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I. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

 Актуальность проблемы. 

Патогенез рассеянного склероза (РС) до конца не ясен, тем не менее, аутоиммунная природа этого заболевания не вызывает сомнения. Установлено, что триггерная роль в развитии РС принадлежит  аутоиммунным Т-лимфоцитам, распознающим   поверхностные антигены клеток нервной ткани (основной белок миелина, протеолипидный  белок, ассоциированный с миелином гликопротеин, олигодендроцитный миелиновый гликопротеин и др.). Продукция ряда провоспалительных цитокинов (интерферон-гамма; интерлейкин-17, интерлейкин-2 и др.) наряду с прямым повреждающим    действием патологических лимфоцитов,  запускает миелин - деструктивный процесс, который впоследствии приводит к  тяжелым неврологическим нарушениям и инвалидизации больного. (Steinman L., 2008; Giuliani F.,2003.)
Стандартное системное лечение РС  базируется на  использовании препаратов (гормоны, цитостатики, интерфероны), обладающих неспецифическим (неселективным) иммунодепрессивным действием. Такое лечение подавляет не только патологические, но и “полезные” иммунные процессы, стоящие на страже  здоровья организма. Следствие неселективной иммунодепрессии - серьезные побочные эффекты, резко ограничивающие возможности влияния на патологический процесс.

Очевидно, что будущее в лечении не только РС, но и других аутоиммунных заболеваний связано с разработкой новых методов лечения, нацеленных на избирательную инактивацию  аутоиммунных лимфоцитов.  Т - клеточная вакцинация – один из наиболее реальных и перспективных подходов к лечению аутоиммунных заболеваний.(HongJ.,2006; Hermans G.,1999; Correale J.,2008 Hafler D.,1992)  Вариабельные участки антигенных рецепторов Т-лимфоцитов формируются в постнатальный период. Это означает, что по отношению к этим рецепторам не формируется врожденной иммунологической толерантности. (Vandenbark A.A.,2008)    Установлено, что индуцированный иммунногенной частью Т -клеточного рецептора   иммунный ответ способен избирательно инактивировать идиотип - несущие лимфоциты, поэтому   иммунизация аутологичными, клонированными, миелин - реактивными Т-клетками  индуцирует у больных  РС   антиидиотипический Т - клеточный ответ, одним из элементов которого является генерация антиклонотипических цитолитических   CD8+ Т-клеток способных избирательно инактивировать Т-лимфоциты, экспрессирующие на своей поверхности соответствующие  идиотипические структуры. (Sarantopoulos S.,2004).   Экспериментально показано, что Т - клеточная вакцинация  также индуцирует  генерацию антиклонотипических   и антиэрготипических CD4+  Т-клеток, которые  в активированном состоянии продуцируют   ИЛ- 4  и ИЛ-10(Селедцов В.И., 2006; Astier A.L.,2006; Hong J.,2006;) и, таким образом, препятствуют развитию тканедеструктивных процессов. 

Цель исследования.  Охарактеризовать влияние поликлональной Т - клеточной вакцинации  на патологические аутоиммунные  процессы,  определяющие  течение  и прогрессирование  рассеянного склероза как аутоиммунного заболевания

     Задачи исследования.

1. Охарактеризовать субпопуляционный состав, функциональные свойства  и иммунологическую специфичность вакцинальных лимфоцитов, полученных посредством чередования специфической и неспецифической стимуляции мононуклеарных клеток (МНК) крови больных РС in vitro.

2.  Оценить влияние поликлональной Т - клеточной вакцинации на субпопуляционный состав и миелин - специфическую реактивность   МНК крови больных РС.

3. Оценить уровень INF-γ и ИЛ-4 в сыворотке крови и супернатантах МНК больных РС в процессе  вакцинотерапии.

4. Охарактеризовать функциональные свойства Т-лимфоцитов, реактивных по отношению к вакцинальным Т-клеткам.

5. Оценить безопасность и побочные эффекты  применения Т - клеточной вакцинации в лечении РС.

