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ВВЕДЕНИЕ 

 

 

 

Актуальность темы исследования и степень ее разработанности. 

Инфекция, вызванная вирусом иммунодефицита человека (ВИЧ), остается одной 

из основных проблем глобального общественного здравоохранения. С начала 

эпидемии вирусом были инфицированы не меньше 85 миллионов человек [378]. 

ВИЧ-инфекция проявляется постепенным разрушением иммунной системы, при 

этом наибольший ущерб приходится на субпопуляцию CD4
+
 Т-лимфоцитов. 

Дефицит CD4
+
 Т-клеток, формирующийся при ВИЧ-инфекции, приводит к 

развитию синдрома приобретенного иммунодефицита (СПИД) и снижению 

защитных свойств организма. По данным ЮНЭЙДС, с начала эпидемии ВИЧ от 

СПИД-ассоциированных заболеваний умерло не менее 40 миллионов человек 

[378]. 

Российские исследователи внесли большой вклад во всестороннее изучение 

ВИЧ-инфекции. За последние годы отечественные ученые провели множество 

исследований, посвященных эпидемическому процессу ВИЧ-инфекции [7, 8, 18, 

19], генетическим факторам, влияющим на распространение и течение ВИЧ-

инфекции [3, 4, 15, 16], особенностям развития коинфекций, таких как 

ВИЧ/SARS-CoV-2 [2, 22, 118, 374], ВИЧ/ВГС [26] и ВИЧ/туберкулез [6, 7, 10, 11, 

25], а также изучению нейрокогнитивных изменений при ВИЧ-инфекции [13, 20, 

23]. Большое количество исследований посвящено проблемам диагностики [1, 12, 

24], профилактики и лечения ВИЧ-инфекции [5, 9, 17, 27, 208, 209, 217]. Однако 

многие вопросы до сих пор остаются нерешенными. 

В настоящее время единственным эффективным средством контроля ВИЧ-

инфекции является высокоактивная антиретровирусная терапия (АРТ), 

подавляющая репликацию вируса в организме [102]. Как правило, применение 

АРТ приводит не только к снижению вирусной нагрузки, но и к восстановлению 

численности CD4
+
 Т-лимфоцитов, что определяет сокращение риска клинических 

проявлений и смерти [380]. Согласно мировой статистике, к концу 2022 года 76 % 
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всех людей, живущих с ВИЧ, принимали АРТ, при этом в 71 % случаев 

назначение терапии привело к подавлению вирусной нагрузки [378]. Применение 

АРТ обнажило серьезную проблему: у части пациентов (по различным данным от 

10 до 40 %) численность CD4
+
 Т-клеток восстанавливается слабо и сохраняется 

низкой на протяжении всего периода вирусологически эффективного лечения [47, 

206, 320, 406]. Для описания данной клинической группы в литературе 

используют термин «иммунологические неответчики» (ИН). Иммунологический 

«неответ» на лечение, также называемый дискордантным ответом, как правило, 

связан с повышенным риском развития СПИД-ассоциированных и СПИД-

неассоциированных заболеваний, а также снижением продолжительности жизни 

ВИЧ-инфицированных больных [141, 321, 362]. Среди осложнений, 

распространенных у ВИЧ-инфицированных пациентов с дискордантным ответом 

на терапию, отмечают заболевания сердечнососудистой системы [319], 

онкологические заболевания [192] и нейрокогнитивные расстройства [172, 214]. 

Существенное снижение качества и продолжительности жизни ИН обуславливает 

актуальность изучения проблемы дискордантного ответа на АРТ. 

Развитие иммунологического неответа на АРТ связывают с целым рядом 

факторов – генетических, клинических и инфекционных. К генетическим 

факторам риска относят мутации, связанные с CCR5 [32, 203], IL7R [326] и FAS 

[289]. Клинические факторы включают в себя высокую вирусную нагрузку 

до начала лечения [131], пожилой возраст ВИЧ-инфицированных больных [131, 

255], длительное течение инфекции, позднее начало терапии [396] и низкий 

уровень CD4
+
 Т-лимфоцитов в крови на момент ее назначения [131, 137]. Также 

среди факторов, повышающих риск развития дискордантного ответа на АРТ, 

выделяют наличие коинфекции вирусом гепатита С (ВГС) [244]. Из этого следует, 

что дискордантный иммунологический ответ на АРТ может быть спровоцирован 

множеством разнообразных причин, при этом их объединяет отсутствие 

восполнения численности CD4
+
 Т-лимфоцитов в организме. 

В основе восстановления количества клеток любой популяции лежит 

процесс регенерации [124, 342, 387]. Майкл Ледерман и его коллеги показали, что 
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при ВИЧ-инфекции источником регенерации в субпопуляции CD4
+
 Т-лимфоцитов 

являются клетки памяти [221]. Такие клетки имеют низкий порог активации и 

достигают пика экспансии быстрее наивных CD4
+
 Т-лимфоцитов [327, 369, 401]. 

Тем не менее, у ИН высокая митотическая активность CD4
+
 Т-клеток памяти не 

приводит к восполнению численности CD4
+
 Т-лимфоцитов и часто завершается 

гибелью пролиферирующих клеток [252, 345, 411]. Способность Т-лимфоцитов к 

делению в значительной степени зависит от активности их метаболизма, 

поскольку при митозе обменные процессы должны быть адаптированы к 

биосинтезу энергии и макромолекул [174, 243]. Ранее было показано, что у ИН, 

при их сравнении с пациентами, давшими стандартный ответ на лечение, и 

здоровыми людьми, в делящихся CD4
+
 Т-лимфоцитах памяти существенно 

снижена экспрессия генов, обеспечивающих эффективное функционирование 

митохондрий [411, 418]. Кроме того, было показано, что CD4
+
 Т-клетки ИН 

демонстрируют признаки истощения, для которого характерно угнетение 

анаболизма [346, 363]. Эти данные указывают на то, что у ИН метаболизм 

регенерирующих CD4
+
 Т-клеток памяти может быть нарушен. Тем не менее, 

данная гипотеза пока не получила фактического подтверждения. Проверке этой 

гипотезы будет посвящена настоящая работа. 

Цель исследования: установить особенности метаболизма CD4
+
 Т-

лимфоцитов ВИЧ-инфицированных людей с различной эффективностью 

восстановления иммунитета в ответ на высокоактивную антиретровирусную 

терапию. 

Задачи исследования: 

1. Определить особенности метаболизма наивных CD4
+
 Т-лимфоцитов и 

CD4
+
 Т-клеток памяти ВИЧ-инфицированных иммунологических неответчиков на 

антиретровирусную терапию в состоянии покоя и при пролиферации. 

2. Оценить потребление глюкозы и жирных кислот, экспрессию 

транспортера ASCT2 и уровень аутофагии в CD4
+
 Т-лимфоцитах ВИЧ-

инфицированных больных с дискордантным ответом на антиретровирусную 

терапию. 
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3. Охарактеризовать энергетический профиль CD4
+
 Т-лимфоцитов 

памяти ВИЧ-инфицированных иммунологических неответчиков на лечение путем 

определения интенсивности гликолиза и окислительного фосфорилирования. 

4. Определить наличие связи между метаболическими свойствами, 

уровнем пролиферации и степенью истощения CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти у 

ВИЧ-инфицированных больных с дискордантным ответом на антиретровирусную 

терапию. 

Научная новизна. Впервые установлены метаболические характеристики 

CD4
+
 Т-клеток памяти, обеспечивающие их приоритетное значение в регенерации 

CD4
+
 Т-лимфоцитов. Впервые показано, что при ВИЧ-инфекции низкая 

эффективность регенерации связана с метаболическими нарушениями в CD4
+
 Т-

клетках памяти. Впервые установлено несоответствие между повышенным 

потреблением экзогенных и эндогенных субстратов и низкой биоэнергетической 

активностью CD4
+
 Т-клеток памяти ВИЧ-инфицированных иммунологических 

неответчиков. Впервые показано, что нарушение метаболизма CD4
+
 Т-клеток 

памяти при иммунологическом неответе на АРТ связано с истощением 

пролиферирующих клеток. 

