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В статье приведены результаты исследования иммунофенотипа (TLR2, CD80, CD86) и цитокинсе-
креторной (IL-12, IL-18) активности дендритных клеток (DC) invitro, трансформированных из моноцитов 
периферической крови в полной культуральной среде под влиянием специфических (интерлейкин 4 и гра-
нулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор) и неспецифических (липополисахарид) 
стимуляторов, у больных с впервые выявленным туберкулезом легких. В ходе исследования показано, что 
у больных туберкулезом легких имеет место нарушение процесса созревания DC, что проявляется сниже-
нием количества клеток, экспрессирующих на своей поверхности CD86, изменением секреции DC invitro 
провоспалительного цитокина – IL-12, однако изменений секреции синергичного ему цитокина IL-18 об-
наружено не было. При этом также наблюдается повышение количества DC, несущих на свой поверхности 
молекулы костимуляции CD80. Предполагается, что данные процессы связаны с недостаточной индукцией 
DC в ходе взаимодействия с Mycobacteriumtuberculosis и дальнейшего распознавания в виду дефицита на 
клетках рецепторов типа TLR2, что в свою очередь может являться следствием как прямого, так и косвенно-
го влияния инфектогена на антигенпредставляющие клетки иммунной системы. 
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This paper presents the results of studies the results of studies of immunophenotype (TLR2, CD80, CD86) 
and cytokine secretion (IL-12, IL-18) activity of dendritic cells (DC) in vitro, transformed from peripheral blood 
monocytes in complete culture medium under the infl uence of specifi c (interleukin 4 and granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor), and nonspecifi c (lipopolysaccharide) stimulants in patients with newly diagnosed 
pulmonary tuberculosis. It is shown that in patients with pulmonary tuberculosis has been a violation of the process 
of maturing DC, which manifested by reduced number of cells expressing CD86, change DC in vitro secretion 
of proinfl ammatory cytokines – IL-12, however, it changes the secretion of synergistic cytokine IL-18 were not 
founded.In this case also there is an increase of DC, bearing on its surface costimulation molecule CD80. It is 
assumed that these processes are related to the lack of induction of DC during interaction with Mycobacterium 
tuberculosis and further recognition in mind defi cit cells receptors of TLR2, which in turn may be the result of both 
direct and indirect effects on antigen-presenting cells of immune system from tuberculosis bacteria.
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Как известно из литературных источ-
ников, презентация антигена антигенпред-
ставляющими клетками является ключе-
вым этапом в формировании адекватного 
иммунного ответа. В результате контакта 
между антигенпредставляющей клеткой 
и Т-лимфоцитом образуется «иммунологи-
ческий синапс», одна из функций которого 
заключается в активации клеток-эффекто-
ров и запуске секреции цитокинов, поля-
ризующих иммунный ответ. Так, известно, 
что наиболее часто в роли антигенпред-
ставляющих клеток выступают дендритные 
клетки (DC) [12, 13, 17]. В литературных 
источниках [11, 13] подробно описаны мор-
фофункциональные особенности DC, но 
в контексте туберкулезной патологии име-
ются единичные и разрозненные данные, 
которые не описывают полной картины их 
участия в иммунопатогенезе туберкулеза 
легких. 

DC несут на своей поверхности ши-
рокий спектр мембранных рецепторов, 
в частности, относящиеся к семейству 
TLRs (toll-likereceptors). Данное семейство 
рецепторов включает 13 представителей, 
способных связывать высокомолекулярные 
паттерны в структуре различных микро-
организмов: липополисахариды (ЛПС), 
белки, гликопротеины и др. При взаимо-
действии TLR со своим лигандом запу-
скается процесс димеризации рецептора, 
в результате чего сигнал передается на вну-
триклеточные адаптерные белки: MyD88 
(myeloiddifferentiationfactor 88), TIRAP 
(TIRdomain-containingadaptorprotein), 
TRIF (TIR-domain-containingadaptor-
includingIFNfi ) и TRAM ((TRIF)-
relatedadaptormolecule). Активация адап-
терных белков в конечном итоге приводит 
к активации транскрипционного фактора 
NF-kB, который, транслоцируясь в ядро, 
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индуцирует экспрессию генов провоспали-
тельных цитокинов (IL-1, IL-6, IL-12, IL-18, 
фактора некроза опухолей α (TNFα), хемо-
кины), костимуляторных молекул (CD80, 
CD86, CD83), молекул гистосовместимости 
(HLA класса II) [1, 2, 3, 7, 19].

