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Антиретровирусная терапия (АРТ) подавляет 
репликацию ВИЧ и способствует увеличению 
численности CD4+ T-лимфоцитов в крови инфи-
цированных пациентов. Вместе с тем, несмотря 
на эффективное снижение вирусной нагрузки, 
примерно 30% ВИЧ-по зи тив ных больных не от-
вечает на лечение восстановлением количества 
периферических CD4+ Т-кле ток (дискордант-
ный ответ) [1]. У таких больных по сравнению 
с субъектами, дающими стандартный ответ на 
лечение, на фоне постоянного иммунодефицита 
значительно увеличивается риск заболеваемости 

и смертности от СПИД-ас со ци и ро ван ных забо-
леваний и от болезней, не ассоциированных со 
СПИД [2].

Развитие лимфопении при ВИЧ-инфекции 
сопровождается компенсаторной реакцией, на-
правленной на восстановление численности лим-
фоцитов (гомеостатическая пролиферация) [3]. 
В основе этого процесса лежит постепенное на-
копление интерлейкина-7 (IL-7), который кон-
ститутивно продуцируется стромальными клет-
ками и неэффективно потребляется сниженным 
числом лимфоцитов. Избыточное количество 
IL-7 индуцирует деление CD4+ Т-клеток. В связи 
с этим, чем глубже лимфопения, тем более вы-
сокая концентрация IL-7 обнаруживается в лим-
фоидных органах и плазме крови больного, что 
индуцирует более интенсивную пролиферацию 
CD4+ Т-лим фо ци тов [3]. Ранее нами было пока-
зано, что у больных с дискордантным ответом на 
АРТ увеличена доля делящихся CD4+ Т-кле ток 
памяти. Однако на фоне пролиферации у таких 
пациентов не восстанавливалось число перифе-
рических CD4+ Т-лимфоцитов. 

Целью настоящей работы было определить 
возможные причины неэффективности деления 
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CD4+ Т-клеток памяти у ВИЧ-инфицированных 
пациентов с дискордантным ответом на АРТ.

План работы был одобрен этическим коми-
тетом Пермского краевого центра по борьбе со 
СПИД и инфекционными заболеваниями (рег. 
№ комитета IRB00008964). От каждого участни-
ка было получено письменное информирован-
ное согласие. Обследовано три группы: 1) ВИЧ-
по зи тив ные иммунологические неответчики 
(ИН) с количеством CD4+ Т-лимфоцитов менее 
350/мкл крови через два года терапии; 2) ВИЧ-
ин фи ци ро ван ные иммунологические ответчи-
ки (ИО) с числом CD4+ Т-клеток более 350/мкл 
крови после двух лет непрерывного лечения; 
3) относительно здоровые добровольцы без 
ВИЧ-инфекции (К).

Численность CD4+ Т-лимфоцитов и Т-клеток 
памяти (CD3+CD4+CD45RA–) анализировали 
на проточном цитофлюориметре BD Fortessa. 
Лимфоциты, экспрессирующие Ki-67 ex vivo, 
рассматривали как митотически активные. Для 
определения продуктивности пролиферации 
CD4+ Т-лим фо ци тов in vitro сортировали деля-
щиеся и неделящиеся CD4+ Т-клет ки памяти. 
Так как визуализация Ki-67 требует фиксации 
и пермеабилизации клеток, для сортировки жиз-
неспособных пролиферирующих Т-клеток нами 
был использован суррогатный маркер экспрес-
сии Ki-67 – рецептор трансферрина 1 (CD71) [4]. 
Полученные делящиеся (CD71+) и неделящие-
ся (CD71–) клетки памяти окрашивали CFSE 
и культивировали 7 дней в полной питательной 
среде. Массу митохондрий определяли, окра-
шивая CD4+ Т-клетки памяти митохондриаль-
ным красителем MitoTracker Green FM. Уровень 
экспрессии генов, вовлеченных в энергетиче-
ский обмен клеток, устанавливали с использо-
ванием технологии Illumina.

В выборке рассчитывали медиану, достовер-
ность различий между группами устанавливали 
на основе U-критерия Манна-Уитни. Для опре-
деления сходств и отличий экспрессии генов 
применяли методы иерархической кластериза-
ции и многомерного шкалирования.

Три группы обследованных были сопостави-
мы по возрасту и полу. ВИЧ-инфицированные 
больные двух групп не отличались между собой 
по длительности заболевания и продолжитель-
ности АРТ. В соответствии с критериями отбора 
численность CD4+ Т-лимфоцитов крови была 
снижена у ИН по сравнению с ИО (286/ мкл 
и 532/мкл соответственно; P<0,001). В то же 
время среднее количество периферических 
CD4+ Т-кле ток у здоровых субъектов состави-

ло 885/ мкл, что было существенно больше, чем 
в каждой из групп ВИЧ-ин фи ци ро ван ных боль-
ных (P<0,001).

