток, экспрессирующих рецепторы 
TNF 1-го и 2-го типов, так и число молекул на этих клет
ках. Это свидетельствует о более выраженном эффекте 
терапии ГИБП на данную популяцию по сравнению с по
пуляцией моноцитов, у которых произошло компенса
торное повышение процента клеток с экспрессией ре
цепторов к цитокину. Стоит также отметить, что наи
более выраженные изменения коснулись популяции 
с экспрессией обоих типов рецепторов. Снижение ре
активности популяции Т-регуляторных клеток на пато
генный TNF было ассоциировано с улучшением течения 
заболевания и ответом на терапию. Полученные дан
ные подтверждают данные по активному участию суб
популяции Т-регуляторных клеток в патогенезе РА и по

Морфология, физиология и патофизиология
163

Morphology, physiology and pathophysiology



A C T A  B IO M E D IC A  S C IE N T IF IC A ,  2 0 2 2 , V o l. 7, N 5-1

зволяют предположить, что высокое содержание среди 
них TNFR1 + клеток является одним из механизмов, обе
спечивающих восстановление функции Т-регуляторных 
клеток на фоне терапии.

Поскольку пролиферация Т-клеток также нарушена 
при РА [20], в нашей работе мы оценили общую популя
цию CD3+ клеток по уровню экспрессии мембраносвя
занных рецепторов 1-го и 2-го типов к TNF, достаточ
ный уровень экспрессии которых необходим для регу
ляции процессов нормальной и патологической проли
ферации. Общие тенденции изменения экспрессии были 
схожими с популяцией моноцитов. В ответ на терапию 
ритуксимабом снижалось количество рецепторов 1-го 
типа, и при этом повышалось относительное число кле
ток TNFR1 в данной популяции. Полученные данные го
ворят о том, что Т-лимфоциты также значимо меняют экс
прессию комплекса рецепторов TNF под воздействием 
ГИБП. В-клетки, образующиеся при контакте с аутоанти
генами, могут способствовать аутоиммунитету различ
ными способами: 1) представление антигена аутореак
тивным Т-клеткам; 2) продукция аутоантител с образо
ванием антигена/антитела и активацией комплемента 
или фагоцитоза; 3) генерация цитокинов, стимулирую
щих пути Th1 или Th17; 4) ингибирование регуляторных 
Т- и В-клеток [21, 22]. В нашем исследовании по оценке 
рецепторной системы TNF для популяции В-лимфоцитов 
CD19+ были показаны наиболее значимые различия 
между видами коррекции базисной терапии при РА. 
На В-лимфоцитах у больных, получающих терапию ри
туксимабом, обнаружено статистически значимое сни
жение количества молекул TNFR1 и увеличение отно
сительного числа клеток с этим типом рецептора и од
новременно увеличение числа экспрессируемых TNFR2 
и снижение процента клеток с экспрессией 2-го типа ре
цептора TNF. В то же время у пациентов с терапией ме- 
тилпреднизолоном показано только снижение относи
тельного числа клеток с экспрессией 1-го и 2-го типов 
рецепторов TNF. Высокий процент дубль-позитивных 
клеток среди В-лимфоцитов при высокой плотности ре
цепторов как 1-го, так и 2-го типа на них в условиях по
вышенного содержания цитокина, характерного для па
циентов с ревматоидным артритом, обладал протектив- 
ным эффектом в отношении деструктивных изменений, 
выявляемых рентгенологически. Напротив, низкая плот
ность рецепторов 1-го типа на моноцитах была ассоци
ирована с более лёгким течением заболевания, что де
монстрирует различия в чувствительности клеток к дей
ствию цитокина в условиях длительного воспалитель
ного процесса. Это подтверждает важную роль данной 
субпопуляции в формировании воспалительного микро
окружения при ревматоидном артрите.

Наиболее интересным представляется комплекс
ная оценка данных, которая показывает, что фракцией, 
в которой при патологии и сопутствующих воздействи
ях на пациента происходят наиболее выраженные из
менения по параметрам экспрессии рецепторов, в каж
дой субпопуляция является фракция дубль-позитивных 
клеток. Данный компенсаторный механизм объясняется 
тем, что баланс между проапоптотическим и провоспа

лительными сигнальными путями обусловлен не толь
ко наличием того или иного рецептора на поверхности 
клеток, но и их соотношением на клетках, в том числе 
за счёт передачи сигнала между двумя типам рецептора 
[6]. Также можно отметить, что большинство изменений 
в системе рецепторов относилось к рецептору TNF 1-го 
типа, который отвечает за провоспалительные и апоп- 
тотические пути гибели клеток [4], что, соответственно, 
подтверждает эффективность терапии, поскольку об
щий тренд изменений включает снижение числа моле
кул на клетках. Мы предполагаем, что данные изменения 
влияют на общую реактивность клеток в ответ на TNF, 
что подтверждается экспериментальными исследова
ниями [23]. Субпопуляциями, отличающимися от общих 
трендов изменений, были Т-регуляторные клетки, у ко
торых, помимо числа рецепторов, также снижалось и ко
личество клеток, несущих рецепторы 1-го типа, что мо
жет свидетельствовать о более эффективном воздей
ствии ритуксимаба именно на популяцию Т-рег. В попу
ляции В-лимфоцитов наблюдалось повышение относи
тельного числа клеток с экспрессией рецептора TNFR2, 
что согласуется с данными об участии аутореактивных 
клонов в патогенетическом процессе. При сравнении 
динамики изменения ко-экспрессии и плотности экс
прессии рецепторов после разных типов терапий было 
показано, что изменения в экспрессии рецепторов 1-го 
типа носят однонаправленный характер для всех типов 
клеток (приближение к показателям здоровых доно
ров на Т- и В-клетках и компенсаторное гиперизмене
ние на Т-регуляторных клетках). Однако для рецепто
ров 2-го типа, напротив, только Т-регуляторные клет
ки продемострировали тренд на восстановление после 
эффективной терапии уровня экспрессии TNFR2, анало
гичного показателям здоровых доноров, при обоих ти
пах терапии, в то время как для остальных популяций 
не было единого тренда. Данные изменения обуслов
лены не только различными противовоспалительными 
механизмами, инициируемыми гормональной и ГИБП- 
терапией, но и предшествующей историей длительного 
рефрактерного течения заболевания в подгруппе, полу
чавшей метилпреднизолон. Ограничениями данного ис
следования можно считать различия в исходном уров
не активности заболевания между группами с терапией 
преднизолоном и ритуксимабом, что делает невозмож
ным проведение сравнения между этими двумя груп
пами, однако полученные данные позволили провести 
сравнительный анализ эффективности терапии и срав
нение со здоровыми донорами.

ЗА КЛ Ю Ч ЕН И Е

В результате проведённой комплексной оценки по
казателей ко-экспрессии и количественной экспрессии 
мембраносвязанных рецепторов TNF были получены 
данные об изменениях этих показателей при ревмато
идном артрите и их ассоциированности с ответом на те
рапию. Полученные данные указывают на различный 
вклад рецепторов TNF-a в функционирование популя
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ций иммунокомпетентных клеток при патологии и по
зволяют выявить отдельные субпопуляции, индивиду
ально реагирующие на проводимую терапию как объ
ект для использования подходов таргетной модуля
ции экспрессии рецепторов к цитокину для контроля 
провоспалительных и аутоиммунных процессов. Оцен
ка данных параметров может являться перспективной 
для понимания механизмов регуляции иммунного от
вета клеток, а также стать дополнительным критери
ем диагностики иммуноопосредованных заболеваний 
и терапевтической мишенью для создания новых под
ходов в лечении.
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