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Проанализированы механизмы нарушения рецепторопосредованной передачи сигналов в лимфоци-
тах при различных клинико-патогенетических вариантах туберкулеза легких (ТЛ). Выявлено, что при ТЛ 
нарушение взаимодействия антигенпрезентирующих клеток (АПК) и Т-лимфоцитов, приводящее к гипо- 
и анергии Т-клеток, обусловливается не только влиянием супрессорных Т-регуляторных клеток (в том 
числе посредством CTLA-4), дефицитом молекул костимуляции CD80/CD86 на АПК и гипоэкспрессией на 
Т-клетках CD28, а также нарушением процессов сигнальной трансдукции в лимфоцитах крови, в основе 
которых лежит снижение числа клеток, содержащих активные формы транскрипционных факторов (ТФ) 
NF-kB, NFATс1, AP-1, при специфической индукции (CD3/CD28) лимфоцитов in vitro. При этом выражен-
ность указанных изменений зависела от клинической формы и варианта (лекарственно-чувствительный, ле-
карственно-устойчивый) туберкулезной инфекции. По данным непараметрического корреляционного анализа 
выявленные Т-лимфоцитопения и гипопродукция IL-2 при ТЛ ассоциированы с изменениями субпопуляци-
онного состава Т-клеток, которые проявляются уменьшением количества CD3+CD28+IL2+, CD3+CD28+IL2– 
и CD3+CD28–IL2+ лимфоцитов на фоне увеличения численности клеток с фенотипом CD3+CD28+IL2+. По 
результатам исследования оценена роль этиопатогенетических факторов в формировании вторичной имму-
нологической недостаточности при ТЛ.
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The disorders of the receptor mediated transmission of signals in the lymphocytes of the various clinic-
pathogenetic variants of the pulmonary tuberculosis (PT) have been examined. It was revealed that in case of PT 
the disorder of interaction between antigene presenting cells (APC) and T-lymphocytes, which leads to a hypo – 
and anergy of T-cells, is caused not only by the infl uence of suppressor T-regulatory cells (including by means of 
CTLA-4), defi ciency of the molecules of costimulation CD80/CD86 on APC and the hypoexpression on the T-cells 
of CD28, as well as a disorder of the processes of signal transduction in blood lymphocytes, which are based on a 
reduction in the number of cells containing active forms of transcription factors (TF) of NF-kB, NFATс1, AP-1, at 
the specifi c induction (CD3/CD28) of lymphocytes in vitro. The severity of these changes depended on a clinical 
form and a variant of (drug-sensitive and drug-resistant) TB infection. According to the nonparametric correlation 
analysis, the revealed T- lymphocytopenia and hypoproduction of IL-2 in case of PT are associated with changes of 
subpopulation composition of T-cells, which show a decrease in the number of CD3+CD28+IL2+, CD3+CD28+IL2 – 
and CD3+CD28–IL2+ of lymphocytes, while the number of cells with the phenotype of CD3+CD28+IL2+ increases. 
According to the results of the study evaluates the role of etiopathogenesis factors in formation of the secondary 
immune insuffi ciency in case of PT.
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Приоритетными на сегодняшний день 
являются исследования, базирующиеся на 
положении о том, что в основе туберкулез-
ного процесса лежит дизрегуляция иммун-
ной системы [5]. При этом важную роль 
отводят межклеточной кооперации, клю-
чевым моментом которой является актива-
ция наивных T-клеток (Th0) в направлении 
Т-хелперов 1 типа (Th1), необходимых для 
формирования эффективной противотубер-
кулезной защиты.

Причины снижения Th1-активности при 
ТЛ могут лежать в нарушении взаимодей-

ствия между T-лимфоцитами и антигенпре-
зентирующими клетками (АПК). Вместе 
с тем сведения, касающиеся механизмов 
нарушений TCR-CD28-опосредованной 
передачи сигнала при туберкулезе, носят 
фрагментарный, несистематизированный 
характер и не позволяют однозначно оце-
нить наличие и направленность патологиче-
ских изменений, приводящих к снижению 
Th1-активности.

