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                                          Введение

   Фенотипом Т-лимфоцитов называют совокупность специфических маркеров-рецепторов – кластеров дифференцировки(CD) на поверхности их мембран. Для функционально  разных субпопуляций Т-лимфоцитов(Т-киллеры, Т-хелперы, Т-регуляторные клетки и т.д.) набор CD-маркеров разный, а также отличаются значительно фенотипы функционально  зрелых и незрелых клеток. В процессе развития клеток  набор молекул, экспрессирующихся на их поверхности, меняется; важным этапом является появление CD3-маркера – комплекса, связанного с Т-клеточным рецептором и, по-видимому, обеспечивающего передачу сигнала. Этот маркер един для всех популяций зрелых Т-лимфоцитов. 
   Другими важными маркерами являются CD4, CD8, CD45RA, CD45RO, CD29, CD31 и HLA-DR. CD4 присутствует на мембранах  Т-хелперных клеток,  регуляторных Т-клеток и некоторых разновидностей Т-киллерных клеток(некоторые исследователи называют их Т-хелперами с цитотоксической активностью), может связываться с молекулами МНС( major histocompatibility complex, главный комплекс гистосовместимости) II класса и передавать в клетку активационные, супрессорные или сигналы на гибель по способу апоптоза. CD8 – это основной маркер популяции Т-киллеров, также встречающийся на мембранах Т-супрессоров, его также несут около 80% естественных киллеров(NK-клеток). Будучи связан с CD3 участвует в передачи сигналов и может связываться с молекулами  МНС I класса.  CD45RA характерен для «наивных» Т-хелперных клеток, т.е. тех, которые еще не активированы антигеном. Когда такая клетка становится Т-клеткой памяти(уже после встречи с антигеном), CD45RA меняется на CD45RO. СD29 – один из рецепторов, участвующих в адгезии, также характерен для покоящихся Т-клеток памяти. То есть по уровню экспрессии этих рецепторов можно судить о числе Т-клеток памяти. CD31 – это рецептор из класса клеточной адгезии, относится к классу селектинов. Его наличие характерно для ранних тимических эмигрантов – классу Т-лимфоцитов, являющихся предшественниками всех остальных субпопуляций. HLA-DR – это белок, принадлежащий к молекулам МНС II класса. Как правило, он присутствует на мембране антигенпрезентирующих клеток, но его повышенная экспрессия, в том числе, и на Т-лимфоцитах, означает стимуляцию иммунной системы. Данное явление часто наблюдается при воспалительных процессах.   
   В тимусе Т-лимфоциты проходят созревание и дифференцировку, здесь же происходит отсев нетолерантных  к собственным тканям организма лимфоцитов(отрицательный отбор) и плохо распознающих МНС  лимфоцитов(положительный отбор).  Для возникновения уникального рецептора Т-киллера проходят такие процессы как рекомбинация определенных участков генома(гены, кодирующие альфа-бета- и гамма-дельта-Т-клеточные рецепторы) и контролируемый мутагенез. Большая часть клонов предшественников Т-лимфоцитов погибает путем запускаемого апоптоза, покидают тимус менее 5% тимоцитов.

    По ходу дифференцировки тимоцит мигрирует из корковой зоны в мозговую(корковая характеризуется значительно большим число развивающихся Т-лимфоцитов). Созревание Т-лимфоцитов характеризуется изменением фенотипа, выделяется три стадии:
1) Тимоциты I стадии(ранние) 

Эту стадию делят еще на две фазы. В первой Т-лимфоциты экспрессируют CD44 и CD25, но не экспрессируют  CD4и CD8, а гены Т-клеточных рецепторов сохраняют гаметную последовательность. На этой фазе клетки еще могут дифференицроваться в других направлениях – из них могут развиться гранулоциты, НК-клетки, В-клетки, антигенпрезентирующие клетки. Во второй фазе перестает экспрессироваться CD44, перестраивается ген бета-цепи TCR. Экспрессируется CD3, но еще в виде цитоплазматической молекулы. Продолжается экспрессия CD2, CD5  и CD7,а также идет экспрессия неспецифичных маркеров пролиферации CD38 и CD71(рецептор трансферрина).

2) Тимоциты II стадии(промежуточные, или часто встречающиеся)

На долю этих клеток приходится около 85% лимфоидных клеток тимуса. Не экспрессируется CD25, экспрессируется CD1 и одновременно  CD4 и  CD8. Происходит перестройка гена альфа-цепи Т-клеточного рецептора; на поверхности клетки с низкой плотностью теперь экспрессируются обе цепи в сочетании с CD3.

3) Тимоциты III стадии(зрелые)

Престает экспрессироваться CD1, комплекс альфа-и бета-цепи Т-клеточного рецептора-CD3 экспрессируются на мембране с высокой плотностью. Клетки становятся либо CD4-положительными, либо CD8-положительными. Большинство лишается маркеров пролиферации и их невозможно отличить от зрелых лимфоцитов крови. Еще экпрессируется CD44, вероятно участвующий в миграции и хоминге в переферических лимфоидных тканях лимфоцитов, и L-селектин.