Касательно туберкулезной инфекции, рас-
познавание липоарабиноманнана клеточной 
стенки микобактерий туберкулеза DC осу-
ществляется с помощью TLR типа 2 (TLR2), 
в результате чего инициируется процесс 
внутриклеточной трансдукции сигнала и за-
пускается противотуберкулезный иммунный 
ответ [4, 18]. Связывание микобактериаль-
ного паттерна сопряжено с процессом созре-
вания DC, в результате чего теряется их спо-
собность к эндо- и пиноцитозу, но при этом 
увеличивается экспрессия на поверхности 
CD80, CD86, HLA класса II. Перечисленные 
молекулы необходимы для формирования 
иммунологического синапса с Т-лимфоцитом 
и активации последнего, в том числе посред-
ством секреции DC провоспалительных цито-
кинов – IL-12 и IL-18 [13].

Наиболее важной функцией IL-12 яв-
ляется поляризация дифференцировки 
наивных Т-хелперов (Th0) в направлении 
Т-хелперов типа 1 (Th1) с последующей 
секрецией ими интерферона γ (IFNγ). Та-
ким образом, происходит отрицательная 
селекция Th2-лимфоцитов и формирование 
иммунного ответа по Th1-типу. Однако для 
продукции IFNγ Т-клетками необходимо 
синергичное влияние двух цитокинов: IL-
12 и IL-18. Механизм синергичности опос-
редован реципрокной стимуляцией экс-
прессии рецепторов к IL-12 и IL-18, то есть 
каждый из цитокинов стимулирует экспрес-
сию рецептора другого цитокина на поверх-
ности клетки. Более того, рецептор к IL-18 
представлен только на Th1-лимфоцитах, 
что определяет его основным ростовым 
и дифференцировочным фактором для дан-
ного типа клеток [8, 14]. 

В ходе изучения иммунопатогенеза ту-
беркулезной инфекции ранее нами было 
показано, что в его основе лежат анергия 
Т-лимфоцитов и поляризация иммунно-
го ответа в направлении Th2-реакций [6]. 
Было сформулировано предположение, что 
данные нарушения происходят по причине 
недостаточной активации Т-лимфоцитов 
в процессе из взаимодействия с антиген-
представляющими клетками, в частности, 
DC [10, 12]. 

В этой связи, целью настоящего ис-
следования явилось изучить у больных ту-
беркулезом легких иммунофенотипические 
и функциональные свойства дендритных 
клеток, характеризующие их способности 
к индукции иммунного ответа.

Материалы и методы исследования
В группу обследуемых лиц было включено 

100 больных с впервые выявленным туберкулезом 
легких в возрасте от 39 до 60 лет (средний возраст 
пациентов – 42 ± 10 лет ). Клинический осмотр, сбор 
анамнеза, физикальные методы обследования и по-
становка диагноза осуществлялись в Томской област-
ной туберкулезной клинической больнице. Группу 
здоровых доноров составили 50 человек, сопостави-
мых с группой больных туберкулезом легких по по-
ловозрастным характеристикам. 