Цель исследования. Выявить особен-
ности и вскрыть механизмы нарушения ре-
цепторопосредованной передачи сигналов 
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в лимфоцитах при различных клинико-па-
тогенетических вариантах туберкулеза 
легких.

Материал и методы исследования
В программу исследования вошли 65 пациентов 

(51 мужчина и 14 женщин) с впервые выявленными 
распространенными формами туберкулеза легких 
(ТЛ) в возрасте 20–55 лет. Все пациенты в зависи-
мости от устойчивости M. tuberculosis к основным 
противотуберкулезным препаратам (ПТП) были раз-
делены на две группы – больные с лекарственно-чув-
ствительным (ЛЧТЛ) и лекарственно-устойчивым ТЛ 
(ЛУТЛ), каждая группа в свою очередь была разбита 
на подгруппы в зависимости от формы заболевания 
(инфильтративный, диссеминированный ТЛ).

Контрольную группу составили 21 практически 
здоровый донор с сопоставимыми характеристиками 
по возрасту и полу.

Материалом для исследования служила гепари-
низированная (25 ед./мл) кровь больных ТЛ и здоро-
вых добровольцев, взятая утром натощак из локтевой 
вены. Исследование проводили однократно, до начала 
специ фической противотуберкулезной химиотерапии.

Выделение мононуклеарных клеток проводили 
методом центрифугирования на градиенте плотности 
фиколл-урографина (ρ = 1,077 г/см3). Выделение лим-
фоцитов из смешанной культуры мононуклеаров осу-
ществляли методом адгезии к пластику. Идентифика-
цию клеток осуществляли путем витальной окраски 
азур II-эозином. Жизнеспособность выделенных 
лимфоцитов (по данным трипанового теста) состав-
ляла 97 %. Культивирование полученных клеточных 
суспензий осуществляли в полной питательной среде 
по методу Е.Д. Гольдберга и соавт. (1992) с поэтап-
ным добавлением в культуру клеток моноклональных 
антител к CD3-, CD28-молекулам («R&D Systems», 
США) и блокатора внутриклеточного транспорта 
монензин («Sigma», США). Образцы инкубировали 
в СО2-инкубаторе при температуре 37 °С. Для изуче-
ния CD3/CD28-индуцированной секреции IL-2 об-
разцы инкубировали в присутствис моноклональных 
антител к CD3-, CD28-молекулам в СО2-инкубаторе 
при температуре 37 °С в течение 48 ч.

Прошедшие стимуляцию лимфоциты дважды 
отмывали фосфатно-солевым буфером (рН = 7,4) 
и стандартизировали количество клеток в суспензии 
до 2·105 клеток/мл. Непосредственно перед окра-
ской проводили Fc-блокировку клеток. Процедуру 
окрашивания поверхностных молекул (CD3, CD28, 
CTLA4), внутриклеточных IL-2 и активирован-
ных форм транскрипционных факторов (ТФ) NFAT, 
NFκB, АР-1 осуществляли согласно протоколам 
фирм производителя («R&D Systems», США; «Santa 
Cruz Biotechnology», США), которая включала в себя 
фиксацию, пермеабилизацию и окрашивание клеток 
специфическими моноклональными антителами, 
меченных флуоресцентными метками. Определение 
уровня экспрессии рецепторных молекул и внутри-
клеточных аналитов в лимфоцитах крови прово-
дили методом двух- и трехцветной цитометрии на 
проточном цитофлуориметре FACSCalibur (Becton 
Dickinson, США) с использованием изотипических 
контролей («R&D Systems», США). 

Уровень базальной и CD3/CD28-индуцированной 
секреции интерлейкина IL-2 в супернатантах куль-
туральных суспензий мононуклеарных лейкоцитов 

осуществляли методом твердофазного иммунофер-
ментного анализа в соответствии с методическими 
рекомендациям фирмы-производителя («eBioscience 
Company», США). 

Обработку полученных результатов проводили 
на основе общепринятых статистических методов 
с помощью пакета программ Statistica for Windows 
(2000, версия 6.0).

