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Назначение антиретровирусной терапии 
(АРТ) ВИЧ-инфицированным пациентам при-
водит к подавлению репликации вируса и уве-
личению численности периферических CD4+ 
Т-лим фо ци тов (стандартная реакция на лече-
ние) [1]. Однако у 20‒30% больных, получаю-
щих терапию, развивается дискордантный ответ, 
определяемый как отсутствие прироста CD4+ 
Т-кле ток крови при эффективном подавлении 
вирусной нагрузки [2]. Причины его развития 
остаются малопонятными. 

Целью данной работы было исследование 
функциональной способности CD4+ Т-лим фо-
цитов и их склонности к апоптозу у ВИЧ-ин-
фи ци рованных пациентов с дискордантным от-
ветом на АРТ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Основную исследуемую группу составили 
19 ВИЧ-инфицированных пациентов с числом 
CD4+ Т-лимфоцитов в крови <350/мкл (им-
мунологические неответчики, ИН). В группы 
сравнения вошли 19 ВИЧ-позитивных больных 
с числом CD4+ Т-лимфоцитов в крови >350/ мкл 
(иммунологические ответчики, ИО) и 19 не-
инфицированных добровольцев (К). Каждый 
субъект подписал информированное согласие на 
участие в исследовании. Венозную кровь забира-
ли в пробирки, содержащие гепарин или ЭДТА. 
Концентрацию ВИЧ в плазме крови определя-
ли набором «Versant 3 HIV-1 RNA 3,0 assay b» на 
анализаторе Versant 440 (Siemens). Численность 
CD4+ Т-лим фо ци тов оценивали методом проточ-
ной цитометрии (FACSCalibur, Becton Dickin  son, 
набор «Immunocytometry Systems Simul test™»). 
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Часть выделенных из венозной крови в гради-
енте плотности диаколла (1,077, Диа-М) моно-
нуклеарных клеток использовали для оценки 
апоптоза (набор «Annexin V-FITC/7-AAD», Beck-
man Coulter) методом проточной цитометрии. Из 
оставшейся части клеток выделяли Т-лим фо ци ты 
(набор «Dynabeads™ Untouched™ Human T cells», 
Invitrogen). Пролиферацию CD4+ Т-лим фо ци тов, 
индуцированную магнитными частицами Dyna-
beads™ Human T-Activator CD3/CD28 (Gibco), 
оценивали методом проточной цитометрии по 
разбавлению CFSE (BioLegend) после культи-
вирования (5% СО2, 37 °C, 5 суток). Контро-
лем служили нестимулированные клетки. В су-
пернатантах культур определяли концентрацию 
ИЛ-2 (набор «Ин тер лей кин-2-ИФА-БЕСТ»). 
Полученные данные представлены в виде меди-
ан и интерквартильных размахов, либо средних 
величин и 95% доверительных интервалов. При 
отсутствии нормального распределения расчеты 
выполняли с логарифмированными величина-
ми. Достоверность различий определяли с по-
мощью критерия Манна-Уитни или t-кри те рия 
Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Вирусная нагрузка ВИЧ у всех обследованных 
пациентов была подавлена (<50 копий/мл), что 
доказывает вирусологическую эффективность 
АРТ. Относительное и абсолютное количество 
CD4+ Т-лим фо ци тов у ВИЧ-позитивных боль-
ных обеих групп было снижено по сравнению 
с неинфицированными людьми (Р<0,001). В со-
ответствии с критериями отбора дефицит CD4+ 
Т-лим фо ци тов был более выраженным у ИН. 
Абсолютное число клеток у ИО и ИН, соответ-
ственно, составило и 534 мкл-1 (438–656 мкл-1) 
и 270 мкл-1 (208–303 мкл-1; Р<0,001).

Оценка митотической активности показала, 
что после стимуляции Т-лим фо ци ты всех обсле-
дованных субъектов были способны к генера-
ции дочерних популяций. Относительное коли-
чество CD4+CFSEdim Т-кле ток в группах К и ИО, 
соответственно, составило 77,9% (73,0‒87,7%) 
и 73,5% (58,1‒82,8%). Процент делящихся кле-
ток у ИН был ниже и оказался равным 65,4% 
(52,3‒76,0%; Р<0,05 по сравнению с К). При 
этом у ИН доля лимфоцитов, не вступивших 
в деление, почти в 2 раза превышала соответ-
ствующие значения, установленные в группах 
сравнения. Таким образом, стимулированные 
в условиях in vitro CD4+ Т-лим фо ци ты ВИЧ-за-

