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CCR6-позитивные Т-хелперы периферической крови 
при рассеянном склерозе

ся все больше работ, посвященных исследованию 
другой субпопуляции Т-клеток — Т-хелперов 
17 (Th17), рассматриваемых в качестве одних из 
самых перспективных мишеней для терапии РС 
[17]. Th17 являются весьма гетерогенной попу-
ляцией клеток периферической крови. Помимо 
способности к продукции цитокинов семейства 
IL-17, они экспрессируют на своей поверхности 
хемокиновый рецептор CCR6 [5]. Кроме CCR6 на 

И.В. Кудрявцев 1, 2, 3, А.Г. Ильвес 5, А.Г. Борисов 4, К.К. Минеев 5, 
А.М. Петров 5, А.А. Савченко 4, М.К. Серебрякова 1, 6, И.Д. Столяров 5

1 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург; 
2 ФГАОУ ВПО «Дальневосточный федеральный университет», г. Владивосток; 

3 ФГБУ «НИИ онкологии им. Н.Н. Петрова» Минздрава России, Санкт-Петербург; 
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С применением многоцветного цитометрического анализа проведено исследование экспрессии 
хемокиновых рецепторов (CCR4, CCR6, CXCR3 и CXCR5) на Т-хелперах (Th) различного уровня диф­
ференцировки, выявленных на основании CD45RA и CD62L, в группе условно здоровых доноров 
(n = 50) и больных рассеянным склерозом (n = 36). Среди CXCR5– Th были выявлены три субпопуля­
ции клеток, содержащих в своем составе Th17: CXCR3–CCR6+CCR4– (Th17), CXCR3–CCR6+CCR4+ (Th17 и 
Th22) и CXCR3+CCR6+CCR4– (Th1/Th17). Относительное содержание Th с фенотипом CXCR3–CCR6+CCR4+ 
у больных было повышено (р = 0,004), а Th1/Th17 — существенно снижено р < 0,001) при сравне- 
нии с группой контроля. Содержание CCR6+ Th17 достоверно не отличалось от группы контроля в 
рамках Th с фенотипами CD45RA–CD62L+ и CD45RA–CD62L–, снижение уровня этих клеток в циркуля­
ции у больных РС коррелировало с увеличением инвалидизации (r =–0,474 при р = 0,003 и r =–0,489 
при р = 0,002, соответственно). Уровень Th17, коэкспрессировавших CCR6 и CCR4, был повышен у 
больных РС в рамках указанных выше субпопуляций Th (р = 0,011 и р = 0,003, соответственно), но 
не коррелировал с баллами EDSS. Относительное содержание Th1/Th17 с фенотипом CD45RA–CD62L+ 
и CD45RA–CD62L– у больных РС было снижено почти в два (р < 0,001) и три (р < 0,001) раза по срав­
нению с группой контроля, соответственно. Проведение дискриминантного анализа и ROC-анали- 
за показало высокую значимость определения уровня Th1/Th17 с фенотипом CD45RA–CD62L– в пе­
риферической крови для клинической лабораторной диагностики. (Цитокины и воспаление. 2016. 
Т. 15. № 2. С. 166–172.)

Ключевые слова: проточная цитометрия, рассеянный склероз, Т-хелперы 17, 
CXCR3+CCR6+CCR4–, Th1/Th17.

Рассеянный склероз (РС) — тяжелое заболева- 
ние центральной нервной системы, в развитии 
которого одну из ключевых ролей играют имму-
нопатологические процессы [4]. Долгое время счи
талось, что ведущую роль в патогенезе РС игра- 
ют Т-хелперы 1-го типа (Th1), способные к про
дукции IFNγ, однако в последние годы появляет

Кудрявцев Игорь Владимирович, e-mail: igorek1981@yandex.ru
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мембране Th17 может присутствовать еще один 
хемокиновый рецептор — CXCR3. Это позволя-
ет выявить клетки, способные к одновременной 
продукции IFNγ и IL-17, что является поводом 
для обозначения этой популяции как Th1/Th17. 
Большинство функциональных характеристик, 
свойственных Th17 (синтез IL-17A, экспрессия 
мРНК транскрипционного фактора, гомологично
го RORγt мыши, и т. д.), присуще также клеткам 
с фенотипом CCR6+CCR4+.