 Научная новизна. Впервые охарактеризованы  фенотипические и функциональные свойства Т-клеток, входящих в состав индивидуальных поликлональных Т клеточных вакцин.  Так же охарактеризовано  влияние поликлональной  Т - клеточной вакцинации   на баланс про и противовоаспалительных цитокинов  в сыворотках крови больных рассеянным склерозом. Показано увеличение концентрации ИЛ-4 и уменьшение концентрации INF-γ  в сыворотках крови вакцинированных пациентов. 

Показано изменение пролиферативной активности МНК (мононуклернных клеток крови) вакцинированных пациентов  в ответ на стимуляцию их миелиновыми антигенами через  год после начала вакцинотерапии.    Из крови пациентов были впервые  получены Т - клеточные линии реактивные по отношению к миелин - реактивным Т-лимфоцитам. Показана  их  иммуносупрессорная активность.    У части больных рассеянным склерозом выявлены повышенные уровни сывороточных антител к основному белку миелина и другим нейротропным антигенам и показано, что Т - клеточная вакцинация может приводить к их снижению до нормальных значений. 
 Научная и практическая значимость.  Полученные данные свидетельствуют, что уровни идиотипических детерминант,  имеющиеся в  поликлональной, миелин - реактивной  Т - клеточной вакцине, достаточны для индукции антиидиотипических иммунных ответов, способных подавлять  клональную экспансию миелин - реактивных  Т-лимфоцитов в организме больного рассеянным склерозом. Препятствием для развития тканедеструктивного воспаления  могут быть также индуцируемые  Т - клеточной вакцинацией системные иммунологические сдвиги, приводящие к повышению концентрации ИЛ-4 в сыворотке крови вакцинированных больных и снижению INF-γ.  С практической точки зрения важно, что разработанная лечебная технология не требует клеточного клонирования. Она позволяет в течение  относительно короткого времени (10-14 дней) получить индивидуальную  Т - клеточную вакцину в количестве, достаточном для индукции поликлонального антиидиотипического ответа и проведения полноценного курса лечения. 

    Также показано, что длительность иммунного  ответа на вакцинальные клетки после индуцирующего курса вакцинотерапии, состоящей из 4 вакцинаций, не превышает 1 года. Эти данные указывают на целесообразность максимально возможной пролонгации курса вакцинотерапии.
   В рамках клинического исследования показана безопасность применения индивидуальных поликлональных  Т - клеточных вакцин при лечении рассеянного склероза. Получены  данные, предполагающие клиническую эффективность
Основные положения, выносимые на защиту. 

1. Поликлональная  Т - клеточная вакцинация  индуцирует иммунные процессы, препятствующие течению  аутоиммунного заболевания.

2. Поликлональная Т - клеточная вакцинация сдвигает проявления иммунного ответа в сторону доминирования Тh-2 реакций. 

        Объем и структура диссертации. Диссертация написана в традиционном стиле и состоит из введения, обзора литературы, описания материалов и методов исследования, главы собственных исследований, обсуждения полученных результатов и выводов. Материал изложен на 85 страницах машинописного текста включающего 9 таблиц и 11 рисунков. Прилагаемая  библиография содержит ссылки на 94 литературных источника (89 иностранных). 
Апробация работы 
  Результаты работы были  представлены на Третьем  Российском конгрессе по патофизиологии  (Москва 2004г), на Международном Междисциплинарном Семинаре (Таиланд 2006г),  на Втором съезде неврологов (Новосибирск 2007г),  на VII конференции иммунологов Урала (Архангельск 2009г.)
       Публикации.

       Результаты работы отражены  в   4 публикациях, из них  три статьи    в журналах, рекомендованных ВАК для опубликования результатов диссертаций на соискание ученой степени кандидата наук.
        Материалы  и методы исследования.

Пациенты. Клинические исследования проводились в соответствии с протоколом, утвержденным Ученым советом и Этическим комитетом  Института  клинической   иммунологии   СО РАМН.   От   каждого  пациента, участвующего в   исследовании,   было  получено информированное согласие.
   Иммунотерапевтическое лечение было проведено  28 больным церебро - спинальной  формой РС в возрасте от 18 до 54 лет с давностью заболевания не менее 2 лет. У 3 больных имело место ремиттирующее, у  4 – прогредиентно - ремиттирующее, у 4 – первично - прогредиентное и у  17 – вторично - прогредиентное  течение заболевания. Диагноз РС был установлен клинически и подтвержден магнитно-резонансным исследованием. Неврологический статус пациентов оценивался по функциональной шкале Куртцке с использованием расширенной шкалы инвалидизации (EDSS). Пациенты не получали иммуносупрессивную терапию, по крайней мере, в течение 6 месяцев до начала лечения, а также на всем его протяжении.