Несмотря на эффективный иммунологиче-
ский ответ на АРТ, абсолютное количество CD4+ 
Т-клеток памяти у ИО оставалось ниже, чем 
в группе К (228/мкл и 407/мкл соответственно; 
P<0,001). В группе ИН дефицит этой субпопу-
ляции Т-лимфоцитов оказался более глубоким. 
Среднее число CD4+CD45RA– Т-клеток ИН со-
ставило 155/мкл, что было значительно ниже, 
чем в группах сравнения (P<0,001).

В условиях лимфопении у взрослого челове-
ка восстановление пула CD4+ Т-клеток в значи-
тельной мере происходит посредством гомео-
статической пролиферации [3]. Было показано, 
что у всех ВИЧ-инфицированных больных по 
сравнению со здоровыми субъектами увеличена 
доля делящихся периферических CD4+ Т-клеток 
памяти (P<0,001). В группе ИН их процентное 
содержание составило 4,4%; в группе ИО –  3,2%; 
в группе К –  1,6%. Важно отметить, что различия 
между ИН и ИО были статистически значимыми 
(P<0,01). Таким образом, в условиях лимфопе-
нии CD4+ Т-клетки памяти интенсивно проли-
ферируют, однако увеличения числа перифери-
ческих CD4+ Т-лимфоцитов не происходит.

С использованием поверхностной молекулы 
CD71 –  суррогатного маркера пролиферации –  
нам удалось сортировать живые делящиеся 
(CD71+) и неделящиеся (CD71–) CD4+ Т-клетки 
памяти. Полученные Т-лимфоциты окрашивали 
CFSE и культивировали в течение 7 дней. В ре-
зультате было показано, что у ИН по сравнению 
с ИО и К резко снижена продуктивность про-
лиферации CD4+ Т-клеток памяти. Так в группе 
К доля CFSElowCD71+ Т-лимфоцитов составила 
55%; в группе ИО –  47%; а в группе ИН –  лишь 
15%. При этом CD4+CD71+ Т-клетки в группах 
ИО и К в процессе культивирования произво-
дили по 4‒5 дочерних генераций, в то время как 
клетки группы ИН редко продуцировали даже 
одно поколение дочерних лимфоцитов. Более 
того, делящиеся Т-клетки памяти ИН по срав-
нению с ИО и К характеризовались сниженной 
жизнеспособностью. За семь дней культивиро-
вания их абсолютное количество в культуре ИН 
резко упало, что не было отмечено в других об-
следованных группах.

Известно, что продуктивная пролиферация 
невозможна без функциональных митохондрий, 
обеспечивающих энергетические потребности 
процесса деления [5]. Было установлено, что 
у ИН по сравнению с ИО в пролиферирующих 
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CD4+ Т-клетках памяти снижена интенсивность 
флуоресценции красителя MitoTracker Green. 
Это свидетельствует о меньшей массе митохон-
дрий, содержащихся в митотически активных 
CD4+CD45RA– Т-лим фоцитах больных с дис-
кордантным ответом на АРТ. Кроме того, на 
основании транскрипционного анализа было 
показано, что в CD4+CD45RA–CD71+ Т-лим фо-
ци тах ИН по сравнению с ИО снижена экспрес-
сия генов, вовлеченных в регуляцию клеточ-
ного дыхания, в том числе кодирующих белки 
комплекса I (NDUFV1, NDUFA9, NDUFS8 и др.) 
и комплекса IV (COX8A, COX5B, COX6A1, SURF1) 
дыхательной цепи митохондрий. Более того, 
в CD71+CD4+ Т-клет ках памяти ИН была сни-
жена экспрессия генов, кодирующих ферменты 
цикла Кребса (IDH1, IDH2), и генов, вовлечен-
ных в бе та-окис ле ние жирных кислот (CPT1A).

Таким образом, у больных с дискордантным 
ответом на лечение наблюдается интенсивная 
пролиферация CD4+ Т-клеток памяти, которая 
не приводит к восстановлению численности пе-
риферических CD4+ Т-лимфоцитов. Одной из 
возможных причин низкой продуктивности де-
ления и слабой жизнеспособности пролифери-
рующих CD4+ Т-лимфоцитов памяти у ИН мо-
жет служить нарушение функций митохондрий 
и связанного с ними энергетического обмена.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ (грант № 17-54-30006).
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We evaluated the ability of memory CD4+ T-cells that were isolated from the blood of HIV-infected sub-
jects with a discordant response to antiretroviral therapy to proliferate. It was shown that in those patients, fre-
quency of dividing CD4+CD45RA– T-cells was increased against the background of CD4+ T-cell defi ciency. 
However, those lymphocytes were not able to complete the cell cycle and productively divide. Furthermore, 
in cycling memory CD4+ T-cells violation of mitochondria and energy metabolism were detected.
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