   До приобретения CD4+или  CD8+-фентоипаТ-лимфоциты претерпевают положительную и отрицательную селекцию. Положительную осуществляют эпителиальные клетки тимуса, играющие роль антигенпрезентирующих, и Т-клетки обладающие слишком высокой или слишком низкой афинностью к собственным молекулам МНС погибают путем апоптоза. Вероятно, в ходе неё же определяется будущий фенотип, так как выживают клетки, которые не реагируют одновременно и с МНС I, и с МНС II, и дальнейшая экпрессия другого CD-маркера подавляется при коммитировании. Отрицательная селекция происходит на границе корковой и мозговой зоны и в мозговом слое; на этом этапе апоптотически погибают Т-лимфоциты, способные различать собственные антигены, что проверяется тестовым взаимодействием Т-клетки и собственных антигенов, презентируемых интердигитатными клетками. Все погибшие тимоциты в итоге поглощаются макрофагами.[5]
   Однако  в результате некой дисфункции тимуса, нарушения процесса дифференцировки, в периферической крови появляются Т-лимфоциты с аномальным набором поверхностных рецепторов. Они обнаруживаются при нарушениях работы иммунной системы - согласно имеющимся в литературе данным, при иммунодефицитах [6], а также аутоиммунных нарушениях – например,  в синовиальной жидкости и крови больных ревматоидным артритом.
   Традиционно в исследованиях фенотипа лимфоцитов используется метод проточной цитометрии. Он основан на механизме взаимодействия специфических маркеров-рецепторов лимфоцитов и моноклональных антител, несущих ультрафиолетовую метку. Суспензия клеток прогоняется через тонкий капилляр. Здесь она пересекается лучом лазера. По бокам капилляра находятся высокочувствительные датчики, определяющие характер рассеивания света и, таким образом, параметры каждой клетки. Излучение флуоресцентных меток также регистрируется, а каждый флуорохром  имеет свою определенную длину волны излучения. Например, широко используемый  фикоэритрин(PE) излучает примерно в спектре 585 нм, а  флуоресцеинизотиоцинат(Fitc)  - 530 нм. В цитометре свет преобразуется в электрические сигналы, которые обрабатываются;  в итоге данные о количественной величине измеряемого параметра выводятся на экран анализа. Сейчас распространена многоцветная цитофлуорометрия: двух-, трех и даже четырехцветная(при наличии второго источника цвета). В этом случае анализируется сразу несколько фенотипических признаков - каждому маркеру будет соответствовать  свой флуорохром, генерирующий собственный цвет.  Использование различных флуорохромов может также зависеть от анализируемых маркеров: для выявления маркеров со слабой экспрессией рекомендуется использовать более яркие флуорохромы, такие как РЕ, а для маркеров с сильной экспрессией можно использовать менее яркие, такие как Fitc.[6] 
   Более современным и эффективным представляется методика, включающая проведение магнитной сепарации – разделение пробы клеток по фенотипу с использованием ферромагнитных шариков. На шариках находятся моноклональные антитела к конкретным кластерам дифференцировки CD. Происходит взаимодействие между ними; затем с помощью магнита, к которому притягиваются бусы, клетки можно разделить.
    Выделяют два типа магнитной сепарации: «положительную» и «отрицательную».  При «положительной» сепарации в дальнейшем изучаются клетки, собранные, а затем снятые с магнитных шариков с использованием специального буфера, содержащего поликлональные антитела к Fab-фрагментам моноклональных антител ферромагнитных бус.  При «отрицательной» к суспензии клеток добавляется смесь из шариков с различными антителами, так что из суспензии удаляется целая группа клеток с различными фенотипами, а остаются несвязанными, теоретически, исключительно клетки с заданным фенотипом. Но чистота выделения в этом случае ниже(от 85% вместо 99%). Затем выделенные клетки можно исследовать по методу проточной цитометрии, но таким образом, в дальнейшем присоединение ультрафиолетовых меток происходит к более узкой группе клеток, что повышает точность исследования.[13]
    Магнитная сепарация ранее успешно использовалась в исследованиях лимфоцитов при различных аутоиммунных заболеваниях.  Согласно результатам экспериментов с разделением клеток по маркеру CD34 этот метод предпочтительнее разделения с помощью иммунноафинных колонок.[11]
   Стоит отметить, что помимо возможности отделения клеток,  магнитные бусы можно использовать для  активации Т-клеток(в таком случае, на их поверхности находятся антитела, связывающиеся с CD3 и CD28). Это перспективное направление в иммунотерапии, поскольку при таком способе получения активированных Т-лимфоцитов нет надобности выделять мононуклеары, которые необходимы при активации лимфоцитов in vitro сейчас. Это вызывает определенные сложности, особенно если исходно при данном заболевании число их в крови невелико.
   Ревматоидный артрит  – это хроническое системное воспалительное аутоиммунное заболевание, при котором главным образом поражаются суставы, в более редких случаях – серозные оболочки и мелкие сосуды. Болезнь развивается постепенно, характерно симметричное поражение суставов кистей и стоп. Непостоянным признаком является лихорадка. Возможны утомляемость, утренняя скованность и похудание. Позже развивается асимметричное поражение суставов, моноартрит и поражение крупных суставов. Могут появиться васкулит (характерны язвы на нижней части голени), плеврит, перикардит, пневмосклероз и периферические нейропатии. [2]
   В субпопуляционном составе и фенотипическом наборе Т-лимфоцитов периферической крови больных  ревматоидным артритом  обнаруживаются отклонения от нормы. Присутствовали даже на ранних стадиях дважды положительные CD3+CD4+CD8+ лимфоциты, фенотип которых свидетельствует об их незрелости. На ранней же стадии можно зафиксировать большое количество лимфоцитов периферической крови, несущих маркер CD10 – маркер незрелых Т- и В-лимфоцитов.[1,3,4]  Другое исследование показало нормальный уровень дважды положительных Т-лимфоцитов, но обнаружило клетки с фенотипом CD3-CD4+ и  CD3-CD8+,т.е. лишенные сигнального комплекса CD3, а также повышенное число клеток с фенотипом CD3+CD4-CD8-. [8] В тоже время, считается, что у больных должно быть увеличено по сравнению с нормой число как Т-хелперов, так и Т-киллеров.[6] В литературе есть данные, свидетельствующие о повышении уровня экспрессии HLA-DR при ревматоидном артрите, а уровень экспрессии этого маркера на гамма-дельта Т-лимфоцитах(меньшая часть популяции Т-лимфоцитов, отличающаяся строением Т-клеточного рецептора) напрямую связывают со степенью активности заболевания.[3][9] В литературе можно встретить информацию о том, что при ревматоидном артрите количество «наивных» CD45RA+  было ниже количества CD45RO+, однако это соотношение не отличалось от такового у здоровых [7]. В ходе одного из исследований также было обнаружено повышенное содержание «псевдонаивных» CD45RA+CD45RO-CD29+ (экспрессия последнего маркера особенно интенсивная)Т-клеток и корреляцию между их количеством и активностью заболевания.[10]
   Ранее метод магнитной сепарации применялся при исследовании Т-лимфоцитов периферической крови у больных ревматоидным артритом, но при изучении регуляторных Т-клеток; состояние получаемых клеток и чистота выделения(отсутствие клеток с другим фенотипом) были признаны удоволетворительными.[11] Однако в доступной нам литературе нет информации об использовании магнитной сепарации для общего исследования фенотипа лимфоцитов при этом заболевании.  Мы считаем важным проверить имеющиеся неоднозначные данные с помощью этой более перспективной методики.
                             Цель и  задачи исследования
   Цель работы – изучить фенотипический состав Т-лимфоцитов при ревматоидном артрите на предмет отклонений от фенотипического состава здоровых людей и оценить перспективность использования метода магнитной сепарации в иммунологических исследованиях на примере данного эксперимента.