Сывороточные уровни MBP - специфичных (идиотипических) и антиидиотипических антител (АТ) были определены у 17 пациентов с ремиттирующим   и у 17 пациентов с прогредиентным течением заболевания.

Иммунологические исследования.

 Миелин был приготовлен по стандартному методу Deibler из нервной ткани головного мозга свиньи. По данным электрофореза полученный миелин имел 90% гомологию с коммерческим миелином, используемым в качестве образца. 
 Приготовление поликлональной Т - клеточной вакцины. Разработанная  технология получения Т- клеточной вакцины состоит из двух последовательных этапов.  Первый этап включает в себя культивирование мононуклеарных клеток (МНК)   пациента в концентрации 2млн/мл, выделенных на градиенте фиколл-верографин  из 250 мл крови,  в присутствии миелина (50 мкг/мл) в течение 7 дней, тогда как второй – наращивание миелин - реактивных Т-лимфоцитов посредством неспецифической митогенной стимуляции фитогемагглютинином (ФГА, 5мкг/мл) и рекомбинантным человеческим интерлейкином-2 (IL-2, Ронколейкин, 100 ед/мл) дополнительно в течение  3 дней.  После  культивирования клетки инактивировали облучением и хранили  в  жидком  азоте  до момента использования. Общее количество полученных от одного больного клеток варьировало  в пределах 18-27 ( 107. 

Т- клеточная вакцинация.

 Индуцирующий курс  иммунотерапии состоял из  4 еженедельных подкожных Т - клеточных вакцинаций в межлопаточную область.   Поддерживающее лечение включало в себя вакцинации с интервалом в один месяц. Одна вакцинальная доза составляла 18 миллионов клеток.

Приготовление антиидиотипической   клеточной  популяции. 
Для получения антиидиотипической  популяции лимфоцитов,  МНК, выделенные из периферической  крови вакцинированных больных, в концентрации 2 млн,/мл,  культивировали совместно с миелин – реактивными облученными вакцинальными Т-лимфоцитами (1млн/мл) в соотношении 2:1.  Через 7 дней в культуру  вносили 2×106 /мл  облученных   МНК  в качестве антиген-презентирующих клеток   и продолжали клеточное культивирование в присутствии рекомбинантного ИЛ-2(100Ед/мл) еще семь суток. Далее прокультивированные клетки  облучали (2000рад) и оценивали их супрессорную активность в пролиферативном тесте. 

Пролиферативные тесты.  

1. Специфичность  вакцинальных лимфоцитов оценивали по   их антиген - индуцированному пролиферативному ответу. Для этого  2×106 /мл  миелин – реактивных клеток культивировали в течение 72 часов совместно  с облученными  (2000 рад) аутологичными МНК  2×106 /мл  в присутствии 50 мкг/мл миелина или контрольного  антигена (белок  мышиной меланомы) 50 мкг/мл  в лунках 96-луночного круглодонного планшета («Costar», США). Клеточную  пролиферацию оценивали  стандартным методом  по включению (3Н( тимидина.
2.    Для оценки миелин - индуцированного пролиферативного  клеточного ответа, МНК (2×106 /мл) культивировали с миелином  (50 мкг/мл)   или без него в контроле в течение 120 ч. Клеточную  пролиферацию оценивали  стандартным методом  по включению (3Н( тимидина.
3. Для оценки специфичности антиидиотипического пролиферативного ответа 2×106/мл МНК, выделенных из периферической крови вакцинированных  больных, культивировали в течение 72 часов совместно с облученными миелин - реактивными (вакцинальными)    лимфоцитами  (2×106 /мл). В контроле к МНК вместо вакцинальных клеток добавляли     клетки, специфичные к коллагену суставной ткани (2×106 /мл) , которые были получены по той же методике, что и миелин- реактивные  клетки.. Клеточную  пролиферацию оценивали  стандартным методом  по включению (3Н( тимидина.
Цитофлюориметрический анализ. 