Теоретическая и практическая значимость работы. Теоретическая 

значимость проведенного исследования заключается в установлении связи между 

метаболизмом CD4
+
 Т-лимфоцитов и их пролиферативным и регенераторным 

потенциалом. Показано, что метаболизм CD4
+
 Т-клеток памяти в организме ИН 

изменен: вопреки активному потреблению субстратов скорость гликолиза и 

окислительного фосфорилирования митохондрий в таких клетках существенно 

снижена. Выявленные метаболические нарушения развиваются на фоне 

истощения CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти в организме ИН. Полученные данные 

расширяют представление о механизмах, препятствующих продуктивной 

пролиферации CD4
+
 Т-клеток памяти у ВИЧ-инфицированных иммунологических 

неответчиков на терапию, а также обозначают необходимость дальнейшего 

исследования метаболизма данных клеток. Практическая значимость 

проведенного исследования заключается в том, что полученные данные могут 
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служить основой для своевременного выявления ВИЧ-инфицированных больных, 

склонных к формированию иммунологического неответа на лечение, на 

основании функционального состояния митохондрий CD4
+ 

Т-лимфоцитов. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. CD4
+
 Т-клетки памяти ВИЧ-инфицированных иммунологических 

неответчиков на антиретровирусную терапию приспособлены к пролиферации 

больше, чем наивные CD4
+
 Т-лимфоциты благодаря меньшему масштабу 

метаболической перестройки, необходимой для деления. 

2. При дискордантном ответе на антиретровирусную терапию CD4
+
 Т-

клетки памяти ВИЧ-инфицированных пациентов потребляют больше 

метаболических субстратов и содержат больше аутофагосом, чем при 

стандартном ответе на терапию и в отсутствие ВИЧ-инфекции. 

3. При нарушении регенерации CD4
+
 Т-лимфоцитов у ВИЧ-

инфицированных больных, получающих антиретровирусную терапию, CD4
+
 Т-

клетки памяти демонстрируют низкую интенсивность гликолиза и 

окислительного фосфорилирования. 

4. В CD4
+
 Т-клетках памяти иммунологических неответчиков 

метаболические изменения связаны с активной пролиферацией и высокой 

степенью истощения этой клеточной субпопуляции. 

Методология и методы исследования. Для решения поставленных задач 

были обследованы три клинические группы: 

1) ВИЧ-инфицированные иммунологические неответчики – ИН (число 

CD4
+
 Т-лимфоцитов в периферической крови менее 350/мкл после двух и более 

лет АРТ); 

2) ВИЧ-позитивные иммунологические ответчики – ИО (число 

CD4
+
 Т-лимфоцитов в крови более 350/мкл после двух и более лет АРТ);  

3) Контроль – К (относительно здоровые люди без ВИЧ-инфекции).  

Субпопуляционный состав Т-клеток периферической крови, а также 

уровень пролиферации и истощения CD4
+
 Т-лимфоцитов оценивали по 

экспрессии специфических маркеров путем их детекции антителами методом 
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многоцветной проточной цитофлуориметрии. Активность захвата глюкозы CD4
+
 

Т-клетками определяли по интенсивности потребления ее флуоресцентного 

аналога – 2-(7-Нитро-2,1,3-бензоксадиазол-4-ил)-D-глюкозамина (англ. 2-(7-Nitro-

2,1,3-benzoxadiazol-4-yl)-D-glucosamine – 2-NBDG). Способность CD4
+
 Т-клеток 

захватывать жирные кислоты из внеклеточной среды тестировали по 

интенсивности потребления флуоресцентного аналога пальмитиновой кислоты 

(BODIPY FL C16). Способность CD4
+
 Т-лимфоцитов потреблять нейтральные 

аминокислоты, включая глутамин, устанавливали по экспрессии транспортера 

ASCT2. Уровень аутофагии оценивали по окрашиванию клеток производным 

монодансилкадаверина. Активность основных энергетических путей – гликолиза 

и окислительного фосфорилирования – в CD4
+
 Т-лимфоцитах памяти тестировали 

методом анализа внеклеточных потоков на анализаторе Seahorse XF. Обработку 

данных осуществляли методами непараметрической статистики. 

Степень достоверности, апробация результатов, личное участие автора.  

Достоверность результатов подтверждается проведением всех этапов работы с 

использованием современных методов исследования, сертифицированного 

оборудования, реагентов и расходных материалов. Сформулированные в тексте 

диссертации выводы основаны на фактических результатах, 

проиллюстрированных графиками. Статистический анализ данных проведен с 

использованием современных методик обработки данных с помощью прикладных 

компьютерных программ MS Office Excel, (Microsoft, США) и GraphPad Prism 7 

(GraphPad Software, США). 

Результаты диссертационной работы были представлены на Всероссийских 

и международных научных конференциях: всемирная конференция «IAS 2021 – 

the 11th IAS Conference on HIV Science» (Берлин, 18-21 июля 2021 года); научная 

конференция с международным участием «Фундаментальные и прикладные 

аспекты биоинформатики, биотехнологии и недропользования» (Пермь, 18-20 

октября 2021 года); V Всероссийская научно-практическая конференция молодых 

учёных с международным участием «Фундаментальные и прикладные аспекты в 

медицине и биологии» (Иркутск, 27-28 октября 2022 года); ХVII Всероссийский 
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научный форум с международным участием имени академика В.И. Иоффе «Дни 

Иммунологии в Санкт-Петербурге» (Санкт-Петербург, 5-8 июня 2023 года); X 

Юбилейный Всероссийский форум молодых исследователей «ХимБиоSeasons 

2024» (Калининград, 12-19 апреля 2024 года). 

Автор лично участвовал в каждом этапе диссертационного исследования. 

Основная идея, планирование научной работы, включая формулировку рабочей 

гипотезы, цели и задач, определение методологии и общей концепции 

диссертационного исследования проводились совместно с научным 

руководителем д.б.н. Сайдаковой Евгенией Владимировной. Анализ современной 

отечественной и зарубежной литературы по изучаемой проблеме проведен лично 

диссертантом. Работа с пациентами Пермского краевого центра по профилактике 

и борьбе со СПИД и инфекционными заболеваниями выполнялась при участии 

врача-иммунолога д.м.н. Шмагель Надежды Геннадьевны. Экспериментальные 

исследования были выполнены совместно с сотрудниками лаборатории 

экологической иммунологии «ИЭГМ УрО РАН». Статистическая обработка 

первичных данных, интерпретация и анализ полученных результатов, написание и 

оформление рукописи диссертации осуществлялись соискателем лично. 

Внедрение результатов исследования в практику. Материалы 

диссертационной работы внедрены в учебный процесс кафедры микробиологии и 

иммунологии биологического факультета ФГАОУ ВО «Пермский 

государственный национальный исследовательский университет» (614068, г. 

Пермь, ул. Букирева, 15) по дисциплинам «Иммунология» и «Механизмы 

иммунитета», а также внедрены в научно-исследовательскую деятельность 

лаборатории молекулярной иммунологии «ИЭГМ УрО РАН» (614081, г. Пермь, 

ул. Голева, 13). 

Публикации. По теме диссертации опубликовано 11 работ, в том числе 8 – 

в научных журналах, которые включены в Перечень ВАК по специальности 3.2.7. 

Иммунология, биологические науки, и/или индексируются в международных 

базах Web of Science, Scopus, RSCI. 
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Структура и объем диссертации. Работа изложена на 156 страницах 

машинописного текста, состоит из введения, обзора литературы, описания 

материалов и методов исследования, результатов собственных исследований, 

обсуждения результатов исследования, выводов, списка сокращений и списка 

литературы. Список литературы включает 423 источника, из них 27 источников 

на русском языке, 396 – на английском. Работа проиллюстрирована 30 рисунками 

и двумя таблицами. 
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ГЛАВА 1 – ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

 

 

1.1 – Механизмы формирования и восполнения иммунодефицита при 

ВИЧ-инфекции 

Характерной чертой ВИЧ-инфекции является формирование глубокого 

иммунодефицита – феномена, связанного с прогрессирующей гибелью CD4
+
 Т-

лимфоцитов. Без лечения численность CD4
+
 Т-клеток в периферической крови 

хронически инфицированных больных сокращается на 40-80 единиц/мм
3
 в год 

[361]. На последней стадии заболевания данный показатель может достигать 

уровня 200 клеток/мм
3
 и ниже, при этом общее содержание CD4

+
 Т-лимфоцитов в 

организме сокращается более чем в два раза [162, 339]. Основной функцией CD4
+
 

Т-лимфоцитов является регуляция иммунного ответа: данные клетки участвуют в 

активации макрофагов [80], CD8
+
 Т-клеток [66] и В-лимфоцитов, продуцируют 

цитокины [421], а также подавляют активность иммунокомпетентных клеток 

[347]. Дефицит CD4
+
 Т-клеток, формирующийся при ВИЧ-инфекции, приводит к 

развитию синдрома приобретенного иммунодефицита. Вследствие иммунной 

недостаточности ВИЧ-инфицированные пациенты становятся более уязвимыми к 

оппортунистическим инфекциям и злокачественным образованиям, редко 

проявляющимся в популяции здоровых людей [106]. Присоединение 

оппортунистических инфекций является основной причиной заболеваемости и 

смерти ВИЧ-позитивных больных [295, 366]. По данным ЮНЭЙДС, с начала 

эпидемии ВИЧ от СПИД-ассоциированных заболеваний погибло не менее 40 

миллионов человек [378]. 

