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ВВЕДЕНИЕ

Предполагают, что сценарий формирования 
ревматоидного артрита (РА) начинается с раз-
вития аутоиммунных реакций и продолжается 

местным воспалением. CD4+ Т-клетки участву-
ют в распространении воспаления и поврежде-
ния тканей при РА. При РА регистрируется уси-
ленная инфильтрация синовиальной полости 
Т-лим фо ци та ми, преимущественно, аутореак-
тивными CD4+ Т-клетками [1]. В научной лите-
ратуре факт активации Т-лимфоцитов активно 
обсуждается с позиций физиологической и им-
мунопатологической модуляции активности 
иммунного ответа. На основании исследований 
in vitro маркеры активации Т-лимфоцитов были 
классифицированы как очень ранние (CD69), 
ранние (CD25) и поздние (HLA-DR) в зависи-
мости от их экспрессии во времени после акти-
вации [2]. В связи с этим, логичным является 
выяснение роли активированных CD4+ Т-лим-
фо ци тов в патогенезе РА.

Цель исследования. Оценить экспрессию мем-
бранных молекул очень ранней (CD69), ранней 
(CD25) и поздней (HLA-DR) активации на CD4+ 
Т-лим фо ци тах периферической крови и сино-
виальной жидкости у пациентов с впервые вы-
явленным РА.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Образцы крови и синовиальной жидкости 
были получены от 10 пациентов с диагнозом 
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ревматоидный артрит (впервые выявлен) (5 жен-
щин, средний возраст 35,2±7,4 лет и 5 мужчин 
в средний возраст 37,4±8,1 лет). Верификация 
диагноза и набор пациентов в группы исследо-
вания осуществлялся в отделении ревматоло-
гии ГБУЗ ТО «ОКБ № 1». Постановка диагноза 
ревматоидного артрита была выполнена соглас-
но приказу № 21 «Об утверждении стандарта 
медицинской помощи больным ревматоидным 
артритом» от 13 января от 2006 г. Группу кон-
троля составили 10 здоровых доноров (5 жен-
щин, средний возраст 34,5±6,1 лет и 5 мужчин, 
средний возраст 36,3±8,3 лет). Образцы синови-
альной жидкости (СЖ) и периферической (ПК) 
крови отбирали в вакуумные пробирки с добав-
лением К3ЭДТА. СЖ обрабатывали гиалуро-
нидазой (Sigma Chemical Co, США) в течение 
20 мин при 37 °C для снижения вязкости, затем 
смешивали с равным объемом среды RPMI 1640. 
Выделение мононуклеарных клеток (МНК) лей-
коцитов из ПК и СЖ проводили стандартным 
методом центрифугирования в градиенте плот-
ности фи колл-уро гро фин («Pharmacia», Шве-
ция) (р=1,077 г/ см3). МНК ПК и СЖ окрашива-
ли моноклональными антителами против CD69, 
CD25, HLA-DR, CD3, CD4 (Beckman Coulter, 
США). После окрашивания образцы однократно 
отмывали избытком физиологического раствора 
при 1500 об/мин в течение 7 мин. Анализ прово-
дили на проточном цитофлуориметре CytoFLEX 
(Beckman Coulter, США). Статистическую об-
работку результатов проводили с использовани-
ем программ «Excel» и «Statistica 7.0» для WinXP. 
Статистическую достоверность различий между 
двумя группами данных оценивали с помощью 
непараметрического критерия Манна-Уитни 
при выбранном уровне значимости p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

СD69 –  интегральный трансмембранный гли-
копротеин II типа, относится к лектинам C-типа. 
CD69 не экспрессируется на покоящихся лим-
фоцитах периферической крови, но появляется 
после активации лимфоцитов в течение 3 часов 
после антигенной стимуляции и достигает мак-
симальной экспрессии между 18 и 24 часами. 
Как правило, в крови здоровых лиц обнаружива-
ется не более чем 1‒4% CD4+CD69+ Т-кле ток [3]. 
В рамках проведенного исследования CD69 был 
обнаружен на 0,9±0,1% Т-хел пе ров, находя-
щихся в кровотоке здоровых доноров. В пери-
ферической крови и синовиальной жидкости 
экспрессия CD69 составила (2,9±0,3%, p<0,001 
и 54,5±3,2% соответственно). Молекула СD25 

