
144

ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ОСОБЕННОСТИ 
Т-ЛИМФОЦИТОВ У ПАЦИЕНТОВ 

С БОЛЕЗНЬЮ ПАРКИНСОНА И 
РАССЕЯННЫМ СКЛЕРОЗОМ

Левковская А. Н.1, Адамович А. Ю.2, Бойко А. В.2, Борисов 
А. В.3, Бадыгина Н. А.2, Нижегородова Д. Б.1,2

1Кафедра иммунологии и экологической эпидемиологии
УО «Международный государственный экологический институт 

им. А. Д. Сахарова» Белорусского государственного университета
2Научно-исследовательская лаборатория 

ГУО «Белорусская медицинская академия 
последипломного образования», 

3Кафедра нервных и нейрохирургических болезней 
УО «Белорусский государственный медицинский университет», 

г. Минск, Республика Беларусь

Актуальность. Нейродегенеративные заболевания (НДЗ) 
представляют собой группу в основном медленно прогрессирую-
щих дегенеративных заболеваний, характеризующуюся мульти-
факториальной этиологией (генетическая предрасположенность, 
факторы окружающей среды и др.) и сопровождающуюся 
постепенным разрушением и гибелью отдельных групп клеток и 
структур центральной нервной системы (ЦНС), что приводит 
к развитию различной неврологической симптоматики, прежде 
всего деменции и нарушению двигательной активности [1, 2]. 
Несмотря на различные причины развития нейродегенерации, 
их общей чертой является хроническая активация микроглии, 
резидентных макрофагов нервной системы, что приводит 
к воспалению нервной ткани, повышению проницаемости гемато-
энцефалического барьера, инфильтрации клеток адаптивной им-
мунной системы и повреждению нейронов [1, 2, 3]. 

Ряд проведенных исследований подтверждает, что ведущая 
роль в повреждении нейронов и их структур принадлежит 
Т-лимфоцитам, которые посредством секреции провоспалитель-
ных медиаторов поддерживают иммунное воспаление в ткани, 
регулируют синтез и высвобождение из клеток микроглии 
свободных радикалов, включая оксид азота, супероксид и 
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пероксид водорода, а также провоспалительных цитокинов и ин-
гибируют продукцию нейротрофических факторов [1, 2]. Кроме 
того, в процессах нейродегенерации важную роль играют клетки 
памяти, которые, в условиях сформированного нейровоспаления 
могут вызывать высокоэффективный патогенный ответ, направ-
ленный против собственных тканей организма, и играть решаю-
щую роль в создании стойкой реакции иммунного воспаления, 
которая будет поддерживаться и усугубляться со временем [3].

В последнее время особый интерес представляет изучение 
эффекторных Т-клеток памяти, которые могут являться потенци-
альным диагностическим маркером развития и поддержания 
нейродегенеративных процессов при таких наиболее распростра-
ненных и социально-значимых НДЗ, как болезнь Паркинсона 
(БП), характеризующаяся гибелью дофаминергических нейронов 
в черной субстанции ЦНС, и рассеянный склероз (РС), представ-
ляющий собой хроническое заболевание с аутоиммунным воспа-
лением, на фоне которого впоследствии формируются нейродеге-
нерация [4].

Цель. Охарактеризовать субпопуляционный состав, проли-
феративную способность и цитотоксическую активность 
Т-лимфоцитов у пациентов с БП и РС.

Материалы и методы исследования. Материалом для ис-
следования явилась цельная периферическая венозная кровь, по-
лученная от пациентов с РС (n=21, из них 10 мужчин и 11 жен-
щины, средний возраст – 29,5 [23÷33] лет), пациентов с БП (n=6, 
из них 3 мужчин и 3 женщины, средний возраст – 61,2 [57÷65] 
года) и здоровых доноров (n=14, из них 8 мужчин и 6 женщины, 
средний возраст – 29 [24÷45] лет). Средняя продолжительность за-
болевнаия на момент забора биологического материала составила: 
6 [4÷11] лет – у пациентов с БП и 4 [1÷6] года – у пациентов с РС. 
Средняя тяжесть заболевания соответствовала 2,5 [2,0÷3,0] баллам 
по шкале Хён и Яра – у пациентов с БП и 3,0 [2,0÷3,5] баллам по 
шкале EDSS (Expanded Disability Status Scale) – у пациентов с РС.