Особый интерес при исследовании клиники РС 
представляет тот факт, что дифференцировка 
Th17 у человека находится под контролем таких 
провоспалительных цитокинов, как IL-1β и IL-6 
[5]. Уровень экспрессии этих цитокинов клетка-
ми, равно как и их содержание в сыворотке крови 
и спинно-мозговой жидкости больных РС, тесно 
связаны с тяжестью заболевания и его прогресси-
рованием, что может рассматриваться в качест- 
ве одного из факторов дифференцировки Т-хел- 
перов в Th17 [14]. С другой стороны, столь же су- 
щественную роль в формировании пула эффек-
торных Th17 играет IL-23, сывороточные кон
центрации которого у больных РС существенно 
превосходят таковые у условно здоровых доно- 
ров [8, 15]. С другой стороны, эффекторными ци
токинами лимфоцитов данной популяции явля- 
ются IL-17A, IL-17F и IL-22, роль которых в па-
тогенезе РС (в силу их высокой концентрации 
у больных) обсуждается уже длительное время 
[7]. Поэтому исследование Th17 при РС и, особен-
но, отдельных их субпопуляций представляется 
весьма актуальным как с точки зрения анализа 
причин возникновения данного заболевания, так 
и изучения механизмов его развития.

Материалы и методы

Объектом исследования служила венозная кровь условно 
здоровых доноров (n = 50) и больных РС (n = 36), полученная 
путем пункции кубитальной вены и собранная в вакуумные 
пробирки с содержанием K3ЭДТА. Группы больных РС и услов
но здоровых доноров достоверно не различались по полово- 
му и возрастному составу. Диагноз РС устанавливали соглас- 
но критериям МакДональда [13]. Тяжесть заболевания оце
нивали с помощью расширенной шкалы инвалидизации (EDSS), 
включающей балльную оценку состояния функциональных 
систем (зрительной, пирамидной, мозжечковой, чувствитель-
ной, функций тазовых органов, ствола мозга) и нарушений 
ходьбы [10]. 

Все исследования проводили в день взятия крови. Подго-
товку образцов периферической крови и настройку проточ- 
ного цитофлуориметра проводили в соответствии с рекомен-
дациями производителей антител. Для выявления Т-хелперов 
использовали антитела против CD3 (клон UCHT1) и CD4 (клон 
13B8.2), для разделения CD3+CD4+ лимфоцитов на отдельные 
субпопуляции использовали антитела против CD45RA (клон 
2H4LDH11LDB9 (2H4)) и CD62L (клон DREG56) («Beckman Coul-

ter», США). Субпопуляция «наивных» (N) Т-хелперов облада- 
ла фенотипом CD45RA+CD62L+, клетки с фенотипами CD45RA–

CD62L+ и CD45RA–CD62L– соответствовали Т-хелперам централь-
ной (СМ) и эффекторной (ЕМ) памяти, а «терминально-диффе-
ренцированные» CD45RA-позитивные эффекторные Т-хелпе- 
ры (TEMRA) определяли как CD45RA+CD62L–, как это было опи- 
сано ранее [3]. На всех указанных выше субпопуляциях CD3+ 