Известно, что ВИЧ преимущественно поражает CD4
+
 Т-лимфоциты и 

вызывает их гибель как в культуре, так и in vivo [104]. На основе этих наблюдений 

сложилась гипотеза о том, что иммунодефицит является естественным следствием 

гибели ВИЧ-инфицированных CD4
+
 Т-клеток [34]. Действительно, на модели 

приматов, инфицированных вирусом иммунодефицита обезьян (ВИО), было 
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показано, что в острой фазе заболевания ВИО поражает около 60 % CD4
+
 Т-

лимфоцитов памяти в организме, большинство из которых (до 80 %) вскоре 

погибает в результате цитолиза либо Fas-индуцированного апоптоза [233, 262]. 

При этом опустошение пула CD4
+
 Т-клеток в острой фазе ВИО-инфекции 

совпадает с пиком виремии [233]. Тем не менее, данная модель оказалась 

неприменима к хронической фазе ВИЧ-инфекции. Harper и его коллеги показали, 

что в хронической фазе заболевания количество инфицированных клеток 

невелико: в лимфатических узлах ВИЧ-позитивных пациентов менее 0,01 % 

мононуклеарных клеток содержат вирусную РНК [166]. Более того, большая часть 

умирающих CD4
+
 Т-лимфоцитов принадлежит к ВИЧ-негативной фракции [127]. 

Несоответствие между числом инфицированных и погибающих CD4
+
 Т-клеток 

указывало на то, что прямое цитопатическое действие ВИЧ не может быть 

ведущей причиной развития иммунной недостаточности [108]. В качестве 

альтернативной гипотезы Ascher и Sheppard выдвинули предположение о том, что 

иммунодефицит формируется вследствие опосредованной ВИЧ иммунной 

активации [44]. 

При ВИЧ-инфекции активация носит системный характер и затрагивает как 

адаптивное, так и врожденное звено иммунитета. Так, в организме ВИЧ-

инфицированных людей возрастает доля активированных элементов в 

популяциях дендритных клеток, моноцитов, нейтрофилов, NK-клеток, Т- и B-

лимфоцитов [275]. Кроме того, увеличивается концентрация маркеров 

воспаления: неоптерина, β2-микроглобулина, TNF-α и его растворимого 

рецептора sTNFR2, IL-6, IL-1β и IFN-γ [48, 63, 135, 276]. Первыми взаимосвязь 

между иммунной активацией и иммунодефицитом продемонстрировали Giorgi и 

ее коллеги [146, 239]. Авторы показали, что при ВИЧ-инфекции высокий уровень 

активации CD8
+
 Т-лимфоцитов ассоциирован с прогрессией заболевания в стадию 

СПИД. Впоследствии многочисленные исследования подтвердили связь между 

уровнем иммунной активации, степенью дефицита CD4
+
 Т-клеток, а также риском 

заболеваемости и смерти [113, 215, 307, 353]. Необходимо отметить, что 

природные носители вируса иммунодефицита – зеленые мартышки, мандрилы и 
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дымчатые мангобеи – отличаются низким уровнем иммунной активации в острой 

фазе инфекции [364] и полным ее отсутствием – в хронической [212, 238]. У таких 

приматов ВИО-инфекция не приводит к развитию иммунной недостаточности 

[238]. 

При ВИЧ-инфекции иммунная активация, в первую очередь, связана с 

прямым воздействием вируса. Известно, что ВИЧ вызывает антиген-

специфичную активацию клеток адаптивного иммунитета [45], а его РНК также 

служит лигандом для Toll-подобных рецепторов (Toll-like receptor – TLR) [223]. 

Взаимодействие одноцепочечной РНК ВИЧ с TLR 7/8 приводит к активации Т- и 

В-лимфоцитов [51], плазмоцитоидных дендритных клеток [56], моноцитов [267] и 

NK-клеток [36]. Кроме того, структурные белки ВИЧ, такие как p17, p24 и gp41, 

являются лигандами TLR 2/1 и TLR 2/6 [177], а белок Tat – лигандом TLR 4 [97, 

294]. Как следствие, иммунокомпетентные клетки, содержащие TLR 

соответствующей специфичности – в том числе, Т-лимфоциты – активируются 

под действием вирусных белков. Важно отметить, что, помимо лейкоцитов, ВИЧ 

и его белки также могут активировать клетки эндотелия [75, 152] и тромбоциты 

[413]. В ответ на стимуляцию эндотелиальные клетки и тромбоциты активно 

синтезируют провоспалительные цитокины, в том числе IL-18 и IL-1β [30, 213]. 

В острой фазе заболевания инфекционный процесс локализуется, 

преимущественно, в желудочно-кишечном тракте [384] и сопровождается 

повреждением кишечного барьера [71]. Нарушение целостности кишечного 

эпителия при ВИЧ-инфекции происходит в результате апоптоза энтероцитов и 

нарушения плотных межклеточных контактов. При этом программируемая смерть 

энтероцитов вызвана как прямым действием ВИЧ [254, 291], так и локальным 

воспалением [350]. Было установлено, что высокое содержание TNF-α в 

слизистых кишечника ВИЧ-позитивных людей приводит к апоптозу клеток 

эпителия [121]. ВИЧ не только вызывает гибель энтероцитов, но также 

препятствует регенерации кишечного барьера. Опустошение пула CD4
+
 Т-клеток, 

населяющих кишечник, приводит к существенному сокращению численности 

Th17- и Th22-лимфоцитов – основных продуцентов IL-22 [92, 207, 341]. IL-22 
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вырабатывается в ответ на стимуляцию провоспалительными цитокинами [340] и 

участвует в пролиферации клеток эпителия, а также продукции муцина и 

противомикробных белков [205]. Снижение продукции IL-22 на фоне дефицита 

Th17- и Th22-лимфоцитов приводит к тому, что повышенная проницаемость 

кишечника приобретает хронический характер. 

Нарушение целостности кишечного барьера влечет за собой усиление 

бактериальной транслокации. Этим термином обозначают процесс перехода 

живых микроорганизмов и их компонентов из кишечника в циркуляцию [350]. 

Известно, что ряд бактериальных продуктов обладает провоспалительными 

свойствами. К ним относятся пептидогликан [98], липотейхоевые кислоты [167], 

липополисахариды (ЛПС) и флагеллин [422]. Моноциты [38, 276], макрофаги 

[389], плазмоцитоидные дендритные клетки [296] и Т-лимфоциты [136] несут 

TLR, специфичные к данным молекулам, и отвечают на их распознавание 

активацией и продукцией медиаторов воспаления. Важно отметить, что 

стимуляция TLR-лигандами неодинаково влияет на разные субпопуляции Т-

клеток. Так, стимулированные CD8
+
 T-лимфоциты экспрессируют маркер 

активации CD69, в то время как CD4
+
 T-клетки вступают в пролиферацию и 

экспрессируют белок Ki-67 [136]. При этом большинство Ki-67
+
CD4

+
 T-

лимфоцитов, активированных через TLR, не способно завершить деление и 

погибает путем апоптоза. Поскольку усиление бактериальной транслокации 

приводит к активации иммунитета и гибели CD4
+
 T-клеток, содержание маркеров 

повреждения кишечного барьера (ЛПС и sCD14) в крови ВИЧ-инфицированных 

больных позволяет прогнозировать развитие заболевания и риск летального 

исхода [251, 351]. 

