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В работе рассмотрена экспрессия маркеров активации неопластической CD4+ T-лимфоцитарной перевиваемой клеточ-
ной линии МТ-4, трансформированной T-лимфотропным вирусом человека 1-го типа. Показано, что в клетках обнару-
живаются такие наружные белки, как CD25+, CD28+, CD38+, CD62L+, CD69+, CD95+ и HLA-DR+. В наибольшем количе-
стве эти компоненты обнаруживались через 3 дня после пересева клеток. Cредних уровней эти показатели достигали 
для маркеров CD25+, CD28+, CD38+, CD69+, CD95+ и HLA-DR+ — более 90%, для CD62L+ — 48%. Полученные результаты 
и особенности культивирования клеток указывают на то, что клетки МТ-4 могут служить удобной моделью для ис-
пытания активности иммуномодулирующих препаратов.
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Введение. При хронических инфекционных заболеваниях 
основной проблемой является длительная хроническая актива-
ция клеток иммунной системы, которая приводит к истощению 
их восстановительного потенциала и ослаблению способности 
к регенерации. В организме накапливаются стареющие клетки 
со сниженной активностью. Болезнь может осложняться раз-
рушением тканей внутренних органов, мозга и развитием он-

когенных процессов в различных клетках организма. К таким 
заболеваниям относится и ВИЧ-инфекция.

Даже при использовании высокоактивной антиретрови-
русной терапии (ВААРТ) у пациентов, получающих ее дли-
тельное время, факторы старения иммунной системы могут 
служить причиной развития болезней, не связанных с ВИЧ-
инфекцией, и приводить к летальному исходу. Несмотря на 
проводимую терапию, количество CD4+ T-лимфоцитов оста-
ется низким, а их активированный статус является фактором, 
способствующим сохранению репликации вируса и его пер-
систенции в организме. Восстановления функционирования 
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всех звеньев иммунной системы также не происходит. Поэто-
му как при ВИЧ-инфекции, так и при других хронических ин-
фекционных заболеваниях необходима комплексная терапия 
с применением препаратов, способных влиять на экспрессию 
маркеров активации и снижать воспалительный потенциал 
клеток иммунной системы. Такими дополнительными пре-
паратами могут быть иммуномодуляторы. Их применение 
не должно влиять на эффективность иммунного ответа и вы-
зывать побочные явления, которые часто наблюдаются при 
использовании химиопрепаратов.

В настоящее время ведется интенсивный поиск новых, 
более эффективных иммуномодуляторов, и для их испытания 
нужны соответствующие биологические модели. В качестве 
моделей для изучения тонких механизмов активации клеток 
широко используются неопластические клеточные линии — 
как в различных направлениях молекулярной биологии, так и 
при испытании лекарственных препаратов [1, 2]. Среди них 
можно выделить Т-лимфоцитарную неопластическую клеточ-
ную линию человека МТ-4. Клетки МТ-4 и подобные им кле-
точные линии были получены при сокультивации клеток пупо-
вины донора с лимфоцитами от больного лейкемией [3]. Эти 
клетки являются CD4+ Т-лимфоцитами, трансформированны-
ми дельта-ретровирусом — так называемым Т-лимфотропным 
вирусом человека 1-го типа (ТЛВЧ-1), инфицирующим CD4+ 
Т-клетки [4]. Они обладают рядом общих свойств с клетка-
ми, получаемыми от больных лейкемией: в частности, они не 
требуют экзогенных факторов роста для культивирования и 
способны культивироваться длительное время in vitro. Актив-
ность клеток, трансформированных вирусом ТЛВЧ-1, зависит 
от места встраивания генома вируса в геном клетки-хозяина и 
возникающих впоследствии мутаций.