Поверхностные маркеры вакцинальных клеток определяли с помощью моноклональных антител (МА) LT3 (CD3), LT4 (CD4), LT8 (CD8), LKN 16 (CD16) («Сорбент», Москва), конъюгированных с флюоресцеинизотиоцианатом, и МA ICO-180 (CD20) («МедБиоСпектр», Москва), CD45RO («Becton Dickinson», США), меченных фикоэритрином. Процент позитивных клеток определяли  на иммуноцитометре «FACS Calibur» («Becton Dickinson») с использованием программы «CELLQuest» («Becton Dickinson»).

Определение содержания  цитокинов в исследуемых образцах.

 Количественное содержание INF-γ  и ИЛ-4 в образцах сыворотки крови и супернатантах 72-часовых культур МНК оценивали иммуноферментным методом с использованием коммерческих тест - наборов компании «Вектор-Бест» (п. Кольцово, Новосибирская область).

Определение уровня нейротропных антител. Антитела определяли в сыворотках крови с использованием  ЭЛИ-Тестов производства Медицинского исследовательского центра “Иммункулус”, согласно инструкциям производителя. 

Результаты и обсуждение.

На начальном этапе мы определили концентрацию миелина, которая позволяет получить максимально возможный пролиферативный ответ МНК, полученных из периферической крови больных РС. Полученная концентрация составляла 50мкг миелина на 1 мл крови.  Миелин в такой концентрации был использован   для  получения Т- клеточной вакцины двуэтапным методом (см материалы и методы).

Цитофлюориметрический маркерный анализ показал, что  содержание в вакцине Т - клеток  с фенотипом  СD4+ составляет  46-65%, тогда как с фенотипом CD8+ 25-35%.  Процентное содержание NK - клеток и В-лимфоцитов не превышает 9% и 3%, соответственно. 40% вакцинальных клеток   экспрессирует маркер CD45RO. Наличие маркера СD45RO на вакцинальных клетках указывает на возможное участие в патологическом процессе клеток памяти. Далее мы прокультивировали вакцинальные Т- клетки в течение 72 часов совместно с облученными (2000рад)  аутологичными МНК  в присутствии 50мкг\мл миелиновых или контрольных антигенов (белок мышиной меланомы) для оценки специфичности полученной вакцины. Пролиферативный ответ вакцинальных клеток на миелин в два раза превышал ответ на контрольный антиген мышиной меланомы. Таким образом, вакцинальные Т-лимфоциты обладают  выраженной реактивностью по отношению к миелиновым антигенам (табл.1). 

  Таблица 1 Пролиферативная активность вакцинальных Т-лимфоцитов в ответ на стимуляцию миелиновыми или контрольными антигенами 

	Уровень пролиферации вакцинальных Т-клеток

(имп/мин)
	       M+m
	Медиана
	Диапазон квартильных значений

	
	
	
	Нижняя граница
	Верхняя граница

	Спонтанная  пролиферация 

Тв клеток.
	905 ± 195
	800
	568
	918

	Тв клетки + облученные аутологичные  МНК


	5855 ± 1353
	4275
	2800
	8053

	Тв клетки +  облученные аутологичные МНК+  контрольный антиген(белок мышиной меланомы) 
	7366 ± 2196
	5557
	3345
	8668

	Тв  +облученные аутологичные МНК+ миелиновые антигены 
	12944 ± 3444*
	8977
	6723
	16471


