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Патогенез ревматоидного артрита и воспалительных заболеваний кишечника свя-

зан с нарушением иммунологической толерантности. Важная роль в регуляции им-

мунного ответа отводится регуляторным Т-клеткам (Тreg), которые могут препят-

ствовать развитию чрезмерного воспаления. Для реализации своей функции Тreg 

используют различные иммуносупрессорные механизмы, в частности аденозин-

о посредованный механизм, связанный с активацией эктонуклеотидазы ENTPD1 

(CD39). Целью исследования было изучение содержания СD39+ Treg-клеток при рев-

матоидном артрите и воспалительных заболеваниях кишечника. По нашим данным, 

при аутоиммунных заболеваниях наблюдается высокая гетерогенность по маркеру 

CD39. При ревматоидном артрите число самих CD4+CD25+FOXP3+ Тreg-клеток нахо-

дилось на уровне контроля, тогда как доля СD39+ клеток была ниже. При воспали-

тельных заболеваниях кишечника, напротив, наблюдалось более низкое содержание 

CD4+CD25+FOXP3+ Treg-клеток, однако доля CD39+ клеток была существенно больше 

как в сравнении с ревматоидным артритом, так и с контролем. Наряду с этим наблю-

далось достоверное увеличение числа активированных Т-хелперов в обеих исследу-

емых группах по сравнению с контролем. При ревматоидном артрите отмечено по-

вышенное число CD4+CD25-FOXP3+ T-клеток относительно контроля, в то время как 

у пациентов с воспалительными заболеваниями кишечника оно было значительно 

снижено. Предполагаем, что изменение субпопуляционного состава и экспрессии 

CD39 связаны с патогенезом воспалительных заболеваний, поскольку эти показате-

ли могут быть использованы как маркеры процесса воспаления.
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The pathogenesis of rheumatoid arthritis (RA) and inflammatory bowel diseases (IBDs) 

is associated with impaired immunological tolerance. Regulatory T cells (Tregs) play an 

important role in the regulation of the immune response and can prevent the development 

of excessive inflammation. Tregs use various immunosuppressive mechanisms to fulfil 

their function, in particular the adenosine-mediated mechanism associated with the ac-

tivation of ectonucleotidase ENTPD1 (CD39). Our aim was to study the content of CD39+ 

Treg cells in RA and IBDs. According to our data, high heterogeneity of the CD39 marker 

is observed in autoimmune diseases. The frequencies of CD4+CD25+FOXP3+ Treg cells 

themselves were at the control level in RA, while the proportion of CD39+ cells was lower. 

In IBDs, on the contrary, the content of CD4+ CD25+ FOXP3+ Treg cells was lower, whereas 

the proportion of CD39+ cells was significantly increased in comparison to both patients 

with RA and to the healthy control. There was a significant increase in the number of acti-

vated T-helpers in both groups of patients compared to the healthy control. The frequency 

of CD4+CD25-FOXP3+ T cells was higher in RA compared to controls, while in patients with 

IBDs it was significantly lower. We assume that changes in the subpopulation composition 

and expression of CD39 are associated with the pathogenesis of inflammatory diseases, 

since these indicators can be used as markers of the inflammation process.
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Введение

Воспаление тесно связано с патогенезом 

аутоиммунных заболеваний (АИЗ), однако кон-

кретные механизмы, вовлеченные в регуляцию 

воспаления, остаются малоизученными [Duan 

et al., 2019]. Среди АИЗ одними из наиболее 

распространенных являются ревматоидный 

артрит (РА) и воспалительные заболевания 

кишечника (ВЗК), которые связаны с высоким 

уровнем инвалидности и смертности и трудно 

поддаются терапии, направленной на купиро-

вание процессов воспаления. CD4+ Т-клетки 

являются центральным звеном регуляции вос-

палительного ответа при РА и ВЗК, поскольку 

баланс эффекторных и супрессорных популя-

ций CD4+ клеток лежит в основе механизма на-

рушения толерантности к аутоантигенам.