  Задачи:

1. Изучить имеющиеся в литературе данные о фенотипическом составе Т-лимфоцитов при ревматоидном артрите.

2. Овладеть техниками магнитной сепарации и проточной цитометрии и исследовать выборку больных ревматоидным артритом.

3. Сопоставить результаты, полученные с использованием магнитной сепарации и без неё, а также сравнить их с аналогичными показателями у здоровых людей(доноров).

                                     Материалы и методы
   В данном исследовании использовалась кровь пациентов ЦКБ ГА(Центральной клинической больницы гражданской авиации) и 1 Городской клинической больницы. Среди больных ревматоидным артритом выбирались те, кто не имел каких-либо других патологий, которые могут повлиять на состав Т-лимфоцитов. За 2011 год при моем участии было обследовано 13 больных ревматоидным артритом; эти данные были объединены с данными за 2010, предоставленными Натальей Сергеевной Лахониной, когда было обследовано 8 больных(результаты одного из них пришлось впоследствии исключить из обсчета, т.к. аномалии его показателей, судя по всему, вызывались в первую очередь принятием метотрексата – препарата, обладающего сильным иммуносупрессорным воздействием; оказалось достаточно одного приема, чтобы сильно изменить картину). Из них 3 были обследованы с использованием метода магнитной сепарации. Также был исследован фенотип лимфоцитов у 7 доноров, для 1 из которых было проведено исследование, включающее магнитную сепарацию. Средний возраст больных составлял 58±8,6 лет, возраст доноров - 31±12,8 лет.
  Методику эксперимента можно разделить на три этапа: получение целевых клеток для исследования путем выделения суспензии мононуклеарных клеток, за которым следовала в части случаев магнитная сепарация, иммунофенотипирование лимфоцитов с использованием  флуоресцентных меток-антител и анализ окрашенных клеток с помощью цитометра с последующим статистическим обсчетом данных. 

                                  Методика выделения лимфоцитов.

  Кровь, взятую с добавлением антикоагулянта EDTA, смешивали с физиологическим раствором в пропорции 2:1(4 мл крови – 2 мл физ.раствора). Затем наслаивали поверх 3 мл раствора фиколл-верографина(плотность 1,077) и центрифугировали 30 минут при 1500 об/мин. Выделенную суспензию мононуклеарных клеток собирали,  добавляли             питательной среды RPMI-1640 без глутамина до объема 4 мл и центрифугировали 3 минуты на 1500 об/мин, затем сливали среду. Повторяли еще раз.

                                       Методика магнитной сепарации.

