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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность проблемы. В современных условиях туберкулез легких (ТБ)
характеризуется тяжелым клиническим течением, патоморфозом, формированием
множественной лекарственной устойчивости (МЛУ) микобактерий туберкулеза
(МБТ) к основным противотуберкулезным препаратам (ПТП), выраженной функ-
циональной недостаточностью иммунной системы пациента и высоким процентом
летальных исходов [Комиссарова О.Г., 2011; Филинюк О.В., 2011; Jeon D.S. et al.,
2011; Wells C.D., 2010; Мишин В.Ю. и соавт., 2009]. Следует отметить, что на се-
годня МЛУ МБТ у впервые выявленных больных является глобальной общемиро-
вой проблемой. По данным ВОЗ (2010), основанным на информации, поступившей
из 114 стран мира, первичная МЛУ МБТ составляет около 4 % от всех впервые
выявленных случаев ТБ, а на территории стран СНГ данный показатель выше в 3 –
6 раз [Филинюк О.В., 2011; Caminero J.A., 2010; WHO, 2010; Wright A. et al., 2009].

В основе патогенеза распространенного деструктивного ТБ лежит дисрегуля-
ция антигенспецифического Тh1-зависимого иммунного ответа [Orme I.M., 2011;
Jacobsen M. et al., 2011; Темчура О.В. и соавт., 2007; Гунтупова Л.Д. и соавт., 2006;
Raja A., 2004]. Однако по-прежнему остается открытым вопрос о том, включение
каких механизмов иммунного ответа на МБТ и на каком его этапе способствует
возникновению «иммунной девиации» и патологическому прогрессирующему те-
чению туберкулезной инфекции.

В течение последнего десятилетия при исследовании особенностей иммуно-
патогенеза инфекционных заболеваний, в том числе ТБ, особое внимание уделяет-
ся регуляторным Т-клеткам, которые обладают супрессорной активностью и таким
образом способствуют снижению интенсивности протективного антигенспецифи-
ческого иммунного ответа, направленного на эрадикацию патогенов различной
природы [Miyara M., Sakaguchi S., 2011; Ярилин А.А., 2010; Koval'chuk L.V. et al.,
2010; Курганова Е.В. и соавт., 2008; Chen X. et al., 2007; Guyot-Revol V. et al., 2006;
Железникова Г.Ф., 2006]. Предполагается, что опосредованное регуляторными Т-
клетками угнетение антигензависимой дифференцировки Th0-лимфоцитов и кло-
нальной экспансии Th-активированных и Тh1-лимфоцитов лежит в основе форми-
рования Т-клеточной и туберкулиновой анергии у больных ТБ [Wergeland I. et al.,
2011; Ho P. et al., 2010; Geffner L. et al., 2009; Сахно Л.В. и соавт., 2006, 2004]. На
сегодняшний день сведения о роли регуляторных T-клеток в патогенезе различных
заболеваний немногочисленны. «Репертуар» регуляторных Т-клеток весьма разно-
образен, однако конкретные механизмы, с помощью которых они реализуют свои
иммуносупрессорные потенции, остаются неустановленными. Между тем извест-
но, что T-лимфоциты с иммунофенотипом CD4+CD25+, содержащие внутрикле-
точный транскрипционный фактор Foxp3 (Treg), отличаются от Th1-, Th2-, Th17-,
TFH-, Th-активированных клеток по спектру секретируемых цитокинов и способны
супрессировать функции всех перечисленных клонов Т-хелперов, а также обеспе-
чивать периферическую иммунологическую толерантность к аутоантигенам [Mi-
yara M., Sakaguchi S., 2011; Sakaguchi S., 2011; Хаитов Р.М. и соавт., 2011; Хайду-
ков С.В., Зурочка А.В., 2011; Козлов В.А., 2010; Ярилин А.А., 2010; Lee D.C. et al.,
2010].
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 Конверсия, индукция Treg и реализация ими супрессорных свойств опосре-
дуются преимущественно иммунорегуляторными цитокинами – интерлейкином
(IL) 2, IL-4, IL-10, интерфероном (IFN) γ, трансформирующим фактором роста
(TGF) β. Допускается также возможность прямого контактного взаимодействия
Treg с клеткой-мишенью, влияние Treg на апоптоз и пролиферацию лимфоцитов
[Klein S. et al., 2011; Hünig T. et al., 2010; Wu Y.E. et al., 2010; Sharma P.K. et al.,
2010].

В иммунопатогенезе ТБ тесно взаимосвязаны механизмы врожденного и
адаптивного иммунитета, посредниками которых считаются, в том числе,
γδТ-клетки [Witherden D.A., Havran W.L., 2011; Xi X. et al., 2011; Spada E. et al.,
2010; Beutler B., Hoffmann J., 2008; Moser В., Brandes M., 2006; Zhao H. et al, 2005;
Steinman R.M., 2004]. Они играют решающую роль не только в реализации ответа
«первой линии защиты» на патоген, но и выполняют регуляторные (иммуносу-
прессорные) функции [Хаитов Р.М. и соавт., 2011; Viganó P. et al., 2004; Roark C.L.
et al., 2004].

В структуре цитокинов, секретируемых регуляторными Т-клетками, наиболее
широким спектром супрессорного воздействия обладают TGFβ, IL-10, IL-4 и IFNγ
[Симбирцев А.С., 2011; Miyara M., Sakaguchi S., 2007]. В настоящее время выска-
зывается предположение о связи генетически детерминированной гипер- или ги-
попродукции цитокинов с качеством иммунного ответа, тяжестью и продолжи-
тельностью инфекционных заболеваний [Абрамов Д.Д. и соавт., 2011; Коненков
В.И. и соавт., 2011, 2010; Салина Т.Ю., Морозова Т.И., 2010; Шевченко А.В. и со-
авт., 2010; Saliu O.Y. et al., 2006; Hodak E. et al., 2005].

В свете указанных выше данных, актуальным аспектом проблемы иммунопа-
тогенеза ТБ представляется поиск ключевых механизмов, обусловливающих су-
прессию противотуберкулезного иммунитета, оценка роли различных субпопуля-
ций регуляторных T-лимфоцитов и γδТ-клеток в ее формировании и, как следст-
вие, дисрегуляции вторичного иммунного ответа. Понимание этого позволит не
только определить новые фундаментальные механизмы патогенеза ТБ, но и разра-
ботать комплексные подходы к персонифицированной коррекции иммунодефи-
цитных состояний, сопровождающих течение ТБ, а также сформировать теорети-
ческую основу для создания современных методов прогноза и вакцинопрофилак-
тики туберкулезной инфекции.

Цель исследования: установить механизмы иммуносупрессии и роль регу-
ляторных Т-клеток в их реализации при туберкулезе легких с множественной ле-
карственной устойчивостью Mycobacterium tuberculosis.

Задачи исследования:
1. Оценить особенности субпопуляционного состава регуляторных Т-клеток и

эффективность вторичного иммунного ответа на Mycobacterium tuberculosis у
больных с впервые выявленным туберкулезом легких в зависимости от клиниче-
ской формы заболевания, лекарственной чувствительности возбудителя к основ-
ным противотуберкулезным препаратам и характера реакции Манту.

2. Выявить механизмы формирования иммуносупрессии при туберкулезе лег-
ких с множественной лекарственной устойчивостью Mycobacterium tuberculosis.
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3. Охарактеризовать иммуносупрессорные эффекты регуляторных Т-клеток
при туберкулезе легких с лекарственной чувствительностью и множественной ле-
карственной устойчивостью Mycobacterium tuberculosis.

4. Выявить иммуногенетические маркеры цитокинопосредованной супрессии
иммунного ответа у больных туберкулезом легких на основе анализа функцио-
нального полиморфизма генов IL2 (T-330G), IL4 (C-590T), IL10 (C-592A), IFNG
(+874A/T), TGFB (C-509T).

5. Определить иммунологические параметры, позволяющие прогнозировать
множественную лекарственную устойчивость Mycobacterium tuberculosis у боль-
ных с впервые выявленным туберкулезом легких.

Научная новизна исследования. Впервые проведено комплексное
иccледование этиопатогенетических факторов супрессии антигенспецифического
иммунного ответа при различных клинических формах впервые выявленного рас-
пространенного деструктивного ТБ в зависимости от реакции на внутрикожное
введение туберкулина (проба Манту) и чувствительности Mycobacterium
tuberculosis к основным противотуберкулезным препаратам (ПТП) до начала спе-
цифической химиотерапии. Показано, что увеличение количества
CD3+CD4+CD25+hi, а также Foxp3-позитивных CD4+CD25+ (Treg) и CD4+CD25− ре-
гуляторных Т-клеток с супрессорной активностью у больных ТБ с положительной
и отрицательной реакцией Манту ассоциировано со снижением числа Foxp3-
негативных CD4+CD25+ Т-клеток в крови и гиперсекрецией in vitro цитокинов с
противовоспалительной и иммуносупрессорной активностью (IL-4, IL-10, TGFβ).
При этом указанные изменения более выражены при МЛУ фиброзно-кавернозном
ТБ, а туберкулиновая анергия у больных диссеминированным и фиброзно-
кавернозным ТБ сопряжена с МЛУ Mycobacterium tuberculosis к основным ПТП.

Наряду с этим у больных ТБ независимо от клинической формы заболевания,
характера реакции Манту и чувствительности Mycobacterium tuberculosis к основ-
ным ПТП установлено увеличение численности CD3+CD4−CD25+ регуляторных Т-
клеток при снижении количества γδТ-лимфоцитов в крови. Обнаружены разнона-
правленные изменения содержания CD45R0+ Т-клеток памяти в крови у больных
ТБ с наиболее выраженным снижением их количества (в 4,5 раза) при диссемини-
рованном МЛУ ТБ с отрицательной реакцией Манту и максимальным увеличени-
ем (в 2,5 раза) при инфильтративном и фиброзно-кавернозном МЛУ ТБ.

 Показано, что выявленные у больных МЛУ ТБ снижение активности спон-
танной и PPD-индуцированной пролиферации и активация апоптоза лимфоцитов
коррелируют с увеличением количества CD4+CD25+Foxp3+, CD3+CD4+CD25+hi,
CD3+CD4−CD25+ регуляторных Т-клеток и снижением количества γδТ-клеток в
крови.

С привлечением современных молекулярно-генетических и иммунологиче-
ских методов исследования проанализировано модулирующее влияние аллельного
полиморфизма генов IL2, IL4, IL10, TGFB, IFNG на секрецию in vitro соответст-
вующих иммунорегуляторных цитокинов при отдельных клинических формах ТБ.
Показано, что частота встречаемости аллеля G и генотипа GG (T-330G) гена IL2,
аллеля Т и генотипа ТТ (C-590T) гена IL4, аллеля Т и генотипа ТТ (С-509Т) гена
TGFB значимо выше при диссеминированном, чем при инфильтративном ТБ. Риск
развития ТБ ассоциирован с генотипами GG (T-330G) гена IL2, СТ и ТТ (C-590T)
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гена IL4, АА (С-592A) гена IL10, ТТ (С-509Т) гена TGFB и АА (+874A/T) гена IFNG.
Выделены ключевые иммуногенетические факторы, опосредующие изменения
секреции основных цитокинов-регуляторов иммунного ответа на Mycobacterium
tuberculosis. В частности установлено, что гипосекреция IL-2 и гиперпродукция
IL-10, TGFβ и IL-4 in vitro обусловлены носительством аллеля G и генотипа GG
(T-330G) гена IL2, аллеля А и генотипа АА (С-592A) гена IL10, аллеля Т и генотипа
ТТ (С-509Т) гена TGFB и аллеля T и генотипа ТT (C-590T) гена IL4.

В целом полученные данные свидетельствуют о том, что иммуносупрессия
при ТБ с МЛУ МБТ опосредована повышением содержания CD4+CD25+Foxp3+,
CD4+CD25−Foxp3+, CD3+CD4+CD25+hi, CD3+CD4−CD25+ субпопуляций регулятор-
ных Т-клеток в крови, снижением количества циркулирующих γδТ-клеток, генети-
чески детерминированной гиперпродукцией IL-4, IL-10 и TGF-β на фоне дефицита
секреции IL-2 in vitro в ассоциации с лимфоцитопенией и подавлением пролифе-
ративной реакции лимфоцитов в ответ на стимуляцию антигеном. При этом су-
прессорные эффекты регуляторных Т-клеток не исчерпываются секрецией медиа-
торов, ингибирующих антигенспецифический иммунный ответ, и реализуются за
счет активации апоптоза и угнетения пролиферации эффекторных клонов
Т-хелперов при диссеминированном и фиброзно-кавернозном ТБ. Впервые по-
строена модель прогноза МЛУ ТБ по совокупности количественных показателей
иммунного статуса пациента и показано, что наиболее информативными для про-
гноза МЛУ ТБ являются количество CD45R0+ Т-клеток памяти, CD3+CD4+CD25+hi

и CD4+CD25+Foxp3− регуляторных Т-клеток, CD3+CD4+CD25− Т-хелперов в пери-
ферической крови.

Практическое и теоретическое значение работы. Полученные данные зна-
чительно расширяют представления об иммунопатогенезе туберкулезной инфек-
ции, вносят существенный вклад в понимание механизмов формирования супрес-
сии иммунного ответа, развития и прогрессирующего течения инфекционного
процесса у больных с распространенным деструктивным ТБ с МЛУ Mycobacterium
tuberculosis.

Результаты исследования субпопуляционного состава регуляторных Т-клеток
крови и секреции in vitro провоспалительных и противовоспалительных (с супрес-
сорной активностью) цитокинов в ассоциации с аллельным полиморфизмом им-
мунорегуляторных генов (IL2, IL4, IL10, TGFB и IFNG) представляются важными
для формирования знаний о взаимосвязи генетического полиморфизма человека с
развитием ТБ, позволяют глубже проникнуть в этиопатогенез данной патологии.

Полученные результаты теоретически обосновывают необходимость включе-
ния мероприятий по иммунокоррекции, направленной на регуляцию иммунного
ответа в целях инактивации механизмов иммуносупрессии и устранения патологи-
ческой «иммунной девиации», в стандартную программу лечения больных тубер-
кулезом легких. В связи с этим целесообразным и перспективным представляется
применение иммуномодуляторов, нормализующих баланс регуляторных и эффек-
торных клеток-участников иммунного ответа на Mycobacterium tuberculosis, имму-
ноактивных препаратов, стимулирующих факторы протективного врожденного
иммунитета, а также методов цитокиновой, антицитокиновой и клеточной имму-
нотерапии в качестве патогенетически обоснованного лечения больных туберкуле-
зом легких.
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Разработанная математическая модель прогноза, основанная на оценке коли-
чественных показателей иммунного статуса пациента, позволяет прогнозировать
МЛУ МБТ у больных туберкулезом легких при выявлении заболевания и приме-
нять меры коррекции лечебного воздействия. Положения диссертации могут слу-
жить базисом не только для дальнейшего детального изучения иммунопатогенеза
туберкулезной инфекции, но и для разработки новых подходов к прогнозированию
клинического течения и исходов ТБ, что наиболее значимо у пациентов с туберку-
линовой анергией и МЛУ возбудителя (особенно в случае диссеминированной и
фиброзно-кавернозной форм заболевания).