Помимо бактериальных продуктов, в организме ВИЧ-инфицированных 

пациентов присутствуют другие факторы, способные активировать Т-лимфоциты 

вне зависимости от специфичности их Т-клеточного рецептора (ТКР). Изменение 

фенотипических и функциональных свойств Т-клеток в ответ на такое 

воздействие получило название «сторонней активации» [53]. Сторонняя 

активация свойственна не только ВИЧ, поскольку в очаге других вирусных 
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инфекций также присутствуют активированные Т-лимфоциты различной 

специфичности [90, 94, 302]. Ключевую роль в индукции неспецифической 

активации Т-клеток играют цитокины. Установлено, что IL-12, IL-18, IL-15, TNF-

α и IL-33 оказывают стимулирующее воздействие на CD8
+
 Т-лимфоциты в обход 

ТКР [133]. Культивируемые в присутствии этих медиаторов CD8
+
 Т-клетки 

экспрессируют маркер активации CD69 и продуцируют IFN-γ. Наибольший 

эффект на функциональное состояние CD8
+
 Т-лимфоцитов оказывают 

комбинации цитокинов, в частности, сочетание IL-12 и IL-18. При ВИЧ-инфекции 

CD8
+
 Т-клетки подвержены влиянию многих медиаторов воспаления. Так, было 

показано, что в организме ВИЧ-позитивных больных повышается содержание IL-

15 и TNF-α, продуцируемых дендритными клетками и тканевыми макрофагами 

[55, 61, 269]. Кроме того, в лимфоидных тканях возрастает концентрация IL-12, 

IL-18, IL-33 и IL-10 [268]. Исследования in vitro подтвердили, что влияния 

цитокинов достаточно для ТКР-независимой активации покоящихся Т-

лимфоцитов, полученных от ВИЧ-инфицированных людей [379]. 

Глубокий дефицит CD4
+
 Т-лимфоцитов, развивающийся при ВИЧ-

инфекции, приводит к реактивации многих латентных инфекций [415]. Кроме 

того, организм ВИЧ-позитивных людей становится уязвимым к новым патогенам. 

В результате, одновременно с ВИЧ в организме человека нередко присутствуют 

коинфицирующие агенты. Среди коинфицирующих агентов наибольшую 

значимость имеют вирусы гепатита В и С, цитомегаловирус, вирус Эпштейна-

Барр, папилломавирус и Mycobacterium tuberculosis [261]. Известно, что 

большинство из них способствуют усилению хронической иммунной активации, 

свойственной ВИЧ-инфицированным пациентам [68]. Так, было показано, что, 

пациенты, коинфицированные ВИЧ и туберкулезом, демонстрируют более 

высокий уровень активации моноцитов и Т-лимфоцитов, чем ВИЧ-

моноинфицированные лица [368]. В свою очередь, цитомегаловирусная инфекция 

приводит к увеличению доли активированных CD8
+
 Т-клеток в организме ВИЧ-

позитивных людей [189], а коинфекция вирусом гепатита С – к повышению 
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содержания медиаторов воспаления (IL-6, sCD14 и IFN-α) в плазме крови [216, 

256]. 

К настоящему времени установлено несколько механизмов, приводящих к 

гибели CD4
+
 Т-лимфоцитов в организме ВИЧ-позитивных людей. Один из них, 

как было отмечено выше, связан с цитопатическим действием вируса. Известно, 

что ВИЧ преимущественно размножается в активированных CD4
+
 Т-клетках 

эффекторной памяти [343, 382]. В связи с этим, клетки данной субпопуляции 

нередко погибают путем цитолиза [229] или апоптоза [138], а также в результате 

фагоцитоза иммунокомпетентными клетками [287, 367]. Помимо клеток 

эффекторной памяти, вирус также может проникать в клетки других 

субпопуляций CD4
+
 Т-лимфоцитов, однако в таком случае инфекция может быть 

абортивной, или непродуктивной [116]. При абортивной инфекции вирус не 

способен завершить процесс обратной транскрипции; в результате, в пораженных 

CD4
+
 Т-клетках накапливаются неполные фрагменты вирусной ДНК [114]. 

Неполные транскрипты ВИЧ распознаются интерферон-гамма-индуцируемым 

белком 16 (Interferon-gamma-inducible protein 16 – IFI16) [193, 277], который, при 

связывании с фрагментами ДНК, инициирует формирование инфламмасомы, 

активацию каспазы-1 и запуск пироптоза – «воспалительной» формы 

программируемой клеточной смерти [115]. Пироптоз CD4
+
 Т-лимфоцитов 

сопровождается формированием пор в мембране клетки и высвобождением во 

внеклеточную среду их провоспалительного содержимого: цитокинов IL-1β и IL-

18 [328, 352], а также ДНК, АТФ, гистонов и белков теплового шока [285]. Doitsh 

и соавт. предполагают, что данные факторы могут стимулировать пироптоз в 

близлежащих CD4
+
 Т-лимфоцитах даже в отсутствии вирусных компонентов 

[116]. Авторы считают, что абортивная инфекция покоящихся клеток запускает 

лавинообразный процесс индукции пироптоза в субпопуляции CD4
+
 Т-

лимфоцитов, что, в конечном счете, приводит к их дефициту. 

Развитие иммунологической недостаточности также связано с нарушением 

структуры лимфоидных тканей. При ВИЧ-инфекции в лимфатических узлах 

формируется выраженное провоспалительное окружение, что вызывает 
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аккумуляцию регуляторных Т-лимфоцитов, активно продуцирующих TGF-β [324, 

417]. Под действием TGF-β в фибробластах усиливается синтез проколлагена, что, 

в конечном счете, приводит к нарушению архитектуры лимфатического узла 

вследствие фиброза [417]. Отложение коллагена приводит к уплотнению 

структуры венул с высоким эндотелием и нарушению миграции CD4
+
 Т-клеток 

[123]. Более того, в фиброзированных лимфатических узлах наивные CD4
+
 Т-

лимфоциты и CD4
+
 Т-клетки центральной памяти теряют контакт с 

фибробластными ретикулярными клетками и лишаются доступа к 

гомеостатическим цитокинам и факторам роста, необходимым для их выживания 

[416]. Таким образом, при ВИЧ-инфекции фиброз лимфоидных тканей также 

может приводить к гибели CD4
+
 Т-лимфоцитов. 

Помимо этого, численность Т-лимфоцитов в организме ВИЧ-позитивных 

людей сокращается в результате активационно-индуцированного апоптоза, 

опосредованного взаимодействием Fas/FasL [35, 50]. Активационно-

индуцированный апоптоз является гомеостатическим механизмом, вызывающим 

сокращение активированных Т-клеток по завершению иммунного ответа [184]. 

Данный вид клеточной гибели также характерен для активированных Т-

лимфоцитов, подвергнутых повторной антигенной стимуляции [194]. 

Установлено, что CD4
+
 и CD8

+ 
Т-клетки ВИЧ-позитивных людей 

предрасположены к активационно-индуцированной программируемой смерти в 

большей степени, чем клетки здоровых лиц [204]. Так, in vitro активация CD4
+ 

Т-

клеток, полученных от ВИЧ-позитивных людей, приводит не к экспансии, а к Fas-

индуцированной программируемой смерти [155, 323]. В условиях 

персистирующей антигенной и TLR-опосредованной стимуляции Т-клетки ВИЧ-

инфицированных пациентов регулярно активируются и погибают в ходе 

активационно-индуцированного апоптоза [117]. При этом уровень экспрессии Fas 

на поверхности CD4
+
 Т-лимфоцитов положительно коррелирует с прогрессией 

заболевания и развитием иммунодефицита [43, 149]. Причины, обусловливающие 

высокую чувствительность Т-клеток к активационно-индуцированной 

программируемой гибели, остаются малоизученными. Тем не менее, известно, что 
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экспрессия Fas и FasL на поверхности CD4
+
 Т-лимфоцитов ВИЧ-инфицированных 

пациентов усиливается под действием вирусных белков gp120 и Tat [230, 399]. 

Известно, что как CD4
+
 Т-клетки, так и CD8

+
 Т-лимфоциты ВИЧ-

инфицированных людей подвержены активационно-индуцированному апоптозу 

[204]. Однако, если активация CD8
+
 Т-клеток сопровождается их экспансией, то 

численность CD4
+
 Т-лимфоцитов в тех же условиях постепенно сокращается [85, 

154]. Это явление объясняется тем, что CD8
+
 Т-клетки обладают большим 

пролиферативным потенциалом [143, 163, 247]: активированные CD8
+
 Т-

лимфоциты, в сравнении с CD4
+
 Т-клетками, делятся быстрее и производят 

существенно больше дочерних клеток [179]. Количество антигенспецифичных 

CD8
+
 Т-лимфоцитов на пике экспансии в 20 раз превышает показатели CD4

+
 Т-

клеток. Более того, по завершению иммунного ответа CD8
+
 Т-лимфоциты 

формируют стабильный пул долгоживущих клеток памяти, в то время как 

численность антигенспецифичных CD4
+
 Т-клеток постепенно сокращается [86, 

179, 248]. В норме такая динамика позволяет поддерживать численность CD4
+
 Т-

лимфоцитов на уровне, достаточном для эффективного функционирования 

иммунитета. Тем не менее, при хронической ВИЧ-инфекции сниженный, в 

сравнении с CD8
+
 Т-клетками, пролиферативный потенциал CD4

+
 Т-лимфоцитов 

не позволяет компенсировать их гибель [130, 176]. 

