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Рассеянный склероз (РС) относится к иммунологически опосредованным заболеваниям нерв-
ной системы, характеризующимся формированием очагов демиелинизации, в составе которых 
накапливаются лимфоциты. Целью исследования был анализ субпопуляционного состава «по-
ляризованных» Т-хелперов (Th) периферической крови у пациентов с РС (n=38) с низкой дли-
тельностью заболевания –  1 год (8 мес; 1,5 года) и низким уровнем инвалидизации (EDSS –  1,0 
(1,0; 1,5) балов). В группу сравнения были включены 48 условно здоровых доноров, которые до-
стоверно не отличались от больных РС по своему половому и возрастному составу. Было показа-
но, что в рамках CD45RA–CD3+CD4+ при РС достоверно снижается доля Th1 лимфоцитов, тогда 
как уровни циркулирующих Th17 и фолликулярных Th достоверно превосходят значения конт-
роля. Анализ коэкспресии хемокиновых рецепторов CD45RA–CD62L+ Th у больных РС выявил 
достоверное снижение доли Th1 клеток и увеличение содержания Tfh клеток. Также нами были 
выявлены существенные изменения субпопуляционного состава «поляризованных» CD45RA–

CD62L– Th клеток при РС, связанные со снижением уровня Th1 и увеличением долей Th17 и фол-
ликулярных Th. По-видимому, Th17 в составе нервной ткани отвечают за инфильтрацию ней-
трофилами последней, тогда как Tfh могут принимать активное участие в формировании ответа, 
опосредованного В-лимфоцитами, в непосредственной близости от очага поражения, что может 
сопровождаться синтезом аутоантител и усилением активности нейтрофилов.

Ключевые слова: рассеянный склероз, проточная цитометрия, хемокиновые рецепторы, фол-
ликулярные Т-хелперы, Т-хелперы 17
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ВВЕДЕНИЕ

Рассеяний склероз (РС) относится к имму-
нологически опосредованным заболеваниям 
нервной системы с гетерогенным патогенезом, 
включающим развивающиеся в определенной 
степени независимо друг от друга аутоиммун-
ные воспалительные реакции и нейродегенера-
тивные процессы [1]. Одним из признаков РС 
является разрушение миелина в белом веществе 
отдельных участков головного и спинного мозга. 
В очагах демиелинизации обычно обнаружива-
ется высокое содержанием лимфоидных клеток, 
проникших через ге ма то-эн це фа ли чес кий ба-
рьер [2]. Следует отметить, что к направленной 
миграции в воспаленные ткани способны ан ти-
ген-спе цифические Т-клетки эффекторной па-
мяти с фенотипом CD45RA–CD62L–, прошедшие 
ан тиген-зависимую дифференцировку в пери-
ферических лимфоидных органах и утратившие 
молекулы «хоуминга» в лимфоидную ткань, 
но обладающие выраженными эффекторными 
свойствами [3]. Однако столь же важны Т-хел пе-
ры центральной памяти (CD45RA–CD62L+), так 
как именно они формируют пул клеток, способ-
ных формировать и поддерживать на определен-
ном уровне клон эффекторных клеток при по-
вторном контакте с антигеном [4].

Среди различных субпопуляций Т-хелперов 
ведущую роль в патогенезе РС отводилась Т-хел-
пе рам 1 типа (Th1), способным с продукции 
IFNγ [5], однако в последние годы появляется 
все больше работ, посвященных исследованию 
другой субпопуляции Т-кле ток –  Т-хел пе ров 17 
(Th17), рассматриваемых в качестве одних из 
самых перспективных мишеней для терапии 
РС [6]. С другой стороны, в составе плазмы 
крови и (СМЖ) больных РС отмечается резкое 
увеличение уровня IL-21, а также содержания 
циркулирующих фолликулярных Т-хел пе ров 
(Tfh) периферической крови [7], роль которых 
при данной патологии остается мало изучен-
ной. При изучении очагов повреждения нерв-
ной ткани при помощи гибридизации in situ 
и методов иммуногистохимии были обнаруже-
ны скопления CD3-по зи тив ных лимфоцитов, 
способных к экспрессии гена IL-17 и синтезу 
данного цитокина [8]. Несколько позднее также 
было обнаружено, что белое вещество в очагах 
поражения содержит еще и CD4-по зи тив ные 
лимфоциты, секретирующие IL-21 –  ключевой 
цитокин фолликулярных Т-хел пе ров [9]. Поэ-
тому целью данного исследования стал анализ 
относительного содержания различных субпо-