Примечание:  Тв – Т вакцинальные клетки *Р<0,05 – достоверность различий (U-критерий Вилкоксона-Манна-Уитни) пролиферативной активности вакцинальных Т-клеток, генерированных в присутствии миелиновых антигенов, по сравнению с Т-клетками, стимулированными белками мышиной меланомы (контрольный антиген) (n=7).
       Для оценки антииидиотипических иммунных реакций  МНК, выделенные из периферической крови многократно(не менее 16 раз) вакцинированных  больных, культивировали  в течение 72 часов совместно с облученными миелин - реактивными (вакцинальными) и контрольными Т - клетками, специфичными к коллагену суставной ткани свиньи, которые были получены по той же методике, что и миелин – реактивные  Т – клетки.  Антиидиотипический  пролиферативный ответ МНК периферической крови  оцененный у 7 вакцинированных больных (1 с  ремиттирующим,  1 с прогредиентно - ремиттирующим,  2 с первично - прогредиентным и  3 с вторично - прогредиентным течением заболевания) был достоверно выше на клетки вакцины , чем на контрольные  Т- клетки (табл. 2).
  Таблица 2. Пролиферация  МНК вакцинированных больных в присутствии облученных вакцинальных или  контрольных Т-клеток.  

	Уровень пролиферации 
	    M+m
	  Медиана
	Диапазон квартильных значений

	
	
	
	Нижняя граница
	Верхняя граница

	Спонтанная  пролиферация МНК вакцинированных больных.


	 1229±186
	 1073
	984
	1700

	 Вакцинальных облученных миелин - реактивных  Т- клеток
	   235±35
	201
	148
	347

	Контрольных облученных  коллаген - реактивных  Т- клеток.


	    148±7
	144
	134
	151

	 МНК (в) в присутствии  облученных, коллаген- реактивных Т - клеток
	 2167±334
	1889
	1660
	3026

	 МНК (в)  в присутствии  вакцинальных облученных миелин - реактивных Т-клеток. 
	6093±1204*
	4572
	3916
	7746


Примечание: МНК(в) –МНК вакцинированных больных. *Р<0,05 – достоверность различий (U-критерий Вилкоксона-Манна-Уитни) пролиферативной активности МНК вакцинированных больных в присутствии вакцинальных облученных миелин - реактивных Т-клеток, по сравнению с  МНК вакцинированных больных  в присутствии   контрольных, коллаген- реактивных Т – клеток  (n=7).
Таким образом, можно полагать, что концентрация однотипных идиотипических детерминант в поликлональной  Т - клеточной вакцине  достаточна для индукции   антиидиотипических иммунных реакций. 

 Антиидиотипический пролиферативный ответ МНК от трех больных,   получивших 4 вакцинации и далее прекративших иммунотерапию, достигает максимальных значений через 1 месяц и практически полностью затухает через 8 месяцев после начала лечения. Эти данные указывают на то, что без поддерживающих вакцинаций антиидиотипический иммунитет склонен к затуханию. Следующим этапом было исследовано влияние, полученных нами антиидиотипических  клеточных популяций  на пролиферацию  миелин – реактивных Т- клеток.  Антиидиотипические Т - клеточные линии были получены от 5 вакцинированных больных (один с ремиттирующим течением , один  с прогредиентно - ремиттирующим,  один  с первично - прогредиентным и  два  с вторично - прогредиентным течением заболевания). и были способны  на  48-53% подавлять миелин - индуцированную Т - клеточную пролиферацию (рис. 1).
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    Рисунок 1. Влияние антиидиотипических Т-лимфоцитов на пролиферацию    миелин- реактивных Т-клеток  (n=5).
     1  -  спонтанная пролиферация  вакцинальных  Т-клеток, 2  - пролиферация    облученных  МНК; 3  - пролиферация  облученных, антиидиотипических  клеток. 4  -  пролиферация  вакцинальных Т клеток  в присутствии  облученных аутологичных МНК; 5 ​​ - пролиферация  вакцинальных Т клеток в присутствии  облученных аутологичных МНК и миелиновых антигенов. 6  - пролиферация  вакцинальных Т клеток, стимулируемых МНК и миелиновыми антигенам, в присутствии облученных антиидиотипических клеток;

Примечание:  Т(в) –Т вакцинальные клетки. *Р<0,05 – достоверность различий (U-критерий Вилкоксона-Манна-Уитни) пролиферативной активности   Т(в) , стимулируемых МНК и миелиновыми антигенам, в присутствии облученных антиидиотипических клеток по сравнению с пролиферацией   Т(в)  в присутствии  облученных аутологичных МНК и миелиновых антигенов.
Цитофлюориметрический маркерный анализ показал что антиидиотипическая клеточная популяция    состоит на 60% из CD4+ и на 30% из СD8+ Т клеток.