Результаты исследования
и их обсуждение

Анализ полученных данных показал, 
что у больных ЛЧТЛ и ЛУТЛ отмечались 
однонаправленные изменения цитокин-
продуцирующей активности лимфоцитов, 
выражающиеся в снижении базальной 
секреции IL-2 по сравнению с соответ-
ствующими параметрами у здоровых до-
норов (12,9 ± 3,76 пг/мл), наиболее выра-
женном при диссеминированной форме ТЛ 
(3,76 ± 1,04 пг/мл, р < 0,001). CD3/CD28-ин-
дукция клеток вызывала увеличение (по 
сравнению с базальным уровнем) продук-
ции исследуемого цитокина во всех груп-
пах обследуемых лиц, которая, однако, 
была существенно ниже данного показате-
ля в группе контроля. При этом наиболее 
выраженное угнетение стимулированной 
IL-2-секреции (относительно контрольных 
значений) было зафиксировано в группе 
больных инфильтративным ЛУТЛ.

На фоне выраженной гипосекреции 
IL-2 у больных ТЛ регистрировалось сни-
жение количества лимфоцитов, несущих 
поверхностный маркер CD3, относительно 
показателей у здоровых доноров, наиболее 
выраженное при диссеминированной фор-
ме ЛУТЛ, где данный показатель снижался 
в 1,9 раз (р < 0,001). Наряду с этим во всех 
группах обследованных лиц с туберкулез-
ной инфекцией устанавливалось резкое 
снижение процентного числа CD3+CD28+ 
клеток, содержащих внутриклеточный IL-2, 
по сравнению с таковым в контрольной 
группе. При этом степень выраженности 
данных нарушений была существенно выше 
при лекарственно-устойчивом ТЛ, чем при 
его лекарственно-чувствительном варианте, 
и не зависела от клинической формы забо-
левания. Такая же картина отмечалась отно-
сительно числа CD3+CD28+IL-2– клеток. 

Процент CD3+CD28–IL-2– лимфоци-
тов у больных ТЛ оказался выше такового 
в группе контроля, где данный показатель 
составил 49,08 ± 10,9 %. При этом лекар-
ственно-устойчивый вариант ТЛ незави-
симо от клинической формы заболевания 
характеризовался более высоким процент-
ным содержанием CD3+CD28–IL-2– клеток 
относительно такового при ЛЧТЛ. Корре-
ляционный анализ позволил установить 
прямую зависимость между общим содер-
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жанием CD3-позитивных клеток и числом 
CD3+CD28–IL-2– лимфоцитов при инфиль-
тративном (R = 0,56, p = 0,0156) и диссеми-
нированном (R = 0,57, p = 0,019) ЛУТЛ.

У всех больных в острый период забо-
левания выявлялось увеличение содержа-
ния CTLA-4-позитивных Т-лимфоцитов 
в сравнении с группой здоровых доноров. 
При этом наиболее выраженное увеличение 
относительного числа данной субпопуля-
ции клеток регистрировалось при ЛУТЛ, 
не зависело от клинической формы заболе-
вания и превышало значения как в группе 
контроля, так и у пациентов с ЛЧТЛ. При 
оценке количества Т-лимфоцитов, негатив-
ных по CTLA-4, было отмечено снижение 
их численности во всех обследованных 
группах относительно контрольных значе-
ний. При этом наиболее выраженное сниже-
ние процентного числа CTLA-4-негативных 
Т-лимфоцитов наблюдалось у пациентов 
с диссеминированным ЛУТЛ как относи-
тельно нормы (в среднем в 2,4 раза), так 
и по сравнению с показателями при его ле-
карственно-чувствительном варианте.

При оценке числа Т-лимфоцитов, со-
держащих активные формы ТФ после ин-
дукции клеток антителами к CD3- и CD28-
молекулам, было установлено снижение 
относительного и абсолютного числа CD3-
позитивных клеток, содержащих активную 
форму NF-kB у больных ТЛ по сравнению 
с аналогичными показателями в группе здо-
ровых доноров. При этом диссеминирован-
ный ТЛ характеризовался более выражен-
ным снижением числа CD3+NF-kB+ клеток. 