пуляций Т-хел пе ров у больных на самых ранних 
стадиях развития РС.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование были включены 38 больных 
(16 мужчин и 22 женщины) с рецидивирующей 
формой РС. Диагноз РС устанавливался соглас-
но критериям МакДональда [10]. В исследова-
ние вошли пациенты, никогда не получавшие 
препаратов, изменяющих течение РС (ПИТРС) 
и системных кортикостероидов в течение по-
следних 90 дней. Всем пациентам проводился 
стандартный неврологический осмотр с после-
дующей балльной оценкой степени поражения 
функциональных систем: зрительной, пирамид-
ной, мозжечковой, чувствительной, функций 
тазовых органов, ствола мозга. Также подсчиты-
вался балл по интегративной шкале EDSS –  рас-
ширенная шкала инвалидизации [11]. Длитель-
ность заболевания РС составляла 1 год (8 мес; 
1,5 года), тогда как уровень инвалидизации, вы-
раженная в баллах шкалы EDSS, составляла 1,0
(1,0; 1,5). В группу сравнения были включены 
48 условно здоровых доноров, которые досто-
верно не отличались от больных РС по своему 
половому и возрастному составу. Исследования 
были проведены с информированного согласия 
испытуемых и в соответствии с Хельсинкской 
декларацией Всемирной ассоциации «Этические 
принципы проведения научных медицинских 
исследований с участием человека» с поправка-
ми 2000 г. и «Правилами клинической практи-
ки в Российской Федерации», утвержденными 
Приказом Минздрава РФ от 19.06.2003 г. № 266. 
Исследование одобрено Комиссией по этике 
ФГБУН «Институт мозга человека им. Н. П. Бех-
теревой» РАН 23 октября 2014 года.

Объектом исследования служила венозная 
кровь больных РС и условно здоровых доноров, 
полученная путем пункции периферической 
вены и собранная в вакуумные пробирки с со-
держанием K3ЭДТА. Все исследования проводи-
лись в день взятия крови. Подготовку образцов 
периферической крови и настройку проточно-
го цитофлуориметра проводили в соответствии 
с рекомендациями, изложенными Хайдуко-
вым С. В. и соавторами [12]. Для выявления 
основных популяций Т-хел пе ров перифериче-
ской крови с фенотипом CD3+CD4+ применял-
ся следующий набор моноклональных антител 
(все антитела производства Beckman Coulter 
Inc., USA): CD3-FHC-AF750 (клон UCHT1) 
и CD4-PacBlue (клон 13B8.2), CD45RA-FITC 
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(клон 2H4LDH11LDB9 (2H4)) и CD62L-PE 
(клон DREG56). В дальнейшем в рамках обще-
го пула Т-хел пе ров памяти (CD45RA–), а так-
же Th клеток центральной (CD45RA–CD62L+) 
и эффекторной (CD45RA–CD62L–) памяти 
оценивали ко-экс прес сию хемокиновых рецеп-
торов при помощи следующего набора анти-
тел (все антитела производства Biolegend Inc., 
USA) –  CCR4-BV510 (CD194, клон L291H4), 
CCR6-PC7 (CD196, клон G034E3), CXCR3-APC 
(CD183, клон G025H7) и CXCR5-PerCP/Cy5.5 
(CD185, клон J252D4). Удаление эритроцитов 
из образцов проводили с использованием лизи-
рующего раствора VersaLyse (Beckman Coulter, 
США), к 975 мкл которого ex tempera добавляли 
25 мкл фиксирующего раствора IOTest 3 Fixative 
Solution (Beckman Coulter, США). После раз-
рушения эритроцитов образцы однократно от-
мывали избытком физиологического раствора 
при 330 g в течение 7 минут, после чего надо-
садок удаляли, а клеточный осадок ресуспен-
дировали в физиологическом растворе с рН 
7,2–7,4, содержащем 2% параформальдегида 
(Sigma-Aldrich, США). Анализ образцов прово-

дили на проточном цитофлуориметре Navios™ 
(Beckman Coulter, США), оснащенном тремя 
диодными лазерами 405, 488 и 638 нм. Обра-
ботку цитофлуориметрических данных про-
водили при помощи программ Navios Software 
v.1.2 и Kaluza™ v.1.5a (Beckman Coulter, США). 
Анализ коэкпрессии хемокиновых рецепто-
ров CCR4, CCR6, CXCR3 и CXCR5 проводили 
с применением тактики «гейтирования», осно-
ванной на иерархических дендрограммах для 
общего пула CD45RA-не га тив ных Th памяти, 
а также СМ и ЕМ Th, описанной ранее [13]. Th1 
клеток определяли как CXCR5–CXCR3+CCR6–

CCR4–, Th2 лимфоциты обладали фенотипом 
CXCR5–CXCR3–CCR6–CCR4+, тогда как фено-
тип Th17 и Tfh описывали как CXCR5–CCR6+ 
и CXCR5+, соответственно.