CD4+ лимфоцитов, находящихся на разных стадиях диффе
ренцировки, при помощи моноклональных антител анализи
ровали уровень экспрессии следующих хемокиновых рецеп-
торов: CCR4 (CD194, клон L291H4), CCR6 (CD196, клон G034E3), 
CXCR3 (CD183, клон G025H7) и CXCR5 (CD185, клон J252D4) 
(«Biolegend», США). Подбор оптимальных комбинаций антител 
и конъюгированных с ними флуорохромов производили на 
основании принципов, изложенных ранее [2]. Удаление эри-
троцитов из образцов проводили с использованием лизирую-
щего раствора VersaLyse («Beckman Coulter», США), к 975 мкл 
которого ex tempore добавляли 25 мкл фиксирующего раст- 
вора IOTest 3 Fixative Solution («Beckman Coulter», США). Пос
ле разрушения эритроцитов образцы однократно отмывали 
избытком физиологического раствора при 330 g в течение 
7 мин, после чего надосадок удаляли, а клеточный осадок ре- 
суспендировали в физиологическом растворе с рН 7,2–7,4, со- 
держащем 2 % параформальдегида («Sigma-Aldrich», США). 
Анализ образцов проводили на проточном цитофлуориметре 
«Navios™» («Beckman Coulter», США), оснащенном тремя диод
ными лазерами 405, 488 и 638 нм. Обработку цитофлуориме-
трических данных проводили при помощи программ «Navios 
Software v.1.2» и «Kaluza™ v.1.3» («Beckman Coulter», США). 
Статистическую обработку проводили при помощи программ
ного обеспечения «Statistica 8.0» («StatSoft», США) и «Graph-
Pad Prism 4.00 for Windows» («GraphPad Prism Software Inc.», 
США). Нормальность распределения проверяли по критерию 
согласия Пирсона хи-квадрат. Результаты выражали в виде 
% позитивных клеток от искомой популяции, приводили в ви- 
де медианы и интерквартильного размаха (25 %; 75 %). Для 
оценки достоверности различий использовали непараметри-
ческий U-критерий Манна — Уитни, для исследования силы 
взаимосвязей показателей вычисляли коэффициент ранго- 
вой корреляции по Спирмену. Дискриминантный анализ про
водили по методу Forward stepwise (Tolerance = 0,010, F to 
enter = 2,41, F  to remove = 0,00). Количество заданных шагов 
соответствовало количеству классифицируемых показателей. 
Также определяли линейные дискриминантные функции и их 
переменные. Для исследования значимости изменения от
носительного содержания различных клеточных субпопуля- 
ций периферической крови в клинической практике и выбо
ра значения оптимальных параметров для разделения групп 
больных РС и условно здоровых доноров проводили анализ 
кривых операционной характеристики (ROC-анализ) и вы
числяли площадь под кривой операционной характеристики 
(AUC). 

Результаты и обсуждение

Наличие CCR6 (при отсутствии CXCR5 — ос
новного маркера фолликулярных Т-хелперов) на 
поверхности клетки обычно связано со способно-
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стью к продукции IL-17, поэтому CCR6+CXCR5– 
Т-хелперы периферической крови рассматрива-
ются в качестве Th17, которые являются весь- 
ма гетерогенной популяцией клеток [6]. В рам- 
ках проведенного исследования в перифериче-
ской крови больных РС примерно 24,77 % (21,03; 
39,78) Т-хелперов экспрессировали CCR6, что не 
отличалось (р=0,236) от величин, полученных для 
контрольной группы, где CCD6+CD4+CD3+ клет- 
ки составляли 31,41 % (25,13; 37,23). При этом об-
наружена корреляционная взаимосвязь между 
уровнем инвалидизации больных и содержанием 
CCR6+ Т-хелперов (r=0,359 при р=0,032). 

На основании экспрессии хемокиновых рецеп-
торов CXCR3, CXCR5, CCR4 и CCR6 были выяв-
лены 16 различных субпопуляций Th. В рамках 

использованной нами панели антител против хе
мокиновых рецепторов Th17 могут входить в со- 
став клеточных популяций со следующими фе- 
нотипами: CXCR5–CXCR3–CCR6+CCR4–, CXCR5–

CXCR3–CCR6+CCR4+ (помимо Th17, в составе 
этой популяции находились Th22, экспрессиру-
ющие еще и CCR10), а также CXCR5–CXCR3+ 

CCR6+CCR4– лимфоциты, обладающие свойства
ми Th1 и Th17 и получившие название Th1/Th17. 