Каждая инфицированная клетка содержит один прови-
рус [5]. Кроме CD4+-фенотипического маркера, МТ-4 клетки 
содержат в большом количестве и другой маркер — CD25+, 
являющийся α-цепью рецептора Т-клеточного фактора роста 
IL-2 [6]. Этот белок экспрессируется трансформированными 
ТЛВЧ-1 клетками в больших количествах [7]. Наличие фе-
нотипа CD4+CD25+ делает их похожими на Т-регуляторные 
клетки (Treg), регулирующие иммунный ответ на свои и чу-
жие антигены [8]. Однако только около 2/3 CD4+ Т-клеточных 
линий, полученных от больных лейкемией, синтезируют бе-
лок FOXP3, который регулирует развитие и функционирова-
ние Treg-клеток [9]. У людей, инфицированных ТЛВЧ-1, про-
вирус обнаруживается главным образом в CD4+-эффекторных 
T-клетках памяти и Treg-клетках [10]. Скорее всего, несмотря 
на указанные общие характеристики, Т-клеточным линиям 
присущи физиологические особенности, отличающие их от 
CD4+-эффекторных T-клеток памяти и клеток Treg, функцио-
нирующих in vivo [11]. Особенности функционирования при-
родных Treg-клеток и клеток, трансформированных вирусом, 
пока изучены недостаточно. МТ-4-клетки не продуцируют 
вирус, и синтез вирусных компонентов осуществляется в них 
на низком уровне, так как провирусная ДНК высокометили-
рована [12, 13]. Одним из основных регуляторных белков, 
который поддерживает неопластические свойства клеток и 
регулирует транскрипцию провируса, является неструктур-
ный белок вируса ТЛВЧ-1 HbZip-фактор [14].

Обнаружены и другие внутриклеточные белки, регулиру-
ющие репликацию лимфоидных клеток [15]. В процессе он-
когенеза в геноме клеток происходят различные мутации, ко-
торые изменяют регуляцию биологических процессов. Часто 
наблюдаются нарушения в регуляции системы интерферона 
1-го типа — основного и очень сильного природного проти-
вовирусного компонента. Показано, что в клетках МТ-4 не 
синтезируются α- и β- интерфероны [16].

Поскольку углубленный фенотипический анализ этих 
клеток не проводился, было важно изучить особенности экс-

прессии наружных иммунологических маркеров, используе-
мых для оценки уровня активации. В связи с этим нами были 
изучены особенности экспрессии следующих фенотипиче-
ских маркеров активации: CD25+, CD28+, CD38+, CD62L+, 
CD69+, CD95+ и HLA-DR+.

Материал и методы. Клетки культивировали в среде 
RPMI 1640, содержащей 10% сыворотки эмбриона коровы, 
2mM L-глютамина и 50 мкг/мл гентамицина, в атмосфере 5% 
CO2 при температуре 37 °C. Клетки пересевали через 3—4 
дня, плотность при пересеве составляла 3—4×105 кл/мл.  
Для анализа наружных фенотипических маркеров клетки 
окрашивали моноклональными антителами фирмы Beckman 
Coulter (США) — CD4+ (PE или PC5), CD25+ (PE), CD28+ 
(PC5), CD38+ (PC5), CD62L+ (PE), CD69+ (PC5), CD95+ (PE), 
HLA-DR+ (PE). Суспензию клеток предварительно отмывали 
3 раза в 0,01 М фосфатно-солевом буферном растворе (рН 
7,2) путем центрифугирования при 800 об/мин и суспендиро-
вали в том же растворе при концентрации 2×106 кл/мл. Ана-
лиз окрашенных клеток проводили на проточном цитофлуо-
риметре EPICS XL (Beckman Coulter, США). Все гистограм-
мы были обработаны с использованием программы KALUSA 
(Beckman Coulter, США).

Статистический анализ данных проводили с использова-
нием программы BioStat 2009 (AnalystSoft). Уровень значи-
мости (α) был равен 0,05.