   Магнитная сепарация проводилась с использованием наборов ферромагнитных бус и необходимых растворов(буферов): набор для сепарации по CD3(Dynabeads® CD3, производство Invitrogen Dynal AS, Oslo, Norway). При выполнении процедуры соблюдался протокол, предлагаемый фирмой-производителем. В начале определяли количество требующихся в дальнейшем магнитных бусин, точнее объем их смеси со специальным раствором(фосфатно-солевой буферный раствор, содержащий 0,1% бычьего сывороточного альбумина и 0,02% азида натрия; концентрация бусин составляет 4*108 шт/мл). При помощи камеры Горяева подсчитывали число выделенных клеток, затем рассчитывали объем смеси с магнитными шариками исходя из пропорции 50 мкл раствора на 1 мл мононуклеарной суспензии( до 1*107 клеток). Это количество бусин предварительно промывалось с использованием фосфатно-солевого буфера, содержащего 0,1% бычьего сывороточного альбумина, с кислотностью pH=7.4. Суспензию клеток, отделенную от верхнего слоя, вновь смешивали  с тем же буферным раствором в пропорции 1:1. Затем в неё добавляли ферромагнитные бусы и инкубировали в течение 30 минут при температуре 2-8 °С на вортексе (специальном штативе, обеспечивающем постоянное равномерное перемешивание содержимого пробирки). Затем пробирку помещали на специальный магнит, к которому притягивались шарики с клетками, а остальной раствор, содержащий неприсоединившиеся клетки(супернатант), переносился в другую пробирку, клетки из которой в дальнейшем подвергали фенотипированию. Бусины, соединенные с клетками, затем смешивались с исходным объемом  использованием фосфатно-солевого буфера, содержащего 0,1% бычьего сывороточного альбумина, с кислотностью pH=7.4 и вновь разделялась с использованием магнита. Операция повторялась три раза, чтобы все гипотетически CD3-отрицательные клетки были собраны.
                            Методика фенотипирования лимфоцитов.
   Суспензию мононуклеарных клеток вносили в 96-ти луночный планшет по 20 микролитров в 1 лунку, добавляли по 160 мкл среды с азидом натрия в каждую лунку, центрифугировали 3 минуты при 1500 об/мин, сливали. Добавляли по 5 мкл соответствующих моноклональных антител(см. таблицу №1; в 2010 году вместо HLA-DR, CD31, CD29 добавлялись антитела к маркеру CD45RO) производства ООО «Сорбент» и выдержать 30 мин в холодильнике. Затем добавляли по 160 мкл среды в каждую лунку, центрифугировали 3 минуты при 1500 об/мин, сливали. Если изначально к антителам не была прикреплена Fitc-метка, в соответствующие лунки добавляли по 50 мкл раствора Fitc-метки. Затем планшет снова помещали в холодильник на 30 минут и повторяли процедуру смены среды дважды. Потом  добавляли по 80 мкл азида и параформалина и переносил суспензию из каждой лунки в специальную цитометрическую пробирку. 
	№ лунки
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	Маркировка
	контроль (К)
	3+4+
	3+8+
	4+HLA-DR+
	4+31+**
	29+
	CD45RA

	антитело №1
	Нет
	CD3-PE
	CD3-PE
	CD4-PE
	CD4-PE
	Нет
	Нет

	антитело №2
	Нет
	CD4-Fitc
	CD8-Fitc
	HLA-DR-Fitc
	CD31-Fitc*
	CD29-Fitc*
	CD45RA-Fitc*


* - требовалось отдельно добавление Fitc-метки

** - В данном случае порядок был следующим: CD31-антитела,  Fitc-метка,  CD4-антитела(после каждого этапа проводилась инкубация в холодильнике и смена среды)
Таблица №1. Схема добавление антител к суспензии мононуклеарных клеток.
   В 2010 году также проводились анализы сразу с тремя антителами, где использовался перидинин-хлорофилл протеин(PerCP) как метка для CD3-маркера.
   Содержимое цитометрических пробирок изучалось при помощи проточного цитофлуорометра BD FACSCalibur, производства  BD Biosciences Immunocytometry Systems (США), одним из сотрудников института, обладающим необходимой квалификацией для работы с этим аппаратом. Полученные данные, которые представляли собой диаграммы рассеяния света(см.приложение, рис.1), обрабатывались в программе FCSExpress(version 3). Выделяли участок, соответствующий скоплению клеток, затем по интенсивности свечения по одному или двум флуорохромам определяли долю клеток разного фенотипа(см.приложение, рис.2). 
   Для статистической обработки использовалось программное обеспечение STATISTICA6.0. 
                                           Результаты

1) Результаты доноров, полученные методом проточной цитометрии. 

   Подсчет медианы и стандартного отклонения в группе доноров(n=7) показал, что  данные о процентном соотношении CD3+4+-клеток(Т-хелперов) к общей массе  Т-лимфоцитов  совпадают с ранее установленными для здоровых людей: медиана – 62,2% со стандартным отклонением в 7,85%.  Аналогичный показатель для CD3+8+-клеток интерпретировать сложнее, так как в эту группу попадают и Т-киллеры, и Т-супрессоры. В нашем исследовании он отличается от результатов нормы по данным литературы (приблизительно 30%): медиана – 33,01 со стандартным отклонением в 13,2%.

   Максимальный процент(от общего числа клеток, входящих в мононуклеарную суспензию) CD3-CD4+-клеток среди доноров – 0,87% (при медиане  - 0%), это может быть просто погрешность метода, ошибка в настройках цитометра. Процент CD3-8+ выше, максимум составляет 9,84%, медиана равна 2,38%, стандартное отклонение 3,58%.

   Максимум и минимум иммунорегуляторного индекса CD4/CD8 при рассмотрении показателей всех семерых больных значительно отличаются от нормальных показателей, указанных в литературе(1,2-2,5): 0,77 и 8,09 соответственно, тогда как медиана равна 1,64, а стандартное отклонение – 2,51. Если же исключить двух человек с заметными аномалиями, при той же медиане стандартное отклонение будет равно 0,37, минимум – 1,32, максимум – 2,29, т.е. полученные нами данные хорошо согласуются с литературными.
   Наличие CD45RA+-клеток  и CD45RO+-клеток исследовалось у 6 доноров. Количество CD45RO+-клеток варьировалось от 0% до 34,32% от общего числа мнонуклеарных клеток, при медиане равной 28,73% и стандартном отклонении 15%. Медиана содержания CD45RA-положительных клеток равна 55,31% от числа мононуклеарных клеток, стандартное отклонение – 10,63%, минимальное количество – 38,09%, максимальное – 70,76%. Таким образом, по этим показателям результаты имели значительную вариабельность, большую, чем результаты по CD3+CD4+-клеткам.
2) Результаты больных ревматоидным артритом, полученные методом проточной цитометрии.