ра жен ных больных с дискордантным ответом 
на АРТ показывают нарушение митотической 
активности по сравнению с пролиферативной 
способностью клеток неинфицированных лю-
дей и ВИЧ-по зи тив ных пациентов со стандарт-
ной реакцией на лечение. Важным ростовым 
фактором делящихся Т-лим фо ци тов являет-
ся продуцируемый ими ИЛ-2. Концентрация 
данного цитокина в супернатантах нестимули-
рованных клеточных культур здоровых людей 
составила 15,3 пг/мл (ln=2,7308±0,4710). В ана-
логичных пробах ИН и ИО, уровень ИЛ-2 был 
ниже: 5,5 пг/мл (ln=1,6999±0,2776) и 3,0 пг/мл 
(ln=1,1039±0,2161; Р<0,01 по сравнению с К) со-
ответственно. Во всех стимулированных пробах 
было выявлено существенное увеличение содер-
жания цитокина. Наиболее высокая концентра-
ция была установлена в супернатантах здоровых 
лиц: 2982,4 пг/мл (ln=8,0005±0,2212). В пробах 
ИО и ИН, уровень IL-2 был ниже и составил, со-
ответственно, 1895,4 пг/мл (ln=7,5472±0,2335) 
и 1534,8 пг/мл (ln=7,3362±0,1805; Р<0,01 по 
сравнению с К). Таким образом, установлено, 
что синтез ИЛ-2 стимулированными Т-лим фо-
ци та ми был наиболее низким у ВИЧ-за ра жен-
ных больных с дискордантным ответом на АРТ. 
Ранее нами было показано, что CD4+ Т-лим-
фо ци ты ИН после стимуляции in vitro делятся 
несимметрично [3]. Асимметрия при делении 
может приводить к смерти части потомков [4]. 
Исследование программной гибели клеток вы-
явило, что доля спонтанно умирающих ex vivo 
CD4+ Т-лим фо ци тов у ИО и К, соответственно, 
оказалась равной 12,5% (10,9‒20,7%) и 16,1% 
(11,8‒21,0%). Уровень апоптотирующих эле-
ментов у ИН был существенно выше и составил 
31,1% (19,5‒35,2%; Р<0,001). Это свидетельству-
ет о том, что у ВИЧ-ин фи ци ро ван ных пациен-
тов с иммунологическим неответом на лечение 
по сравнению с больными со стандартной реак-
цией на АРТ и здоровыми людьми существенно 
увеличена доля умирающих клеток среди CD4+ 
Т-лим фо ци тов. Таким образом, установлено, 
что CD4+ Т-лим фо ци ты ВИЧ-по зи тив ных 
пациентов с дискордантным ответом на АРТ 
характеризуются функциональными измене-
ниями. Показано, что в условиях in vitro CD4+ 
Т-клет ки, полученные от ИН, демонстрируют 
нарушение митотической активности по срав-
нению с таковой у здоровых лиц и пациентов со 
стандартной реакцией на лечение. Кроме того, 
стимуляция in vitro Т-лим фо ци тов, полученных 
от больных с дискордантным ответом, сопрово-
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ждается сниженной по сравнению с клетками 
неинфицированных людей продукцией ИЛ-2. 
Хорошо известно, что этот цитокин вырабаты-
вается Т-лим фо ци та ми в ответ на антигенную 
или митогенную стимуляцию и является необ-
ходимым ростовым фактором для их пролифе-
рации и дифференцировки. По-видимому, при 
иммунологическом ответе, клетки сохраняют 
способность вырабатывать ИЛ-2, но количества 
продуцируемого цитокина, скорее всего, оказы-
вается недостаточным для поддержания их про-
дуктивного деления. Кроме того, обнаруженная 
нами ранее асимметрия деления CD4+ Т-лим-
фо ци тов у ИН [3] также может негативно вли-
ять на продуктивность пролиферации, приводя 
к гибели части потомства [4]. Дополнительным 
подтверждением вышеизложенному могут быть 
представленные в настоящей работе и другими 
исследователями [5] данные об усилении уров-
ня спонтанного апоптоза CD4+ Т-лим фо ци тов 
периферической крови у ВИЧ-ин фи ци ро ван-
ных больных с дискордантным ответом на АРТ.

Работа выполнена в рамках проекта № 18-
7-3-4-6-59, поддержанного Комплексной про-
граммой Уральского отделения Российской 
академии наук, номер госрегистрации темы: 
AAAA-A18-118030790046-9».
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In HIV-infected patients with a discordant response to antiretroviral therapy, CD4+ T-cell prolifera-
tive capacity, ability to synthesize IL-2, and resistance to apoptosis were accessed. It was shown that in 
those subjects, CD4+ T-cells are characterized by a decreased mitotic activity and IL-2 production; and 
an increased rate of programmed death. Disorders found could be the basis for the ineff ective CD4+ T-
cell counts restoration in patients with a discordant response to the treatment.
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