является α-цепью рецептора IL-2, экспресси-
руется на ранних этапах активации лимфоци-
тов [4]. В ПК здоровых доноров количество CD4+ 
Т-лим фо ци тов, экспрессирующих на своей мем-
бране активационную молекулу CD25, состави-
ло 3,19±0,5%. В группе интереса наблюдалось не 
значительное снижение количества Т-хел пе ров 
1,6±0,3% (p<0,05). В СЖ данная субпопуляция 
составила 6,8±0,6%. HLA-DR –  поверхностный 
маркер лимфоцитов, принадлежащий к молеку-
лам гистосовместимости MHC II. HLA-DR явля-
ется маркером не только поздней, начинает экс-
прессироваться на мембране клеток примерно 
с третьих суток после активации, но и длитель-
ной активации клеток, т. е. HLA-DR-по зи тив-
ные лимфоциты продолжительно циркулируют 
в крови, а экспрессия этого маркера наиболее 
полно отражает активационное состояние кле-
ток [4]. Число CD3+CD4+HLA-DR+ в ПК здоро-
вых доноров составляло 4,91±0,79%. У пациентов 
с РА этот показатель возрастал до 15,0±1,8% при 
p<0,001, в СЖ 74,2±2,9%. Нами были изучены все 
возможные коэкспрессии трех маркеров актива-
ции на Т-хелперах CD3+CD4+CD69+HLA-DR+; 
CD3+CD4+CD25+HLA-DR+; CD3+CD4+CD69+ 

CD25+. Число данных субпопуляций у больных 
с РА в ПК не отличалось от контрольных значений. 
В СЖ количество CD3+CD4+CD69+HLA-DR+ 
клеток в группе интереса составило 71,74±1,9%; 
CD3+CD4+CD25+HLA-DR+ (5,51±0,4%); CD3+ 

CD4+CD69+CD25+ (4,70±0,8%) соответственно. 
Согласно представленным нами данным коэк-
спрессия маркеров CD69 и HLA-DR активации 
на синовиальных CD4+ Т-лим фо ци тах от паци-
ентов с РА, достигает высокой степени позитив-
ности. В то же время не было обнаружено парал-
лельного увеличения маркера ранней CD25 на 
Т-хел пе рах в СЖ. Это может свидетельствовать 
о ранней стадии истощения резервов данной по-
пуляции клеток при хроническом воспалении 
и постоянной активации иммунной системы [5]. 
Фактически, среди подгрупп, оцененных в на-
стоящем исследовании, CD4+CD69+HLA-DR+ 
T-клет ки были наиболее представлены в СЖ. 
Наши данные согласуются с данными, полу-
ченными другими авторами [6]. Возможно, что 
при РА активация синовиальных Т-лимфоцитов 
следует альтернативным путем. Помимо посред-
ничества притока Ca ++, CD69 избирательно ак-
тивирует цитозольную фосфолипазу А2 (PLA2) 
с последующим образованием окисленных мета-
болитов арахидоновой кислоты [7].

Полученные нами результаты позволяют пред-
полагать, что в СЖ при РА происходит постоян-
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ная активация Т-кле ток, что приводит к экспрес-
сии очень раннего активационного маркера на 
поверхности хронически стимулированных лим-
фоцитов только в месте воспаления.
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In research, it is studied coexpression CD69 and HLA-DR on sinovial T-lymphocytes at rheumatoid 
arthritis. The received results allow to assume, that in sinovial fl uid there is a constant activation of T-cell 
that leads expression a marker CD69 on a surface chronically it stimulates lymphocytes only at the loca-
tion the infl ammation.
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