Несмотря на накопившиеся данные об осо-

бенностях иммунных нарушений при РА и ВЗК, 

остаются открытыми вопросы вовлечения ми-

норных популяций лимфоцитов и различных 

функционально активных молекул, которые 

играют особую роль в регуляции иммунного 

ответа и могут рассматриваться как биомар-

керы АИЗ. Наибольший интерес представляет 
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популяция регуляторных CD4+ Т-клеток (Treg), 

которые выполняют важную функцию в поддер-

жании иммунной толерантности на аутоантиге-

ны [Sharabi et al., 2018]. Литературные данные 

о содержании и функциональной активности 

Treg-клеток при РА [Moradi et al., 2014; Morita 

et al., 2016] и ВЗК [Mohammadnia-Afrouzi et al., 

2015; Khalili et al., 2018] противоречивы.

Для характеристики фенотипа Treg-клеток 

применяют различные мембранные и внутри-

клеточные молекулярные маркеры [Sakaguchi 

et al., 2020]. Наиболее специфичным маркером 

Treg-клеток является транскрипционный фак-

тор forkhead box P3 (FOXP3), необходимый для 

дифференцировки, стабилизации специфиче-

ского фенотипа и реализации функциональ-

ных характеристик Treg-клеток [Huehn, Beyer, 

2015]. Фенотип Treg-клеток отличается также 

высокой конститутивной экспрессией α-цепи 

рецептора к IL-2 (CD25) [Sakaguchi e t al., 2020].

Treg-клетки используют различные меха-

низмы для осуществления своей супрессорной 

функции. В последние несколько лет все больше 

внимания уделяется аденозин-опосредованно-

му механизму супрессии, который связан с бел-

ком ENTPD1, представляющим собой фермент 

эктонуклеотидазу, который экспрессируется 

на Treg-клетках. При участии CD39 Treg обеспе-

чивают превращение АТФ до иммуносупрессор-

ного аденозина [Allard et al., 2017]. Аденозин при 

связывании со своими рецепторами на клетках 

способен защищать нормальные ткани от по-

вреждений при развитии воспалительных ре-

акций. В частности, передача сигнала через 

аденозиновый рецептор A2АR лимфоцитов 

приводит к снижению эффекторной функции, 

уменьшению секреции IL-2 и пролиферативной 

активности CD4+ Т-клеток, снижению уровня 

IFN-γ и IL-4 у Т-хелперов, увеличению экспрес-

сии молекул CTLA-4, PD-1 и CD40L [Antonioli et 

al., 2013]. При АИЗ уровень экспрессии CD39 

на Treg-клетках рассматривается как показатель 

супрессорной функции [Rissiek et al., 2015]. Ис-

следования, посвященные анализу популяции 

CD39+ Тreg-клеток у пациентов с РА и ВЗК, не-

многочисленны [Gibson et al., 2015; Peres et al., 

2018; Cronstein, Aune, 2020].

В настоящее время становится все более 

очевидным, что CD39 является многообеща-

ющей терапевтической мишенью. Увеличение 

или ингибирование CD39 может препятствовать 

патофизиологическому процессу заболеваний, 

особенно воспалению. Поэтому представляется 

важным изучение клеточных изменений, связан-

ных с аутоиммунными реакциями, для понима-

ния патогенеза заболеваний и разработки эф-

фективных терапевтических подходов не толь-

ко на локальном уровне, в месте по вреждения, 

но и на системном уровне, в периферической 

крови.

В связи с этим целью данного исследования 

было изучение содержания субпопуляции Treg-

клеток, экспрессирующих эктонуклеотидазу 

СD39 при РА и ВЗК.

Материалы и методы

Биоматериал для исследования был полу-

чен на базе ГБУЗ РК «Республиканская боль-

ница им. В. А. Баранова», ЧУЗ «Клиническая 

больница «РЖД-Медицина» г. Петрозаводск». 

Проведение научно-исследовательской рабо-

ты одобрено в Комитете по медицинской этике 

при ПетрГУ и Министерстве здравоохранения 

и социального развития Республики Карелия 

(протокол от 12.02.2013 г. № 25). 