Что касается AP-1-позитивных Т-лим-
фо цитов, то у больных ЛЧТЛ, несмотря 
на тенденцию к снижению, численность 
CD3+AP-1+ клеток оставалась в пределах 
контрольных значений. ЛУТЛ характери-
зовался разнонаправленными изменениями 
относительного и абсолютного количества 
CD3+AP-1+ лимфоцитов: увеличением при 
инфильтративной и снижением при дис-
семинированной форме ЛУТЛ по сравне-
нию с показателями у здоровых доноров и 
у больных с аналогичными формами ЛЧТЛ.

Исследование количества Т-лимфо ци-
тов, содержащих активную форму NFATс1, 
позволило установить снижение процент-
ного и абсолютного числа CD3+NFATс1+ 
клеток у больных ТЛ относительно показа-
теля в группе здоровых доноров. Исключе-
ние составили больные инфильтративным 
ЛУТЛ, у которых численность данной суб-
популяции Т-лимфоцитов не отличалась от 
нормальных величин и была значимо выше 
аналогичных показателей в других обсле-
дуемых группах пациентов с ТЛ. Количе-
ственный анализ Т-клеток, содержащих 

активную форму NFATс2, у больных ИТЛ 
позволил зарегистрировать существенное 
увеличение относительного и абсолютного 
числа CD3+NFATс2+ лимфоцитов при ле-
карственно-устойчивом варианте ТЛ в срав-
нении с показателем у здоровых доноров 
и больных инфильтративным ЛЧТЛ, где 
данный параметр не превышал контроль-
ных значений. ДТЛ, напротив, характеризо-
вался низкими показателями численности 
CD3+NFATс2+ клеток при ЛЧТЛ и сохра-
няющимся в пределах нормы количеством 
NFATс2-позитивных Т-лимфоцитов при его 
лекарственно-резистентном варианте.

В качестве одной из причин, обуслав-
ливающих снижение секреции IL-2, отме-
чают дефицит и функциональную несосто-
ятельность Т-лимфоцитов, необходимых 
для эффективного антимикобактериаль-
ного иммунного ответа [2]. Угнетение IL-
2-секреторной активности Т-лимфоцитов, 
установленное в настоящем исследовании, 
во многом определяется снижением количе-
ства данной субпопуляции клеток. Умень-
шение общего числа CD3-позитивных 
лимфоцитов может быть связано как с не-
посредственной гибелью клеток в очаге 
воспаления в легких, что приводит к уско-
ренной миграции Т-клеток из перифериче-
ской крови [3], так и с запуском программы 
апоптоза [5]. Кроме того, на фоне выра-
женной Т-лимфоцитопении нами выявле-
но изменение субпопуляционного состава 
Т-клеток периферической крови при специ-
фической индукции CD3/CD28-антителами, 
проявляющееся снижением числа активных 
Th1-лимфоцитов (CD3+CD28+IL2+).

Причины снижения активности Th1 мо-
гут лежать в нарушении взаимодействия 
между T-лимфоцитами и AПК, которое, как 
известно, осуществляется путем непосред-
ственного контактного взаимодействия кле-
ток с участием их поверхностных молекул 
и опосредовано через регуляцию цитоки-
нами [2]. Нами была предпринята попытка 
выявить возможные нарушения взаимодей-
ствия между АПК и Т-лимфоцитами в про-
цессе межклеточной кооперации на уровне 
CD3-TCR, молекул костимуляции и ТФ, 
приводящие к гипопродукции IL-2 при ТЛ. 