    В выборке больных(n=20) процентное соотношение CD3+CD4+-клеток ко всем Т-лимфоцитам является немного повышенным, но также достаточно близким к нормальному, что согласуется с литературными данными: медиана – 64,31%, стандартное отклонение- 6,67%(значения квартиль: нижняя – 60,88%, верхняя – 69,57%, минимально значение – 56,52%, максимальное – 78,39%).

   Средний показатель(медиана) для аномальных CD3-CD4+--клеток у больных составляет 0,59% от числа мононуклеарных клеток(стандартное отклонение – 0,79%, верхняя квартиль – 0,3%, нижняя – 0,95%), т.е. тоже может являться погрешностью; максимум составляет 3,23%, также достаточно небольшое значение.
 Уровень CD3+CD8+-клеток был исследован у 19 человек. У больных наблюдается тенденция к снижению ( но также и значительной вариабельности) числа CD8-положительных(т.е. Т-киллерных и Т-супрессорных) клеток: медиана составляет 13,64% при стандартном отклонении в 11,42%. Минимум составляет 0,69% клеток, максимум – 34,95%(нижняя квартиль – 7,40%, верхняя квартиль – 28,75%). Количество CD3-CD8+-клеток не отличается сильно от этого же показателя у нашей выборки доноров: медиана – 2,27%, стандартное отклонение – 3,51%, минимум – 0,23%, максимум – 11,26% (нижняя квартиль – 1,57%, верхняя квартиль - 6,49%).

   Значение иммунорегуляторного индекса CD4/CD8 также высоко вариабельно, хотя в целом наблюдается его повышение: медиана составляет 3,94, стандартное отклонение – 2,98, минимум – 1,2, максимум – 11,62(нижняя квартиль – 1,93, верхняя квартиль – 5,6).
   У больных ревматоидным артритом был изучен уровень экспрессии HLA-DR – антигена гистосовместимости II класса, свойственного иммуноцитам. Он колеблется от минимума в 3,01% от общего числа мононуклеарных клеток до максимума в 14,1% при квартальном размахе от 3,97% до 11,63%, медиане в 6,78% и стандартном отклонении в 3,92%.

   При этом уровень  HLA-DR+-CD4+-клеток был довольно мал: медиана составляет 1% при стандартном отклонении в 0,71%. Минимум формально равен 0,41%, что опять-таки может быть просто погрешностью метода, а максимум составляет 2,9%(квартальный размах от 0,7% до 1,41%).

   Маркер CD31, адгезивный рецептор класса селектинов, экпрессировался у 5 человек из 11 обследованных по этому показателю, максимум составил 5,06% от общего количества мононуклеарных клеток при квартальном размахе от 0% до 4,21%(медиана – 0%, стандартное отклонение – 2,12%). CD31+CD4+-клетки(незрелые Т-хелперы) обнаружились в 4 из 11 случаев: медиана также равна 0%, стандартное отклонение – 0,85, максимум – 2,09%, квартальный размах – от 0% до 1,3%. Таким образом, количество клеток с фенотипом, который согласно литературным данным характерен для недавних тимических эмигрантов, у обследованных нами больных было ничтожно мало.
  Маркер Т-клеток памяти CD29  был обнаружен в количестве, превосходящем допустимую погрешность, у 4 больных из 8, у которых был проанализирован этот параметр. Медиана составила 1,32% от числа мононуклеарных клеток со стандратным отклонением 1,62%, при квартальном размахе от 0,14% до 1,8%, максимум – 4,94%.

   Еще один маркер клеток памяти - CD45RO- экспрессировался у 4 из 6 больных, при этом уровень значительно различался: при медиане в 21,51% стандартное отклонение составляло 14,87%, максимум  - 35,68%(квартальный размах от 0% до 28,66%).

   CD45RA-положительные клетки были обнаружены у 8 из 12 больных. Разброс этого показателя такеж велик: при медиане в 23,9%, стандартное отклонение равно 27,39%, максимум – 74,77%, а квартальный размах – от 0% до 45,83%.

3) Результаты, полученные с использованием метода магнитной сепарации клеток CD3+ и CD3-.

   Мы обратили внимание, что после процедуры сепарации в суспензии, взятой и у больных, и у донора выявлялось большое количество клеток CD3-CD4+, которые нельзя отнести к В-клеткам или естественным киллерам. 
   Медиана процента CD3-CD4+-клеток среди всей пробы составила 29,2% со стандартным отклонением в 14,14% и квартальном размахе(совпадающем  с максимумом и минимумом, поскольку рассматривались всего трое больных ) от 5,07% до 29,92%. При этом медиана до сепарации составляла 0,29% при стандартном отклонении 0,35 и квартальном размахе от 0,27% до 0,89%(при этом максимальные и минимальные значения до и после сепарации не соответствуют одному и тому же человеку). Аналогичная картина наблюдается и у обследованного донора: до сепарации обнаруживалось 0,65% CD3-CD4+-клеток, после же – 31,41%.
   Клеток с фенотипомCD3-CD8+  после сепарации выделялось значительно меньше: медиана составила 6,03% со стандартным отклонением в 6,38% и с квартальным размахом от 3,37% до 15,5%. До сепарации она равнялась 1,83% при стандартном отклонении в 1,24% и квартальном размахе от 1,14% до 3,55%.  У донора до сепарации было 1,64% CD3-CD8+ -клеток, после сепарации их количество равнялось 10,05% от общего числа.
   Уровень экспрессии HLA-DR при анализе без сепарации у больных составил 1 ±0,71%. Данные после сепарации неоднозначны: у двух больных (12,17% и 11,42%) и донора(11,1%) эти показатели близки. У третьего больного обнаруживается 53,08%HLA-DR+-клеток(максимальное значение). 
   Все первичные результаты находятся в соответствующих таблицах в приложении(табл.№2-4).