В ходе исследования выполнен анализ 

образцов периферической крови 28 пациен-

тов, среди них 21 пациент (59,38 ± 13,6 года) 

с диагнозом РА и 7 (43,75 ± 18,1 года) – с ди-

агнозом ВЗК. Группу ВЗК составили пациенты 

с неспецифическим язвенным колитом (НЯК) 

(n=5) и болезнью Крона (БК) (n=2). Все пациен-

ты с НЯК и БК были в стадии обострения. Диаг-

ноз РА, НЯК и БК устанавливали общеприняты-

ми методами диагностики, с учетом комплекса 

клинических данных и результатов лаборатор-

ных, эндоскопических и гистологических ис-

следований. Все пациенты получали терапию 

базисными противовоспалительными препара-

тами: больные РА – метотрексат, сульфасала-

зин, пациенты с ВЗК – салофальк и сульфаса-

лазин. Контрольную группу составили 20 здо-

ровых доноров (50,29 ± 18,9 года). 

Взятие крови проводили из локтевой вены 

в стандартные вакуумные пробирки объемом 

4 мл, содержавшие антикоагулянт. Цельную 

кровь использовали для анализа лимфоци-

тов методом многоцветной проточной цито-

метрии на приборе Cytomics FC500 (Beckman 

Coulter, США). Для окрашивания клеток при-

менялись моноклональные антитела CD4-PC7, 

CD25-PC5, CD39-FITC (Beckman Coulter, США), 

FOXP3-PE (eBioscience, США) и соответствую-

щие изотипические контроли. Внутриклеточное 

окрашивание антителами к FOXP3 проводили 

с применением набора реагентов для перме-

абилизации и фиксации клеток (eBioscience, 

США). Гейт лимфоцитов выделяли по параме-

трам прямого и бокового светорассеяния, без 

учета моноцитов, гранулоцитов и дебриса. 

Статистическую обработку данных про-

водили с использованием пакета программ 

Statistica 6.0. Достоверность различий между 
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группами рассчитывали по критерию Ман-

на – Уитни при уровне значимости р < 0,05. 

Данные представлены в виде M±SD. Иссле-

дование выполнено на научном оборудовании 

Центра коллективного пользования Федераль-

ного исследовательского центра «Карельский 

научный центр Российской академии наук».

Результаты и обсуждение

Для анализа относительного содержания 

СD39+ клеток в общем пуле Т-хелперов при РА 

и ВЗК исследовали клетки со следующими фе-

нотипами: CD4+ Т-хелперы, CD4+CD25+ активи-

рованные Т-хелперы, CD4+CD25+FOXP3+ Тreg-

клетки. Отмечено, что содержание CD4+CD25+ 

активированных Т-хелперов увеличено у паци-

ентов с аутоиммунными нарушениями по срав-

нению с контролем (20,87 ± 4,6 % при РА и 

22,59 ± 6,7 % при ВЗК против 9,84 ± 2,3 % 

в контроле; р < 0,05). В исследуемых группах 

с АИЗ наблюдается наиболее высокий про-

цент активированных Т-хелперов, что харак-

терно для воспалительной реакции организма. 

Результаты оценки числа CD4+CD25+FOXP3+ 

Тreg-клеток оказались не столь однозначны. 

При ВЗК уровень Тreg-клеток (2,18 ± 0,5 %) был 

ниже (р = 0,002), чем в контроле (4,05 ± 1,09 %), 

тогда как при РА (4,74 ± 2,3 %) значимых измене-

ний по сравнению с контролем не обнаружено.

Далее проведен анализ содержания CD39+ 

клеток. CD39 является мембранным маркером 

лимфоцитов и может служить удобным показа-

телем для оценки количества функционально 

активных Treg-клеток, поскольку CD39 тесно 

связан с реализацией супрессорных механиз-

мов этих клеток. Результаты анализа экспрес-

сии CD39 на CD4+ Т-клетках представлены в та-

блице. Содержание CD4+CD39+ Т-клеток в кро-

ви пациентов было на уровне контроля. Клетки 

с фенотипом Treg продуцировали значительно 

большее количество эктонуклеотидазы, в срав-

нении с активированными Т-хелперами, как 

у здоровых лиц, так и у пациентов с РА и ВЗК 

(р < 0,05). Были обнаружены достоверные раз-

личия в содержании CD39+ Тreg-клеток у паци-

ентов в обеих исследуемых группах.