Положения, выносимые на защиту:
1. При туберкулезе легких дисбаланс субпопуляционного состава регулятор-

ных Т-лимфоцитов крови проявляется увеличением количества Foxp3-позитивных
CD4+CD25+ и CD4+CD25− Т-клеток с иммуносупрессорной активностью и
CD3+CD4+CD25+hi, СD3+CD4−CD25+ Т-лимфоцитов в условиях дефицита
CD4+CD25+Foxp3− и γδTCR-экспрессирующих Т-клеток. У больных туберкулезом
легких с множественной лекарственной устойчивостью (МЛУ) Mycobacterium tu-
berculosis и отрицательной реакцией Манту (туберкулиновой анергией) указанные
изменения более выражены, чем у больных лекарственно-чувствительным тубер-
кулезом легких и положительной реакцией Манту.

2. Вариабельность эффективности вторичного иммунного ответа на
Mycobacterium tuberculosis связана с увеличением количества CD45R0+ Т-клеток
памяти при фиброзно-кавернозном туберкулезе легких и туберкулезе легких с
МЛУ Mycobacterium tuberculosis и снижением содержания CD45R0+ Т-лимфо-
цитов в крови у больных туберкулезом легких с туберкулиновой анергией.

3. Ведущими патогенетическими факторами иммуносупрессии при туберку-
лезе легких с МЛУ Mycobacterium tuberculosis являются: дефицит секреции IL-2 in
vitro и увеличение количества в крови регуляторных Т-клеток, содержащих внут-
риклеточный транскрипционный фактор Foxp3, Т-лимфоцитов с высокой экспрес-
сией молекулы CD25 и CD4-негативных регуляторных Т-клеток, ассоциированное
с активацией апоптоза и подавлением пролиферативной реакции лимфоцитов; ге-
нетически детерминированная и опосредованная увеличением количества регуля-
торных Т-клеток в крови гиперпродукция in vitro IL-4, IL-10, TGFβ. Данные изме-
нения, учитывая дефицит циркулирующих γδT-клеток «первой линии защиты» на
фоне дисрегуляции вторичного иммунного ответа, свидетельствуют о наличии у
больных туберкулезом легких с МЛУ Mycobacterium tuberculosis многокомпо-
нентной функциональной недостаточности иммунной системы.

4. Дисбаланс продукции иммунорегуляторных цитокинов in vitro у больных
туберкулезом легких ассоциирован с аллельным полиморфизмом их генов: гипо-
секреция IL-2 определяется носительством аллеля G и генотипа GG (T-330G) гена
IL2, а увеличение продукции цитокинов с супрессорной активностью IL-4, IL-10 и
TGFβ – носительством аллеля T и генотипа ТT (C-590T) гена IL4, аллеля А и гено-
типа АА (С-592A) гена IL10, аллеля Т и генотипа ТТ (С-509Т) гена TGFB.

5. Согласно модели прогноза варианта туберкулеза легких (лекарственно-
чувствительный или МЛУ), построенной на основе пошагового дискриминантного
анализа, высоко информативным при предсказании МЛУ Mycobacterium
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tuberculosis у впервые выявленных больных туберкулезом легких является ком-
плексное определение показателей, характеризующих содержание CD45R0+ Т-
клеток памяти, CD3+CD4+CD25+hi и CD4+CD25+Foxp3− регуляторных Т-клеток,
CD3+CD4+CD25− Т-хелперов в крови.

Реализация и апробация материала работы. Основные положения диссер-
тации докладывались и обсуждались на Euromedica Hannover 2008. Internationaler
congress & fachmesse. Modern aspekte der prophylaxe, behadlung und rehabilitation
(Hannover, 2008), Российской научно-практической конференции «Актуальные во-
просы инфекционной патологии – 2009» (Санкт-Петербург, 2009), Российской на-
учно-практической конференции, посвященной 85-летию кафедры инфекционных
болезней и эпидемиологии Сибирского государственного медицинского универси-
тета «Актуальные проблемы инфекционной патологии» (Томск, 2009), VIII Меж-
дународной российско-германской научно-практической конференции «Иннова-
ции в медицине. Социально значимые инфекционные заболевания» (Новосибирск,
2009), XV и XVI межгородских конференциях молодых учёных «Актуальные про-
блемы патофизиологии» (Санкт-Петербург, 2009, 2010), II Всероссийской научно-
практической конференции с международным участием «Вопросы патогенеза ти-
повых патологических процессов» (Новосибирск, 2010), XI Международном кон-
грессе молодых ученых и специалистов «Науки о человеке» (Томск, 2010), Все-
российской научной конференции «Молекулярно-генетические основы функцио-
нирования цитокиновой сети в норме и при патологии» (Новосибирск, 2010), IX
Российско-германской конференции форума Коха – Мечникова «Новые горизон-
ты: инновации и сотрудничество в медицине и здравоохранении» (Новосибирск,
2010), Всероссийской научной конференции «Фундаментальные вопросы гемато-
логии. Достижения и перспективы» (Екатеринбург, 2010), 41st Union World Confer-
ence on Lung Health (Берлин, 2010), на Президиуме СО РАМН (Новосибирск,
2011), на научно-образовательных семинарах «Патофизиология системы крови и
иммунитета» при Центре компетенции по проблеме инфекционных болезней им.
И.И. Мечникова и Р. Коха ГБОУ ВПО СибГМУ Минздравсоцразвития России
(Томск, 2008 – 2011), на научных семинарах кафедр патофизиологии, иммуноло-
гии и аллергологии, фтизиатрии и пульмонологии ГБОУ ВПО СибГМУ Мин-
здравсоцразвития России (Томск, 2008 – 2011).

Исследования проведены при финансовой поддержке Министерства образо-
вания и науки Российской Федерации в рамках Федеральной целевой программы
«Исследования и разработки по приоритетным направлениям развития научно-
технологического комплекса России на 2007 – 2013 годы» (ГК №02.512.11.2112
«Молекулярно-генетические основы управления адаптационной реактивностью
системы крови человека при инфекции», руководитель – академик РАМН, профес-
сор В.В. Новицкий; ГК №16.512.11.2046 «Разработка комплекса молекулярно-
генетических маркеров дизрегуляции иммунного ответа на Mycobacterium
tuberculosis для оптимизации диагностики и коррекции вторичной иммунологиче-
ской недостаточности при туберкулезе легких», руководитель – профессор
О.И. Уразова), РФФИ (11-04-98057-р «Разработка комплекса иммунодиагностиче-
ских биомаркеров для оптимизации лечения больных туберкулезом легких», руко-
водитель – профессор О.И. Уразова).
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Внедрение. Результаты, основные положения и выводы диссертации внедре-
ны в учебный процесс в ГБОУ ВПО СибГМУ Минздравсоцразвития России на ка-
федрах патофизиологии (в тематических разделах «Патофизиология клетки», «Па-
тофизиология иммунитета», «Воспаление»), иммунологии и аллергологии (в тема-
тических разделах «Функциональная организация иммунной системы», «Регуля-
ция иммунных процессов», «Иммунный статус человека», «Вторичные иммуноде-
фициты», «Аллергические заболевания»), фтизиатрии и пульмонологии (в темати-
ческих разделах «Иммунитет и аллергия при туберкулезе», «Патофизиология ту-
беркулезного воспаления»).

Публикации. По материалам диссертации опубликованы 34 научных работы,
из них 22 – в научных журналах, рекомендованных ВАК Минобрнауки РФ.

Объем и структура работы. Диссертационная работа изложена на 299 стра-
ницах машинописного текста, состоит из введения, 5 глав, выводов и указателя
литературы. Работа иллюстрирована 31 рисунком и 48 таблицами. Список литера-
туры содержит 529 наименований, из них 247 отечественных и 282 иностранных
источников.

Личный вклад автора. Автор принимал непосредственное участие в разра-
ботке идеи, дизайна и планировании исследования. Результаты достигнуты, про-
анализированы и обобщены в выводах и положениях лично автором.

ОБЪЕКТ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Общая характеристика клинического материала

В основу настоящей работы положены результаты комплексного клинико-
лабораторного обследования 338 больных с распространенными деструктивными
формами впервые выявленного туберкулеза легких (ТБ) (248 мужчин и 90 женщин
в возрасте от 18 до 55 лет, средний возраст – 47±11 лет). Пациенты находились на
стационарном лечении в Томской областной клинической туберкулёзной больнице
(гл. врач – канд. мед. наук Г.В. Янова) во фтизиотерапевтических отделениях №1
(зав. отд. – О.И. Новосельцева), №2 (зав. отд. – Т.З. Малиновская).

Диагноз ТБ устанавливался на основании клинической картины заболевания,
рентгенологического исследования легких, данных микроскопического и бакте-
риологического исследования мокроты. У всех обследованных пациентов отме-
чался распространенный (более 4 сегментов) деструктивный характер поражения
легочной ткани с вовлечением в патологический процесс преимущественно обоих
легких. Инфильтративный туберкулез легких (ИТБ) был диагностирован у 209
(61,8 %) пациентов, диссеминированный туберкулез легких (ДТБ) – у 89 (26,6 %),
фиброзно-кавернозный туберкулез легких (ФКТБ) – у 40 (12 %) (табл. 1).

Возбудитель туберкулеза выявляли методом прямой световой микроскопии
мазка мокроты, окрашенного по Цилю – Нильсену, а также методом люминес-
центной микроскопии с использованием флуорохромов (аурамина). Бактериовы-
деление регистрировалось в 100 % случаев заболевания. Для видовой идентифика-
ции микобактерий туберкулеза (МБТ) и определения чувствительности к противо-
туберкулезным химиопрепаратам (методом абсолютных концентраций) произво-
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дили посев мокроты на плотные питательные среды Левенштейна – Йенсена и
Финн-2. Исследования проводились в бактериологических лабораториях Томской
областной туберкулезной клинической больницы (гл. врач – канд. мед. наук
Г.В. Янова) и Томского областного противотуберкулезного диспансера (гл. врач –
С.П. Мишустин).

У 178 обследованных больных ТБ (99 пациентов с ИТБ, 49 больных ДТБ и
30 больных ФКТБ) была определена лекарственная чувствительность возбудителя
к основным противотуберкулезным препаратам (ПТП). По данному критерию бы-
ло выявлено 98 пациентов, выделяющих МБТ, чувствительные к основным ПТП, и
80 пациентов, выделяющих МБТ, устойчивые к препаратам основного ряда (изо-
ниазиду, рифампицину, стрептомицину, этамбутолу) (табл. 1).

У 140 обследованных больных ТБ проводилось внутрикожное введение ту-
беркулина (реакция Манту) в объеме 0,1 мл раствора, содержащего 2 туберкули-
новых единицы (ТЕ). В связи с тем, что при статистической обработке результатов
не было выявлено значимых различий между группами больных с гиперергиче-
ской и нормергической реакцией на туберкулин, их было решено объединить в
одну группу с «положительной реакцией на туберкулин». Соответственно по ана-
логичной причине была сформирована группа пациентов с сомнительной и отри-
цательной реакцией Манту («отрицательная реакция на туберкулин»). Таким обра-
зом, было выделено 94 пациента с «положительной» (нормергической и гиперер-
гической) реакцией на туберкулин и 46 пациентов с «отрицательной» (сомнитель-
ной и отрицательной) реакцией на туберкулин (табл. 1).

Т а б л и ц а  1

Распределение больных туберкулезом легких (ТБ) по группам исследования

Принципы деления больных ТБ
на группы исследования ИТБ ДТБ ФКТБ Всего

Всего пациентов 209 89 40 338
С лекарственно-чувствительным
ТБ 57 27 14 98

По чувствительности
возбудителя к основным
противотуберкулезным
препаратам

С множественно лекарственно-
устойчивым ТБ 42 22 16 80
С положительной (нормо- и ги-
перергической) реакцией 61 25 8 94

По реакции на внутри-
кожное введение тубер-
кулина С отрицательной (сомнительной

и отрицательной) реакцией 14 16 16 46

Прим е ч а н и е .  Здесь и далее в таблицах: ТБ – туберкулез легких, ИТБ – инфильтратив-
ный ТБ, ДТБ – диссеминированный ТБ, ФКТБ – фиброзно-кавернозный ТБ.

Группу сравнения составили 118 здоровых доноров с сопоставимыми харак-
теристиками по полу и возрасту, не имеющих в анамнезе хронических соматиче-
ских (в том числе аутоиммунных) заболеваний и аллергических реакций, заболе-
ваемость которых острыми респираторными инфекциями составляла не чаще 2 – 3
раз в год.
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Все пациенты с легочным туберкулезом были обследованы при поступлении
на стационарное лечение до назначения терапии.

Критерием включения в исследование было наличие у впервые выявленных
больных инфильтративного, диссеминированного и фиброзно-кавернозного ТБ.
В исследование не включались: больные, получавшие на момент исследования те-
рапию противотуберкулезными, нестероидными противовоспалительными препа-
ратами и глюкокортикостероидами; больные с тяжелыми сопутствующими забо-
леваниями (онкопатология, сахарный диабет, бронхиальная астма); больные с им-
мунозависимыми, в том числе аутоиммунными и аллергическими заболеваниями,
инфицированные вирусами гепатита и ВИЧ; больные, которым применялась им-
мунотерапия.

В связи с запланированным дизайном исследования и установлением имму-
нопатогенетических взаимосвязей между многочисленными параметрами из об-
щего числа обследованных пациентов с ТБ были сформированы три группы.
В первой группе пациентов изучались различные субпопуляции регуляторных
T-клеток, их функциональная активность, а также отдельные параметры врожден-
ного и адаптивного иммунного ответа, опосредованные прямым или косвенным
влиянием регуляторных T-клеток для установления их роли в иммунопатогенезе
ТБ с множественной лекарственной устойчивостью (МЛУ). Данную группу соста-
вили 140 пациентов, которые подразделялись на подгруппы по клинической форме
ТБ (75 пациентов с ИТБ, 41 – с ДТБ и 24 – с ФКТБ), по лекарственной чувстви-
тельности возбудителя к основным ПТП (78 пациентов, выделяющих МБТ, чувст-
вительные к основным ПТП, и 62 пациента, выделяющих МБТ, устойчивые к пре-
паратам основного ряда) и по реакции на внутрикожное введение туберкулина
(94 пациента с положительной реакцией на туберкулин и 46 – с отрицательной ре-
акцией на туберкулин).

Во второй группе пациентов оценивались пролиферация и апоптоз лимфоци-
тов крови. Данную группу составили 38 пациентов с ТБ, в основу деления которых
на подгруппы были положены два принципа: клиническая форма ТБ (24 пациента
с ИТБ, 8 – с ДТБ и 6 – с ФКТБ) и лекарственная чувствительность возбудителя к
ПТП (20 пациентов, выделяющих МБТ, чувствительные к основным ПТП, и
18 пациентов, выделяющих МБТ, устойчивые к препаратам основного ряда).