Статистическую обработку проводили при 
помощи программного обеспечения Statistica 8.0 
(StatSoft, USA) и GraphPad Prism 4.00 for Windows 
(GraphPad Prism Software Inc., USA). Резуль-
таты выражали в виде% позитивных клеток от 
искомой популяции и приводили в виде ме-
дианы и интерквартильного размаха (Q25; Q75). 

Рисунок 1. Относительное содержание Th1, Th2, Th17 и фолликулярных Т-хелперов (Tfh) среди CD45RA–CD3+ 

CD4+ лимфоцитов периферической крови больных РС.
Примечание: Здесь и далее на рисунках 2 и 3: черным обозначены результаты, полученные для больных РС (n=38), бе-
лым –  результаты группы контроля (n=48). Результаты приведены в виде медианы (Ме) и интерквартильного размаха 
(Q25 и Q75). Достоверные различий указана согласно непараметрическому U-критерию Манна-Уитни.
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Сравнение уровней основных субпопуляций Th 
у больных РС и группы контроля проводили при 
помощи U-критерия Манна-Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ относительного и абсолютного со-
держания общего числа Т-лимфоцитов перифе-
рической крови с фенотипом CD3+ не выявил 
достоверных различий между больными РС 
и группой сравнения (76,83% (71,93; 80,26) про-
тив 78,29% (72,92; 83,46) при р=0,372, а также 
1472 кл/1 мкл (1092; 1770) против 1324 кл/1 мкл 
(1136; 1615) при р=0,492, соответственно). Нами 
также не было обнаружено различий между 
сравниваемыми группами по относительному 
и абсолютному содержанию Th клеток с фено-
типом CD3+CD4+ (48,73% (41,73; 52,20) против 
49,14% (42,69; 53,05) при р=0,629 и 909 кл/1 мкл 
(702; 1112) против 808 кл/1 мкл (685; 1041) при 
р=0,548, соответственно).

Было показано, что относительное содержа-
ние CD45RA–CD3+CD4+ клеток у больных РС 
в рамках общего пула лимфоцитов перифериче-
ской крови снижается относительного группы 
контроля (28,72% (26,44; 33,09) и 32,59% (28,84; 
37,18) при р=0,027), тогда как по абсолютному 

содержание клеток данного фенотипа разли-
чий отмечено не было (561 кл/1 мкл (403; 684) 
и 557 кл/1 мкл (462; 730), р=0,465). Результаты 
анализа распределения общего пула Th памяти 
по основным субпопуляциям «поляризованных» 
Th клеток приведены на Рис. 1. Показано, что 
при РС достоверно снижается доля Th1 лимфо-
цитов (с 16,69% (12,09; 20,72) до 11,41% (7,50; 
15,12) при р<0,001), тогда как уровни циркули-
рующих Th17 и фолликулярных Th достоверно 
превосходят значения, полученные для группы 
контроля (46,81% (41,09; 52,74) против 41,35% 
(36,21; 47,69) при р=0,003 и 18,01% (14,54; 21,41) 
против 14,79% (12,46; 18,34) при р=0,010, соот-
ветственно).

В ходе дальнейших исследований общий пул 
циркулирующих в периферической крови Th па-
мяти был разделен на две субпопуляции –  Т-хел-
пе ры центральной памяти (СМ) с фенотипом 
CD45RA–CD62L+, «патрулирующие» перифе-
рические лимфоидные органы в поисках по-
вторного контакта со специфическим анти-
геном, и Т-хел пе ры эффекторной памяти (ЕМ) 
с фенотипом CD45RA–CD62L–, которые спо-
собны покидать кровоток и направленно мигри-
ровать в очаг воспаления для выполнения там 