                                          Обсуждение

   Результаты изучение основных иммунорегуляторных субпопуляций CD3+CD4+ и CD3+CD8+у доноров и у больных не выявило существенных отличий от данных, указанных в литературных источниках. Вопрос о динамике численности CD3+CD8+-лимфоцитов у больных ревматоидным артритом окончательно не разрешен на данный момент. Отклонение по количеству CD8+ клеток у доноров может быть связано с  небольшим их числом  и индивидуальными отклонениями(у одного из обследуемых  CD8-положительные клетки составляют более половины – 50,53% - всех CD3-положительных клеток ). Заметное число CD3-CD8+ обуславливается  тем, что этот маркер присутствует не только на мембранах Т-лимфоцитов, но также на мембранах естественных киллеров и других не Т-лимфоцитов. Аномальные значения иммунорегуляторного индекса связаны с индивидуальными показателями доноров: у одного, как уже было сказано выше, превышено количество CD8+-клеток, на фоне снижения числа Т-хелперов(45,07%), у другого же количествоТ-киллеров значительно снижено – до 5,74%, т.е. приблизительно в 5 раз ниже нормы.

   Повышение иммунорегуляторного индекса у больных ревматоидным артритом абсолютно закономерно, поскольку оно сопутствует гиперактивности иммунной системы, одной из разновидностей которых и является рассматриваемое нами аутоиммунное заболевание.

  Обращает на себя внимание низкий уровень экспрессии  HLA-DR; также мы выявили значительный разброс в количестве клеток, экспрессирующих CD45RA и CD45RO – маркеров Т-хелперов 1-го(«наивного») и 2-го(клетки памяти) типов. На наш взгляд низки уровень экспрессии HLA-DR может быть объяснен тем, что значительная часть активированных лимфоцитов при ревматоидным артритом мигрирует из крови в очаги воспаления. К данным о гипотетическом количестве CD29,CD45RA, CD45RO-положительных клеток(«наивных» Т-лимфоцитов и Т-клеток памяти) следует относиться критически, поскольку число наблюдений было невелико, разброс данных значителен, а в ряде случаев сказать с уверенностью отсутствовали клетки с данными маркерами или по какой-то причине не сработали верно антитела было нельзя. Для прояснения  этих вопросов следует провести еще серию экспериментов.
 Оценка уровня клеток CD31+  и CD31+CD4+ при ревматоидном артрите проводится в лаборатории впервые. Выводы о количестве представителей данной субпопуляции при этом заболевании могут быть сделаны после проведения дальнейших исследований.
   Наиболее же интересными, на наш взгляд оказались результаты магнитной сепарации CD3- и CD3+-лимфоцитов; а именно появление у больных и у донора значительного количества необычных клеток CD3-CD4+(до 29,92%), тогда как у больных изначально он не превышал 0,9%. Даже с учетом того, что количество клеток должно серьезно уменьшиться после проведения процедуры разделения, появление большого числа таких клеток выглядит сомнительно. Интерпретация этих данных требует осмысления. Подобное поведение клеток может быть связано с тем, что одним из последствий контакта клеток с металлическими бусами становится поглощение(модуляция) ими CD3-рецептора, так что в суспензии все равно остаются зрелые Т-лимфоциты, случайным образом лишившиеся характерного поверхностного маркера. По нашим данным эта модуляция свойственна в большей степени CD3+CD4+-клеткам, чем CD3+CD8+-клеткам. 
   Вышеуказанное позволяет заметить, что магнитная сепарация лимфоцитов, являясь, безусловно, перспективным методом в фундаментальной и в клинической иммунологии требует глубокого изучения и совершенствования методики.
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Рисунок№1. Диаграмма светорассеяния, получаемая с помощью проточного цитометра.  Выделена область, где отразились клетки суспензии.
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Рисунок №2. Анализ клеток с использованием двух флуоресцентных меток: PerCP – к маркеру CD3, FITC-A –  к маркеру CD4. Из диаграммы следует, что CD3+CD4+-клеток 51,55%,  CD4-CD4+-клеток – 32,63%,  CD3-CD4+-клеток – формально 0,25%, а неокрашенных клеток(т.е. CD3-CD4-) – 15,57%.  
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Рисунок№3. Появление псевдонезрелых клеток. На диаграмме А) до сепарации CD3-CD4+-клеток 0,27%, а после сепарации(диаграмма Б)) CD3-CD4+-клеток 29,92%.
 Примечания к таблицам:
Прочерк «-» в таблице означает, что по техническим причинам эти данные не получены.

РА – ревматоидный артрит, п.м.с. – после магнитной сепарации.
	Фамилия
	Беляйкин
	Ивочкин
	Калашников
	Парнес
	Сигалов
	Стручкова
	Трифонов

	Дата
	16.02.2010
	18.05.2010
	01.06.2010
	01.06.2010
	01.06.2010
	14.12.2010
	01.06.2010

	Пол
	м
	м
	м
	М
	м
	ж
	м

	Возраст
	16
	42
	28
	50
	19
	23
	39

	Диагноз
	донор
	донор
	донор
	Донор
	донор
	донор
	донор

	CD3+,%
	73,81
	56,31
	80,75
	85,48
	71,86
	79,94
	68,73

	CD4+,% 
	43,89
	37,44
	45,42
	59,63
	33,26
	50,38
	42,99

	CD8+,%
	24,61
	28,43
	27,68
	26,02
	43,44
	6,23
	28,56

	CD3+CD4+,%
	43,89
	36,94
	45,14
	59,32
	32,39
	49,73
	42,84

	CD3+CD4+ от CD3+,%
	59,463487
	65,601137
	55,900929
	69,39635
	45,073755
	62,209157
	62,33086