При РА отмечено сниженное количество 

CD4+CD25+FOXP3+CD39+ Тreg-клеток (табл.), 

в то время как число Тreg-клеток с фенотипом 

CD4+CD25+FOXP3+ было на уровне контроля. 

Это может указывать на нарушение супрес-

сорной функции Тreg-клеток. Патогенез РА 

связан с дисбалансом эффекторных Т-клеток 

и Treg-клеток. Данные литературы о содержа-

нии и функциональной активности Treg-клеток 

в периферической крови пациентов с РА не-

однозначны, что предположительно связано 

с особенностями терапии, а также с различи-

ями в активности заболевания. Значительные 

изменения числа Treg-клеток отмечаются как 

в периферической крови, так и в синовиаль-

ной жидко сти пациентов с РА. Содержание 

Treg-клеток в синовиальной жидкости часто 

коррелирует со снижением их числа в перифе-

рической крови, что может быть вызвано ак-

тивным хомингом периферических Treg в оча-

ги воспаления [Moradi et al., 2014; Morita et al., 

2016]. В частности, полученные результаты, 

возможно, связаны с действием метотрексата 

(МТХ), который является базисным противо-

воспалительным препаратом для больных РА. 

По некоторым данным, метотрексат способ-

ствует высвобождению во внеклеточное про-

странство аденозина и АТФ [Cronstein, Aune, 

2020]. Peres с соавторами в недавней работе 

показали, что при РА ответ на MTX может быть 

связан с уровнем экспрессии CD39 на Treg-

клетках. У пациентов, резистентных к терапии 

метотрексатом, отмечен более низкий уро-

вень CD39+ клеток. Низкая экспрессия CD39 

на Treg-клетках предложена в качестве био-

маркера ответа на терапию метотрексатом 

при РА [Peres et al., 2018].

Содержание CD39+ Т0-клеток в популяциях Т-хелперов и Тreg-лимфоцитов при РА и ВЗК (% от CD4+ Т-клеток)

Content of CD39+ T cells in populations of T helpers and Treg lymphocytes in RA and IBDs (% of CD4+ T cells) 

Фенотип лимфоцитов

Phenotype of lymphocyte 

Контроль

Control

РА

RA

ВЗК

IBDs

CD4+ 4,36 ± 2,2 2,77 ± 1,1 4,7 ± 2,1

CD4+CD25+ 10,9 ± 3,6 14,8 ± 9,6 11,85 ± 7,7

CD4+CD25+FOXP3+ 40,6 ± 15,5 19,01 ± 4,5 * 64,8 ± 12,1*

Примечание. * Различия достоверны по сравнению с контролем, р < 0,05.

Note. * Differences compared to the control are significant at p < 0.05.
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У пациентов с ВЗК, напротив, наблюдалось 

снижение содержания Treg-клеток, однако 

уровень CD39+ Тreg при ВЗК был существен-

но выше в сравнении как с РА (p = 0,042), так 

и с контролем (табл.). Эти данные согласуются 

с работами других авторов. Так, Eastaff-Leung 

с соавторами показали, что в перифериче-

ской крови пациентов с активной ВЗК отмеча-

ется снижение количества CD4+CD25hiFOXP3+ 

Т-клеток [Eastaff-Leung et al., 2010]. В то же вре-

мя в другом исследовании Guidi с соавторами 

[2013] сообщили об отсутствии различий в со-

держании Treg-клеток между пациентами с ВЗК 

и здоровыми лицами из контрольной группы. 

Полученные результаты свидетельствуют о том, 

что у больных ВЗК происходит смещение балан-

са между аутореактивными CD4+ Т-хелперами 

и Тreg-клетками, что отражает нарушение ме-

ханизмов супрессии патологических аутоим-

мунных реакций. Несмотря на количест венный 

недостаток Тreg, они продуцировали сущест-

венно высокий уровень эктонуклеотидазы CD39. 