Известно, что передача импульсов, опос-
редованная CD3-TCR/CD28, в отсутствие 
костимуляторного приводит к запуску про-
граммы апоптоза Т-клеток [5, 6]. Механизм 
реализации апоптоза в данном случае зави-
сит от NF-ATс2-индуцированной экспрес-
сии апоптотического фактора FasL в ответ 
на «неправильный» антигенный стимул, 
определяющей дальнейшую судьбу наивно-
го Т-лимфоцита – гибель. Установленное 
в нашем исследовании снижение количе-
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ства Т-лимфоцитов, презентирующих на 
своей поверхности CD28 (CD3+CD28+IL2+, 
CD3+CD28+IL2–), а также уменьшение 
общего числа CD3-позитивных клеток, 
сочетающееся с увеличением численно-
сти CD3+NFATс2+ лимфоцитов у больных 
ЛУТЛ, не исключают данный механизм на-
рушения активации Th1, приводящий к сни-
жению секреции IL-2.

С другой стороны, гипопродукция IL-2, 
а также снижение числа CD3+CD28+IL-2+ 
лимфоцитов у больных ТЛ могут быть обу-
словлены, на наш взгляд, анергией Т-клеток. 
Выявленное нами увеличение процентного 
содержания CD3+CD28–IL-2– лимфоцитов 
на фоне выраженной Т-лимфоцитопении 
и гипосекреции IL-2, связано, по всей види-
мости, с увеличением числа регуляторных 
клеток (Treg) и усилением их функциональ-
ной активности, что может стать причиной 
супрессии лимфопролиферации и анергии 
Т-клеток [4]. При этом большое значение 
придается присутствию на поверхности 
Treg-лимфоцитов ингибитора костимуля-
ции – молекулы CTLA-4, поскольку именно 
с этой молекулой связывают реализацию их 
супрессорной функции [4]. 

Экспрессия CTLA4 на поверхности 
Т-лимфоцитов не является постоянной 
и усиливается при индукции клеток через 
TCR. Установленное в настоящем иссле-
довании увеличение числа CD3+CTLA4+ 
лимфоцитов при CD3/CD28-индукции сви-
детельствует об усилении супрессорной ак-
тивности Treg. Известно, что CTLA4, в силу 
своей высокой авидности к молекулам 
CD80/CD86 на AПК, являющимися его ли-
гандами, способен предотвращать их кости-
мулирующее действие, формирование си-
напса с CD28-молекулой на Т-лимфоцитах 
и, таким образом, подавлять активацию Th1-
клеток [3, 4]. Механизм супрессии Th1 по-
средством CTLA4 определенно вносит свой 
вклад в развитие Т-клеточной анергии при 
ЛУТЛ, при котором отмечается более вы-
раженное увеличение числа CD3+CTLA4+ 
лимфоцитов. В данном случае мы можем 
судить об анергии Т-клеток, индуцирован-
ной возбудителем с определенными био-
логическими свойствами [3]. Косвенным 
доказательством этому может служить вы-
явленная отрицательная взаимосвязь меж-
ду общим содержанием CD3+ лимфоцитов 
и субпопуляцией Т-клеток, имеющих фе-
нотип CD3+CTLA4+ и CD3+CD28–IL-2– при 
лекарственно-устойчивом варианте ИТЛ 
(R = 0,68; p = 0,0042 и R = 0,56, p = 0,0156 
соответственно) и ДТЛ (R = 0,81; p = 0,011 
и R = 0,57, p = 0,019 соответственно).

Важным моментом в индукции Th1-
лим фоцитов служит активация ТФ и их 

интегрированное влияние на промотор 
гена IL2 и синтез одноименного цитокина. 
Так, передача импульсов, опосредованная 
Т-клеточным рецептором приводит к по-
следовательной активации цепочки тиро-
зиновых киназ (Fyn, Lck, ZAP70), которые 
вызывают расщепление фосфатидилино-
зитолдифосфата с образование диацилгли-
церола и инозитолтрифосфата, который 
высвобождает Са2+ из внутриклеточных 
депо. Ионы кальция необходимы для акти-
вации кальций-зависимых ферментов, та-
ких как кальциневрин, который активирует 
ТФ NFAT, что вызывает его транслокацию 
в ядро. Диацилглицерол активирует про-
теинкиназу С, которая затем активирует 
фактор транскрипции NF-kB. Последний 
включает в ядре «ранние гены» клеточной 
пролиферации Fos и Jun и промотор AP-1, 
который (взаимодействуя с NFAT) активи-
рует транскрипцию гена IL-2 и его рецепто-
ра (CD25) [1].