Относительное содержание Th17 с фенотипом 
CXCR5–CXCR3–CCR6+CCR4– у больных РС со
ставляло 1,77 % (1,30; 2,23) и достоверно не отли-
чалось (р=0,349) от значения, полученного для 
группы сравнения (рис. 1, а), в рамках которой 
данная величина находилась в пределах 1,95 % 
(1,48; 2,41). Вместе с тем, была отмечена корре- 
ляционная зависимость между увеличением сте
пени инвалидизации больных РС и снижением 
уровня клеток данной популяции в перифериче-
ской крови (r=–0,374 при р=0,025, рис. 2, а). Уро- 
вень CXCR5–CXCR3–CCR6+CCR4+ Th в перифе-
рической крови больных РС достоверно (р=0,004) 
превышал значения, полученные для условно 
здоровых доноров (6,61 % (5,09; 11,04) и 5,71 % 
(4,26; 6,94), соответственно). Причем увеличение 
числа этих клеток в циркуляции коррелировало 
с результатами балльной расширенной шкалы 
инвалидизации (r=0,375 при р=0,024, рис.  2, б). 
В  случае субпопуляции Th1/Th17 отмечено бо- 
лее чем двукратное снижение (р<0,001) относи-
тельного содержания этих клеток с 12,16 % (7,85; 
15,28) до 4,97 % (3,91; 7,86), однако взаимосвязь с 
тяжестью заболевания, анализируемой на ос-
новании баллов шкалы EDSS, отмечена не была 
(r=–0,012 при р=0,945, рис. 2, в). 

Следует отметить, что именно под действием 
IL-17 и IL-22, рецепторы для которых представ-
лены на эндотелиальных клетках, входящих в 
состав гематоэнцефалического барьера, наруша-
ется структура плотных контактов как в усло- 
виях in  vivo, так и в условиях in vitro [9]. Более 
того, IL-17 и IL-22 способны усиливать направ-
ленную миграцию зрелых CD45R0+ Т-хелперов 
в условиях ex vivo, что может служить одним из 
механизмов инфильтрации лимфоцитами нерв
ной ткани. Результаты анализа образцов биопсии 
тканей головного мозга больных РС показали, что 
ген, кодирующий IL-17A, экспрессируется в них 
на очень высоком уровне [11]. А при изучении 
очагов повреждения нервной ткани при помощи 
гибридизации in situ и методов иммуногистохи- 
мии были обнаружены скопления CD3-позитив- 
ных лимфоцитов, способных к экспрессии гена 
IL-17 и синтезу данного цитокина [16]. 

К направленной миграции в периферические 
ткани способны только строго определенные суб- 
популяции Т-клеток, утратившие молекулы «хоу- 
минга» в лимфоидную ткань и обладающие эф
фекторными свойствами, к числу которых отно-

Рис. 1. Относительное содержание основных субпопуляций Th17 — 
CXCR5–CXCR3–CCR6+CCR4– (Th17), CXCR5–CXCR3–CCR6+CCR4+ 

(Th17+Th22) и CXCR5–CXCR3+CCR6+CCR4– (Th1/Th17)

а — в рамках субпопуляций Т-хелперов; б — Т-хелперов центральной памяти; 
в — Т-хелперов эффекторной памяти. Черным — относительное содержание 
клеток указанных выше субпопуляций у условно здоровых доноров; белым — 
у больных рассеянным склерозом.
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сится, в первую очередь, способность к синтезу 
и секреции цитокинов [1]. Поэтому на основании 
экспрессии CD45RA, маркера «наивных» Т-хел- 
перов, и CD62L, адгезионной молекулы, отвечаю-
щей за миграцию клеток в периферические лим- 
фоидные органы, все Т-лимфоциты перифериче-
ской крови были разделены на несколько попу-
ляций [3]. Были выявлены «наивные» CD3+CD4+ 
клетки с фенотипом CD45RA+CD62L+, клетки 
центральной (СМ) и эффекторной памяти (ЕМ) с 
фенотипами CD45RA–CD62L+ и CD45RA–CD62L–, 
соответственно, а также «терминально-диффе-
ренцированные» CD45RA-позитивные клетки 
эффекторной памяти (CD45RA+CD62L–). В рам
ках первой из упомянутых выше субпопуляций 
исследуемые нами хемокиновые рецепторы прак
тически не встречаются, тогда как Th с феноти- 
пом CD45RA+CD62L– составляют не более 1 % об
щего числа CD3+CD4+ лимфоцитов перифериче- 
ской крови. Поэтому основное внимание было 
уделено популяциям СМ и ЕМ, в рамках которых 