Пролиферативный ответ МНК на миелиновые антигены был снижен у 19 многократно вакцинированных пациентов (четыре с ремитирующим, четыре с прогредиентно - ремиттирующим,  три с первично - прогредиентным и восемь с вторично - прогредиентным течением заболевания) через 1 год  после начала вакцинотерапии, что  можно объяснить снижением количества или реактивности  миелин - реактивных Т-клеток, циркулирующих в крови вакцинированных пациентов (рис.2).
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    Рисунок 2. Пролиферативный ответ МНК пациентов (n=19) на миелиновые антигены  до- и через 1 год после начала  лечения.  

*P<0,05   достоверность различий (U-критерий Вилкоксона-Манна-Уитни)   пролиферативного ответа  МНК пациентов на миелиновые антигены до- и через 1 год после начала  лечения.
  Содержание INF-γ в образцах сыворотки крови пациентов (2 с ремиттирующим,  4 с прогредиентно - ремиттирующим,  2 с первично- прогредиентным и  3 с вторично - прогредиентным течением заболевания) достоверно уменьшалось в процессе лечения, а концентрация  ИЛ-4 наоборот увеличивалась.  При этом способность МНК больных вырабатывать INF-γ в ответ на миелиновые антигены также понижалась в процессе лечения, в то время как способность вырабатывать ИЛ-4 возрастала ( Рис 3 и Рис 4).
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                        INF-γ                                                       ИЛ-4
Рисунок 3. Содержание   сывороточного INF-γ и    ИЛ-4 у  больных  до и  в разные сроки  после начала лечения  (n=11).
*P<0,05 достоверность различий (U-критерий Вилкоксона-Манна-Уитни) относительно концентрации INF-γ и ИЛ-4  в сыворотке крови больных до начала лечения.
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                     INF-γ                                                                       ИЛ-4                                                                
Рисунок 4. Содержание INF-γ и ИЛ-4 в супернатантах МНК пациентов  до и через 1,5 года после начала лечения в ответ на стимуляцию миелиновыми антигенами (n=11).
**Р<0,01 достоверность различий (U-критерий Вилкоксона-Манна-Уитни) относительно концентрации INF-γ и ИЛ-4 в супернатантах МНК пациентов в ответ на стимуляцию миелином до лечения.

Представленные данные указывают на возможную функциональную перестройку миелин - реактивных Т-клеток, которая может приводить к торможению иммунопатологического процесса.  

В литературе показано влияние нейротропных антител на течение патологического процесса. Однако, по нашим данным только у 5 из 17   исследованных пациентов с ремиттирующим РС уровни MBP -реактивных Ig антител превышали значения нормы. У 3 из 17   пациентов было отмечены повышенные уровни антиидиотипических антител.   Для анализа влияния Т - клеточной вакцинации на антимиелиновую антительную реактивность нами были выбраны  2 пациента с прогредиентным течением заболевания,  имевшими на момент начала иммунотерапевтического лечения наиболее высокие  уровни MBP-специфичных АТ. Т - клеточная вакцинация   приводила к снижению уровня MBP – специфичных антител уже через 6 месяцев после начала иммунотерапевтического лечения. Уровень антител к нейромедиаторам   S100 (нейротрофическим фактор серотонинергических нейронов), GFAP (компонент промежуточных филаментов астроцитов), MP65 (мембранный белок из семейства адгезинов), фактору роста нервов ФРН  (фактор роста нервов) GAMK, глютамату, дофамину и серотонину были определены у 8 больных РС.  Превышение уровня антител к  6 из 8  медиаторам было отмечен лишь у 1 больного. У 4 других больных зафиксировано  превышение антител  к 1-2 медиаторам.  У оставшихся 3 пациентов все измеряемые параметры находились в норме.