Для последующей трансформации в DC моно-
нуклеарные лейкоциты выделяли из гепаринизиро-
ванной венозной крови, забранной из локтевой вены 
в объеме 20 мл утром натощак, путем центрифуги-
рования в градиенте плотности фиколл-верографи-
на; между собой фракции моноцитов и лимфоцитов 
разделяли путем центрифугирования в двойном гра-
диенте плотности перколла. Моноцитарную клеточ-
ную взвесь отмывали средой RPMI-1640 и вносили 
в плоскодонные 24-луночные планшеты в количестве 
1∙106 клеток в 1 мл. Культивирование осуществляли 
в полной питательной среде, содержащей 10 % эм-
бриональную телячью сыворотку, 50 мкг/мл пени-
циллина-стрептомицина, 0,29 мкг/мл L-глутамина 
с добавлением цитокинов (IL-4 и гранулоцитарно-
макрофагального колониестимулирующего фактора 
роста (GM-CSF)) («Sigma», США), при 370С в СО2-
инкубаторе в течение 7 дней. Замена полной пита-
тельной среды производилась на 3-и и 5-е сутки. На 
5-е сутки культуральную клеточную суспензию до-
полнительно стимулировали липополисахаридом 
в концентрации 5 мг/мл («Sigma», USA). Микро-
скопическое исследование DC осуществлялось на 
микроскопе фирмы CarlZeiss (Германия). С помощью 
микроскопа CarlZeiss оценивались морфологические 
изменения моноцитов при трансформации их в DC 
(в частности, наблюдалось снижение адгезионных 
свойств моноцитов и последующее формирование 
групп клеток в питательной среде; формирование 
отростков DC) [15]. Иммунофенотипирование транс-
формированных зрелых DC проводили методом про-
точной цитометрии на проточном цитофлуориметре 
FACS Calibur (Becton Dickinson, США) с использо-
ванием моноклональных антител CD86, CD80 TLR2, 
меченных соответственно флуресцентными краси-
телями (FITC, PE, PE), и изотипических контролей 
(«R&DSystems», США). Анализ полученных данных 
осуществляли при помощи программного приложе-
ния BD Cell Cell Quest for Mac OS® X.

Концентрацию цитокинов (IL-12, IL-18) определяли 
в супернатантах DC на 7-е сутки культивирования путем 
иммуноферментного анализа (eBioscience, США).

Обработку полученных результатов проводи-
ли на основе общепринятых статистических ме-
тодов с помощью программы Statistic for Windows 
Version 10. Для оценки нормальности распределения 
использовали критерий Колмогорова-Смирнова. По-
скольку исследованные количественные признаки 
в группах сравнения не подчинялись нормальному 
распределению для попарного сравнения выбороч-
ных показателей применяли критерии U Манна‒Уит-
ни (для независимых выборок) и Вилкоксона (для 
зависимых выборок). Для всех количественных при-
знаков в сравниваемых группах вычисляли медиану, 
25 и 75 %-й квартили. Критическое значение уровня 
статистической значимости при проверке нулевых ги-
потез принимали равным 0,05.
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Результаты исследования 
и их обсуждение

В результате проведенного исследова-
ния установлено, что количество DC, экс-
прессирующих TLR2, у больных туберку-
лезом легких оказалось в 2,5 раза ниже, чем 
в группе здоровых доноров (таблица). Как 
указывалось выше, данный рецептор отве-
чает за связывание с липоарабиноманнаном 
микобактерий туберкулеза и запускает по-
следующую сигнальную трансдукцию, не-
обходимую для полноценного созревания 
DC и формирования антимикобактериаль-
ного иммунного ответа. [3, 9]. Следователь-
но, можно предположить, что в результате 

дефицита TLR типа 2 на DC нарушается вза-
имодействие клеток с возбудителем и цепь 
последующих за этим процессов.

Данное предположение подтверждается 
тем, что дефицит TLR2+DC у больных ту-
беркулезом легких сочетался со снижением 
количества клеток, несущих на поверхности 
плазматической мембраны молекулу кости-
муляции CD86. Так, в группе больных тубер-
кулезом легких относительное содержание 
CD86+ клеток было в 1,8 раза ниже нормы 
(таблица). Известно, что отсутствие актива-
ционного сигнала от костимуляторной моле-
кулы CD86 DC опосредует нарушение акти-
вации и анергию Т-лимфоцитов. [5, 13].