Роль хронической иммунной активации в патогенезе ВИЧ-инфекции в 

настоящий момент общепризнанна. Известно, что у ВИЧ-инфицированных 

пациентов с высокой вирусной нагрузкой и сниженным уровнем активации 

иммунитета болезнь медленнее прогрессирует в стадию СПИД [95]. В то же 

время, у «нонпрогрессоров», подавляющих вирусную нагрузку в отсутствии 

терапии, уровень иммунной активации выше, чем у здоровых людей, а 

численность CD4
+
 Т-клеток постепенно снижается, что со временем может 

привести к иммунодефициту [186, 187]. В совокупности, представленные данные 

демонстрируют, что при ВИЧ-инфекции уровень иммунной активации определяет 

степень поражения пула CD4
+
 Т-лимфоцитов, прогрессию заболевания в стадию 

СПИД, а также качество и продолжительность жизни больных. 



19 

 

Единственным эффективным средством для контроля ВИЧ-инфекции 

является высокоактивная антиретровирусная терапия (АРТ), подавляющая 

репликацию вируса в организме [102]. На фоне терапии у ВИЧ-инфицированных 

пациентов снижается уровень иммунной активации и воспаления [221], а также 

пироптоза [78] и апоптоза в субпопуляции CD4
+
 Т-клеток [336]. Уменьшение 

активности этих патологических процессов приводит к регенерации пула CD4
+
 Т-

лимфоцитов в организме ВИЧ-позитивных людей
 

[46] и, как следствие, 

сокращению риска заболеваемости и смерти [380]. 

Восстановление иммунитета на фоне АРТ представляет собой трехфазный 

процесс. Первая фаза длится 10 недель [67] и характеризуется выраженным 

увеличением численности CD4
+
 Т-клеток в периферической крови: их прирост в 

месяц составляет около 20-30 единиц/мм
3
 [158]. Однако данный процесс связан не 

с восстановлением иммунной системы, а с перераспределением периферических 

CD4
+
 Т-лимфоцитов [47]. АРТ приводит к уменьшению уровня иммунной 

активации и, как следствие, подавлению экспрессии молекул адгезии ICAM-1 и 

VCAM-1 на поверхности CD4
+
 Т-клеток [73]. В результате, CD4

+
 Т-лимфоциты 

обретают способность покидать лимфоидные ткани и поступать в циркуляцию. 

Во второй фазе скорость прироста CD4
+
 Т-клеток снижается и составляет 5-10 

клеток/мм
3
 в месяц [103]. С этого момента увеличение количества CD4

+
 Т-

лимфоцитов в крови отражает истинную регенерацию иммунной системы. По 

прошествии двух лет с начала терапии наступает третья фаза регенерации, при 

которой скорость пополнения пула CD4
+
 Т-лимфоцитов уменьшается до 2-5 

единиц/мм
3
 в месяц. При условии, что пациент непрерывно получает терапию, его 

иммунная система способна реализовывать свой регенераторный потенциал как 

минимум 7 лет [241]. 

При приеме терапии регенерация CD4
+
 Т-лимфоцитов у ВИЧ-

инфицированных пациентов преимущественно реализуется за счет 

гомеостатической пролиферации периферических CD4
+
 Т-клеток [221, 300, 301]. 

У ВИЧ-инфицированных больных, получающих АРТ, относительное количество 

делящихся клеток увеличивается в ряду: наивные CD4
+
 Т-лимфоциты < CD4

+
 Т-
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клетки центральной памяти < CD4
+
 Т-лимфоциты эффекторной памяти [346]. Как 

следствие, большинство клеток, продуцируемых на фоне АРТ, имеют фенотип 

CD4
+
CD45RO

+
 [398]. Численность CD4

+
 Т-лимфоцитов памяти начинает активно 

восстанавливаться спустя 3-6 месяцев с начала терапии. Этот процесс 

сопровождается усилением иммунитета против оппортунистических инфекций 

[170, 222, 398], являющихся основной причиной смерти ВИЧ-инфицированных 

пациентов в стадии СПИД. Таким образом, при приеме АРТ гомеостатическая 

пролиферация CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти является ключевым механизмом, 

препятствующим развитию иммунодефицита и снижающим риск развития 

заболеваний и смерти. 

Широкое применение АРТ обнажило серьезную проблему: не у всех 

пациентов подавление репликации ВИЧ приводит к восстановлению иммунной 

системы. У части ВИЧ-инфицированных больных (по различным данным от 10 до 

40 % [47, 206, 320, 406]) численность CD4
+
 Т-клеток в периферической крови не 

достигает уровня 350 единиц/мм
3
, несмотря на годы вирусологически 

эффективного лечения [83]. Таких пациентов в литературе обозначают термином 

«иммунологические неответчики» (ИН) [87, 141]. Как и у пациентов со 

стандартным ответом на АРТ («иммунологических ответчиков» – ИО), у ИН 

репликация ВИЧ подавлена, а CD4
+
 Т-лимфоциты памяти активно 

пролиферируют в ответ на лимфопению. Более того, доля пролиферирующих 

CD4
+
 Т-клеток памяти в организме ИН, как правило, существенно выше, чем у 

ИО и здоровых людей [49, 252]. Тем не менее, у ИН интенсивная пролиферация 

не приводит к восстановлению пула CD4
+
 Т-лимфоцитов. В результате, для ИН 

характерны развитие ассоциированных и не ассоциированных со СПИД 

заболеваний и повышенный риск смерти [141, 321, 362]. В настоящий момент не 

существует терапевтических стратегий, позволяющих увеличить качество и 

продолжительность жизни ВИЧ-инфицированных пациентов с неполной 

регенерацией иммунитета в ответ на АРТ [77]. Поэтому особенно важно 

определить механизмы, препятствующие восстановлению численности CD4
+
 Т-

клеток в организме ИН. 
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Результаты современных исследований указывают на то, что отсутствие 

регенерации иммунитета у ИН связано с непродуктивной пролиферацией CD4
+
 Т-

лимфоцитов памяти. Так, было показано, что у ИН CD4
+
 Т-клетки памяти, 

находящиеся в активных фазах клеточного цикла, не способны завершить деление 

формированием дочерних клонов [411]. Кроме того, in vitro активация 

покоящихся CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти, полученных от ИН, приводит к 

малопродуктивному и асимметричному делению [21]. Таким образом, в основе 

феномена иммунологического неответа на АРТ лежит нарушение основного 

регенераторного механизма – пролиферации CD4
+
 Т-клеток памяти; его 

механизмы остаются неизвестными. Ранее Younes и соавт. показали, что у ИН 

снижение способности CD4
+
 Т-клеток к продуктивному делению может быть 

связано с нарушением функции митохондрий [411]. Известно, что снижение 

митохондриальной активности препятствует пролиферации Т-лимфоцитов и 

приводит к их апоптозу [111, 226, 338]. Впоследствии проблема 

иммунологического неответа на АРТ с точки зрения метаболизма никем подробно 

не рассматривалась. Настоящее исследование будет посвящено определению 

метаболических свойств CD4
+
 Т-клеток памяти, полученных от ВИЧ-

инфицированных пациентов со слабой регенерацией иммунной системы в ответ 

на АРТ. 

1.2 – Метаболическое обеспечение пролиферации 

Пролиферация представляет собой процесс увеличения численности клеток 

путем митотического деления. Как правило, митоз сопровождается 

метаболической перестройкой, в ходе которой усиливается синтез нуклеиновых 

кислот, белков и липидов – «строительных материалов» для генетического 

аппарата, органелл и мембран дочерней клетки [391]. При этом способность 

клетки активно производить макромолекулы прямо влияет на возможность 

завершения деления: в большинстве случаев, клетки с дефицитом липидов [314], 

нуклеотидов [316] и белков [312, 410] подвергаются аресту клеточного цикла. 

Скорость и эффективность иммунного ответа во многом определяются 
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пролиферативным потенциалом Т-лимфоцитов. Поэтому в делящихся Т-клетках 

метаболические пути всегда адаптированы к активному биосинтезу. 

Важным источником биосинтеза и энергии в клетке является глюкоза. 