сосредоточены практически все цитокин-про-
дуцирующие Th, а в последней присутствуют 
клетки, способные выселяться в периферические 
ткани. Показано, что у больных РС относительное 
содержание Th17 с фенотипом CXCR5–CXCR3–

CCR6+CCR4– среди клеток СМ находилось в пре- 
делах 2,60 % (1,72; 3,45), что было достоверно ни
же (р=0,034, рис 1, б) значений группы условно 
здоровых доноров (2,95 % (2,49; 3,98)). Причем бы- 
ла отмечена обратная зависимость между дан- 
ным показателем и увеличением инвалидизации 
больных РС (r=–0,474 при р=0,003, рис. 2, г). В слу-
чае Т-хелперов центральной памяти, коэкспрес-
сирующих CCR6 и CCR4, отмечено достоверное 
(р=0,011, см. рис 1, б) увеличение доли этих кле-
ток до 9,15 % (7,26; 12,60) у больных РС, тогда как 
в группе сравнения они составляли 8,09 % (6,76; 
8,83). Относительное содержание Th1/Th17 у 
больных РС снижалось почти в два раза (р<0,001, 
см. рис 1, б): с 11,97 % (8,64; 15,01) до 5,16 % (3,34; 
7,37). Однако корреляционных взаимосвязей 

Рис. 2. Корреляционные взаимосвязи между относительным содержанием различных субпопуляций Th17 и тяжестью инвалидизации 
при рассеянном склерозе, анализируемой на основании баллов шкалы EDSS 
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между содержанием CXCR5–CXCR3–CCR6+ 

CCR4+ и CXCR5–CXCR3+CCR6+CCR4– СМ Т-хелпе
ров и инвалидизацией больных отмечено не бы- 
ло (r=0,301 при р=0,075 и r=–0,153 при р=0,374, 
а также рис. 2, д и е, соответственно,). 

При анализе Th эффекторной памяти — кле-
ток, мигрирующих в периферические ткани и 
обладающих выраженными эффекторными свой- 
ствами  — показано (рис. 1, в), что содержание 
CCR6+ Th17 достоверно между группами не раз-
личалось (2,96 % (1,34; 3,69) и 2,38 % (1,21; 3,24), 
соответственно, при р=0,643. Вместе с тем, сни
жение уровня этих клеток в циркуляции у боль- 
ных РС коррелировало с увеличением инвалиди-
зации (r=–0,489 при р=0,002, рис. 2, ж). Однако 
относительное содержание субпопуляции Th, по-
зитивной по CCR6 и CCR4, достоверно возрастало 
(р=0,003) у больных с РС до 16,01 % (11,32; 18,35), 
тогда как у условно здоровых доноров эти клет- 
ки составляли 11,39 % (9,31; 14,99) от CD45RA–

CD62L–CD3+CD4+ лимфоцитов периферической 
крови. У больных РС Т-хелперы с фенотипом 
Th1/Th17 составляли лишь 12,66 % (8,59; 13,35), 
что было почти в три раза ниже (р<0,001) резуль-
татов, зарегистрированных для группы сравне- 
ния (33,31 % (24,76; 38,28)). Более того, обнару-
жена обратная взаимосвязь между относитель- 
ным содержанием этой популяции в перифери-
ческой крови и степенью инвалидизации боль- 
ных (r=–0,356 при р=0,033, рис. 2, и). 

Полученные результаты свидетельствуют об 
увеличении у больных РС относительного содер-
жания CXCR5–CXCR3–CCR6+CCR4+ Т-хелперов, 
способных к продукции IL-17 и IL-22. Это под
тверждается данными литературы о приросте 
именно IL-22 в сыворотке крови и спинно-мозго- 
вой жидкости больных РС, а также наблюдения- 
ми о приросте IL-22+ Т-хелперов в перифериче- 
ской крови больных [12]. В рамках другого иссле
дования также отмечалось увеличение содержа
ния Th, способных отвечать продукцией IL-17 или 
IL-22, а также этих двух цитокинов одновремен- 
но, на стимуляцию IL-23 [8]. У этих же больных в 
периферической крови уровень клеток, синтези-
рующих IL-17 и IFNγ одновременно, достоверно 