В литературе отмечается, что это также может 

быть связано с фармакологиче ским лечением 

у пациентов с ВЗК, реагиру ющих на терапию 

[Gibson et al., 2015]. Показано, что функция Treg 

при воспалениях кишечника может быть сохра-

нена, но Т-эффекторы устой чивы к их супрес-

сии из-за нарушения сигнального пути TGFβ. 

Механизмы регуляции воспалительного ответа 

в кишечнике и баланс между Treg и другими по-

пуляциями лимфоцитов являются сравнитель-

но более сложными, чем при некоторых других 

аутоиммунных заболеваниях, так как в эти про-

цессы вовлечена интестинальная микробиота 

[Monteleone et al., 2001; Agus et al., 2018].

Интересные данные получены относительно 

субпопуляции CD4+CD25-Foxp3+ T-клеток, кото-

рые в настоящее время рассматриваются в ка-

честве отдельной популяции клеток-супрессо-

ров [Bonelli et al., 2009; Yin et al., 2018]. При РА 

отмечено повышенное содержание CD4+CD25-

FOXP3+ T-клеток (1,23 ± 0,5 %, р = 0,001) по срав-

нению с контролем (0,65 ± 0,2 %), в то время как 

у пациентов с ВЗК было значительно снижено 

число этих клеток (0,33 ± 0,1 %, р = 0,01). В на-

стоящее время происхождение и функциональ-

ное значение этой субпопуляции лимфоцитов 

вызывает активные дискуссии. Впервые эту 

субпопуляцию обнаружили у пациентов с сис-

темной красной волчанкой (СКВ) [Bonelli et al., 

2009], и долгое время эта субпопуляция счи-

талась характерной только для больных c дан-

ным заболеванием. Bonelli с соавторами [2009], 

сравнивая содержание CD4+CD25-FOXP3+ клеток 

при различных ревматических заболеваниях, 

обнаружили, что их содержание увеличивается 

только у пациентов с СКВ, и было предложено 

использовать их в качестве биомаркера актив-

ности заболевания и вовлечения органов в СКВ 

[Bonelli et al., 2009].

Напротив, Banesa de Paz c соавторами 

[2012] наблюдали, что доля клеток CD25lo сре-

ди FOXP3+CD4+ Т-клеток выше у пациентов с РА, 

чем в контрольной группе, что согласуется 

с нашими наблюдениями [Banesa de Paz et al., 

2012]. Было показано, что большинство клеток 

CD25loFOXP3+, выделенных из синовиальной 

жидкости пациентов с ювенильным идиопати-

ческим артритом, имеют деметилированный 

TSDR (Treg-специфическая деметилирован-

ная область) гена FOXP3. Это позволяет пред-

положить, что данная субпопуляция может 

проявлять высокую супрессорную активность 

в очагах воспаления при некоторых аутоиммун-

ных заболеваниях [Bending et al., 2014]. Хотя 

механизмы пластичности Treg еще предстоит 

прояснить, эти результаты указывают на потен-

циальную роль CD4+CD25-FOXP3+ Т-клеток как 

резервного пула клеток-супрессоров. Кроме 

того, наши данные отчасти отражают фунда-

ментальные различия патогенеза системных 

(РА) и органоспецифических аутоиммунных за-

болеваний (ВЗК).

Заключение

Баланс про- и противовоспалительных субпо-

пуляций Т-клеток имеет ключевое значение для 

патогенеза аутоиммунных заболеваний. Наши 

данные, наряду с данными литературы, свиде-

тельствуют о важной роли клеток с высокой экс-

прессией CD39 при АИЗ. При АИЗ наблюдается 

высокая гетерогенность Treg-клеток по маркеру 

CD39, что отражает различный уровень функ-

циональной активности Treg при РА и ВЗК. Не-

обходимо дальнейшее исследование механиз-

мов, влияющих на аденозиновый путь иммунной 

супрессии и включающих активацию ключевых 

клеточных популяций, в особенности Тreg.
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