Процесс окисления глюкозы – гликолиз – представляет собой последовательность 

из десяти ферментативных реакций, промежуточные продукты которых нередко 

выступают субстратами в побочных биосинтетических путях (рисунок 1.2.1) 

[234]. Так, глюкозо-6-фосфат может служить источником углерода в 

пентозофосфатном пути, обеспечивающим клетку 5-фосфорибозилпирофосфатом 

– важным компонентом пуриновых и пиримидиновых нуклеотидов [142]. Другой 

промежуточный продукт гликолиза – 3-фосфоглицерат – может быть 

предшественником цистеина, серина и глицина, участвующих в синтезе белков и 

нуклеиновых кислот [330]. Кроме того, конечный продукт гликолиза – 

пировиноградная кислота – может преобразовываться в аминокислоту аланин 

[151]. Третьим классом соединений, продуцируемых из метаболитов 

гликолитического пути, являются глицеролипиды [225]. Их источником служит 

дигидроксиацетонфосфат – предшественник глицерол-3-фосфата.  

Углерод, поступающий с глюкозой, необходим для протекания многих 

биосинтетических процессов, поэтому ее потребление и окисление в 

пролиферирующих клетках существенно усиливаются [174]. Полное окисление 

глюкозы завершается формированием двух молекул АТФ и двух молекул 

пировиноградной кислоты, которые могут подвергаться либо окислению, либо 

восстановлению [234]. Как правило, в присутствии кислорода пировиноградная 

кислота окисляется под действием пируватдегидрогеназного мультиферментного 

комплекса и формирует ацетил-коэнзим А (ацетил-КоА) [28]. Образованный 

ацетил-КоА служит источником углерода в цикле трикарбоновых кислот (ЦТК), 

функционирование которого сопряжено с синтезом 36 молекул АТФ на одну 

молекулу глюкозы. Однако данное правило не распространяется на делящиеся Т-

лимфоциты: несмотря на наличие кислорода в среде, такие клетки преобразуют 

большую часть глюкозы в молочную кислоту (рисунок 1.2.1). В этом случае 

энергетический выход гликолиза на одну молекулу глюкозы существенно 
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снижается и составляет две молекулы АТФ. В литературе данный феномен 

обозначается термином «аэробный гликолиз» [236]. 

 

 

Рисунок 1.2.1 –  Продукты гликолитических реакций и их роль в 

биосинтетических процессах 

Использование аэробного гликолиза в качестве основного пути метаболизма 

глюкозы при пролиферации, на первый взгляд, кажется контрпродуктивным. В 

таком случае только 7 % углерода, поступающего с глюкозой, вовлечены в 

образование макромолекул [110, 185]. Более 90 % расходуется на продукцию 

молочной кислоты, которая экскретируется во внеклеточное пространство [69, 
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110]. Тем не менее, делящиеся Т-лимфоциты используют такой «расточительный» 

тип метаболизма для достижения важной цели – увеличения интенсивности 

гликолиза [243]. Существует целый ряд факторов, способных ограничить 

скорость гликолиза в клетке. Одним из основных является накопление конечного 

продукта гликолиза – пировиноградной кислоты [175, 402]. В покоящемся 

состоянии Т-лимфоциты поддерживают гликолитическую активность, 

преимущественно окисляя этот продукт в ЦТК. Однако количество 

пировиноградной кислоты, которую можно реализовать таким способом, 

ограничено дыхательной емкостью митохондрий [84]. Пролиферирующие клетки 

снимают данное ограничение, преобразуя избыток пировиноградной кислоты в 

молочную и транспортируя ее во внеклеточное пространство [175]. Другим 

фактором, ограничивающим гликолитическую активность, является содержание 

окисленной формы никотинамидадениндинуклеотида (НАД
+
) в цитоплазме. 

Полное окисление одной молекулы глюкозы требует двух молекул НАД
+
, 

служащих коферментами при превращении глицеральдегид-3-фосфата в 1,3-

бисфосфоглицериновую кислоту [372]. В ходе реакции НАД
+
 переходит в 

восстановленную форму (НАДН), поэтому повторение гликолиза требует 

окисления кофермента. В пролиферирующих клетках регенерация цитозольного 

НАД
+
 происходит при окислении НАДН в ходе реакции восстановления 

пировиноградной кислоты [228]. Таким образом, аэробный гликолиз исключает 

воздействие двух факторов, ограничивающих скорость окисления глюкозы: 

избытка пирувата и дефицита НАД
+
. В результате, в пролиферирующих Т-

лимфоцитах увеличивается продукция АТФ вне митохондрий, а поток углерода 

через гликолитический путь и сопряженные с ним биосинтетические процессы 

существенно возрастает [390]. 

Активность митохондрий при пролиферации Т-клеток также существенно 

усиливается и дополняет гликолиз при синтезе макромолекул и энергии [89]. Так, 

в Т-лимфоцитах уже через 4 часа митогенной стимуляции возрастает 

концентрация промежуточных продуктов ЦТК [198]. ЦТК представляет собой 

узел пересечения большинства метаболических путей, в котором разнообразные 
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углеродные субстраты – производные глюкозы, глутамина и жирных кислот – 

участвуют в восстановлении доноров электронов для дыхательной цепи. Помимо 

этого, ЦТК является важным источником метаболических субстратов, 

необходимых для синтеза аминокислот, жирных кислот, холестерина и 

нуклеотидов (рисунок 1.2.2) [107]. Так, лимонная кислота, формируемая в первой 

реакции ЦТК при взаимодействии щавелевоуксусной кислоты и ацетил-КоА, 

участвует в de novo синтезе жирных кислот [397]. Образованная в митохондрии 

лимонная кислота транспортируется в цитоплазму, где подвергается 

ферментативному расщеплению на исходные  соединения: ацетил-КоА и 

щавелевоуксусную кислоту [311]. В цитоплазме ацетил-КоА превращается в 

малонил-КоА, осуществляющий удлинение углеродной цепи жирных кислот 

[344]. Помимо этого, цитоплазматический ацетил-КоА может участвовать в 

формировании 3-гидрокси-3-метилглутарил-КоА – предшественника мевалоновой 

кислоты и, соответственно, холестерина [183]. Упомянутая выше 

щавелевоуксусная кислота также поддерживает процессы биосинтеза в делящихся 

клетках. В реакции трансаминирования данный субстрат преобразуются в 

аспарагиновую кислоту, используемую при построении белков и нуклеотидов 

[31].  

В пролиферирующих клетках промежуточные продукты ЦТК активно 

используются в побочных биосинтетических реакциях, поэтому для поддержания 

данного метаболического пути необходим постоянный приток углерода. Его 

основным источником в делящихся клетках является самая распространенная в 

организме аминокислота – глутамин [305]. В пролиферирующих клетках ее 

потребление возрастает в 5-10 раз [82]. Углеродный скелет глутамина включается 

в ЦТК в виде α-кетоглутаровой кислоты (рисунок 1.2.2), которая способна 

преобразовываться в продукты нисходящих реакций, либо пополнять пул 

лимонной кислоты. В структуре глутамина присутствуют две азотсодержащие 

группы, поэтому его превращение в α-кетоглутаровую кислоту представляет 

собой две последовательные реакции дезаминирования [109]. Продуктами первой 

реакции являются глутаминовая кислота и аммиак. В пролиферирующих клетках 
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аммиак участвует в образовании карбамоилфосфата – основы пиримидинового 

кольца [365]. Азот, высвобождающийся при дезаминировании глутаминовой 

кислоты, также участвует в биосинтетических процессах, в частности – в 

превращении кетокислот в аминокислоты. Так, глутаминовая кислота является 

донором азота для пировиноградной, 3-фосфоглицериновой и щавелевоуксусной 

кислот, образующих аланин, серин и аспарагиновую кислоту соответственно 

[412]. 

 

По аналогии с гликолизом, функционирование ЦТК существенно зависит от 

баланса между окисленной и восстановленной формой НАД [79]. НАД
+
 является 

коферментом при превращении α-кетоглутаровой кислоты в сукцинил-КоА [373], 

а также яблочной кислоты в щавелевоуксусную [404]. В ходе данных реакций 

НАД переходит из окисленной формы в восстановленную (НАДН) и становится 

 

Рисунок 1.2.2 – Промежуточные продукты цикла трикарбоновых кислот и 

их роль в биосинтетических процессах 



27 

 

потенциальным донором электронов для дыхательной цепи митохондрий [404]. В 

отсутствии кофермента дегидрирование α-кетоглутаровой и яблочной кислот не 

происходит, поэтому повторение цикла всегда требует восполнения пула НАД
+
 

[33, 257]. В связи с этим, в пролиферирующих клетках усиление работы ЦТК, как 

правило, сопровождается повышением активности дыхательной цепи, 

окисляющей НАДН [197, 409]. Стоит отметить, что ранее усиление работы 

электрон-транспортной цепи митохондрий связывали исключительно с 

потребностью делящихся клеток в энергии. Тем не менее, последние 

исследования показывают, что именно способность дыхательной цепи 

восстанавливать пул НАД
+
 является фактором, лимитирующим пролиферацию 

[62]. Так, было установлено, что ингибиторы митохондриального дыхания 

вызывают в опухолевых клетках арест клеточного цикла, снижение соотношения 

НАД
+
/НАДН, а также падение концентрации промежуточных продуктов ЦТК и 

их производных, в частности – аспарагиновой кислоты. Аспарагиновая кислота 

имеет большое значение в синтезе пуриновых нуклеотидов, поэтому ее дефицит 

при недостатке НАД
+
 приводит к остановке деления на стадии репликации ДНК. 