В третьей группе пациентов нами проводилась оценка аллельного полимор-
физма иммунорегуляторных генов цитокинов для выявления молекулярно-
генетических механизмов дисбаланса иммунного ответа на M. tuberculosis. В дан-
ном случае для решения поставленной задачи была сформирована общая группа
больных ТБ (160 человек), в которую включались больные со всеми исследован-
ными клиническими формами ТБ (инфильтративной, диссеминированной, фиб-
розно-кавернозной). Оценка ассоциаций носительства отдельных полиморфизмов
иммунорегуляторных генов с конкретной клинической формой ТБ и изменениями
цитокинопродукции in vitro при отдельных клинических формах ТБ проводилась
на примере подгруппы больных с ИТБ (110 человек) и ДТБ (40 человек). Пациен-
ты с ФКТБ (10 человек) в виду их малочисленности не были включены в иммуно-
генетическое исследование.
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Материал исследования

Материалом исследования являлась периферическая венозная кровь, взятая у
здоровых доноров и у больных ТБ до назначения специфической химиотерапии, а
также супернатанты культуральных суспензий мононуклеарных лейкоцитов кро-
ви. Кровь забирали утром натощак из локтевой вены в количестве 10 мл. Исследо-
вания проводились в Центральной научно-исследовательской лаборатории (зав. –
д-р мед. наук, профессор А.Н. Байков) и в лаборатории экспериментальной пато-
физиологии кафедры патофизиологии ГБОУ ВПО СибГМУ Минздравсоцразвития
России.

Методы исследования

• Проведение пробы Манту (приказ Минздрава РФ № 229 от 27 июня
2001 года).

• Исследование секреции цитокинов мононуклеарными лейкоцитами перифе-
рической крови in vitro:

- Культивирование мононуклеарных лейкоцитов периферической крови по
методу Е.Д. Гольдберга и соавт. [1992].

- Определение содержания IL-2, IL-4, IL-10, IFNγ и TGFβ в супернатантах
культуральных суспензий методом твердофазного иммуноферментного анализа
(ELISA).

• Определение иммунологических фенотипов регуляторных T-клеток крови
методом проточной цитометрии:

- Определение поверхностных молекул CD4, CD25 и внутриклеточного мар-
кера иммуносупрессорной активности Foxp3 в лимфоцитах периферической крови
методом проточной лазерной трехцветной цитометрии с использованием моно-
клональных антител (МКАТ), меченных флуоресцентными метками («Becton
Dickinson (BD)», США).

- Определение поверхностных молекул CD3, CD4 и CD25 на лимфоцитах пе-
риферической крови методом проточной лазерной трехцветной цитометрии с ис-
пользованием МКАТ, меченных флуоресцентными метками («Becton Dickinson
(BD)», США).

- Определение количества γδTCR-презентирующих лимфоцитов в перифери-
ческой крови методом лазерной проточной трехцветной цитометрии с использова-
нием МКАТ Anti-TCR-γ/δ-1, меченных флуоресцентными метками («Becton
Dickinson (BD)», США).

• Определение лимфоцитов крови, экспрессирующих маркер CD45R0, мето-
дом лазерной проточной трехцветной цитометрии с использованием МКАТ Anti-
CD45R0, меченных флуоресцентными метками («Becton Dickinson (BD)», США).

• Оценка спонтанной и индуцированной пролиферации лимфоцитов крови по
методу, предложенному J. Carmichael [1987], основанному на трансформации
лимфоцитов в культуральной среде под влиянием митогенов или антигенов в
лимфобласты, оцениваемой по изменению цвета, связывающегося с клетками кра-
сителя 3-[4,5-диметилтиазол-2ил]-2,5-дифенилтетразолиум бромида (МТТ, тиазо-
лил синий) из синего в желтый.
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• Оценка пролиферации и апоптоза лимфоцитов крови методом проточной
цитометрии по определению популяции клеток, несущих фрагментированную
ДНК, и популяции клеток, несущих тотальную ДНК, основанном на реакции, ка-
тализируемой экзогенной дезоксинуклеотидилтрансферазой (ТdТ), функция кото-
рой заключается в случайном добавлении бромированного дезоксиуридинтрифос-
фата (Br-dUTP) к свободным 3’-ОН-концам фрагментов двухцепочечной и одно-
цепочечной ДНК.

• Выделение ДНК из периферической крови согласно инструкции, прилагае-
мой к набору «ДНК-сорб-В» («ИнтерЛабСервис», Россия).

• Исследование полиморфных участков генов цитокинов с использованием
аллельспецифичной амплификации специфических участков генома [Кофиади
И.А., 2006].

• Статистический анализ результатов исследования.
Анализ первичных данных проводили с применением методов статистическо-

го описания и проверки статистических гипотез. Все количественные показатели
проверяли на нормальность распределения с использованием критерия Шапиро –
Уилкса. Для нормально распределенных выборок вычисляли средневыборочные
характеристики: среднее арифметическое (Х), среднее квадратичное отклонение
(σ), ошибку среднего (m). Для выборок, распределение которых отличалось от
нормального, рассчитывали медиану (М), первый и третий квартили (Q1, Q3). Для
показателей, характеризующих качественные признаки, указывалось абсолютное
число (n) и относительная частота встречаемости (%).

При соответствии признака в исследуемых выборках нормальному закону
распределения проверку гипотезы о равенстве средних выборочных величин про-
водили с использованием однофакторного дисперсионного анализа. Для оценки
достоверности различий числовых характеристик выборок, не подчиняющихся
нормальному распределению, использовали критерий Краскала – Уоллиса. Для
попарного сравнения показателей в исследуемых группах применяли критерий
Манна – Уитни (для независимых групп) и критерий Вилкоксона (для зависимых
групп). Различие показателей в сравниваемых группах считали статистически зна-
чимым при уровне значимости р ≤ 0,05. Статистическую значимость различий
частоты встречаемости качественных признаков в анализируемых группах прове-
ряли с помощью критерия χ2 Пирсона с поправкой Йетса.

С целью обнаружения связи между исследуемыми показателями проводили
корреляционный анализ путем вычисления коэффициента ранговой корреляции
Спирмена (r). Полученную корреляцию считали статистически значимой при
р ≤ 0,05. Для анализа связи между качественными признаками использовался ко-
эффициент ассоциации ra. При значениях коэффициента корреляции (коэффици-
ента ассоциации) меньше 0,5 связь считалась сомнительной, от 0,5 до 0,75 – доста-
точной, более 0,75 – высокой [Боровиков В.П., 2003; Гланц С., 1999; Лакин Г.Ф.,
1990].

Распределение генотипов по исследуемым полиморфным локусам проверяли
на соответствие равновесию Харди – Вайнберга с помощью точного теста Фишера.

Для построения модели прогноза МЛУ и лекарственной чувствительности (ЛЧ)
у пациентов с ТБ был использован дискриминантный анализ [Юнкеров В.И., Гри-
горьев С.Г., 2002]. Для решения задачи прогноза по измеренным у пациента иммуно-



14

логическим показателям производился расчет дискриминантных функций, соответ-
ствующих МЛУ ТБ и ЛЧ ТБ. Пациента относили к той группе, для которой линейная
дискриминантная функция принимала максимальное значение. При проведении рас-
четов использовался пакет прикладных программ Statistica 6.0 [Реброва О.Ю., 2002].

Наряду с пошаговым дискриминантным анализом была построена прогности-
ческая модель с использованием метода многомерной логистической регрессии, в
которую были включены все исследованные иммунологические показатели.

СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ

Роль регуляторных Т-клеток в иммунопатогенезе
множественно лекарственно-устойчивого туберкулеза легких

Главные функции регуляторных Т-клеток заключаются в способности обес-
печивать периферическую иммунологическую толерантность к аутоантигенам и
супрессировать пролиферацию различных клонов Т-хелперов (Th) – Th1, Th2,
Th17, Th-активированных, Th-фолликулярных (TFH) [Sakaguchi S., 2011; Хайдуков
С.В., Зурочка А.В., 2011; Хаитов Р.М. и соавт., 2011; Ярилин А.А., 2010; Meagher
C. et al., 2008; Донецкова А.Д. и соавт., 2007]. С другой стороны, избыточная ак-
тивность регуляторных Т-клеток связана с ослаблением противоинфекционной
защиты организма вследствие снижения интенсивности протективного иммунного
ответа, направленного на эрадикацию патогенов различной природы [Lee D.C. et
al., 2010; Darrasse-Jèze G. et al., 2009; Swee L.K. et al., 2009; Chen X. et al., 2007;
Донецкова А.Д. и соавт., 2007; Guyot-Revol V. et al., 2006].

Выделяют как минимум две разновидности регуляторных Т-клеток: естест-
венные тимические (γδT, NKT, Treg) и индуцированные на периферии (Treg, Tr1,
Th3, CD8+CD28−) [Хаитов Р.М. и соавт., 2011; Lee D.C. et al., 2010; Liston A. et al.,
2008]. Предполагается, что естественные Treg-клетки имеют фенотип
CD4+CD25+Foxp3+, в то время как к индуцированным CD4+ регуляторным
Т-клеткам относятся лимфоциты с иммунофенотипом CD4+CD25−Foxp3+, а также
CD4+CD25+Foxp3− – гетерогенная субпопуляция Т-лимфоцитов, включающая в
себя как регуляторные T-клетки, так и активированные CD4+ Т-лимфоциты. При
этом супрессорной активностью обладают только Foxp3-экспрессирующие Treg-
клетки, т.е. CD4+CD25+Foxp3+ и CD4+CD25−Foxp3+ Т-лимфоциты [Ohkura N.,
Sakaguchi S., 2011; Ohkura N. et al., 2011; Хайдуков С.В., Зурочка А.В., 2011; Яри-
лин А.А., Донецкова А.Д., 2006; Pop S.M. et al., 2005].

При анализе субпопуляционного состава Т-хелперов и регуляторных Т-клеток
в крови больных ТБ в зависимости от клинической формы заболевания, характера
реакции Манту и чувствительности M. tuberculosis к ПТП выявлено, что у пациен-
тов с ИТБ регистрируется повышение количества лимфоцитов с иммунофенотипом
CD3+CD4+СD25− (Т-хелперы) относительно такового у здоровых доноров, в то вре-
мя как при диссеминированной и фиброзно-кавернозной формах заболевания коли-
чество CD3+CD4+СD25− Т-клеток снижается. При этом у больных ИТБ с отрица-
тельной реакцией Манту количество Т-хелперов было ниже, чем у туберкулинпози-
тивных индивидов. В группах туберкулиннегативных больных ДТБ и ФКТБ наблю-
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далась аналогичная картина. При ТБ с МЛУ МБТ у больных инфильтративным и
диссеминированным ТБ количество Т-хелперов было выше, чем у лекарственно-
чувствительных пациентов, в то время как при ФКТБ наличие или отсутствие ле-
карственной устойчивости микобактерий не влияло на численность Т-хелперов.
Стоит отметить, что данная субпопуляция Т-лимфоцитов является гетерогенной.
В структуре CD4+ Т-лимфоцитов выявляются Th17, адаптивные регуляторные
Т-клетки Th3, Tr1, Foxp3+, Th-активированные, фолликулярные Т-хелперы (TFH)
[Хаитов Р.М. и соавт., 2011; Кологривова И.В. и соавт., 2011; Кетлинский С.А.,
2009; Хайдуков С.В. и соавт., 2009; Korn T. et al., 2009]

При анализе содержания регуляторных Т-клеток с фенотипом
CD3+CD4+СD25+hi в крови пациентов с ТБ в разгар клинической картины болезни
и до назначения ПТП нами установлено значительное его повышение при всех
клинических формах заболевания (табл. 2). Показательно, что численность
CD3+CD4+СD25+hi клеток была выше у пациентов с наиболее тяжелыми формами
туберкулеза легких (ДТБ и ФКТБ), равно как и у больных с отрицательной реак-
цией Манту и при МЛУ ТБ независимо от клинической формы заболевания.

Т а б л и ц а  2

Субпопуляционный состав регуляторных Т-клеток периферической крови
у больных туберкулезом легких в зависимости от формы заболевания (%), Me (Q1-Q3)

Группы
обследован-
ных лиц

CD4+CD25+

Foxp3+
CD4+CD25−

Foxp3+
CD4+CD25+

Foxp3−
CD3+CD4−

CD25+
CD3+CD4+

CD25+hi γδТ

Здоровые
доноры

2,63
(2,00−3,29)

5,12
(4,76−9,75)

25,45
(22,30−27,60)

0,19
(0,13−0,26)

0,56
(0,33−0,72)

4,88
(4,12−6,26)

Больные
ИТБ

4,48
(3,10−6,00)
р1=0,047

6,95
(5,50−11,20)

17,52
(9,40−22,60)
р1=0,036

0,37
(0,28−0,45)
р1=0,042

0,72
(0,62−1,06)
р1=0,039

3,35
(2,86−4,15)
р1=0,029

Больные
ДТБ

5,35
(3,75−7,14)
р1=0,014

6,30
(5,50−8,00)

13,50
(8,40−17,20)
р1=0,005
р2=0,026

0,45
(0,25−0,67)
р1=0,021

1,18
(0,94−1,40)
р1=0,012
р2=0,024

2,34
(2,11−3,06)
р1=0,014
р2=0,046

Больные
ФКТБ

4,80
(3,20−6,00)
р1=0,045

8,50
 (4,20−11,50)
р1=0,049

19,50
(13,40−24,30)
р1=0,038
р2=0,047
р3=0,049

0,26
(0,22−0,38)
р1=0,042
р3=0,041

1,47
(1,22−1,79)
р1=0,034
р2=0,021
р3=0,044

1,72
(1,20−2,21)
р1=0,012
р2=0,041
р3=0,044

Прим е ч а н и е :  p1 – уровень статистической значимости различий по сравнению с группой
здоровых доноров; p2 – у больных ИТБ; p3 – у больных ДТБ.

Данный факт позволяет предположить, что при ТБ, особенно в случае рас-
пространенных деструктивных форм заболевания, сопровождающихся туберкули-
новой анергией и лекарственной резистентностью возбудителя, баланс между фак-
торами супрессии и активации иммунного ответа сдвигается в негативную сторо-
ну. Этот эффект может быть обусловлен не только увеличением количества регу-
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ляторных CD3+CD4+СD25+hi Т-клеток, но и повышением их функциональной ак-
тивности, связанной с подавлением процесса клональной пролиферации лимфоци-
тов. В подтверждение этому корреляционный анализ позволил установить наличие
отрицательной линейной зависимости между количеством CD3+CD4+СD25+hi кле-
ток в крови у больных ТБ и пролиферативной активностью лимфоцитов, как спон-
танной (r = –0,72; p < 0,05), так и PPD-индуцированной (r =–0,71; p < 0,05).

Рядом исследователей было продемонстрировано, что у CD8+ Т-клеток мож-
но индуцировать супрессивные свойства [Мейл Д. и соавт., 2007; Collison L. et. al.,
2007]. Подобно CD4+СD25+hi клеткам, CD8+ регуляторные T-клетки могут экс-
прессировать внутриклеточный транскрипционный фактор Foxp3. Они снижают
уровень экспрессии костимулирующих молекул на дендритных и эндотелиальных
клетках. Это в свою очередь индуцирует иммунологическую толерантность (анер-
гию). Однако для осуществления супрессорной функции CD8+ T-лимфоциты
должны быть примированы CD4+ Т-клетками при первичном иммунном ответе, в
результате чего они становятся способными супрессировать вторичный иммунный
ответ. При этом CD8+ регуляторные Т-клетки могут подавлять как Th1-, так и Th2-
ответ, а также контролировать ответ CD4+ Т-клеток на суперантиген и супресси-
ровать иммунный ответ посредством секреции цитокинов, включая интерферон
(IFN)γ, IL-6 и IL-10 [Мейл Д. и соавт., 2007; Murray P. J., 2005].