	CD3-CD4+,%
	0
	0,5
	0,28
	0,31
	0,87
	0,65
	0,15

	CD3+CD8+,%
	24,61
	18,59
	26,1
	23,64
	36,31
	4,59
	22,85

	CD3+CD8+ от CD3,%
	33,342366
	33,013674
	32,321981
	27,655592
	50,528806
	5,7418064
	33,246035

	CD3-CD8+,%
	0
	9,84
	1,58
	2,38
	7,13
	1,64
	5,71

	CD4+/CD8+
	1,7834214
	1,3169187
	1,640896
	2,2916987
	0,7656538
	8,0866774
	1,5052521

	CD45RO+,%
	6,85
	34,32
	24,59
	0
	33,63
	-
	32,86

	CD45RA+,%
	70,76
	38,09
	53,61
	57
	57,49
	-
	50,45

	Примечание
	 
	 
	1,84% CD4+CD8+
	 
	 
	 
	 


Таблица№2. Данные о фенотипе мононуклеарных клеток доноров, полученные методом проточной цитометрии без проведения магнитной сепарации.
	Фамилия
	Балашова
	Банчукова
	Бузулькова
	Бучкова
	Бычков
	Виндюков
	Ганиева

	Дата
	30.05.2011
	01.06.2010
	27.02.2011
	01.02.2010
	17.05.2011
	01.06.2010
	30.05.2011

	Пол
	ж
	ж
	ж
	ж
	М
	м
	Ж

	Возраст
	51
	53
	59
	55
	60
	61
	67

	Диагноз
	РА
	РА
	РА
	РА
	РА
	РА
	РА

	CD3+,%
	81,34
	77,55
	78,15
	80,58
	42,21
	79,47
	79,67

	CD4+,%
	64,28
	47,52
	61,91
	49,38
	9,33
	53,75
	52,66

	CD8+,%
	6,87
	6,88
	10,4
	4,25
	28,55
	24,25
	10,8

	CD3+CD4+,%
	63,76
	46,63
	60,96
	49,09
	9,24
	53,7
	52,23

	CD3+CD4+ от CD3+,%
	78,387017
	60,128949
	78,003838
	60,920824
	21,890547
	67,572669
	65,557926

	CD3-CD4+,%
	0,52
	0,89
	0,95
	0,29
	0,09
	0,05
	0,43

	CD3+CD8+,%
	4,98
	5,74
	8,91
	2,42
	28,12
	22,85
	9,01

	CD3+CD8+ от CD3+,%
	6,122449
	7,4016763
	11,401152
	3,0032266
	66,619285
	28,752989
	11,30914

	CD3-CD8+,%
	1,89
	1,14
	1,49
	1,83
	0,43
	1,4
	1,79

	CD4+/CD8+
	9,356623
	6,9069767
	5,9528846
	11,618824
	0,3267951
	2,2164948
	4,8759259

	HLA-DR+,%
	11,63
	-
	3,97
	-
	-
	-
	5,36

	HLA-DR+CD4+,%
	1,45
	-
	0,6
	-
	-
	-
	0,41

	CD31+,%
	0
	-
	-
	-
	-
	-
	0

	CD31+CD4+,%
	0
	-
	-
	-
	-
	-
	0

	CD29+,%
	0
	-
	1,91
	-
	-
	-
	-

	CD45RO+,%
	-
	-
	-
	0
	5,83
	35,68
	-

	CD45RA+,%
	0
	-
	11,04
	60,75
	64,21
	46,11
	-

	Примечание
	 
	 
	 
	 
	Пациент принимал метотрексат
	 
	 


Таблица№3.1 Данные о фенотипе мононуклеарных клеток больных ревматоидным артритом, полученные методом проточной цитометрии без проведения магнитной сепарации. 
	Фамилия
	Гуния
	Дувалова
	Илюхина
	Лоч
	Лугонько
	Нефедова
	Николаева

	Дата
	30.05.2011
	16.02.2010
	24.02.2010
	17.02.2011
	30.05.2011
	16.02.2010
	10.05.2011

	Пол
	м
	ж
	ж
	м
	ж
	ж
	Ж

	Возраст
	58
	71
	70
	39
	53
	58
	49

	Диагноз
	РА
	РА
	РА
	РА
	РА
	РА
	РА

	CD3+,%
	66,81
	52,69
	56,1
	84,94
	73,4
	84,52
	65,9

	CD4+,%
	48,14
	32,43
	34,96
	53,85
	50
	51,8
	43,41

	CD8+,%
	10,02
	24,85
	29,16
	14,18
	16,6
	25,65
	10,61

	CD3+CD4+,%
	47,48
	32,06
	34,61
	51,5
	49,69
	51,55
	40,18

	CD3+CD4+ от CD3+,%
	71,067206
	60,84646
	61,693405
	60,631034
	67,697548
	60,991481
	60,971168

	CD3-CD4+,%
	0,66
	0,37
	0,35
	2,35
	0,31
	0,25
	3,23

	CD3+CD8+,%
	7,79
	18,36
	18,28
	11,59
	12,74
	25,42
	-

	CD3+CD8+ от CD3+,%
	11,659931
	34,845322
	32,58467
	13,644926
	17,356948
	30,075722
	-