Таким образом, при пролиферации клетки метаболические пути, сопряженные с 

продукцией энергии, активно поддерживают процессы биосинтеза. 

Помимо промежуточных продуктов гликолиза и ЦТК, важным источником 

биосинтетических молекул также являются продукты метаболизма 

одноуглеродных остатков (англ. one-carbon metabolism) [240]. Метаболизм 

одноуглеродных остатков объединяет фолатный цикл и цикл метионина и 

представляет собой своеобразный «распределительный центр» углерода. 

Источником углерода в данном случае является аминокислота серин [199], а 

акцепторами выступают метаболические продукты, соединяющие фолатный цикл 

и цикл метионина с путями биосинтеза нуклеотидов, белков и липидов (рисунок 

1.2.3) [240]. Так, производное фолиевой кислоты – 5,10-метилентетрагидрофолат 

– переносит метильную группу серина на дезоксиуридинмонофосфат, что 

приводит к образованию дезокситимидинмонофосфата [371]. В свою очередь, 10-

формилтетрагидрофолат участвует в биосинтезе пуриновых нуклеотидов [52]. 
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Кроме того, при участии одноуглеродных остатков серина протекает 

формирование фосфатидилхолина – основного компонента всех клеточных 

мембран [385]. Наконец, функционирование фолатного цикла и цикла метионина 

также сопряжено с образованием ряда аминокислот, в том числе глицина, 

гомоцистеина и цистеина [128]. В связи с этим, при пролиферации интенсивность 

метаболизма одноуглеродных остатков существенно возрастает [338]. 

 

Поддержание активности всех описанных биосинтетических путей требует 

поступления в клетку большого количества метаболических субстратов. Поэтому 

на поверхности пролиферирующих клеток, в сравнении с покоящимися, 

существенно возрастает экспрессия белков, осуществляющих транспорт глюкозы 

и глутамина [191, 331]. В делящихся иммунокомпетентных клетках перенос 

глюкозы преимущественно осуществляется белком Glut1 [245]. В транспорте 

 

Рисунок 1.2.2 – Метаболизм одноуглеродных остатков и его роль в 

биосинтетических процессах 
Примечания: одноуглеродные остатки выделены на рисунке розовым цветом; ДГФ – 

дигидрофолат, ТГФ – тетрагидрофолат, дУМФ – дезоксиуридинмонофосфат, дТМФ – 

дезокситимидинмонофосфат, SAM – S-аденозилметионин, SAH – S-

аденозилгомоцистеин. 
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глутамина и других нейтральных аминокислот при пролиферации основная роль 

принадлежит ASCT2 (англ. Alanine, Serine, Cysteine Transporter 2 – аланин-серин-

цистеин транспортер 2), известному также как SLC1A5 [354]. Помимо глюкозы и 

глутамина, пролиферирующие клетки также способны потреблять из внешней 

среды жирные кислоты [286, 408]. Перенос жирных кислот в клетку 

осуществляется транспортером CD36 и семейством белков FABP (англ. fatty acid 

binding proteins – белки, связывающие жирные кислоты) [182]. Однако в 

настоящий момент роль жирных кислот в процессах биосинтеза остается спорной. 

Так, на примере Th17-лимфоцитов было показано, что при пролиферации in vitro 

аккумуляция липидов в таких клетках преимущественно происходит путем их 

биосинтеза de novo [60]. В то же время, регуляторные Т-клетки, делящиеся in 

vitro, активно потребляют жирные кислоты из внешней среды и используют эти 

субстраты для построения фосфолипидов [60]. Таким образом, вопрос о роли 

экзогенных жирных кислот в пролиферации разных субпопуляций Т-лимфоцитов 

остается открытым для дальнейшего изучения. 

Представленные данные демонстрируют, что переход покоящихся клеток к 

делению сопровождается усилением большинства биосинтетических процессов, 

каждый из которых вносит уникальный вклад в образование нуклеотидов, белков 

и липидов, необходимых для воспроизведения материнской клетки. Как 

следствие, нарушение активности любого из перечисленных метаболических 

путей способно привести к остановке деления. Так, пролиферации клеток 

препятствуют ингибиторы транспорта глюкозы и глутамина [293], 

окислительного фосфорилирования [62], гликолиза и глутаминолиза [62, 153]. 

Кроме того, ингибиторы ферментов, участвующих в синтезе жирных кислот, 

холестерина и продуктов метаболизма одноуглеродных остатков, также 

подавляют деление [88, 169, 338]. В связи с этим, угнетение анаболизма клеток 

нередко связано с потерей регенераторного потенциала тканей [232, 358], 

развитием заболеваний [220, 235, 318] и старением организма [42, 168, 171]. 

Процесс пролиферации имеет особое значение в функционировании Т-

лимфоцитов. В отличие от многих других типов клеток, клетки адаптивного 
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иммунитета делятся не только при регенерации собственной популяции, но и при 

осуществлении иммунного ответа [74]. Как следствие, стимулированные Т-

лимфоциты являются второй по распространенности моделью для изучения 

метаболического обеспечения пролиферации и уступают только опухолевым 

клеточным линиям [246]. Первая работа, посвященная метаболизму делящихся 

иммунокомпетентных клеток, была опубликована в 1958 году [394]. В данной 

публикации Варбург, впервые описавший феномен аэробного гликолиза в 

раковых клетках, отметил, что митогенная стимуляция лейкоцитов также 

сопровождается усилением продукции молочной кислоты. Позднее было 

показано, что стимуляция Т-лимфоцитов фитогемагглютинином в течение 4 часов 

приводит к увеличению потребления глюкозы вдвое, при этом большая ее часть 

окисляется в ходе аэробного гликолиза [173]. В настоящий момент известно, что в 

ответ на стимуляцию в Т-клетках, помимо аэробного гликолиза, усиливается 

окислительное фосфорилирование и глутаминолиз, активность ЦТК, 

пентозофосфатного и мевалонатного пути, а также метаболизм одноуглеродных 

остатков. В результате, спустя 24 часа после стимуляции размер Т-лимфоцитов 

значительно увеличивается [156], а содержание клеточных белков удваивается 

[298]. Через 30-48 часов с момента активации метаболическая перестройка Т-

лимфоцитов завершается генерацией первой дочерней популяции [180]. 

Необходимо отметить, что в разных субпопуляциях Т-клеток обеспечение 

пролиферации может осуществляться различными метаболическими 

программами. Так, известно, что как CD4
+
, так и CD8

+
 Т-лимфоциты при 

стимуляции ТКР усиливают потребление глюкозы. Однако активированные CD4
+
 

Т-клетки человека обладают существенно большим гликолитическим 

потенциалом, чем CD8
+
 Т-лимфоциты, и интенсивнее производят молочную 

кислоту in vitro [197]. Причины, обусловливающие повышенный уровень 

аэробного гликолиза в стимулированных CD4
+
 Т-клетках, в настоящий момент 

остаются неизвестными. Стоит отметить, что Cao et al., исследуя активированные 

Т-лимфоциты мыши, получили противоположные результаты: стимулированные 

CD8
+
 Т-клетки производили молочную кислоту интенсивнее, чем CD4

+
 Т-
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лимфоциты в аналогичных условиях [81]. Представленные данные подчеркивают, 

что при выборе модели для исследовании метаболизма Т-клеток необходимо 

учитывать возможные межвидовые различия. 

Помимо этого, особое внимание в литературе уделяется отличиям между 

метаболизмом конвенциональных и регуляторных CD4
+
 Т-клеток. В покоящемся 

состоянии обе субпопуляции Т-лимфоцитов отличаются низкой метаболической 

активностью и используют энергию, полученную в ходе окислительного 

фосфорилирования, для поддержания своей жизнедеятельности. При этом 

конвенциональные CD4
+
 Т-лимфоциты отличаются высоким уровнем экспрессии 

транспортера Glut1 и используют глюкозу в качестве основного источника 

углерода, в то время как регуляторные CD4
+
 Т-клетки слабо экспрессируют Glut1 

и получают энергию преимущественно путем β-окисления жирных кислот [271]. 