В ходе настоящего исследования у боль-
ных ТЛ установлено снижение числа CD3-
позитивных клеток, содержащих активную 
форму NF-kB в лимфоцитах крови. При 
этом активность AP-1 у больных ЛЧТЛ 
оставалась в пределах нормы, повышалась 
у больных инфильтративным ЛУТЛ и сни-
жалась при диссеминированной его фор-
ме. Активность ТФ NFATс1 у больных ТЛ 
в целом снижалась, а NFATс2 – увеличи-
валась при инфильтративном ЛУТЛ и сни-
жалась при диссеминированном ЛЧТЛ. 
Полученные результаты позволяют предпо-
ложить, что при ТЛ имеют место наруше-
ния в активации NF-kB – запуск собственно 
NF-кB-пути, который приводит к экспрес-
сии антиапоптотических/антинекрозных 
генов, активации, пролиферации и, в конеч-
ном итоге, к выживанию клетки. 

Установлено, что AP-1 взаимодейству-
ет с ядерным ТФ NFATc1, активирующим 
Т-лимфоциты и регулирующим транс-
крипцию цитокинов, в том числе и IL-2, 
Т-клетками [7]. В сочетании с низкой ак-
тивностью NFATс1, являющегося наи-
более эффективным активатором транс-
крипции гена IL2, и низкой активностью 
NF-kB выявленное нами снижение числа 
клеток, содержащих активную форму AP-
1, у больных диссеминированным ЛУТЛ, 
вероятно, определяет снижение активно-
сти Th1-лимфоцитов при данной форме ТЛ, 
влияя на их IL-2-секретирующую способ-
ность, пролиферацию и дифференцировку 
в целом. 

Известно, что NFATс2-белок участву-
ет в негативном контроле пролиферации 
Т-лимфоцитов за счет инициации экспрес-
сии FasL [7]. Увеличение содержания актив-
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ной формы NFATс2 в Т-лимфоцитах крови 
больных инфильтративным ЛУТЛ в сочета-
нии с низкой активностью NFATс1 при дан-
ной форме ТЛ, возможно, объясняется не-
гативным влиянием NFATс2 на активацию 
Th1 и снижение их IL-2-секретирующей 
функции.

Кроме того, показана способность 
NFATс1 и NFATс2 (в комплексе друг 
с другом) существенно усиливать транс-
крипцию гена IL-4 на начальных эта-
пах активации (NFATс2), взаимодействуя 
с пурин-богатыми последовательностями 
промотора (Рo-Р5), с дальнейшим инги-
бированием (NFATс1) поздней фазы транс-
крипции гена IL4 [4]. Снижение количества 
CD3+NFATс1+ лимфоцитов у больных ТЛ 
при нормальном или увеличенном содержа-
нии CD3+NFATс2+ клеток позволяет пред-
положить дезинтеграцию в работе изучае-
мых ТФ, приводящую, по всей видимости, 
к нарушению ингибирования поздней фазы 
транскрипции гена IL4, увеличению IL-4 
продуцирующей способности Т-клеток 
и переключению их активации с Th1 на Th2 
иммунный ответ.

Заключение

Таким образом, при ТЛ нарушение вза-
имодействия АПК и Т-лимфоцитов, приво-
дящее к гипо- и анергии Т-клеток, является 
комплексным, многоуровневым и обуслов-
ливается не только влиянием супрессорных 
Т-регуляторных клеток (в том числе посред-
ством CTLA4), но также и гипоэкспрессией 
молекул костимуляции (CD28) на Т-клетках 
в сочетании с нарушением процессов сиг-
нальной трансдукции в лимфоцитах крови 
вследствие низкой активности внутрикле-
точных ТФ (NF-kB, NFATс1, AP-1).

Работа выполнена при финансо-
вой поддержке Министерства образова-
ния и науки Российской Федерации (ГК 
№16.512.11.2046 от 14.02.2011 г.) и РФФИ 
(Проект №11-04-98057-р).
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