Результаты и обсуждение. Процесс активации CD4+ 
T-лимфоцитов в результате заражения ТЛВЧ-1 и транс-
формации приводит к тому, что на их поверхности не об-
наруживается CD3+-белок, являющийся частью комплекса 
Т-клеточного рецептора [17]. В наших исследованиях ≥85% 
клеток не содержали CD3+-маркер. В литературе встречают-
ся данные о наличии некоторых маркеров активации на дру-
гих типах клеток, трансформированных ТЛВЧ-1 [18]. В от-
ношении же линии МТ-4 данных практически нет. С целью 
использования МТ-4 клеток при испытании иммуномодули-
рующих препаратов было важно изучить особенности экс-
прессии наружных белков, участвующих в передаче сигналов 
активации. Таких белков много, все они играют важную роль 
в этих процессах и имеют свои особенности. Из них нами 
были выбраны следующие. CD28+ — наружный костимуля-
торный рецептор, участвующий в передаче трансмембран-
ных сигналов в процессе активации Т-клеток. Его активация 
усиливает продукцию лимфокинов, повышает стабильность 
клеточных РНК, регулирует экспрессию CD25+, активи-
руя мРНК последнего [19]. CD38+ относится к многофунк-
циональным белкам и на мембране лимфоцитов выполняет 
функцию эктоэнзима. В некоторых случаях его активация со-
провождается интернализацией в цитоплазму клетки или вы-
свобождением в растворимой форме в окружающую среду. 
Полностью его роль и механизмы действия пока не извест-
ны, не обнаружены и его лиганды. Взаимодействие CD38+ с 
антителами к нему на мембране клетки усиливает размноже-
ние клеток, предотвращая апоптоз, усиливает синтез цито-
кинов, активацию киназ и фосфореляцию отдельных белков 
[20]. CD62L+ (L-селектин) участвует в инфильтрации акти-
вированных CD4+ T-лимфоцитов в различные органы, где с 
их участием могут развиваться различные процессы, в том 
числе и патологические [21]. Полагают, что CD69+ участвует 
в циркуляции клеток при хронических воспалениях, снижая 
иммунные ответы путем регуляции секреции плейотропно-
го цитокина, считающегося трансформирующим фактором 
роста (TGF-β1) [22]. Роль белка CD69+ полностью не ясна, 
так как не известны его лиганды. CD95+ представлен гомо-
тримером, цитоплазматический домен которого содержит 
повышенное количество цистеиновых остатков. Впервые он 
был описан как мембранный белок, активация которого при-
водит к апоптозу в результате запуска цикла биологических 
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реакций с участием каспаз. Показано, что проаптотическая 
активность этого белка может подавляться различными ме-
ханизмами с участием протеинкиназ. Известно, что стимуля-
ция Т-клеток памяти сопровождается сниженным апоптозом 
по сравнению с наивными клетками. Полагают, что механизм 
действия каспаз в данном случае другой. В настоящее время 
считается, что CD95+ играет важную роль в регуляции им-
мунной системы, управляя гомеостазом, периодом полужиз-
ни клеток и их циркуляцией. Его активация может служить 
костимулирующим сигналом для пролиферации клеток и 
продукции цитокинов, либо развития апоптоза [23]. HLA-DR+ 
— основной маркер активации иммунных клеток, который 
был обнаружен в CD4+-клетках у пациентов с Т-клеточным 
лейкозом, ассоциированным с ТЛВЧ-1 инфекцией [24].

Предварительный анализ экспрессии перечисленных выше 
маркеров на разных сроках после пересева клеток — от 24 ч до 
5 сут — показал, что в существенных количествах и при незна-
чительных колебаниях обнаруживались следующие наружные 
белки: CD25+, CD69+ и CD95+, при этом средние значения со-
ставляли 99,3% (σ ± 0,3), 93,3% (σ ± 7,2) и 94,7% (σ ± 5,3) соот-
ветственно. Анализ маркеров CD28+, CD38+, CD62L+ и HLA-DR+ 
выявил разброс в уровне экспрессии на разных сроках культиви-
рования после пересева. Их количество по средним показателям 
составляло 60% (σ ± 31), 31% (σ ± 35,7) 1,8% (σ ± 1,68) и 69% 
(σ ± 38) соответственно. Следует отметить, что самый высокий 
уровень экспрессии данных маркеров наблюдался на 3-й день 
культивирования. Полученные на этом сроке значения соответ-
ствовали критериям оценки злокачественных клеток. В таких 
клетках уровень экспрессии маркеров считается повышенным 
только в том случае, если он составляет более 10—20%. Поэ-
тому в следующей серии опытов мы изучили экспрессию всех 
маркеров при культивировании клеток в течение 14 дней при 
строгом соблюдении сроков пересева. Фенотипический анализ 
проводился на 3-й день после пересева. Результаты представле-
ны в таблице. Как видно, все изученные наружные маркеры в 
целом обнаруживаются в больших количествах. В максималь-
ных количествах, приближающихся к 100%, выявлены CD25+, 
CD69+ и CD95+, в наименьшем количестве — CD62L+. Высокий 
уровень экспрессии показали также маркеры HLA-DR+, CD28+ 
и CD38+. Обнаружение в значительном количестве наружных 
белков CD95+ и CD69 указывает на то, что наряду с CD25+ они 
играют важную роль в репликации МТ-4-клеток, определяя их 
неопластические свойства.