В ходе проведенных исследований нами установлено выраженное увеличение
численности регуляторных T-клеток с иммунофенотипом CD3+CD4−СD25+ при
всех клинических формах ТБ (табл. 2). Отметим, что в случае ИТБ и ДТБ их коли-
чество было выше по сравнению с контрольной группой в 2 и 2,5 раза соответст-
венно, в то время как при ФКТБ оно было значительно ниже, чем у больных ТБ с
иными клиническими формами заболевания, хотя и превышало аналогичный па-
раметр в группе здоровых индивидов. Увеличение количества CD4-негативных
регуляторных Т-клеток в острый период ТБ, по всей видимости, имеет неблаго-
приятное значение, поскольку является дополнительным иммуносупрессорным
механизмом, способствующим дальнейшему распространению инфекции и хрони-
ческому течению заболевания. Кроме того, корреляционный анализ показал нали-
чие отрицательной линейной зависимости между количеством CD3+CD4−СD25+

клеток в крови больных ТБ и спонтанным пролиферативным ответом лимфоцитов
in vitro (r = –0,83; p < 0,05). То есть увеличение содержания CD4-негативных регу-
ляторных T-клеток, равно как и числа CD3+CD4+СD25+hi Treg, способствует угне-
тению бласттрансформации лимфоцитов и в дальнейшем может привести к сни-
жению клональной пролиферации эффекторных Т-клеток в целом.

Известно, что клеточный иммунный ответ, опосредованный цитотоксически-
ми лимфоцитами (CTL), более агрессивен, чем воспалительный иммунный ответ
CD4-лимфоцитов, и приводит к массивной гибели инфицированных клеток. Пред-
полагается, что CD8+ (т.е. CD4-негативные) регуляторные Т-клетки супрессируют
именно цитотоксический ответ, однако исчерпывающих сведений по этому вопро-
су на сегодня нет [Maizels R.M., Smith K.A., 2011; Ohkura N., Sakaguchi S.,
2011;Yamazaki S. et al., 2008].

Показательно, что у больных ТБ с отрицательной реакцией Манту независи-
мо от клинической формы заболевания нами было зарегистрировано более высо-
кое содержание CD3+CD4−СD25+ клеток по сравнению с туберкулинпозитивными
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пациентами. При этом у туберкулиннегативных лиц, страдающих ДТБ и ФКТБ,
данный параметр был практически в 5 раз выше, чем у лиц с положительной про-
бой Манту.

В случае МЛУ ТБ нами установлены не столь однозначные закономерности.
Так, при МЛУ ДТБ численность CD3+CD4−СD25+ клеток оказалась в 3 раза выше,
чем при ЛЧ ДТБ. В то же время при ИТБ и ФКТБ, напротив, в случае ЛЧ МТБ
численность CD4-негативных регуляторных T-клеток в 2 раза превышала таковую
при МЛУ-вариантах заболевания.

Идентифицированная нами популяция CD4-негативных регуляторных T-
клеток, так же как и популяция CD4-позитивных регуляторных Т-клеток, является
гетерогенной и может включать в себя как CD3+CD8+ цитотоксические регулятор-
ные T-лимфоциты, так и двойные негативные (DN) «ранние» CD4−CD8− регуля-
торные Т-клетки [Ohkura N., Sakaguchi S., 2011; Sakaguchi S., 2011; Vignali D.A. et
al., 2008]. Аналогично CD4+ регуляторным Т-клеткам CD8+ регуляторные Т-
клетки могут дифференцироваться как в тимусе, так и на периферии в ходе им-
мунного ответа, при этом основным медиатором, инициирующим этот процесс,
является IL-10. Не исключается также образование CD8+ регуляторных T-клеток
из CD8+ CTL-лимфоцитов [Vignali D.A. et al., 2008; Мейл Д. и соавт., 2007; Mills
K. H. G., McGuirk P., 2004].

Выше мы отмечали, что основной функцией Treg является обеспечение пери-
ферической иммунологической толерантности к аутоантигенам. Тем не менее и в
обеспечении центральной толерантности им отведена определенная роль [Yun W.-J.
et al., 2010; Мейл Д. и соавт. 2007; Chrobák P., 2003], которая, возможно, опосредо-
вана, в том числе, и двойными негативными CD4−CD8− регуляторными
Т-клетками. Известно, что DN – это незрелые Т-клетки, поступающие в тимус, ко-
торые не экспрессируют корецепторные молекулы CD4 и CD8 и составляют около
3 % всех тимоцитов [Хаитов Р.М. и соавт., 2011; Ярилин А.А., 2010; Бурместер Г.-
Р., Пецутто А., 2009; Мейл Д. и соавт., 2007]. Примечательно, что в перифериче-
ской крови DN-клетки встречаются крайне редко, поэтому мы можем лишь пред-
полагать, что двойные негативные тимоциты входят в состав исследованной нами
субпопуляции CD3+CD4−СD25+ регуляторных Т-клеток.

Как известно, естественные Treg с фенотипом CD4+CD25+Foxp3+ и адаптив-
ные регуляторные CD4+CD25−Foxp3+ Т-лимфоциты являются ключевыми клетка-
ми-супрессорами иммунного ответа [Sakaguchi S., 2011; Ito Y. et al., 2009]. Анализ
количества Foxp3-позитивных регуляторных Т-клеток показал, что у всех пациен-
тов с ТБ независимо от клинической формы заболевания устанавливается повы-
шение числа CD4+CD25+Foxp3+ Treg по сравнению с группой здоровых лиц, в то
время как количество CD25-негативных регуляторных Т-клеток, содержащих мо-
лекулу Foxp3, возрастает только у больных ФКТБ (табл. 2). Данный факт позволя-
ет предположить, что в случае хронического деструктивного процесса в Treg-
опосредованной специфической иммуносупрессии задействованы регуляторные
Т-клетки, как естественные, так и образованные в ходе адаптивного иммунного
ответа.

Туберкулез, за исключением остропрогрессирующих форм, принято считать
«медленной» инфекцией, особенностью которой является длительно протекаю-
щий, но, к сожалению, неэффективный иммунный ответ на фоне избытка постоян-
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но персистирующего антигена. Продемонстрированное нами снижение численно-
сти Т-лимфоцитов с фенотипом CD4+CD25+Foxр3− при всех клинических формах
ТБ может быть обусловлено выявленным дефицитом продукции IL-2 и, как след-
ствие, угнетением не только пролиферации, но и дифференцировки Th0 в антиген-
специфические активированные Th1-лимфоциты.

Как показали проведенные нами исследования, количество CD4+CD25+Foxp3+

Treg-лимфоцитов в крови больных ИТБ и ДТБ вне зависимости от реакции Манту
и лекарственной чувствительности возбудителя к ПТП до начала специфической
терапии, т.е. в острую фазу туберкулезной инфекции, возрастает относительно та-
кового у здоровых доноров, так же как и в целом по группам. Схожая картина от-
мечалась при МЛУ ФКТБ и у больных ФКТБ с положительной пробой Манту.

По-видимому, такие изменения изначально способствуют формированию су-
прессии Тh1-ответа с целью предотвращения развития гиперергических иммунных
реакций и повреждения ткани легких. Так, например, в исследованиях S. Raghvan
(2005) и D.C. Lee (2010) была показана сдерживающая роль Treg в развитии им-
мунного воспаления и иммунопатологии, сопровождающей различные инфекци-
онные процессы [Lee D.C. et al., 2010; Webster K.E. et al., 2009; Raghvan S.,
Holmgren J., 2005]. Однако в конечном итоге эта в определенной степени компен-
саторная реакция, связанная с усиленной пролиферацией и дифференцировкой
Treg, приводит к негативным последствиям в виде ослабления эффективности
протективного иммунитета, способствуя генерализации и хронизации инфекции
[Vignali D.A. et al., 2008; Vahlenamp T.W. et al., 2005].

Очевидно, что повышение численности CD4+CD25+Foxp3+ Тreg в крови у
больных ТБ является неблагоприятным фактором. Основным путем реализации
эффекта Treg является тройное контактное взаимодействие, в которое наряду с
Treg и клетками-мишенями вовлекаются толерогенные дендритные клетки (ТДК)
[Sakaguchi S., 2011; Хаитов Р.М. и соавт., 2011; Ярилин А.А., 2010; Klein S. et al.,
2011; Vignali D.A. et al., 2008]. Возможно, Treg препятствуют формированию им-
мунного синапса между ТДК и эффекторной Т-клеткой. Допускается, что в основе
этого механизма лежит конкурентное взаимодействие негативного активатора
CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte antigen-1) с костимулирующими молекулами В7
(CD80/86) на поверхности клеток-мишеней, способствующее формированию
Т-клеточной анергии [Miyara M., Sakaguchi S., 2011; Хаитов Р.М. и соавт, 2011].
Таким образом, возрастающее количество Treg практически при всех клинических
формах и вариантах течения ТБ позволяет предположить, что именно они осуще-
ствляют главную иммуносупрессорную функцию при туберкулезной инфекции.

Известно, что Treg-клетки с фенотипом CD4+CD25+Foxp3+ «обучаются» в ти-
мусе на этапе негативной селекции и покидают тимус как популяция естественных
Treg, обладающая максимальной супрессорной активностью. Наряду с этим,
H.C. Dujardin et al. (2004) показали, что субпопуляция CD4+CD25+Foxp3+ Treg по-
полняется в периферическом отделе иммунной системы за счет их развития из
CD4+CD25− Т-клеток (конверсия Т-хелперов в регуляторные Т-клетки) вследствие
межклеточных взаимодействий с участием костимулирующих молекул при дейст-
вии TGF-β и в присутствии ТДК [Miyara M., Sakaguchi S., 2011; Хаитов Р.М. и со-
авт., 2011; Ярилин А.А., 2010; Cupedo T. et al., 2005; Toubi E. et al., 2005; Dujardin
H.C. et al., 2004]. Проявлением конверсии является экспрессия молекулы Foxp3
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внутри клетки, а также молекул CD25 и CTLA-4 на ее поверхности [Ярилин А.А.,
2010].

В связи с изложенным логично предположить, что у больных ТБ достаточно
высокое количество адаптивных регуляторных T-клеток в крови обусловлено не
только активацией межклеточных взаимодействий, но и продемонстрированной
нами усиленной продукцией цитокина-индуктора Treg – TGF-β. Отметим также,
что источником CD4+CD25+Foxp3+ Т-клеток при этом могли быть
CD4+CD25−Foxр3− Т-хелперы, дифференцирующиеся в тимусе и образующие ре-
зервный пул для формирования CD25+ Treg-лимфоцитов [Klein S. et al., 2011; Dar-
rasse-Jèze G. et al., 2009; Zelenay A.C. et al., 2005].

В свою очередь, регуляторные Т-клетки с фенотипом CD4+CD25−Foxр3+ в
связи с отсутствием экспрессии на их поверхности CD25-маркера принято считать
индуцированными, т.е. генерированными на периферии под воздействием TGF-β,
так как экспрессии маркера Foxр3 в большей степени способствует TGF-β, чем
IL-10, хотя и сами CD4+CD25−Foxр3+ Т-лимфоциты способны секретировать как
IL-10, так и TGF-β [Maizels R.M., Smith K.A., 2011; Sakaguchi S., 2011; Симбирцев
А.С., 2011; Ярилин А.А., 2010; Pop S. et al., 2005].

При оценке количества регуляторных T-лимфоцитов с фенотипом
CD4+CD25−Foxр3+ у туберкулинотрицательных больных ДТБ и ФКТБ показано
его увеличение относительно контрольных значений. При этом у больных с поло-
жительной реакцией Манту значения данного параметра были ниже таковых у
больных с отрицательной реакцией Манту вне зависимости от формы ТБ, что мо-
жет быть связано со способностью индуцированных регуляторных T-клеток кос-
венно влиять на формирование туберкулиновой анергии. Кроме того, нами выяв-
лено увеличение численности CD4+CD25−Foxр3+ регуляторных T-клеток у боль-
ных с МЛУ ТБ по сравнению с лекарственно-чувствительным вариантом заболе-
вания при ИТБ и ФКТБ.

 Вероятно, это могло быть индуцировано самими микобактериями. Так,
Л.В. Сахно и соавт. (2004) предположили, что штаммы микобактерий, резистент-
ные к стандартной химиотерапии, обладают особыми свойствами в отношении
индукции CD4+СD25+hi регуляторных Т-клеток с супрессорной активностью [Сах-
но Л.В. и соавт., 2004]. Таким образом, нельзя исключить тот факт, что при МЛУ
ТБ, с одной стороны, происходит активация механизмов иммунносупрессии как за
счет естественных, так и за счет адаптивных регуляторных T-клеток, с другой сто-
роны, лекарственно-устойчивые штаммы МБТ могут способствовать угнетению
иммунного ответа посредством индукции Treg.

Известно, что главными клетками-мишенями воздействия Treg являются ак-
тивированные CD4+ и CD8+ Т-клетки – основные эффекторные клетки противотубер-
кулезного иммунитета. Наивные Т-клетки более чувствительны к действию Treg, чем
Th1- и Th2-лимфоциты [Miyara M., Sakaguchi S., 2011; Sakaguchi S. et al., 2008;
Pace L. et al., 2005]. Выявленное в настоящем исследовании пониженное содержа-
ние Т-лимфоцитов с иммунофенотипом CD4+CD25+, не экспрессирующих транс-
крипционный фактор Foxр3, у туберкулинположительных пациентов вне зависи-
мости от клинической формы ТБ и в отсутствие взаимосвязи с лекарственной чув-
ствительностью МБТ к ПТП по сравнению с группой здоровых доноров, по всей
видимости, может быть обусловлено угнетением IL-2-зависимой пролиферации и
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дифференцировки Т-хелперов, а также влиянием регуляторных Foxр3+ Т-клеток,
обладающих супрессорной активностью и способных оказывать воздействие на
CD4+ и CD8+ Т-лимфоциты путем непосредственного контакта «cell-to-cell». При
этом нужно заметить, что у туберкулинположительных больных ФКТБ зафикси-
ровано более низкое количество T-клеток c фенотипом CD4+CD25+Foxр3− по
сравнению с туберкулинотрицательными пациентами этой же группы.

В то же время снижение содержания CD4+CD25+Foxp3− Т-лимфоцитов в пе-
риферической крови в условиях абсолютной и относительной лимфоцитопении в
целом можно рассматривать как проявление Т-клеточного иммунодефицита, свя-
занного либо с изначальной дезинтеграцией иммунной системы у больных ТБ, ли-
бо с формированием иммунологической недостаточности на фоне туберкулезной
инфекции.

Известно, что в случае действия Treg-лимфоцитов контактзависимым спосо-
бом на CD4+-клетки сами клетки-мишени приобретают супрессорные функции: у
них появляется способность секретировать TGF-β и IL-10, подавляя таким образом
пролиферативную и секреторную активность вторичных мишеней [Dieckmann D.
et al., 2005]. В свете показанных изменений и учитывая данные литературы, оче-
видно, что поддержание эффективного иммунного ответа в такой ситуации стано-
вится невозможным, что неизбежно ведет к утяжелению течения ТБ, а также не
исключает формирования у туберкулинположительных пациентов туберкулиновой
анергии в дальнейшем [Виноградова Т.И. и соавт., 2009; Перельман М.И., 2007;
Сахно Л.В. и соавт., 2004].