Метод проточной цитофлуориметрии. Периферическую 
кровь отбирали в стерильные пробирки с гепарином. Для 
определения экспрессии основных поверхностных маркеров 
лимфоцитов периферическую венозную кровь исследуемых 
групп окрашивали двумя панелями моноклональных антител: 
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CD45-FITC/CD4-RD1/CD8-ECD/CD3-PC5 и CD45-FITC/CD56-
RD1/CD19-ECD/CD3-PC5 (BeckmanCoulter, США) согласно ин-
струкции производителя. Для определения субпопуляции Т-кле-
ток памяти использовали моноклональные антитела CD8-FITC, 
CCR7-PE, CD45RO-ECD, CD4-PC5, CD3-PC7 (BeckmanCoulter, 
R&DSystems, США). Основные популяции Т-клеток памяти опре-
деляли как: CD3+ССR7+CD45RO+ – T-клетки центральной памяти 
(TCM), CD3+ССR7-CD45RO+ – T-клетки эффекторной памяти 
(TEM), CD3+ССR7-CD45RO- – терминально-дифференцирован-
ные эффекторные Т-клетки памяти (TEMRA). Окрашенные 
пробы инкубировали в течение 15 минут в темноте при комнатной 
температуре. Для последующего лизирования эритроцитов 
использовали раствор VersaLyse (BeckmanCoulter, США). Реги-
страцию результатов выполняли на проточном цитометре 
Cytoflex (BeckmanCoulter, США) на 20 000 CD3+T-лимфоцитов.

Культуральный метод. Мононуклеары периферической крови
(МПК) выделяли центрифугированием в течение 30 мин при 
1500 об/мин при 4°С на градиенте плотности Histopaque-1077
с последующим 2-кратным центрифугированием в физиологиче-
ском растворе в течение 10 минут при 1500 об/мин при 4°С. 
Для оценки пролиферативной способности Т-лимфоцитов МПК 
предварительно окрашивали флуоресцентным красителем кар-
боксифлуоресцеином (CFSE, Fluka, Германия) и культивировали 
в полной питательной среде на основе RPMI-1640 (Invitrogen, 
Великобритания), содержащей 10% ЭТС (Gibco, Великобрита-
ния), 2 мМ L-глютамина (Invitrogen, Великобритания), 1% анти-
биотика-антимикотика (Invitrogen, Великобритания) в присут-
ствии или отсутствии митогена – 2.5 мкг/мл фитогемагглютинина 
(PHA, Sigma, Германия). Спонтанную и митоген-индуцирован-
ную пролиферацию лимфоцитов оценивали через 6 дней при по-
мощи проточной цитофлуориметрии. Результат теста оценивали 
на проточномцитометре Cytoflex.

Спонтанную и интерлейкин-2-индуцированную (ИЛ-2, 
100 U/мл, Fluka, Германия) цитотоксическую активность 3-днев-
ной культуры МПК оценивали при совместном культивировании 
с предварительно окрашенными CFSE клетками-мишенями 
линии К-562, культивируемых в соотношении эффектор:
мишень – 5:1 в течение 4 часов. По окончанию культивирования 
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определяли количество погибших клеток-мишеней путем добав-
ления в клеточную взвесь пропидиума иодида (PI, Sigma, Герма-
ния). Результаты оценивали на проточномцитометре Cytoflex 
на 20000 событий. 

Статистическую обработку данных проводили с использова-
нием стандартного пакета программы Statistica 8.0 («StatSoftInc.», 
США). Реузльтаты представляли в виде медианы, 25 и 75-го про-
центилей. Определение статистически значимых различий между 
сравниваемыми группами осуществляли непараметрическим 
методом U-критерий Манна-Уитни. Различия считались стати-
стически значимыми при р<0,05.