Рисунок 2. Относительное содержание Th1, Th2, Th17 и фолликулярных Т-хелперов (Tfh) среди Т-хелперов цен-
тральной памяти (CD45RA–CD62L+) лимфоцитов периферической крови больных РС.
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эффекторных функций. Так, не было отмечено 
достоверных различий (р=0,244 и р=0,370, со-
ответственно) по относительному и абсолютно-
му содержанию СМ клеток – CD45RA–CD62L+ 
Th у больных РС составляли 21,19% (18,72; 
24,78) от общего пула Th при концентрации 
в 401 кл/1 мкл (284; 511), тогда как в группе кон-
троля эти значения составили 19,84% (17,12; 
23,25) и 338 кл/1 мкл (279; 497), соответственно. 
Анализ ко-экс прес сии хемокиновых рецепторов 
СМ Th у больных РС выявил достоверное сни-
жение доли Th1 клеток (с 13,80% (11,24; 18,03) до 
9,46% (7,35; 14,19) при р<0,001) и увеличение со-
держания Tfh клеток (с 18,16% (15,60; 21,63) до 
20,98% (17,39; 24,89) при р=0,018), тогда как по 
содержанию Th2 и Th17 сравниваемые группы 
достоверно не различались (Рис. 2).

При сравнении относительного и абсолют-
ного содержания ЕМ Th с фенотипом CD45RA–

CD62L– больных РС с группой контроля было 
отмечено достоверное снижение клеток данно-
го типа (8,08% (6,69; 10,63) против 11,83% (9,95; 
14,34) при р<0,001, а также 140 кл/1 мкл (108; 
256) против 210 кл/1 мкл (177; 256) при р=0,002). 
Также нами были выявлены существенные из-

менения субпопуляционного состава «поля-
ризованных» Th клеток при РС, связанные со 
снижение уровня Th1 (с 21,01% (15,54; 29,01) до 
13,08% (7,76; 19,27) при р<0,001) и увеличени-
ем долей Th17 (с 53,77% (41,39; 60,54) до 63,43% 
(53,77; 70,78) при р<0,001) и фолликулярных Th 
(с 8,56% (5,81; 12,65) до 9,84% (7,78; 13,86) при 
р=0,042), тогда как уровень Th2 достоверно не 
различался между группами (Рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные нами результаты указывают на 
тот факт, что уже на самых ранних этапах раз-
вития РС в периферической крови больных на-
блюдается увеличение крови Th17 и Tfh клеток, 
тогда как относительное содержание Th1 лим-
фоцитов достоверно снижается.

В рамках проведенного исследования нами 
отмечалось увеличение уровней CXCR5+ Tfh 
клеток как в пределах общего пула клеток памя-
ти, так и среди СМ и ЕМ Т-хелперов перифери-
ческой крови. Следует отметить, что результаты 
по динамике данной популяции Th весьма про-
тиворечивы. Так, у больных с рецидивирующим 
РС в стадии клинической ремиссией наблюда-

Рисунок 3. Относительное содержание Th1, Th2, Th17 и фолликулярных Т-хелперов (Tfh) среди Т-хелперов эф-
фекторной памяти (CD45RA–CD62L–) лимфоцитов периферической крови больных РС.
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лось увеличение уровня ICOS+ Tfh клеток пери-
ферической крови и прирост экспрессии мРНК 
IL-21R и ICOS [14]. Более того, при прогрессиро-
вании РС экспрессия ICOS повышалась и в кле-
точной фракции СМЖ, что косвенно указыва-
ет на активацию Tfh не только на периферии, 
но и в пределах ЦНС. Эти данные согласуются 
с результатами гистологических исследований, 
показавших присутствие IL-21R+ и IL-21+CD4+ 
T-кле ток как в активных, так и в хронических 
очагах поражениях нервной ткани [9]. В рамках 
другого исследования в периферической крови 
пациентов с рецидивирующим РС по сравнению 
с группой контроля было обнаружено увеличен-
ное содержание CCR7+ICOS+ Tfh клеток памяти, 
которое коррелировало с показателями шкалы 
EDSS, уровнями IL-21 в плазме крови, а также 
титрами антител против MBP и MOG [7]. Эти 
результаты косвенно подтверждают собствен-
ные данные о приросте доли Tfh среди ЕМ Th, 
которые способны покидать кровоток и мигри-
ровать в периферические ткани, включая очаги 
воспаления в пределах нервной системы, где эти 
клетки могут принимать участие в формирова-
нии третичной лимфоидной ткани и регулиро-
вать функции В-лим фо ци тов и плазматических 
клеток. Однако, некоторыми исследователями 
у больных РС без проведения терапии достовер-
ных различий с контрольной группой отмечено 
не было как по относительному содержанию 
CD4+CXCR5+ Tfh, так и CD4+CD45RA–CXCR5+ 
Tfh клеток памяти  [15].