Туберкулиновая анергия у больных ТБ ассоциирована не только с МЛУ
M. tuberculosis, как продемонстрировано нами в ходе проведенных исследований,
но и с увеличением количества регуляторных Т-клеток в крови на фоне неспеци-
фической супрессии, проявляющейся в угнетении пролиферации Тh1-лимфоцитов
[Сахно Л.В. и соавт., 2006, 2004; Инсанов А. Б., 2005; Салина Т.Ю., Худзик Л.Б.,
2001]. Данный факт подтверждается наличием отрицательной взаимосвязи между
количеством Treg и показателями спонтанной (r = –0,6; p < 0,05) и индуцирован-
ной PPD (r = –0,7; p < 0,05) пролиферации лимфоцитов крови у больных ТБ с по-
ложительной реакцией на туберкулин вне зависимости от клинической формы за-
болевания. Это является еще одним доказательством того, что именно Treg-клетки
оказывают негативный эффект на пролиферацию лимфоцитов и опосредуют меха-
низмы формирования иммуносупрессии при ТБ. При этом имеются данные, ука-
зывающие на сопряженность туберкулиновой анергии с Т-клеточной анергией, а
также с более тяжелым характером течения ТБ [Cахно Л.В. и соавт., 2010, 2004;
Перельман М.И., 2007; Balikó Z. et al., 1998].

Регуляция иммунного ответа является сложным и многокомпонентным про-
цессом, при этом попытка отделить врожденный иммунитет от адаптивного вы-
глядит, по меньшей мере, искусственной [Ярилин А.А., 2010; Бурместер Г.-Р., Пе-
цутто А., 2009; Мейл Д. и соавт., 2007]. γδТ-клетки впервые были описаны в сере-
дине 1980-х годов Saito et al. (1984) и Brenner et al. (1986) как гетерогенная субпо-
пуляция Т-клеток с Т-клеточным рецептором, состоящим из γ- и δ- цепей (γδTCR)
[Нижегородова Д.Б., Зафранская М.М., 2009]. Принято считать, что эта минорная
МНС-нерестриктированная субпопуляция Т-лимфоцитов сочетает в себе свойства
клеток как врожденного, так и приобретенного иммунитета. Относительно недав-
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но γδТ-клетки рядом авторов были отнесены к естественным регуляторным
Т-клеткам [Хаитов Р.М. и соавт., 2011].

Анализируя количество γδТ-клеток в крови у больных ТБ в острую фазу за-
болевания до назначения специфической химиотерапии, мы установили его сни-
жение по сравнению с контрольной группой при ИТБ, ДТБ и ФКТБ в 1,5, 2 и
3 раза соответственно (табл. 2). Показано, что у пациентов с отрицательной про-
бой Манту при ИТБ количество γδТ-клеток в 2,5 раза ниже, чем у туберкулинпо-
ложительных больных ИТБ, и в 4 раза ниже, чем у здоровых доноров. При ДТБ и
ФКТБ наблюдалась противоположная картина, – у туберкулинотрицательных
больных численность γδТ-клеток оказалась сопоставимой с показателями в группе
здоровых лиц и выше, чем у туберкулинположительных пациентов. При этом в
случае МЛУ ИТБ количество γδТ-клеток было ниже, чем при ЛЧ ИТБ. У больных
ДТБ, напротив, при МЛУ-варианте заболевания численность γδТ-лимфоцитов по-
вышалась по сравнению с ЛЧ ДБТ. Что касается ФКТБ, то в данном случае коли-
чество γδТ-клеток не изменялось в зависимости от чувствительности M. tuberculo-
sis к ПТП.

То немногое, что в настоящее время известно о γδТ-лимфоцитах и биологиче-
ских функциях этой популяции Т-клеток, позволяет предположить, что приори-
тетная роль принадлежит эффектам действия γδТ-клеток на уровне системы муко-
зального иммунитета (иммунитета слизистых оболочек) и осуществлении ими
функции так называемых «местных киллеров» или клеток первой линии защиты
[Witherden D.A., Havran W.L., 2011; Bonneville M., Fournie J., 2005; Carding S., Egan
P., 2002]. При проникновении M. tuberculosis в организм человека в первую оче-
редь инициируется мукозальный иммунный ответ в лимфоидной ткани респира-
торного тракта, после чего возможна миграция альвеолярных макрофагов и денд-
ритных клеток в регионарные лимфатические узлы и развитие во вторичных лим-
фоидных органах специфического иммунного ответа с формированием эффектор-
ных клеток и клеток памяти. То есть иммунный ответ на патоген развертывается в
нескольких местах, соединенных между собой путями рециркуляции (миграции)
[Хаитов Р.М. и соавт., 2011; Ярилин А.А., 2010; Master S. et al., 2008; Мейл Д. и
соавт., 2007].

Выявленный нами дефицит циркулирующих γδТ-лимфоцитов у больных ТБ
может быть обусловлен пополнением пула резидентных (BALT-ассоциированных)
γδТ-клеток в ткани респираторного тракта для поддержания локального иммунно-
го ответа, репарации и интегративности альвеолярного эпителия [Witherden D.A.,
Havran W.L., 2011; Morita C. et al., 2007]. С другой стороны, гибель циркулирую-
щих γδТ-клеток можно связать с активацией антигениндуцированного рецептор-
ного апоптоза при деструктивных формах ТБ, в том числе и опосредованного им-
муносупрессорными эффектами регуляторных Т-клеток.

У пациентов с ТБ минимальное количество циркулирующих γδТ-клеток было
зафиксировано у больных ИТБ с отрицательной реакцией Манту, а также в случае
МЛУ ИТБ. Не исключается, что в отсутствие эффективного протективного им-
мунного ответа на фоне ограниченных возможностей применения ПТП у данных
больных в дальнейшем это может привести к быстрому распаду туберкулезных
инфильтратов и диссеминации инфекции [Виноградова Т.И. и соавт., 2009; Лева-
шов Ю.Н., Репин Ю.М., 2008; Перельман М.И., 2007].
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Интересен тот факт, что при ДТБ и ФКТБ у туберкулиннегативных пациентов
и у пациентов с МЛУ МБТ в случае диссеминированного ТБ численность цирку-
лирующих γδТ-клеток не отличалась от таковой у здоровых доноров. Вполне ве-
роятно, что при тяжелых и осложненных вариантах течения ТБ количество рези-
дентных γδТ-клеток в респираторном тракте уже не играет принципиальной «за-
щитной» роли и они частично мигрируют в циркуляцию. С другой стороны, фос-
фоантигены микобактерий являются активаторами γδТ-лимфоцитов, при этом для
ДТБ и ФКТБ в большинстве случаев характерна бактериемия. Следовательно,
присутствие γδТ-клеток в периферической крови в этой ситуации необходимо для
«сдерживания» распространяющейся инфекции. Кроме того, проведенный корре-
ляционный анализ показал наличие положительной линейной зависимости между
количеством γδТ-клеток в крови больных ТБ и спонтанной (r = 0,88; p < 0,05) и
PPD-индуцированной (r = 0,83; p < 0,05) пролиферацией лимфоцитов.

Таким образом, логично предположить, что пополнение пула циркулирую-
щих γδТ-лимфоцитов у больных МЛУ ТБ и пациентов с отрицательной реакцией
Манту в определенной степени является компенсаторным механизмом, который
способствует оптимальному функционированию иммунной системы в сложив-
шихся неблагоприятных условиях. Что касается иммуносупрессорной функции
γδТ-клеток, то при туберкулезной инфекции она, по-видимому, не является основ-
ной и обеспечивается другими популяциями регуляторных Т-клеток.

Т-клетки памяти – эффекторы вторичного иммунного ответа
на M. tuberculosis

Оценка оперативности и эффективности вторичного иммунного ответа на
презентируемый антиген, безусловно, связана с определением количества имму-
номемориальных CD45R0+ Т-клеток. Фенотипическим признаком дифференци-
ровки наивных Т-клеток в Т-клетки памяти принято считать появление на их по-
верхности изоформы CD45R0 взамен изоформы CD45RA. Кроме того, молекула
CD45R0 является поверхностным маркером ряда субпопуляций Т-хелперов, в том
числе Т-хелперов активированных и адаптивных регуляторных Т-клеток [Ohara T.
et al., 2002].

В ходе проведенных исследований установлено, что при ИТБ и ДТБ количе-
ство CD45R0+ Т-клеток памяти не отличается от аналогичного параметра у здоро-
вых доноров, в то время как при ФКТБ их количество в 1,5 раза превышает кон-
трольные значения.

Комментируя вышеуказанные изменения, отметим, что в случае ФКТБ уве-
личение количества Т-клеток памяти, во-первых, связано с длительной циркуля-
цией M. tuberculosis в крови больных и соответственно с перманентным пополне-
нием пула «истинных» CD45R0+ Т-лимфоцитов, образующихся под влиянием ан-
тигенного распознавания и специфического иммунного ответа. Во-вторых, выяв-
ленная нами лимфоцитопения, особенно выраженная у больных ФКТБ и сопрово-
ждающаяся гипопродукцией IL-2, является фактором, инициирующим процесс
гомеостатической пролиферации лимфоцитов, в ходе которой происходит поли-
клональная индукция Т-клеток с одновременной экспрессией на их поверхности
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молекулы CD45R0 (в данном случае принято говорить о «суррогатных» Т-клетках
памяти) [Хаитов Р.М. и соавт., 2011; Ярилин А.А., 2010; Allen A.J. et al., 2009, Коз-
лов В.А., 2006].

 Установлено, что помимо классического пути формирования Т-клеток памя-
ти существует механизм образования фенотипически сходных клеток, образую-
щихся в процессе гомеостатической пролиферации, т.е. пролиферации, вызванной
не антигенной стимуляцией, а снижением содержания в организме общего пула
Т-лимфоцитов [Ярилин А.А., 2010; Козлов В.А., 2006].

Более интересными представляются изменения количества CD45R0+

Т-клеток, выявленные нами у больных ТБ в зависимости от реакции на внутри-
кожное введение туберкулина и лекарственной чувствительности МБТ к ПТП.
Так, в группе больных с отрицательной реакцией Манту количество Т-клеток па-
мяти было ниже, чем у туберкулинположительных пациентов в 2,5 раза при ИТБ и
в 4 раза при ДТБ. У больных с МЛУ ИТБ и ФКТБ количество Т-клеток памяти
превышало не только контрольные значения, но и их численность у пациентов с
ЛЧ-вариантами соответствующих клинических форм заболевания. При ЛЧ ДТБ,
напротив, количество иммуномемориальных Т-лимфоцитов оказалось выше в
сравнении с МЛУ ДТБ и не отличалось от контрольных значений.

Напомним, что отрицательная реакция Манту у больных с верифицирован-
ным диагнозом ТБ свидетельствует о неэффективности вторичного иммунного от-
вета на M. tuberculosis и сопряжена с Т-клеточной анергией. С этой точки зрения
снижение численности CD45R0+ Т-клеток памяти у туберкулиннегативных паци-
ентов является вполне закономерным и обоснованным, так как именно данная по-
пуляция Т-лимфоцитов играет ключевую роль в ускоренной презентации антигена
и реализации вторичного ответа.

Известно, что в процессе презентации антигена Т-клетки памяти могут быть
активированы любыми антигенпрезентирующими клетками (АПК) в отличие от
наивных CD45RА+ Т-клеток, которые активируются исключительно дендритными
клетками [Ярилин А.А., 2010; Sereti I. et al., 2005; Uehara T. et al., 1992]. Не вызы-
вает сомнений, что дефицит иммуномемориальных Т-клеток при отсутствии реак-
ции на внутрикожное введение туберкулина у пациентов с ТБ является негатив-
ным фактором в аспекте прогнозирования исходов заболевания. Обнаруженное
нами увеличение численности Т-клеток памяти в группах больных МЛУ ИТБ и
ФКТБ может быть связано либо с активацией процесса гомеостатической проли-
ферации, причины и механизм которой рассмотрены выше, либо с наличием опре-
деленных иммуномодулирующих свойств у лекарственно-устойчивых штаммов
M. tuberculosis, активирующих вторичный иммунный ответ. Однако это лишь
предположение, требующее дальнейшего детального исследования.

В ряде работ показано, что Treg-клетки, так же как и Т-клетки памяти, экс-
прессируют молекулу CD45R0. Особенно важным представляется, что регулятор-
ной функцией обладают только те субпопуляции CD25+ T-клеток, которые несут
на своей поверхности маркер CD45R0 [Хайдуков С.В., Зурочка А.В., 2011;
Vignali D.A. et al., 2008; Мейл Д. и соавт., 2007; Sereti I. et al., 2005]. В свете изло-
женного, еще одной причиной роста численности CD45R0+ Т-клеток при МЛУ ТБ
может быть увеличение их количества за счет различных субпопуляций регуля-
торных Т-клеток.
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Прогноз множественной лекарственной устойчивости
у больных туберкулезом легких

Для построения модели прогноза МЛУ и ЛЧ у пациентов с ТБ был использо-
ван дискриминантный анализ [Юнкеров В.И., Григорьев С.Г., 2002]. Решающие
правила (дискриминантные функции) представляли собой линейные классифика-
ционные функции вида

1, 2 0, 1, 1 2, 2 ,( ,..., ) ...j n j j j n j nd x x x b b x b x b x= + + + + ,

где jd  – линейная дискриминантная функция для j -й группы пациентов; 0, jb  –
константа для j -й линейной дискриминантной функции; 1, 2, ,, ,...,j j n jb b b  – коэффи-
циенты для признаков 1 2, ,..., nx x x  в j -й линейной дискриминантной функции;

1 2, ,..., nx x x  – значения признаков классифицируемого пациента.
Для решения задачи прогноза по измеренным у пациента иммунологическим

показателям производился расчет дискриминантных функций, соответствующих
МЛУ ТБ и ЛЧ ТБ (табл. 3). Пациента относили к той группе, для которой линейная
дискриминантная функция принимала максимальное значение. При проведении
расчетов использовался пакет прикладных программ Statistica 6.0 [Реброва О.Ю.,
2002].

Качество диагностики состояния по построенным решающим правилам пред-
ставлено в табл. 4.