Результаты и их обсуждение
Количество Т-клеток памяти в периферической крови 

у пациентов с РС и БП
Количественный анализ субпопуляций Т-клеток памяти у 

пациентов с БП и РС показал, что общее количество CD3+Т-лим-
фоцитов и их основных субпопуляций (CD3+CD4+Т-хелперов и 
цитотоксических CD3+CD8+Т-клеток) статистически значимо 
не изменялось, однако выявлена тенденция к повышению 
удельного содержания CD3+Т-клеток памяти в периферической 
крови по сравнению с контрольной группой (р=0,06). 

Установлено, что у пациентов с НДЗ статистически значимо 
повышается относительное количество TEM-клеток в обеих ис-
следуемых группах: 17,4 [13,1÷22,2] и 18,9 [13,3÷22,8] соответ-
ственно, в группе пациентов с БП и РС по сравнению с аналогич-
ным показателям у здоровых доноров (12,6 [7,2÷20,3], р<0,05). 
При этом удельное содержание TEM-клеток превышало количе-
ство TCM-клеток как у пациентов с БП (17,4 [13,1÷22,2] vs 
10,9 [7,1÷16,8]), так и у пациентов с РС (18,9 [13,3÷22,8] vs 
14,7 [11,8÷25,1]), в то время как в группе здоровых доноров 
преобладала субпопуляция TCM-клеток (19,2 [13,4÷26,0] vs 12,6 
[7,2÷20,3]). 

Детальный анализ субпопуляционного состава CD3+Т-кле-
ток памяти у пациентов с НДЗ установил, что общее количество 
TEM-клеток увеличивается, главным образом, за счет повышения 
процентного содержания цитотоксических CD8+ССR7-

CD45RO+TEM-клеток (р<0,05), причем как с низкой так и с высо-
кой экспрессией корецепторной молекулы CD8 при отсутствии 
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статистически значимых изменений в субпопуляции CD4+ССR7-

CD45RO+TEM-клеток. Кроме того, показано, что количество 
TEMRA-клеток у пациентов с РС и БП статистически значимо 
повышены относительно показателей здоровых доноров и при 
этом в группе пациентов с БП удельное содержание TEMRA-кле-
ток статистически значимо превышает как показатели здоровых 
доноров, так и пациентов с РС. Установлено, что общее количе-
ство TEMRA-клеток у пациентов с БП повышалось как за счет 
субпопуляции CD4+ССR7-CD45RO-TEMRA-клеток, так и 
CD8+ССR7-CD45RO-TEMRA-клеток, в то время как у пациентов 
с РС – только за счет увеличения цитотоксических CD8+ССR7-

CD45RO-TEMRA-клеток.
Согласно литературным данным, ТСМ-клетки считаются 

покоящимися долгоживущими клетками с высоким пролифера-
тивным потенциалом и низкими эффекторными функциями, 
в то время как ТЕМ-клетки являются относительно короткоживу-
щими с меньшим потенциалом пролиферации, однако обладают 
высокой эффекторной активностью и преобладают в тканях-
мишенях, где находятся в состоянии готовности реагировать 
на повторное действие антигена намного быстрее, чем 
популяция ТСМ-клеток.TEMRA-клетки являются терминально-
дифференцированными эффекторными клетками, обладающие 
высокой цитотоксичностью, низкой пролиферативной активно-
стью и высокой чувствительностью к апоптозу [5].Таким обра-
зом, повышенное количество эффекторных популяций клеток 
памяти (ТЕМ и TEMRA) у пациентов с НДЗ по сравнению с груп-
пой здоровых доноров, у которых преобладает популяция покоя-
щихся ТСМ-клеток, может указывать на активацию иммунного 
ответа у пациентов с РС и БП, однако о вовлеченности рассмат-
риваемых клеток в нейродегенерацию и нейровоспаление можно 
судить только после углубленного анализа их функционального 
потенциала – пролиферативного ответа и цитотоксической 
активности.