Таким образом, на основании полученных результатов 
можно заключить, что неопластическая клеточная линия 
МТ-4 может быть использована для изучения иммуномодули-
рующего воздействия различных препаратов на экспрессию 
таких маркеров, как CD25+, CD28+, CD38+, CD62L+, CD69+, 
CD95+ и HLA-DR+. Следует также отметить преимущества 
Т-лимфоцитарных неопластических клеток в подобного ро-
да исследованиях: не нужна донорская кровь, не нужен этап 
выделения Т-лимфоцитов, не требуется использование сти-
мулирующих агентов — таких как митогены и антитела к ре-
цепторам CD3, CD2 и CD28 — для активации клеток. Кроме 
того, для культивирования не используется IL-2, и исследова-
ние можно проводить в течение длительного времени.

Очевидно, что необходимо дальнейшее изучение особен-

ностей экспрессии и других иммунологических маркеров в 
клетках МТ-4 — например, интегринов, которые играют клю-
чевую роль в распространении злокачественных клеток в ор-
ганизме хозяина. В целом же изучение новых иммуномодуля-
торов, оказывающих воздействие на различные регуляторные 
сигнальные пути, действующие в клетках иммунной системы, 
необходимо для последующего моделирования эффективных 
комплексных подходов лечения хронических инфекций.
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Андрюков Б.Г., Сомова Л.М., Дробот Е.И., Матосова Е.В.

Антимикробные стратегии нейтрофилов при инфекционной патологии

ФГБНУ «Научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии им. Г.П. Сомова», 690087, Владивосток, 
Российская Федерация

Нейтрофильные гранулоциты традиционно рассматривали исключительно как фагоциты – клетки-убийцы вторгшихся 
в организм человека микроорганизмов. Открытия последнего десятилетия позволили существенно пересмотреть эту 
роль и значение нейтрофилов в реализации аффекторных механизмов врожденного и адаптационного иммунитета. Со-
временные достижения расширили наши представления об антимикробных стратегиях нейтрофильных гранулоцитов 
при инфекционной патологии: фагоцитозе, дегрануляции и формировании нейтрофильных внеклеточных ловушек. Эти 
стратегии также играют ключевую роль в повреждении тканей, обеспечивая цитотоксические функции. Авторы пред-
ставляют современные данные о роли взаимодействия между нейтрофилами и адаптивными иммунными клетками 
в создании механизма деструктивной патологической активации иммунного ответа, что приводит к аутоагрессии, 
индукции хронического воспаления и возникновению онкологических и аутоиммунных заболеваний.

К л ю ч е в ы е  с л о в а:  нейтрофилы; фагоцитоз; дегрануляция; апоптоз; некроз; нетоз; нейтрофильные неклеточ-
ные ловушки (НВЛ); инфекции.
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The antimicrobial strategies of neutrophils under infection pathology
The G.P. Somov research institute of epidemiology and microbiology, 690087 Vladivostok, Russia
The neutrophilic granulocytes were traditionally considered exclusively as phagocytes - killer cells of microorganisms invaded 
human organism. The discoveries of last decade permitted to significantly reconsider this role and importance of neutrophils in 
implementation of affect mechanisms of inherent and adaptive immunity. The modern achievements expanded our conceptions about 
anti-microbial strategies of neutrophilic granulocytes under infection pathology: phagocytosis, degranulation and development 
of neutrophil extracellular traps. These strategies also play a key role in damage of tissues, providing cytotoxic functions. The 
article presents actual data concerning the role of interaction between neutrophils and adaptive immune cells in development of 
mechanism of destructive pathological activation of immune response that results in an auto-aggression, induction of chronic 
inflammation and development of oncologic and auto-immune diseases.

K e y w o r d s :  neutrophils; phagocytosis; degranulation; apoptosis; necrosis; netosis; neutrophil extracellular traps; infec-
tions.
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