возрастал, причем клетки данной субпопуляции 
в условиях in vitro обладали высокой способно- 
стью к трансмиграции через эндотелий, входя-
щий в состав гематоэнцефалического барьера. 
Результаты собственных исследований указы-
вают на снижение клеток с фенотипом CXCR5–

CXCR3+CCR6+CCR4– (Th1/Th17), причем в слу-
чае Т-хелперов эффекторной памяти отмечена 
корреляционная взаимосвязь между снижением 
относительного содержания Th1/Th17 и инвали-
дизацией больных РС, что может быть связано 
с миграцией этих клеток в воспаленную ткань. 
Также следует упомянуть про наблюдения о том, 
что на мышиной модели экспериментального ал-
лергического энцефаломиелита было показано 
преимущественное накопление клеток с феноти-
пом CD3+CD4+IL-17+IFNγ+ в нервной системе [8]. 
Эти результаты подтверждались данными им-
муногистохимических исследований о скоплении 
Т-клеток, синтезирующих одновременно IL-17 
и IFNγ, в очагах повреждения нервной ткани у 
больных РС. 

Для оценки иммунопатогенетической значи-
мости Th17 в различных фракциях Т-хелперов 
у больных РС мы применяли дискриминантный 
анализ. В таблице представлены величины и ста
тистическая значимость Уилксовой λ (Wilks'  — 
Lambda) и частичной λ (Partial — Lambda) Th1/
Th17 в различных субпопуляциях Т-хелперов 
(соответствующие дискриминантные модели). 
Обнаружено, что в большинстве дискриминант
ных моделей, построенных для общей популя
ции Т-хелперов периферической крови, а также 
для клеток центральной и эффекторной памяти, 
относительное содержание клеток с фенотипом 
CXCR5–CXCR3+CCR6+CCR4– занимает наиболее 
значимое положение. Исключением являются 
«наивные» Т-хелперы, в дискриминантную мо-
дель которых количество Th1/Th17 не вошло в 
силу отсутствия клеток, способных к экспрессии 
исследуемых хемокиновых рецепторов в рамках 
лимфоцитов данной субпопуляции [1]. Что же ка-
сается Т-хелперов с фенотипом CD45RA+CD62L–, 
то в периферической крови как больных РС, так 
и условно здоровых доноров относительное со-

Т а б л и ц а 
Значения и статистическая значимость Уилксовой и частичной λ клеток с фенотипом Th1/Th17 

в различных фракциях Т-хелперов (соответствующие дискриминантные модели)

Относительное содержание 
Th1/Th17 λ Уилкса Частичная λ p

% от CD3+CD4+ 0,526 0,733 < 0,001

% от CD45RA+CD62L+ Относительное содержание Th1/Th17 не вошло в число наиболее значимых показателей 
дискриминантной модели

% от CD45RA+CD62L– 0,565 0,566 < 0,001

% от CD45RA–CD62L– 0,582 0,586 < 0,001

% от CD45RA–CD62L– 0,463 0,610 < 0,001
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держание этих клеток не превышало 1,5–2 %, что 
накладывает существенные ограничения на ис- 
следование данной популяции клеток в клини
ческой практике [3].

Выявленные изменения субпопуляционного 
состава Th17 у больных РС позволили поставить 
вопрос о значимости определения этих клеточ-
ных субпопуляций в клинической практике с ис- 
пользованием ROC-анализа (рис. 3). Для иссле-
дуемых параметров AUC попадал в интервал 
0,9–1,0, что на основании экспертной шкалы для 
определения AUC свидетельствует о высоком ка- 
честве предлагаемых параметров. Указанные зна
чения не были достигнуты при анализе CXCR5–

CXCR3+CCR6+CCR4– Т-хелперов в рамках общей 
популяции клеток с фенотипом CD3+CD4+, когда 
AUC составил 0,88 (рис. 3, а). При этом сниже-
ние относительного содержания Th1/Th17 ниже 
7,84 %, принятого за пороговое значение, облада
ло чувствительностью 76 % (61,83–86,94 %) и спе-
цифичностью 75 % (57,80–87,88 %), а отношение 
вероятности получения конкретного результата 
теста у пациента с наличием заболевания к ве- 
роятности такого же результата в группе конт- 
роля (ОПП) составляет 3,04, что указывает на 
низкую диагностическую ценность данного пока-
зателя.