Т а б л и ц а  3

Коэффициенты линейных дискриминантных функций (F (4,25) = 4,50; p < 0,0071)

Коэффициенты ,j ib
Показатели

1d (группа ЛЧ ТБ) 2d (группа МЛУ ТБ)
Константа, ,0jb –14,0015 –22,6954

Показатели, ix
CD45R0+, % –0,0626 –0,1710

CD3+CD4+CD25−: Th, % 0,5181 0,6689
CD3+CD4+CD25+hi, % 2,4285 3,1202
CD4+CD25+Foxp3−, % 0,2255 0,3229

Т а б л и ц а  4

Классификационная матрица результатов дискриминантного анализа

Прогноз варианта течения туберкулеза легких
по использованной модели

% правильного
прогноза

Вариант течения
туберкулеза легких

ЛЧ ТБ МЛУ ТБ
ЛЧ ТБ 15 3 83,3
МЛУ ТБ 2 10 83,3
Всего 17 13 83,3
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Обучающую выборку составили 12 пациентов с МЛУ ТБ и 18 – с ЛЧ ТБ. У
каждого пациента были определены 10 иммунологических показателей, характе-
ризующих количественный состав иммунокомпетентных клеток крови в целом, а
также субпопуляционный состав регуляторных Т-клеток. Лекарственную чувстви-
тельность M. tuberculosis к ПТП определяли методом абсолютных концентраций.
Клиническую форму ТБ устанавливали на основании данных рентгенологического
исследования легких. При этом пациенты объединялись в группы с ЛЧ ТБ и МЛУ
ТБ независимо от формы заболевания, поскольку, по данным ряда авторов, риск
развития МЛУ не зависит от клинической формы ТБ [Маркелов Ю.М., Нарвская
О.В., 2010; Перельман М.И., 2007; Коровкин В.С., 2003].

В результате применения процедуры пошагового дискриминантного анализа
из 10 исходных показателей были построены правила классификации, включаю-
щие 4 наиболее информативных показателя, представленных в табл. 3. Их исполь-
зование позволяет прогнозировать вариант течения ТБ с вероятностью более 83 %.
Интересно отметить, что в числе наиболее информативных показателей оказались
CD45R0+ Т-клетки памяти, регуляторные Т-клетки с иммунофенотипами
CD3+CD4+CD25+hi и CD4+CD25+Foxp3−, а также CD3+CD4+CD25− Т-хелперы.

Наряду с пошаговым дискриминантным анализом была также построена про-
гностическая модель методом многомерной логистической регрессии (табл. 5), в
которой нами были учтены все 10 иммунологических показателей:

0 1 1

0 1 1

exp( ... )
1 exp( ... )

n n

n n

b b x b xp
b b x b x
+ +

=
+ + +

,

где p  – вероятность отнесения пациента к одной из двух групп (ЛЧ или МЛУ);
0b  – константа; 1 2, ,..., nb b b  – коэффициенты для признаков 1 2, ,..., nx x x .

Результаты моделирования представлены в табл. 5, 6. Видно, что логистиче-
ская модель дает в целом такое же качество правильного прогноза, как и дискри-
минантная, однако вероятность правильного прогноза для ЛЧ ТБ несколько более
высокая по сравнению с МЛУ ТБ.

Т а б л и ц а  5

Коэффициенты логистической регрессии (χ2 (10) = 17,33; p = 0,0674)

Показатели ib
Константа, b0 –8,191
Показатели, xi

CD4+CD25+Foxp3−, % 0,064
CD4+CD25+Foxp3+, % 0,102
CD4+CD25−Foxp3+, % –0,038
Лейкоциты, ×109/л –0,268
Лимфоциты, % 0,021

CD3+CD4−CD25+, % –0,365
CD3+CD4+CD25+hi, % –0,706

CD3+CD4+CD25−: Th, % 0,149
γδТ-лимфоциты, % –0,011

CD45R0+ Т-клетки, % –0,135
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Т а б л и ц а  6

Классификационная матрица результатов логистической регрессии

Прогноз варианта течения туберкулеза легких
по использованной модели

% правильного
прогноза

Вариант течения
туберкулеза легких

ЛЧ ТБ МЛУ ТБ
ЛЧ ТБ 16 2 88,9
МЛУ ТБ 3 9 75,0
Всего 19 11 83,3

Следует заметить, что хотя представленные прогностические модели получены
нами на обучающей выборке сравнительно небольшого объема, анализ результатов
моделирования позволяет сделать вывод, что использование данного комплекса
иммунологических показателей для прогноза МЛУ и ЛЧ при ТБ может оказаться
перспективным и эффективным методом выявления больных ТБ, предрасположен-
ных к формированию МЛУ M. tuberculosis к ПТП.

 В то же время нельзя не отметить, что в случае использования дискриминант-
ной модели прогноза МЛУ ТБ мы можем ограничиться четырьмя выявленными нами
наиболее информативными параметрами иммунного статуса. Это принципиально
важно в плане методологического аспекта осуществления прогноза МЛУ у больных
ТБ, так как данная модель позволит значительно сократить временные и финансовые
затраты на проведение обследования пациента.

Активация апоптоза и угнетение пролиферации лимфоцитов
как иммуносупрессорные эффекты регуляторных Т-клеток

при множественно лекарственно-устойчивом туберкулезе легких

Одна из функций регуляторных Т-клеток – активация апоптоза. В данном
случае механизмы апоптоза используются для регуляции развития тимоцитов,
формирования «репертуара» Т-клеток, их селекции и для координации событий,
ведущих к иммунному ответу на периферии – эндогенный (митохондриальный)
апоптоз [Хайдуков С.В., Зурочка А.В., 2011; Pandiyan P. et al., 2007]. В то же время
при помощи перфорин/гранзимных путей Treg могут управлять адаптивным им-
мунным ответом [Maizels R.M., Smith K.A., 2011; Giovannetti A. et al., 2008].

Несомненный интерес представляют полученные нами данные относительно
апоптоза и пролиферации лимфоцитов крови в зависимости от клинической фор-
мы ТБ и лекарственной чувствительности M. tuberculosis к ПТП. Примечательно,
что при оценке указанных параметров наиболее показательные их изменения были
зарегистрированы у больных ДТБ – резкое повышение количества апоптотических
лимфоцитов в крови на фоне снижения числа пролиферирующих лимфоидных
клеток. При ИТБ численность лимфоцитов, вступивших в апоптоз, лишь несколь-
ко возрастала, а при ФКТБ и вовсе не отличалась от аналогичного параметра у
здоровых лиц.

По-видимому, это объясняется тем, что ДТБ является ареактивной клиниче-
ской формой заболевания, для которой характерно выраженное угнетение анти-
генспецифического Th1-иммунного ответа и активация апоптоза Th1-лимфоцитов.
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Вероятно, в такой ситуации усиливается метаболическая активность В-лимфо-
цитов за счет повышения продукции цитокинов Treg- и Th2-профиля, в том числе
IL-4, IL-10, TGF-β, обладающих проапоптотической и иммуносупрессорной ак-
тивностью, что приводит к включению гуморальных механизмов иммунного отве-
та и, как следствие, к отрицательной клинической динамике заболевания [Сим-
бирцев А.С., 2011; Ярилин А.А., 2010; Барри Р. Блум, 2002].

Кроме того, по данным M. Aleman et al. (2002), активация циркулирующих
моно- и полиморфноядерных лейкоцитов, полученных от больных с активными
формами ТБ, к которым, несомненно, относится ДТБ, ассоциируется с индукцией
рецепторного апоптоза данного типа клеток. Авторы установили, что биологиче-
ские эффекты МБТ проявляются ускорением апоптоза мононуклеарных лейкоци-
тов и гранулоцитов и предположили наличие взаимосвязи данного факта с процес-
сами избыточной активации макрофагов и колонизации их M. tuberculosis [Aleman
M. et al., 2002].

Установлено, что Treg могут подавлять иммунный ответ на любой его стадии,
активируя апоптоз и угнетая пролиферацию практически всех идентифицирован-
ных на сегодня клонов Т-хелперов [Miyara M., Sakaguchi S., 2011; Sakaguchi S.,
2011; Хаитов Р.М. и соавт., 2011; Хайдуков С.В., Зурочка А.В., 2011]. В подтвер-
ждение этому отметим, что анализ взаимосвязей между количеством
CD4+CD25+Foxp3+ регуляторных Т-клеток и показателями пролиферации и апоп-
тоза лимфоцитов крови у больных ТБ показал наличие отрицательной корреляции
между численностью Treg и пролиферирующих клеток (r = –0,68; p < 0,05) и по-
ложительной корреляции между численностью Treg и клеток, вступивших в апоп-
тоз (r = 0,68; p < 0,05). Аналогичные взаимосвязи были установлены между коли-
чеством CD3+CD4+CD25+hi, а также CD8+ регуляторных Т-клеток и количеством
пролиферирующих и апоптотических лимфоцитов крови (r = –0,89; p < 0,05 и
r = 0,89; p < 0,05 соответственно).

Интересно, что совершенно противоположная картина отмечалась при анали-
зе взаимосвязей между содержанием γδТ-клеток в крови больных ТБ и показате-
лями пролиферации и апоптоза лимфоцитов крови. Так, между количеством γδТ- и
пролиферирующих клеток устанавливалась сильная положительная линейная за-
висимость (r = 0,92; p < 0,05), в то время как между количеством γδТ-клеток и кле-
ток, вступивших в апоптоз, обнаруживалась сильная отрицательная корреляция
(r = −0,92; p < 0,05).

Продемонстрированные взаимосвязи позволяют сделать заключение, что хотя
γδТ-клетки весьма чувствительны к апоптозу, сами они, возможно, являются пози-
тивными активаторами иммунного ответа, т.е. индуцируют пролиферацию и по-
давляют апоптоз иммунокомпетентных клеток. Однако об этой предположитель-
ной функции γδТ-клеток на сегодня данных нет.

В дополнение к изложенному о Treg следует отметить, что адаптивные Treg
преимущественно экспрессируют гранзим В и могут лизировать клетки-мишени
перфоринзависимым путем, в то же время естественные активированные Treg экс-
прессируют гранзим А и молекулу CD95, то есть они оказывают свое регулирую-
щее влияние через супрессию, обусловленную цитотоксической активностью и
Fas/FasL-индуцированным апоптозом [Maizels R.M., Smith K.A., 2011; Мейл Д. и
соавт., 2007; Pandiyan P. et al., 2007]. Также нами показано увеличение численно-
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сти апоптотических клеток на фоне снижения количества пролиферирующих
лимфоцитов у пациентов с МЛУ ТБ, вероятно, за счет способности лекарственно-
устойчивых штаммов M. tuberculosis к активации апоптоза иммунокомпетентных
клеток и угнетению иммунного ответа посредством индукции Treg на периферии
[Сахно Л. В. и соавт., 2004; Grossman W.J. et al., 2004].

Таким образом, полученные нами данные при исследовании апоптоза и про-
лиферации лимфоцитов крови при ТБ можно охарактеризовать неоднозначно. С
одной стороны, мы можем рассматривать активацию апоптоза при ДТБ как фактор
угнетения клональной экспансии и дифференцировки антигенспецифических
Тh1-лимфоцитов либо связать ее с индукцией гибели клеток антигенами МБТ,
равно как и с реализацией описанных выше иммуносупрессорных эффектов Treg-
лимфоцитов. С другой стороны, в случае избытка антигена при ДТБ, возможно,
активируется и экзогенный (рецепторный) апоптоз Т-лимфоцитов, выступающий
как механизм ограничения гиперактивации антигенспецифических клонов эффек-
торных клеток.

Отсутствие выраженных изменений в показателях программированной гибе-
ли и пролиферации лимфоцитов крови при ФКТБ, скорее всего, объясняется инак-
тивацией рецепторного апоптоза вследствие анергии клеток-эффекторов иммун-
ного ответа на фоне длительного хронического течения инфекционного процесса.

Напомним, что ФКТБ характеризуется значительным снижением количества
и функциональной активности всех клеток-участников иммунного ответа на мико-
бактериальные антигены, в том числе различных субпопуляций Т-лимфоцитов (в
том числе Th1, Th2, Тh-активированных), В-лимфоцитов, а также моно- и поли-
морфноядерных лейкоцитов, что свидетельствует о формировании частичной либо
полной иммунологической толерантности на воздействие антигенного стимула
[Nandi B., Behar S.M., 2011; Левашов Ю.Н., Репин Ю. М., 2008; Перельман М.И.,
2007; Воронкова О.В. и соавт., 2007]. Возможно, что у обследованных нами боль-
ных ФКТБ значительно индуцирована иммунологическая толерантность к M. tu-
berculosis, связанная со стабильной рециркуляцией антигена в организме. В этом
случае логично предположить включение негативных активаторов сигнальной
трансдукции (CD39, CD73, CD152), блокирующих рецепторный апоптоз [Deaglio
S. et al., 2007; Kasprowicz D.J. et al., 2003].

Вероятно, на фоне хронического деструктивного воспалительного процесса
пролиферация отдельных клонов лимфоцитов частично компенсирует глубокий
комбинированный иммунодефицит, характерный для ФКТБ, и поддерживает
функционирование иммунной системы в целом во избежание гибели организма.
Активацию апоптоза на фоне угнетения пролиферативной активности клеток у
больных ТБ с МЛУ можно связать со способностью лекарственно-устойчивых
штаммов МБТ стимулировать апоптоз иммунокомпетентных клеток, а также с ак-
тивацией и индукцией Treg. Немаловажным является то обстоятельство, что им-
муносупрессорные эффекты Treg и лекарственно-устойчивых штаммов M. tuber-
culosis являются однонаправленными в аспекте активации апоптоза и угнетения
пролиферации лимфоцитов.



29

Особенности цитокиновой регуляции иммунного ответа
и роль функционального полиморфизма генов цитокинов
в развитии ее нарушений у больных туберкулезом легких

Цитокиновая регуляция иммунного ответа при туберкулезе легких является
сложным многокомпонентным процессом, обеспечивающим поддержание баланса
между стимуляторами и ингибиторами как врожденного, так и адаптивного имму-
нитета. Функциональная активность исследованных нами различных субпопуля-
ций регуляторных Т-клеток во многом связана с продукцией ими достаточно раз-
нообразного спектра иммуноактивных медиаторов, в том числе с ингибирующей
активностью. В то же время иммуносупрессорные эффекты регуляторных Т-кле-
ток обусловлены не только секрецией ими цитокинов, но и воздействием на них
местного цитокинового микроокружения [Симбирцев А.С., 2011; Козлов В.А. и
соавт., 2009].

Оценивая секрецию цитокинов, ассоциированных с Th1-лимфоцитами (IFNγ
и IL-2), мы установили, что до назначения противотуберкулезных химиопрепара-
тов в разгар клинической картины заболевания у пациентов с ТБ независимо от
его клинической формы уровень базальной секреции IFNγ значительно превышал
контрольные значения. При этом у больных ФКТБ он был несколько ниже, чем в
случае ДТБ и ИТБ. Анализ BCG-индуцированной секреции IFNγ у больных ТБ
также показал ее выраженное увеличение вне связи с клинической формой заболе-
вания. Интересно, что во всех обследованных группах пациентов с ТБ уровень ба-
зальной и BCG-индуцированной секреции IFNγ был достоверно выше у больных с
лекарственно-чувствительными вариантами заболевания в сравнении с МЛУ ТБ.
Схожая картина наблюдалась и у больных ТБ с положительной реакцией Манту (в
данном случае уровень базальной и BCG-индуцированной секреции IFNγ превы-
шал аналогичные значения у больных ТБ с отрицательной реакцией Манту).

Отметим, что в последнее время появились сведения о способности IFNγ, на-
ряду с IL-2, выполнять функции контроля за гиперактивацией клеточного имму-
нитета с участием регуляторных Т-лимфоцитов. IFNγ может синтезироваться Treg
при их активации и подавлять пролиферацию Т-лимфоцитов, экспрессирующих
рецепторы IFNγ 1-го и 2-го типов [Sakaguchi S., 2011; Кетлинский С.А., Симбир-
цев А.С., 2008; Wood K., Sawitzki B., 2006]. Таким образом, можно полагать, что
высокая концентрация IFNγ в супернатантах культуральных суспензий мононук-
леаров периферической крови (МПК) у обследованных нами больных ТБ могла
поддерживаться за счет секреторных способностей отдельных субпопуляций Treg-
лимфоцитов.