Вместе с тем, нами также отмечалось увели-
чение уровня Th17, которое, в первую очередь, 
было связано с приростом процентного содер-
жания этих клеток в пределах пула ЕМ Th, об-
ладающих выраженными эффекторными свой-
ствами. Как уже отмечалось ранее, активация 
аутореактивных клонов Th17 рассматривают-
ся в качестве одной из основных причин по-
ражения нервной ткани при РС. Вместе с тем, 
формирования пула этих клеток тесно связано 
с процессами, протекающими в перифериче-
ских лимфоидных тканых, в которых происходит 
формирования оптимального для дифференци-
ровки Th17 цитокинового микроокружения. 
Так, было показано, что уровень экспрессии 
генов таких провоспалительных цитокинов как 
IL-1β и IL-6 (рассматриваемых в качестве одно-
го из факторов для дифференцировки Th0 в сто-
рону Th17), равно как и их содержание в сыво-
ротке крови и СМЖ больных РС тесно связаны 
с тяжестью заболевания и его прогрессией [16]. 

Во-вторых, столь же существенную роль в фор-
мировании пула эффекторных Th17, как уже 
отмечалось ранее, играет IL-23, сывороточные 
концентрации данного цитокина у больных рас-
сеянным склерозом существенно превосходят 
таковые условно здоровых доноров [17]. В тре-
тьих, эффекторными цитокинами лимфоцитов 
данной популяции являются IL-17A, IL-17F 
и IL-22, роль которых в патогенезе РС (в силу их 
высокой концентрации у больных) в настоящее 
время активно обсуждается в литературе [18]. 
Именно под действием IL-17 и IL-22, рецепторы 
для которых представлены на эндотелиальных 
клетках, входящих в состав ге ма то-эн це фа ли-
чес ко го барьера, нарушается структура плотных 
контактов как в условиях in vivo, так и в услови-
ях in vitro [19]. Более того, результаты анализа об-
разцов биопсии тканей головного мозга больных 
РС показали, что ген, кодирующий IL-17A, экс-
прессируется в них на очень высоком уровне [6], 
причем в очагах повреждения нервной ткани за 
это отвечали именно CD3+ клетки с морфоло-
гией лимфоцитов [8]. По-видимому, Th17 в со-
ставе нервной ткани отвечают за инфильтрацию 
нейтрофилами последней, тогда как Tfh могут 
принимать активное участие в формировании 
ответа, опосредованного В-лим фо ци та ми, в не-
посредственной близости от очага поражения, 
что может сопровождаться синтезом аутоан-
тител и усилением активности нейтрофилов. 
Таким образом, анализ Th даст возможность 
с новых позиций подойти к причинам развития 
РС, а детальное исследование их отдельных суб-
популяций в перспективе позволит обнаружить 
новые клеточные маркеры для анализа прогрес-
сирования заболевания, предсказания тяжести 
его развития и течения.
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Multiple sclerosis (MS) is the infl ammatory disease of the central nervous system characterized by 
multifocal areas of demyelization and immune cell infi ltration. In the current study, we analysed the 
frequencies and the phenotypes of “polarized” Th cell subsets in peripheral blood of multiple sclerosis 
patients (n=38, with low disease duration –  1 year (8 month; 1,5 years) and low EDSS –  1,0 (1,0; 1,5)) 
and healthy control group (n=48). We show that within CD45RA–CD3+CD4+ subset the frequencies of 
Th17 and follicular Th (Tfh) cells were signifi cantly higher in patients while the levels of Th1 cells were 
signifi cantly lower in comparison to control group. Similarly, in central memory CD45RA–CD62L+ Th 
the relative number of Th1 cells was reduced while frequencies of Tfh subset were increased in MS pa-
tients if compared to control. Finally, MS patients showed increased frequency of Th17 and Tfh cells in 
CD45RA–CD62L– Th subset compared to control while Th1 were lower in patients group. It seems that 
Th17 cells infi ltrating the nervous tissue could be responsible for neutrophil infi ltration, while Tfh cells 
could take part in B-cell-mediated immune response nearby to site of infl ammation and may be accom-
panied by production of self-reactive antibodies as well as augmented neutrophilic activity.
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