Иммунофенотипические и функциональные особенности миелоидных дендритных 
клеток, трансформированных из моноцитов периферической крови invitro, у здоровых 

доноров и больных туберкулёзом лёгких, Ме (Q1-Q3)

Параметры
Группа исследования

Здоровые доноры (n = 50) Больные туберкулезом 
легких (n = 100)

Количество TLR2+ дендритных клеток, % 3,70 (2,95–4,50) 1,50 (0,50–2,10)
р1 < 0,05

Количество CD86+ дендритных клеток, % 60,35 (48,05–71,25) 33,20 (23,40–43,10)
р1 < 0,05

Количество CD80+ дендритных клеток, % 1,30 (0,82–1,91) 3,60 (3,00–5,60)
р1 < 0,001

Уровень секреции IL-12, пг/мл 16,69 (14,67–20,87) 26,87 (22,52–39,78)
р1 < 0,05

Уровень секреции IL-18, пг/мл 31,03 (23,25–34,04) 33,02 (18,62–55,14)

П р и м е ч а н и е :  р – уровень статистической значимости различий по сравнению с показате-
лями у здоровых доноров.

Что касается другой молекулы костиму-
ляции – CD80, то у больных туберкулезом 
легких количество несущих ее DC было, 
напротив, в 2,8 раза выше по сравнению 
с таковым у здоровых доноров (таблица). 
Однако показано, что связывание CD80 DC 
с рецептором на клетке-эффекторе являет-
ся более значимым в процессе отторжения 
аллотрансплантата и противоопухолевой, 
нежели противоинфекционной защиты [9].

Одной из важных характеристик степе-
ни зрелости DC и их активационного стату-
са является секреция клетками IL-12 и IL-
18. В ходе эксперимента было показано, 
что секреция IL-12 DC у больных ТЛ была 
повышенной в 1,6 раза относительно значе-
ний в группе здоровых доноров. При этом 
уровень продукции IL-18 DC не претерпевал 
выраженных отклонений от нормы (табли-
ца). Возможно, повышение секреции про-
воспалительного IL-12 DC носит компенса-
торно-приспособительный характер в связи 
с недостаточной активацией Т-лимфоцитов 

со стороны молекул костимуляции DC или 
характерным для туберкулеза дефицитом 
на Т-клетках взаимодействующих с ними 
рецепторами (CD28) [7]. Схожие данные 
были получены M.L. Ollerosetal. [2007], по-
казавшими в эксперименте на трансгенных 
мышах, инфицированных возбудителем 
туберкулеза, повышение секреции IL-12, 
которое, однако, по заключению авторов, 
не влияло на образование гранулемы, диф-
ференцировку Т-лимфоцитов в Th1-клетки, 
секрецию INFγ и элиминацию патогена. 

Заключение
Полученные результаты позволяют по-

лагать, что штаммы микобактерий тубер-
кулеза способны ингибировать первый 
этап противотуберкулезного иммунного 
ответа, заключающийся в их связывании 
DC и представлении микобактериального 
антигена клеткам-эффекторам. Ведущими 
патогенетическими факторами нарушений 
индуктивной фазы иммунного ответа при 
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туберкулезе легких являются дефицит на 
DC рецепторов типа TLR2 и молекул кости-
муляции CD86. Очевидно, что нарушение 
созревания и дисфункция DC являются ре-
зультатом как прямого действия инфициру-
ющего агента на процесс генерации DC из 
моноцитов периферической крови DC, так 
и следствием нарушений механизма транс-
дукции сигнала рецептор- и цитокинзави-
симой активации клеток [7; 20].

Работа выполнена при финансовой 
поддержке Совета по грантам при Пре-
зиденте РФ для ведущих научных школ 
(16.120.11.614-НШ) и на средства персо-
нального гранта от компании ОПТЭК по 
поддержке молодых ученых 2012 г. (дого-
вор от № 8/11 КЦ от 10 апреля 2012 г.).
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