Уровни  нейротропных АТ были  исследованы у одного больного, который демонстрировал  повышенную антительную реактивность к большинству (6 из 8) использованных антигенов,   через 3 и 6 месяцев после начала Т - клеточной вакцинации. Через 6 месяцев  все оцениваемые АТ оказались в пределах нормы (рис.5).
[image: image6.emf]-40

-20

0

20

40

60

80

100

120

140

0 мес 3 мес 6 мес

ВРЕМЯ ПОСЛЕ ВАКЦИНАЦИИ

УРОВЕНЬ АНТИТЕЛ

S100

GFAP

MP65

ФРН

Глютамат

GAMK

Дофамин

Серотонин


Рисунок 5. Уровень   АТ к нейромедиаторам у больного рассеянным склерозом.

 Полученные данные указывают на высокую изменчивость  уровня реактивности антител к миелину и  нейромедиаторам у больных рассеянным склерозом, что может зависеть как от степени тяжести заболевания, стадии заболевания  так,  возможно, и   от возраста пациента.  Тем не менее,  Т- клеточная вакцинация потенциально способна снижать исходно повышенные  уровни нейротропных антител.

Результаты клинических исследований

Иммунотерапевтическое лечение было проведено  28 больным церебро - спинальной  формой РС в возрасте от 18 до 54 лет с давностью заболевания не менее 2 лет. У 3 больных имело место ремиттирующее, у  4 – прогредиентно - ремиттирующее, у 4 – первично - прогредиентное и у  17 – вторично - прогредиентное  течение заболевания. Диагноз был установлен клинически и подтвержден магнитно-резонансным исследованием. Пациенты получали индуцирующий и поддерживающий курсы вакцинотерапии. При этом пациенты не получали иммуносупрессивную терапию, по крайней мере, в течение 6 месяцев до начала лечения, а также на всем его протяжении. 

За время 2-летнего наблюдения токсических или других заслуживающих внимания побочных эффектов лечения отмечено не было.  Общеклинические и биохимические лабораторные показатели у вакцинированных пациентов не претерпели существенных изменений.   Таким образом, Т -клеточная вакцинация является  безопасным методом лечения.   

                                                         ВЫВОДЫ
1. Вакцинальные (аутоиммунные) Т-клетки, выделенные из МНК пациентов с РС,  характеризуются антигенспецифическим ответом на миелиновые антигены и состоят  на 55% из CD4+  и на 35% из CD8+  Т-клеток. При этом  40%  вакцинальных Т-клеток экспрессируют маркер CD45RO, что в совокупности указывает  на возможность использования поликлональной Т - клеточной вакцины для  индукции антиидиотипических  иммунных реакций, направленных как против CD4+, так и против CD8+ миелин - реактивных  Т-клеток.
2. Многократная  Т - клеточная вакцинация пациентов с РС приводит к формированию устойчивых иммунных реакций, направленных на  снижение активности патологического  аутоиммунного процесса, что проявляется снижением  пролиферативной   активности МНК пациентов на миелиновые антигены в течение года после начала лечения.
3. МНК вакцинированных пациентов подавляют пролиферативный ответ миелин-реактивных, но не контрольных (коллаген -реактивных) Т-клеток, что свидетельствует о формировании эффективного антивакцинального иммунного ответа, способного подавлять пролиферацию патологических аутоиммунных клеток.

4. В процессе Т-клеточной вакцинации у больных рассеянным склерозом  уровень  INF-γ в сыворотке крови понижается, а   ИЛ-4 возрастает, кроме того,   способность МНК этих больных в ответ на стимуляцию миелиновыми антигенами продуцировать INF-γ также уменьшается, а ИЛ-4 растет, что указывает на функциональную перестройку иммунной системы в сторону преобладания Тh2 реакций.

5.  Таким образом, доказано, что Т- клеточная вакцинация - безопасный метод лечения, сопровождающийся формированием в организме больного РС  специфичных иммунных реакций, направленных на уменьшение иммунологических  проявлений аутоиммунного заболевания и характеризующийся  снижением процессов   воспаления в ЦНС. 
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Диаграмма 7

		до лечения		до лечения		466		466		965		965

		после лечения		после лечения		366		366		614		614



Среда

Миелин

имп./мин

2306

5416

1655

2479



Лист3

						Среда		Миелин

		M		до лечения		2306		5416

		M		после лечения		1655		2479

		m		до лечения		466		965

		m		после леч		366		614