	CD3-CD8+,%
	2,23
	6,49
	10,88
	2,59
	3,86
	0,23
	-

	CD4+/CD8+
	4,8043912
	1,3050302
	1,1989026
	3,7976023
	3,0120482
	2,0194932
	4,0914232

	HLA-DR+,%
	10,31
	-
	-
	3,01
	11,7
	-
	14,1

	HLA-DR+CD4+,%
	1,22
	-
	-
	-
	0,79
	-
	1,12

	CD31+,%
	1
	-
	-
	0
	0
	-
	4,87

	CD31+CD4+,%
	0
	-
	-
	0
	0
	-
	2,04

	CD29+,%
	-
	-
	-
	1,63
	1,68
	-
	4,94

	CD45RO+,%
	-
	28,66
	23,36
	-
	-
	0
	-

	CD45RA+,%
	-
	45,55
	38,58
	0
	0
	36,75
	-


Таблица 3.2 Данные о фенотипе мононуклеарных клеток больных ревматоидным артритом, полученные методом проточной цитометрии без проведения магнитной сепарации
	Фамилия
	Пичугина
	Платонова
	Потопова
	Пхакадзе
	Русак
	Хомутова
	Яблокова

	Дата
	06.12.2010
	10.05.2011
	21.02.2011
	10.05.2011
	10.05.2011
	21.02.2011
	24.02.2010

	Пол
	ж
	ж
	ж
	ж
	ж
	ж
	ж

	Возраст
	59
	53
	66
	46
	67
	53
	71

	Диагноз
	РА
	РА
	РА
	РА
	РА
	РА
	РА

	CD3+,%
	80,64
	74,22
	78,14
	58,81
	77,08
	58,07
	58

	CD4+,%
	45,85
	50,61
	54,97
	42,46
	45,72
	46,07
	36,65

	CD8+,%
	25,04
	9,64
	5,87
	15,61
	28,58
	10,93
	21,84

	CD3+CD4+,%
	45,58
	49,66
	54,24
	41,01
	44,45
	45.18
	36,58

	CD3+CD4+ от CD3+,%
	56,522817
	66,909189
	69,413873
	69,733039
	57,667359
	77,802652
	63,068966

	CD3-CD4+,%
	0,27
	0,95
	0,73
	1,45
	1,27
	0,89
	0,07

	CD3+CD8+,%
	21,49
	7,37
	2,24
	8,56
	17,32
	0,4
	20,27

	CD3+CD8+ от CD3+,%
	26,649306
	9,929938
	2,8666496
	14,555348
	22,470161
	0,6888238
	34,948276

	CD3-CD8+,%
	3,55
	2,27
	3,63
	7,05
	11,26
	10,53
	1,57

	CD4+/CD8+
	1,8310703
	5,25
	9,3645656
	2,7200512
	1,5997201
	4,2150046
	1,6781136

	HLA-DR+,%
	12,17
	3,58
	3,55
	5,46
	9,61
	6,78
	-

	HLA-DR+CD4+,%
	-
	0,89
	-
	1,41
	2,9
	0,7
	-

	CD31+,%
	-
	5,06
	0
	1,44
	4,21
	0
	-

	CD31+CD4+,%
	-
	1,3
	0
	0,47
	2,09
	0
	-

	CD29+,%
	-
	-
	0,27
	-
	1
	0
	-

	CD45RO+,%
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	19,66

	CD45RA+,%
	-
	-
	0
	-
	-
	0
	74,77


Таблица№3.3 Данные о фенотипе Т-лимфоцитов больных, полученные методом проточной цитометрии без проведения магнитной сепарации.
	Фамилия
	Банчукова
	Бучкова
	Пичугина
	Стручкова

	Дата
	01.06.2010
	01.02.2010
	06.12.2010
	14.12.2010

	Пол
	ж
	ж
	ж
	ж

	Возраст
	53
	55
	59
	23

	Диагноз
	РА
	РА
	РА
	донор

	CD3+,%
	77,55
	80,58
	80,64
	79,94

	СD3+ п.м.с.,%
	0
	18,62
	0,51
	0,07

	CD4+,%
	47,52
	49,38
	45,85
	50,38

	CD4+ п.м.с.,%
	5,07
	40,74
	30,42
	31,48

	CD8+,%
	6,88
	4,25
	25,04
	6,23

	CD8+ п.м.с.,%
	3,37
	11,15
	15,67
	10,09

	CD3+CD4+,%
	46,63
	49,09
	45,58
	49,73

	CD3+CD4+ п.м.с.,%
	0
	11,54
	0,5
	0,07

	CD3+CD4+ от CD3+,%
	60,128949
	60,920824
	56,522817
	62,209157

	CD3+CD4+ от CD3+ п.м.с.,%
	0
	61,97637
	98,039216
	-

	CD3-CD4+,%
	0,89
	0,29
	0,27
	0,65

	CD3-CD4+ п.м.с.,%
	5,07
	29,2
	29,92
	31,41

	CD3+CD8+,%
	5,74
	2,42
	21,49
	4,59

	CD3+CD8+ п.м.с.,%
	0
	5,12
	0,17
	0,04

	CD3+CD8+ от CD3+,%
	7,4016763
	3,0032266
	26,649306
	5,7418064

	CD3+CD8+ от CD3+ п.м.с.,%
	0
	27,497315
	33,333333
	-

	CD3-CD8+,%
	1,14
	1,83
	3,55
	1,64

	CD3-CD8+ п.м.с.,%
	3,37
	6,03
	15,5
	10,05

	CD4+/CD8+
	6,9069767
	11,618824
	1,8310703
	8,0866774

	CD4+/CD8+ п.м.с.
	1,504451
	3,6538117
	1,9412891
	3,1199207

	HLA-DR+,%
	-
	-
	12,17
	-

	HLA-DR+ п.м.с,%
	53,08
	11,42
	12,17
	11,1


Таблица№4. Данные о фенотипе Т-лимфоцитов обследуемых, полученные после проведения магнитной сепарации.
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