При исследовании секреции IL-2 МПК in vitro у больных ТБ было установле-
но снижение ее базального уровня при ФКТБ, в то время как угнетение BCG-
индуцированной секреции IL-2 отмечалось при всех клинических формах ТБ, а
также вне зависимости от лекарственной чувствительности возбудителя к ПТП и
реакции Манту (коррелирующее с относительной лимфоцитопенией при ИТБ и
ДТБ; r = 0,70, р < 0,05). Анализ IL-2-секреторной активности МПК in vitro у боль-
ных ТБ с различной чувствительностью возбудителя к ПТП (ЛЧ ТБ и МЛУ ТБ)
показал, что в группе больных с диссеминированным и фиброзно-кавернозным
МЛУ ТБ дефицит образования IL-2 был более выраженным, чем при аналогичных
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клинических формах ЛЧ ТБ. При этом более значимый дефицит базальной секре-
ции IL-2 отмечался у туберкулинотрицательных больных ФКТБ.

Уникальная роль IL-2 в регуляции иммунитета связана не только с выполне-
нием им функций ростового фактора, но и с контролем за гиперактивацией им-
мунной системы посредством стимуляции пролиферации и дифференцировки
Treg-лимфоцитов [Козлов В.А. и соавт., 2009; Malek T., Bayer A., 2004]. Показано,
что нейтрализация IL-2 антителами или его генетически обусловленный дефицит
приводят к снижению содержания CD4+CD25+hi регуляторных Т-клеток в крови
[Setoguchi R. et al., 2005]. Однако сведения литературы относительно действия
IL-2 на дифференцировку и пролиферацию Treg-клеток противоречивы и неодно-
значны. По данным A.M. Thornton, E.M. Shevach (2000), высокие дозы IL-2, усили-
вая пролиферацию самих Treg-клеток, подавляют их супрессорную активность, но
после завершения экспансии медиатора супрессорная активность Treg-клеток ока-
зывается выше в разы, чем до действия IL-2 [Thornton A.M., 2006; Thornton A.M.,
Shevach E.M., 2000]. Вместе с тем имеются сведения иного характера: IL-2, дейст-
вуя на активированные Treg, не влияет на их пролиферацию, повышая при этом
выживаемость и объем популяции Treg-клеток [Bensinger S.J., et al., 2004]. Веро-
ятно, указанные разногласия обусловлены особенностями действия IL-2 на разные
этапы дифференцировки, пролиферации и активации Тreg-клеток, а также эффек-
тами различных доз цитокина, что объясняет установленное нами увеличение со-
держания иммуносупрессорных (Foxp3+) Treg-лимфоцитов в крови на фоне сни-
жения секреции IL-2 in vitro.

Исследование содержания в супернатантах культуральных суспензий МПК
цитокинов, ассоциированных с Treg- и Th2-лимфоцитами (IL-4, IL-10 и TGFβ), об-
ладающих противовоспалительной и иммуносупрессорной активностью, позволи-
ло установить, что повышенный уровень базальной и BCG-индуцированной сек-
реции IL-4 регистрировался у больных ДТБ (табл. 7), в том числе при МЛУ-
варианте ДТБ и у пациентов с ДТБ независимо от реакции на внутрикожное вве-
дение туберкулина. У пациентов с ФКТБ, напротив, отмечалось снижение базаль-
ной и (как и при ИТБ) BCG-индуцированной  секреции IL-4 (табл. 7). На наш
взгляд, это связано с тем, что при ДТБ реализуется преимущественно специфиче-
ский Th2-иммунный ответ с активацией В-лимфоцитов и их дифференцировкой в
плазматические клетки-эффекторы гуморального иммунного ответа [Лядова И.В.,
Гергерт В.Я., 2009; Перельман М.И., 2007].

Как было отмечено выше, Treg обладают способностью ингибировать функ-
ции других клеток иммунной системы при непосредственном контакте или опо-
средованно через секрецию иммуносупрессорных цитокинов: IL-10 и ТGFβ [Mi-
yara M., Sakaguchi S., 2011; Nishikawa H. et al., 2005; Sakaguchi S. 2004]. В настоя-
щее время установлено, что IL-10 подавляет продукцию не только провоспали-
тельных цитокинов, но и цитокинов, ассоциированных с Th2- и Th17-лимфо-
цитами. Кроме того, показана важная роль IL-10 в ограничении развития реакций
врожденного и приобретенного противоинфекционного иммунитета, способных
вызывать повреждение тканей организма [Симбирцев А.С., 2011; Ярилин А.А.,
2010]. В связи с этим, IL-10 представляется «идеальным» цитокином-супрессором
иммунного ответа.
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Т а б л и ц а  7

Секреция цитокинов с иммуносупрессорной активностью IL-4, IL-10 и TGF-β in vitro
у больных туберкулезом легких в зависимости от формы заболевания, Me (Q1−Q3)

IL-4 (пг/мл) IL-10 (пг/мл) TGF-β (пг/мл)Группы
обследован-
ных лиц

Без
индукции

(базальная)

При
индукции

BCG

Без
индукции

(базальная)

При
индукции

BCG

Без
индукции

(базальная)

При
индукции

BCG

Здоровые
доноры

39,98
(21,140−

55,04)

43,69
(26,46−
68,55)

25,29
(13,50−
33,56)

26,21
(22,74−
60,22)

1108,75
(929,80−
1487,20)

1087,80
(500,00−
1412,60)

Больные
ИТБ

35,45
(16,26−
52,27)

26,53
(19,53−
42,67)
р1=0,039
р4=0,047

52,29
(27,73−
61,06)
р1=0,017

59,27
(42,63−
65,18)
р1=0,004

812,83
(471,52−
1079,10)
р1=0,004

955,30
(317,46−
1147,26)

Больные
ДТБ

54,82
(39,71−
78,20)
р1=0,042
р2=0,010

59,72
(44,12−
89,88)
р1=0,012
р2=0,001

19,20
(11,43−
32,17)
р1=0,042
р2=0,012

26,63
(21,57−
44,23)
р2=0,003

1227,72
(751,30−
1676,20)
р1=0,018

712,70
(642,50−
789,56)
р1=0,037
р4=0,017

Больные
ФКТБ

24,28
(14,62−
53,17)
р1=0,032
р2=0048
р3=0,027

36,29
(29,45−
48,62)
р1=0,043
р2=0,042
р3=0,029
р4=0,036

21,30
(14, 37−
35,27)
р3=0,018

16,55
(10,20−
25,60)
р1=0,050
р2=0,012
р3=0,050

1742,58
(934,55−
2517,13)
р1=0,010
р2=0,008
р3=0,018

1431,62
(754,72−
2461,17)
р1=0,046
р2=0,049
р3=0,027
р4=0,047

Прим е ч а н и е .  p1 – уровень статистической значимости различий по сравнению с пара-
метрами у здоровых доноров; p2 – у больных ИТБ; p3 – у больных ДТБ; р4 – с базальной сек-
рецией.

В ходе проведённых исследований нами было зарегистрировано повышение
уровня базальной и BCG-индуцированной секреции IL-10 in vitro у больных ИТБ в
целом по группе (табл. 7) и вне зависимости от реакции на туберкулин, а также
при лекарственно-чувствительном варианте заболевания. Cнижение секреции
IL-10 in vitro было отмечено только в группах пациентов с ДТБ (табл. 8) и лекар-
ственно-чувствительным ФКТБ (при МЛУ ФКТБ она была, напротив, повышен-
ной). Уровень базальной секреции IL-10 у больных ФКТБ с отрицательной реак-
цией Манту был сопоставимым с аналогичным показателем у здоровых доноров, в
то время как уровень BCG-индуцированной секреции значительно снижался, что,
по всей вероятности, свидетельствует о снижении функциональных резервных
возможностей CD4-позитивных лимфоцитов, в числе которых могут быть и Treg-
клетки.

Что касается TGF-β, то уровень базальной и BCG-индуцированной продукции
данного медиатора у больных ИТБ как в целом по группе (табл. 7), так и при
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МЛУ-варианте ИТБ был ниже, чем у здоровых доноров и больных фиброзно-
кавернозным и (при МЛУ M. tuberculosis) диссеминированным ТБ. В последних
случаях, напротив, отмечалось повышение продукции медиатора, при этом у
больных ФКТБ регистрировались наиболее высокие ее значения, что является не-
благоприятным фактором, поскольку известно, что гиперпродукция TGF-β спо-
собствует хронизации воспалительного процесса, формированию фиброза и дест-
руктивных изменений в легочной ткани [Fichtner-Feigl S. et al., 2006].

Отметим, что активированные Treg-клетки сами по себе анергичны: in vitro
они слабо пролиферируют и слабо секретируют цитокины, и лишь IL-10 и TGF-β
секретируются Treg-клетками в значительных количествах [Maizels R.M., Smith
K.A., 2011; Miyara M., Sakaguchi S., 2011; Pop S.M. et al., 2005], что отчасти под-
тверждается положительной корреляцией между уровнем продукции ТGF-β и коли-
чеством в крови регуляторных Т-клеток с иммунофенотипами CD4+CD25+Foxp3+

(r = 0,90, p < 0,01), CD4+CD25−Foxр3+ (r = 0,53, p < 0,05) и CD3+CD4+CD25+hi

(r = 0,58, p < 0,05), а также уровнем продукции IL-10 и количеством регуляторных
Т-клеток c иммунофенотипом CD4+CD25−Foxр3+ (r = 0,49, p < 0,05).

Для решения вопроса о наличии или отсутствии при ТБ генетически детер-
минированного дисбаланса базальной и BCG-индуцированной продукции in vitro
цитокинов, контролирующих реакции противотуберкулезного иммунитета и ассо-
циированных с развитием и функциональной активностью регуляторных Т-клеток,
актуальным было изучение аллельного полиморфизма генов IL2, IL4, IL10, IFNG,
TGFВ.

В ходе проведенных исследований показано, что у больных ТБ распределение
аллелей и генотипов исследуемых полиморфных сайтов генов цитокинов значимо
отличается от такового в группе здоровых индивидов (табл. 8).

Так, было установлено изменение частот аллельных вариантов Т-330G гена
IL2 среди больных ТБ, заключающееся в преобладании у них гетерозиготного ва-
рианта TG над гомозиготными генотипами. У больных ТБ значимо чаще регистри-
ровался генотип GG и значимо реже – генотип ТТ гена IL2, чем в группе контроля
(табл. 8). При этом у больных ДТБ генотип GG встречался в 2 раза чаще, а генотип
ТТ в 2 раза реже, нежели у больных ИТБ.

Наряду с этим, среди больных ТБ чаще встречались гомозиготы по аллелю A
(+874A/T) гена IFNG. Наиболее редким оказался гомозиготный генотип по аллелю
Т (табл. 8). В обеих группах больных ТБ (как и среди здоровых доноров) преобла-
дали индивиды с гетерозиготным генотипом АТ полиморфизма +874A/T гена
IFNG. Значимых различий в распределении частот генотипов или аллелей между
группами больных ИТБ и ДТБ выявлено не было. Кроме того, была показана по-
ложительная ассоциация генотипа АА (+874A/T) гена IFNG с ТБ (свидетельст-
вующая о предрасполагающем его влиянии к развитию заболевания) и протектив-
ный по отношению к ТБ эффект аллеля Т и генотипа ТТ.

В случае полиморфизма С-590Т гена IL4 было обнаружено, что наиболее ред-
ким генотипом у здоровых доноров и больных ТБ является гомозиготный вариант
ТТ (табл. 8). Однако у больных ТБ аллель Т и генотип ТТ встречались значимо ча-
ще, чем в группе контроля, а при ДТБ – чаще, чем у больных ИТБ. Кроме того,
среди больных ИТБ преобладали гомозиготы по аллелю С, а среди пациентов с
ДТБ – гетерозиготы СТ (С-590Т) гена IL4.
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Т а б л и ц а  8

Распределение генотипов и аллелей полиморфизмов генов цитокинов (%, абс.)
среди здоровых доноров и больных туберкулезом легких

Характеристика обследован-
ных лицПоли-

морфизм
Генотипы
и аллели Здоровые

доноры

Больные
туберкулезом

легких

χ2 OR
(95 % CI)

1 2 3 4 5 6
ТТ 46,08 (47) 21,25 (34) 0,32 (0,18−0,54)
TG 46,08 (47) 55,63 (89) 1,47 (0,89−2,42)
GG 7,84 (8) 23,12 (37)

21,98 (р1<0,05)
3,53 (1,57−7,95)

Т-330G
гена IL2

G 30,88 (63) 50,94 (163) 19,62 (р1<0,05) 2,32 (1,61−3,36)
AA 17,65 (18) 36,25 (58) 2,64 (1,45−4,85)
AT 53,92 (55) 48,13 (77) 0,79 (0,48−1,30)
TT 28,43 (29) 15,62 (25)

12,80 (р1<0,05)
0,47 (0,25−0,85)

+874 A/T
гена IFNG

T 55,43 (113) 39,61 (127) 12,38 (р1<0,05) 0,53 (0,37−0,76)
СС 69,61 (71) 48,75 (78) 0,42 (0,25−0,70)
CT 26,47 (27) 45 (72) 2,33 (1,33−3,90)
TT 3,92 (4) 6,25 (10)

9,39 (р1<0,05)
1,63 (0,50−5,35)С-590Т

гена IL4
T 17,16 (35) 28,75 (92) 9,12 (р1<0,05) 1,95 (1,26−3,02)
СС 48,04 (49) 30,62 (49) 0,48 (0,29−0,80)
СА 44,12 (45) 53,13 (85) 1,44 (0,87−2,36)
АА 7,84 (8) 16,25 (26)

9,46 (р1<0,05)
2,28 (1,01−5,26)С-592A

гена IL10
А 29,91 (61) 42,82 (137) 8,83 (р1<0,05) 1,75 (1,21−2,55)
СС 43,14 (44) 21,87 (35) 0,37 (0,21−0,63)
СТ 42,16 (43) 51,88 (83) 1,48 (0,90−2,44)
TT 14,70 (15) 26,25 (42)

14,38 (р1<0,05)
2,06 (1,08−3,96)С-509Т

гена TGFB
T 35,81 (73) 52,22 (167) 13,50 (р1<0,05) 1,96 (1,37−2,81)

Прим е ч а н и е :  р1 – уровень статистической значимости различий по сравнению с соответ-
ствующими показателями у здоровых доноров; χ2 – стандартный критерий Пирсона для
сравнения частот генотипов и аллелей генов; OR – критерий отношения шансов, отражаю-
щий относительный риск развития заболевания при определенном генотипе по сравнению со
здоровыми донорами с 95 % доверительным интервалом.

Также в ходе иммуногенетического анализа полиморфизма С-592A гена IL10
удалось выявить, что среди больных ТБ преобладают гетерозиготы СА (табл. 8).
При этом обращало на себя внимание увеличение частоты встречаемости аллеля А
и гомозиготного генотипа АА в сочетании со снижением частоты обнаружения го-
мозиготного генотипа СС у больных ТБ как в целом по группе, так и при ИТБ. В
то же время у больных ДТБ достоверных различий в распределении частот алле-
лей и генотипов промоторного сайта С-592A гена IL10 ни по сравнению со здоро-
выми донорами, ни по сравнению с больными ИТБ не было установлено.