В рамках субпопуляции Т-хелперов централь-
ной памяти при снижении относительного содер-
жания CXCR5–CXCR3+CCR6+CCR4– ниже 8,38 % 

(принятого за пороговое значение) чувствитель-
ность предлагаемого нами подхода определения 
РС составляет 76 % (61,83–86,94 %) при специ
фичности 86 % (69,74–95,19 %) и ОПП 5,32, что 
также свидетельствует о низкой диагностической 
ценности этого показателя (рис. 3, б). С другой 
стороны, определение относительного содержа-
ния Т-хелперов с фенотипом Th1/Th17 в рамках 
Т-клеток эффекторной памяти может служить 
более специфичным критерием для выявления 
пациентов с рассеянным склерозом (рис. 3, в). При 
снижении относительного содержания указан-
ной субпопуляции ниже принятого за пороговое 
значения 22,9 % от общего числа CD45RA–CD62L–

CD3+CD4+ клеток чувствительность предлагае
мого нами подхода определения РС составляет те 
же самые 76 % (61,83–86,94 %) при специфично- 
сти уже 94,4 % (81,34–99,32 %). Более того, в этом 
случае отношение вероятности получения кон-
кретного результата теста у пациента с рассеян- 
ным склерозом, к вероятности такого же резуль-
тата в контрольной группе у условно здорового 
субъекта составляла 13,68, что может свидетель
ствовать о высокой значимости выбранного кри
терия для диагностических и прогностических 
целей.

Исследование выполнено при финансовой поддержке Ми- 
нистерства образования и науки Российской Федерации (про-
ект № 1326) и ДВФУ (проект № 14-08-06-25_и).
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Рис. 3. ROC-кривые, характеризующие зависимость чувствительности и специфичности определения 
относительного содержания Т-хелперов с фенотипом CXCR5–CXCR3+CCR6+CCR4–

а — среди клеток с фенотипом CD3+CD4+; б — Т-хелперов центральной памяти; в — Т-хелперов эффекторной памяти при сравнении больных рассеянным скле-
розом и условно здоровых доноров.
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CCR6-positive T helper subsets of peripheral blood in multiple sclerosis
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Using multicolor flow cytometry the expression of chemokine receptors (CCR4, CCR6, CXCR3 and CXCR5) 
on T helpers (Th) at various levels of differentiation, identified on the basis of CD45RA and CD62L ex­
pression, in peripheral blood of healthy volunteers (HV, n = 50) and patients with multiple sclerosis 
(MS, n = 36) was studied. Among CXCR5– Th, the subsets of Th17 cells were identified, these are CXCR3–

CCR6+CCR4– (Th17), CXCR3–CCR6+CCR4+ (Th17 and Th22) and CXCR3+CCR6+CCR4– (Th1/Th17). In MS group, 
the relative number of CXCR3–CCR6+CCR4+ Th was increased (р = 0.004), but the range of Th1/Th17 cells 
was significantly lower (р < 0.001) then in HV group. The contents of CCR6+ Th17 in CD45RA–CD62L+ and 
CD45RA–CD62L– subsets were similar in both group, but in MS group their relative number negatively 
correlated with EDSS score (r =–0.474 р = 0.003 and r =–0.489 р = 0.002, respectively). MS patients 
showed significantly higher levels of Th17 cells co-expressing CCR6 and CCR4 in central memory (CM) 
and effector memory (EM) subsets (р = 0.011 and р = 0.003, respectively) than healthy controls did. 
A significant decrease of CD45RA–CD62L+ and CD45RA–CD62L– Th1/Th17 in two (р < 0.001) and three 
(р < 0.001) times, respectively, was observed in MS patients compared to healthy controls. The discri­
minant function analysis and ROC-analysis revealed the high clinical relevance of Th1/Th17 subset with 
CD45RA–CD62L– phenotype in peripheral blood of MS patients. (Cytokines and Inflammation. 2016. 
Vol. 15. № 2. P. 166–172.)

Key words: flow cytometry, multiple sclerosis, Th17, CXCR3(+)CCR6(+)CCR4(–), Th1/Th17.
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