Митоген-индуцированная пролиферация Т-клеток памяти 
у пациентов с РС и БП

После 6 дней культивирования у пациентов с БП наблюда-
лось повышение спонтанной и PHA-стимулированной пролифе-
рации TEM-клеток (8,0 [6,1÷13,2] vs 59,2 [55,2÷63,4] и TEMRA-
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клеток (5,9 [4,9÷7,2] vs 65,9 [46,8÷84,6]) – в основном за счет 
CD4+Т-лимфоцитов и в меньшей степени за счет CD8+Т-клеток 
(p<0,05), в то время как у пациентов с РС (25,6 [15,6÷35,7] vs 89,3
[88,0÷90,5] ТЕМ-клеток и 32,3 [23,5÷41,2] vs 90,0 [89,3÷90,8] 
TEMRA-клеток) – наоборот, за счет CD8+ Т-лимфоцитов и в мень-
шей степени за счет CD4+ Т-клеток (p<0,05), по сравнению 
с пролиферацией у здоровых доноров, у которых превалировала 
субпопуляция TCM-клеток. При этом у пациентов с НДЗ отмеча-
лась тенденция к дифференцировке Т-клеток памяти в ТЕМRА-
клетки.

Цитотоксическая активность мононуклеаров перифериче-
ской крови у пациентов с РС и БП

Анализ цитотоксической активности МПК у пациентов с БП 
выявил тенденцию к снижению спонтанной цитотоксичности 
в 1,9 раз (19,5 [8,2÷22,9]%, р<0,05), в то время как в группе паци-
ентов с РС аналогичный показатель увеличивался в 1,4 раза 
(7,4 [5,2÷10,4]%), по сравнению со спонтанной цитотоксической 
активностью МПК здоровых доноров (10,3 [8,8÷11,8]%). 
В условиях стимуляции ИЛ-2 во всех исследуемых группах 
регистрировалось статистически значимое увеличение количе-
ства погибших клеток-мишеней К-562: 28,8 [28,5÷44,2]% –
у пациентов с БП, 18,2 [12,9÷28,1] % – у пациентов с РС, и 51,3 
[39,7÷62,9]% – в контрольной группе. Однако индексы стимуля-
ции цитотоксичности (отношение ИЛ-2-индуцируемой к спон-
танной цитотоксичности) МПК в группах пациентов с БП и РС 
статистически значимо снижались до 1,5 и 2,5, соответственно, 
в то время как в группе здоровых доноров индекс стимуляции 
составил 5,0.

Таким образом, превалирование активированных эффектор-
ных субпопуляций TEM- и TEMRA-клеток в двух исследуемых 
группах пациентов с БП и РС, а также увеличение их спонтанной 
и РНА-стимулированной пролиферации на фоне превалирования 
покоящихся TCM-клеток у здоровых доноров указывают на пато-
генетическую роль TEM и TEMRA-клеток в развитии нейродеге-
нерации. Кроме того, у пациентов с НДЗ показано снижение 
индуцированной цитотоксической активности МПК на фоне 
изменений в спонтанном цитотоксическом эффекте в зависимо-
сти от превалирующего патогенетического механизма (при БП 
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воспаление в нервной ткани инициируется повреждением нейро-
нов, в то время как при РС аутоиммунное воспаление в ЦНС 
наблюдается в начальных этапах). В то же время снижение 
эффекторных функций лимфоидных клеток может быть результа-
том хронической стимуляции адаптивной иммунной системы.

Выводы. У пациентов с БП и РС регистрируется количе-
ственное преобладание и пролиферативная активность более 
дифференцированных популяций Т-клеток памяти (ТЕМ и 
TEMRA) по сравнению с контрольной группой, где основной по-
пуляцией выступают покоящиеся ТСМ-клетки, на фоне снижения 
способности МПК к ИЛ-2-стимулированной цитотоксической 
активности у пациентов с БП и РС. Полученные данные подтвер-
ждают участие Т-клеток памяти в развитии нейродегенерации и 
могут быть использованы в качестве биомаркеров при ранней 
диагностике данной патологии и оценке прогрессирования 
заболевания.
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