Анализ распределения частот генотипов полиморфизма C-509T гена TGFB
показал, что среди больных ТБ преобладают гетерозиготы СТ (табл. 8). Выявлена
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положительная ассоциация аллеля Т, а также генотипа ТТ (C-509T) гена TGFB с ТБ
как в группе больных ИТБ, так и ДТБ. Отмечено, что генотип СС (C-509T) гена
TGFB обладает протективным эффектом в отношении подверженности ТБ.

В ходе изучения взаимосвязи ТБ с аллельным полиморфизмом генов цитоки-
нов обнаружено также, что наибольший риск развития заболевания связан с носи-
тельством гомозиготных генотипов GG (T-330G) гена IL2 и АА (+874A/T) гена
IFNG (OR = 7,97) (рис. 1). В свою очередь наиболее значимый протективный эф-
фект в отношении ТБ опосредован сочетанием генотипов TT (T-330G) гена IL2 и
CC (С-592А) гена IL10 (OR = 0,14) (рис. 1).

При изучении зависимости между содержанием IL-2 в супернатантах МПК и
вариантом полиморфного сайта T-330G соответствующего гена выявлено, что у
индивидов с генотипом GG базальный и BCG-индуцированный уровень продук-
ции IL-2 in vitro был значимо ниже, чем у здоровых доноров с генотипами TT и
TG. Наиболее низкий уровень продукции IFNγ оказался свойственным носителям
гомозиготного генотипа АА. Поскольку носительство «низкопродуцирующего»
генотипа АА (+874A/T) гена IFNG у больных ТБ сочеталось с гиперпродукцей
IFNγ in vitro можно полагать, что такого рода изменения не связаны с исследован-
ным полиморфизмом гена цитокина. По-видимому, они являются результатом вы-
сокой иммуногенности M. tuberculosis и их активирующим воздействием на клет-
ки-продуценты IFNγ, в числе которых, как указывалось выше, могут быть и раз-
личные субпопуляции регуляторных Т-клеток.

Рис. 1. Риск развития туберкулеза легких в зависимости от ассоциации аллельных вариантов
генов цитокинов. Слева сочетания генотипов полиморфных сайтов генов цитокинов, справа
– критерий отношения шансов (OR)

Анализ уровня продукции IL-4 в зависимости от аллельного варианта поли-
морфизма С-590Т гена IL4 показал, что у гомозигот по аллелю Т уровень секреции
IL-4 является максимальным, а у гомозигот по аллелю С – минимальным как у здо-
ровых доноров, так и у больных ТБ. Базальная и BCG-индуцированная секреция IL-
4 in vitro у больных ИТБ и ДТБ с генотипом ТТ была значимо выше, чем в случае
носительства генотипов CT и CC полиморфного сайта С-590Т гена IL4. В случае
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секреции IL-10 в зависимости от генотипов по полиморфизму C-592А гена IL10 у
здоровых доноров и больных ТБ имелись различия. Так, у здоровых доноров с гено-
типом АА содержание IL-10 в супернатантах было значимо выше, чем у лиц с гено-
типами СС и СА, в то время как у больных ИТБ и ДТБ, несущих генотипы СА и АА
гена IL10, спонтанная и BCG-индуцированная продукция исследуемого цитокина
была выше, чем при носительстве генотипа СС. При этом у больных ТБ генотипы
ТТ (при ИТБ и ДТБ) и СТ (при ДТБ)  гена IL4  и генотипы АА и СА гена IL10 (при
ИТБ и ДТБ) оказались ассоциированными с более высокой продукцией соответст-
вующих цитокинов in vitro в сравнении с группой здоровых доноров.

Анализ секреции TGF-β in vitro у больных ТБ в зависимости от аллельного
варианта полиморфизма C-509T гена TGFВ показал, что у гомозигот по аллелю Т
(преобладающих среди пациентов с ДТБ) она является максимальной (при ИТБ и
ДТБ в случае индукции МПК BCG – выше, чем у здоровых доноров), а у гомози-
гот по аллелю С – минимальной. В подгруппе больных ИТБ повышение спонтан-
ной продукции исследуемого цитокина по сравнению с нормой было зарегистри-
ровано только у лиц, несущих генотип СТ, а у больных ДТБ – только у лиц с гено-
типом ТТ.

Таким образом, выявленная у больных ТБ гиперсекреция цитокинов с имму-
носупрессорной активностью на фоне дисбаланса продукции провоспалительных
цитокинов является генетически детерминированной и способствует формирова-
нию супрессорного режима иммунорегуляции при туберкулезной инфекции.

РЕЗЮМЕ

В ходе настоящей работы было проведено многоуровневое изучение роли ре-
гуляторных Т-клеток в механизмах супрессии иммунного ответа, реализующегося
при проникновении Mycobacterium tuberculosis в организм человека, с привлече-
нием широкого комплекса современных иммунологических и молекулярно-
генетических методов исследования. Полученные данные в определенной степени
представляются неоднозначными. Однако бесспорным является тот факт, что ре-
гуляторные Т-клетки играют важную роль в иммунопатогенезе туберкулеза лег-
ких. На рис. 2 представлена общая схема, демонстрирующая взаимосвязь факто-
ров, лежащих в основе иммуносупрессии при туберкулезной инфекции.

При анализе субпопуляционного состава и функциональной активности регу-
ляторных Т-клеток у больных с различными клиническими формами туберкулеза
легких с учетом лекарственной чувствительности возбудителя к противотуберку-
лезным препаратам и характера реакции Манту установлено, что их супрессорные
эффекты являются однонаправленными. При этом наиболее выраженная супрес-
сия иммунного ответа отмечается у туберкулиннегативных больных с диссемини-
рованным множественно лекарственно-устойчивым и фиброзно-кавернозным ту-
беркулезом легких. Особенно следует отметить роль естественных регуляторных
γδТ-клеток в иммунопатогенезе туберкулезной инфекции. γδТ-клетки являются
представителями «первой линии защиты» от патогенов и занимают промежуточ-
ное положение на границе врожденного/адаптивного иммунитета.

Абсолютно доказанным на сегодня является тот факт, что эффективная
реализация антигенспецифического адаптивного иммунитета невозможна без
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предварительной активации врожденного иммунитета. Подтверждение этому –
Нобелевская премия мира 2011 года в номинации «Физиология и медицина», при-
сужденная B.A. Beutler, J.A. Hoffmann и R.M. Steinman – ученым-иммунологам, в
течение трех последних десятилетий активно изучавшим взаимодействие врож-
денного и адаптивного иммунитета [www.nobelprize.org]. Сегодня γδТ-клетки, на-
ряду с дендритными клетками и макрофагами, считаются ключевыми антигенпре-
зентирующими и регуляторными клетками в процессе иммунного ответа на Myco-
bacterium tuberculosis.

Установленные в настоящей диссертационной работе факты позволяют сде-
лать заключение, что у больных туберкулезом легких снижение количества цирку-
лирующих γδТ-клеток свидетельствует о неэффективном «иммунологическом над-
зоре» на уровне врожденного иммунитета, увеличение количества регуляторных
Т-клеток и их функциональной активности способствует угнетению адаптивного
антигенспецифического ответа, дисбаланс количества Т-клеток памяти свидетель-
ствует о дисрегуляции вторичного иммунного ответа и, наконец, генетически
запрограммированная гиперсекреция цитокинов-ингибиторов в сочетании с гипо-
секрецией Т-клеточного ростового фактора являются важнейшими этиопатогене-
тическими факторами вторичной иммунологической недостаточности, сопровож-
дающей течение туберкулезной инфекции. Указанные изменения взаимосвязаны,
влияют друг на друга с формированием своеобразных «порочных кругов» в имму-
нопатогенезе туберкулеза легких (рис. 2).

Мы отчетливо представляем, что в настоящей работе освещена лишь часть во-
просов, касающихся супрессии иммунного ответа при туберкулезе легких, и иссле-
дования в данном направлении должны быть продолжены. В указанном аспекте
наиболее актуальным представляется исследование роли альвеолярных дендритных
и γδТ-клеток в иммунопатогенезе туберкулеза с применением иммуногистохимиче-
ских методов, а также дальнейшее изучение молекулярно-генетических особенно-
стей функционирования иммунной системы при туберкулезной инфекции.

ВЫВОДЫ

1. Прогрессирующее течение распространенного деструктивного туберкулеза
легких с множественной лекарственной устойчивостью (МЛУ) Mycobacterium tu-
berculosis ассоциировано с увеличением содержания и функциональной активно-
сти регуляторных Т-клеток, изменения субпопуляционного состава которых свя-
заны с клинической формой заболевания, характером реакции Манту и чувстви-
тельностью Mycobacterium tuberculosis к основным противотуберкулезным препа-
ратам.

2. Отрицательная реакция Манту (туберкулиновая анергия), характеризующая
неэффективность (супрессию) антигенспецифического иммунного ответа, у боль-
ных диссеминированным и фиброзно-кавернозным туберкулезом легких сопряжена
с МЛУ Mycobacterium tuberculosis к основным противотуберкулезным препаратам.

3. Изменения субпопуляционного состава CD4-позитивных регуляторных
Т-лимфоцитов периферической крови у больных туберкулезом легких проявляют-
ся увеличением количества клеток с иммунофенотипами CD3+CD4+CD25+hi,
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CD4+CD25+Foxp3+ и (при фиброзно-кавернозной форме) CD4+CD25−Foxp3+ в ус-
ловиях дефицита CD4+CD25+Foxp3− Т-клеток. У больных туберкулезом легких с
множественной лекарственной устойчивостью (МЛУ) Mycobacterium tuberculosis и
отрицательной реакцией Манту указанные изменения более выражены, чем у
больных с лекарственно-чувствительным туберкулезом легких и положительной
реакцией Манту.

4. Увеличение числа CD4-негативных регуляторных Т-клеток с фенотипом
CD3+CD4−CD25+ в крови у больных туберкулезом легких характеризуется наи-
большей выраженностью при диссеминированной форме заболевания с отрицатель-
ной реакцией Манту и МЛУ Mycobacterium tuberculosis.

5. О дисрегуляции вторичного иммунного ответа на Mycobacterium tuberculo-
sis при туберкулезе легких свидетельствуют разнонаправленные изменения коли-
чества Т-лимфоцитов памяти, связанные с увеличением числа CD45R0+ клеток при
фиброзно-кавернозном туберкулезе легких и МЛУ Mycobacterium tuberculosis (при
инфильтративной и фиброзно-кавернозной формах заболевания) и, напротив, его
снижением при туберкулиновой анергии, особенно выраженным у туберкулин-
отрицательных больных с диссеминированным туберкулезом легких.

6. Дефицит количества циркулирующих γδТ-клеток, наиболее выраженный у
больных инфильтративным и фиброзно-кавернозным туберкулезом легких с отри-
цательной реакцией Манту, способствует ослаблению первичного протективного
иммунного ответа на Mycobacterium tuberculosis, что на фоне дисрегуляции вто-
ричного иммунного ответа свидетельствует о наличии у больных туберкулезом
легких функциональной многокомпонентной недостаточности иммунной системы.

7. В основе иммуносупрессии при МЛУ и лекарственно-чувствительном ту-
беркулезе легких лежат сходные (но более значимые в случае МЛУ Mycobacterium
tuberculosis) нарушения, связанные с увеличением количества Foxp3-экспрес-
сирующих Treg-лимфоцитов и CD3+CD4+CD25+hi, СD3+CD4−CD25+ регуляторных
Т-клеток в крови, дисбалансом пролиферации и апоптоза лимфоцитов, дефицитом
IL-2 и гиперпродукцией IL-4, IL-10 и TGF-β in vitro.

8. Иммуносупрессорные эффекты регуляторных Т-клеток при туберкулезе
легких с лекарственной чувствительностью и МЛУ Mycobacterium tuberculosis
сопряжены с гиперсекрецией противовоспалительных цитокинов (IL-10, TGF-β),
активацией апоптоза и подавлением спонтанного и PPD-индуцированного проли-
феративного ответа лимфоцитов, опосредующих абсолютную и относительную
лимфоцитопению, в том числе (при диссеминированном и фиброзно-кавернозном
туберкулезе легких) снижение общего количества CD3+CD4+CD25− Т-хелперов в
периферической крови.

9. Цитокинопосредованная супрессия Th1-зависимого иммунного ответа при
инфильтративном туберкулезе легких определяется гиперсекрецией IL-10, при
диссеминированном – IL-4 и TGF-β. При фиброзно-кавернозном туберкулезе лег-
ких сочетанное повышение базальной и BCG-индуцированной продукции IL-10 и
TGF-β in vitro характеризует гиперергическую реакцию Treg-клеток на Mycobacte-
rium tuberculosis.

10. Риск развития туберкулеза легких ассоциирован с генотипами GG
(T-330G) гена IL2, СТ и ТТ (C-590T) гена IL4, АА (С-592A) гена IL10, ТТ (С-509Т)
гена TGFB и АА (+874A/T) гена IFNG. При этом частота встречаемости аллеля G и
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генотипа GG (T-330G) гена IL2, аллеля Т и генотипа ТТ (C-590T) гена IL4, аллеля Т
и генотипа ТТ (С-509Т) гена TGFB значимо выше при диссеминированном, чем
при инфильтративном туберкулезе легких.

11. Гипопродукция IL-2 и увеличение секреции цитокинов с иммуносупрес-
сорной активностью IL-4, IL-10, TGF-β in vitro у впервые выявленных больных ту-
беркулезом легких ассоциированы с носительством аллеля G и генотипа GG
(T-330G) гена IL2, аллеля А и генотипа АА (С-592A) гена IL10, аллеля Т и генотипа
ТТ (С-509Т) гена TGFB и аллеля T и генотипа TT (C-590T) гена IL4.

12. Согласно построенной прогностической модели с использованием дис-
криминантного анализа, наиболее информативным для прогноза МЛУ Mycobacte-
rium tuberculosis у впервые выявленных больных туберкулезом легких является
определение комплекса иммунологических показателей, характеризующих содер-
жание CD45R0+ Т-клеток памяти, CD3+CD4+CD25+hi и CD4+CD25+Foxp3− регуля-
торных Т-клеток, CD3+CD4+CD25− Т-хелперов в крови.
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СПИСОК ИСПОЛЬЗОВАННЫХ СОКРАЩЕНИЙ

ДТБ – диссеминированный туберкулез легких
ИТБ – инфильтративный туберкулез легких
ЛЧ – лекарственная чувствительность
МБТ – микобактерии туберкулеза
МЛУ – множественная лекарственная устойчивость
МПК – мононуклеарные лейкоциты периферической крови
ПТП – противотуберкулезные препараты
ТБ – туберкулез легких
ФКТБ – фиброзно-кавернозный туберкулез легких
BCG (Bacillus Calmette – Guérin) – бацилла Кальмета – Герена
PPD (purified protein derivate) – туберкулин
Th – Т-helper – субпопуляция CD4+ Т-лимфоцитов-хелперов/индукторов
Treg – регуляторные Т-клетки
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