При пролиферации экспрессия Glut1 на поверхности регуляторных клеток 

усиливается, что сопровождается существенным увеличением уровня аэробного 

гликолиза [144]. В результате, регуляторные CD4
+
 Т-лимфоциты при делении 

приобретают уникальный метаболический профиль, характеризующийся 

одновременным протеканием анаболических (аэробный гликолиз) и 

катаболических (β-окисление жирных кислот) процессов [325]. В то время как в 

конвенциональных CD4
+
 Т-клетках при пролиферации преобладает анаболизм. 

Существенно меньше известно о том, чем метаболизм пролиферирующих 

наивных CD4
+
 Т-клеток отличается от такового в клетках памяти. CD4

+
 Т-клетки 

памяти играют основную роль в реализации иммунного ответа при повторном 

проникновении патогена в организм: в сравнении с наивными CD4
+
 Т-

лимфоцитами, такие клетки быстрее достигают пика экспансии и активнее 

производят цитокины [327, 369, 401]. Известно, что CD4
+
 Т-лимфоциты памяти 

обладают рядом адаптаций, позволяющих им быстрее увеличивать число 

собственных клонов при повторном иммунном ответе. Так, CD4
+
 Т-клетки памяти 

имеют более низкий, в сравнении с наивными клетками, порог активации и 

меньше зависят от ко-стимулирующих сигналов [105, 249]. С учетом того, что 

характер метаболизма клеток во многом определяет их способность к 
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пролиферации, закономерно предположить, что обменные процессы 

активированных CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти также адаптированы к ускоренному 

делению. Однако в настоящий момент количество работ, посвященных данному 

вопросу, слишком мало, чтобы подтвердить данную гипотезу. 

Из вышесказанного следует, что метаболические свойства Т-лимфоцитов во 

многом определяют их способность к делению. Поэтому при исследовании 

нарушений, связанных с сокращением пролиферативного потенциала Т-клеток, 

все больше исследователей обращаются к оценке их метаболизма [337, 356, 405]. 

При ВИЧ-инфекции проблема регенерации Т-лимфоцитов имеет особое значение: 

глубокая лимфопения, формирующаяся на фоне инфекции, уносит более 

полумиллиона жизней ежегодно [377]. Недостаточная эффективность 

компенсаторных механизмов, направленных на восстановление численности Т-

клеток в организме ВИЧ-инфицированных людей, вызывает существенное 

отягощение в развитии заболевания. Механизмы данных нарушений до сих пор не 

ясны и с точки зрения метаболизма ранее глубоко не изучались. Настоящая 

работа будет посвящена определению метаболических свойств Т-лимфоцитов 

ВИЧ-позитивных больных и их связи с регенерацией иммунитета. 

1.3 – Метаболизм Т-лимфоцитов при ВИЧ-инфекции 

Воспроизведение большинства вирусов – в том числе, вируса 

иммунодефицита человека – обеспечивается ресурсами клетки-хозяина. Так, 

обратная транскрипция и репликация ВИЧ осуществляются за счет нуклеотидов, 

синтезируемых инфицированной клеткой [270]; структурные и функциональные 

белки вируса образуются с использованием произведенных клеткой-мишенью 

аминокислот [157]; оболочка ВИЧ формируется из липидных рафтов, на 

построение которых инфицированная клетка затрачивает большое количество 

холестерина [349, 419]. Иными словами, эффективное производство вирусных 

частиц возможно только в клетках с высоким уровнем анаболизма [200]. 

Наиболее интенсивно анаболические процессы протекают в активированных 
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клетках. В соответствии с этим, попадая в организм, ВИЧ размножается 

преимущественно в активированных CD4
+
 Т-лимфоцитах [211, 359]. 

Известно, что не все активированные CD4
+
 Т-клетки одинаково 

пермиссивны по отношению к ВИЧ. Так, наивные CD4
+
 Т-лимфоциты, 

стимулированные через ТКР, не подвержены инфицированию, в то время как в 

CD4
+
 Т-клетках памяти аналогичный сигнал приводит к репликации ВИЧ [335]. 

Эти отличия, по крайней мере отчасти, обусловлены различиями в метаболизме 

данных клеток. Так, в субпопуляции CD4
+
 Т-лимфоцитов активность гликолиза и 

окислительного фосфорилирования возрастает в направлении наивные Т-

лимфоциты  Т-лимфоциты центральной памяти  Т-лимфоциты эффекторной 

памяти [343, 382]. В связи с этим, активированные CD4
+
 Т-клетки эффекторной 

памяти, как клетки с наибольшей метаболической активностью, являются 

основным источником новых вирусных частиц [99]. Известно, что наибольшее 

количество CD4
+
 Т-лимфоцитов эффекторной памяти локализовано в кишечнике 

[218]. Более того, в окружении множества пищевых и микробных антигенов такие 

клетки нередко находятся в активированном состоянии [279, 388, 393]. В связи с 

этим, экспансия ВИЧ, как правило, начинается с поражения желудочно-

кишечного тракта [72, 266]. Скопление большей части всех пермиссивных к 

вирусу клеток в одном анатомическом сайте приводит к тому, что в острой фазе 

заболевания ВИЧ стремительно размножается, при этом вирусная нагрузка может 

достигать пика уже спустя 10 дней с начала инфекции [262]. 

Ранее отмечалось, что пораженные ВИЧ CD4
+
 Т-клетки имеют малую 

продолжительность жизни и погибают путем апоптоза вскоре после 

инфицирования. Примечательно, что цитопатическое действие ВИЧ в отношении 

CD4
+
 Т-лимфоцитов преимущественно реализуется путем подавления 

дыхательной функции митохондрий [355]. Так, было показано, что апоптоз ВИЧ-

инфицированных клеток связан со снижением экспрессии субъединицы NDUFA6 

комплекса I дыхательной цепи и уменьшением активности данного комплекса, а 

также с деполяризацией мембраны митохондрий [219]. Вследствие 

цитопатического действия ВИЧ, его активная репликация в острой фазе 
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заболевания приводит к опустошению пула CD4
+
 Т-лимфоцитов кишечника 

спустя 14 дней с момента инфицирования [262]. В результате потери большинства 

клеток-мишеней, способных к поддержанию репликации ВИЧ, а также ответа со 

стороны иммунной системы [265], вирусная нагрузка в плазме крови ВИЧ-

инфицированных пациентов начинает снижаться. Данный процесс может 

продолжаться около 6 недель, пока уровень виремии не достигнет стабильного 

значения, называемого установочной точкой [37]. 

Высота установочной точки виремии во многом определяется 

метаболической активностью CD4
+
 Т-лимфоцитов, сохранившихся в организме 

ВИЧ-инфицированных пациентов. Guo et al. установили, что этот показатель 

прямо связан с экспрессией генов, вовлеченных в процесс окислительного 

фосфорилирования и гликолиза, в CD4
+
 Т-клетках ВИЧ-позитивных больных 

[160]. Более того, уровень экспрессии этих генов позволял прогнозировать не 

только высоту установочной точки вирусной нагрузки, но и скорость прогрессии 

заболевания в стадию СПИД. Авторы также установили, что введение 

ингибиторов окислительного фосфорилирования (таких как метформин, ротенон 

или антимицин А) и гликолиза (2-дезоксиглюкозы) гуманизированным мышам с 

острой ВИЧ-инфекцией приводит к снижению вирусной нагрузки в установочной 

точке. В совокупности представленные данные подчеркивают, что размножение 

ВИЧ в организме человека ограничено содержанием клеток, метаболизм которых 

способен обеспечить его репликацию. 

В организме здорового человека активированные CD4
+
 Т-лимфоциты с 

высоким уровнем анаболизма присутствуют постоянно. Тем не менее, их 

количества, вероятно, было бы недостаточно, чтобы годами поддерживать 

репликацию ВИЧ. Вирус преодолевает данное ограничение с помощью целого 

ряда механизмов, направленных на активацию CD4
+
 Т-клеток. В первую очередь 

стоит отметить, что сам вирус, а также его белки – Tat [303], Nef [307] и gp120 

[147] – обладают способностью активировать CD4
+
 Т-лимфоциты. Кроме того, 

ранее отмечалось, что массовая гибель CD4
+
 Т-клеток, вызванная активной 

репликацией ВИЧ в острой фазе инфекции, сопровождается транслокацией 
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микробных продуктов из кишечника в циркуляцию и также приводит к активации 

покоящихся CD4
+
 Т-лимфоцитов. Среди других механизмов, способствующих 

образованию CD4
+
 Т-клеток с высоким уровнем анаболизма в организме ВИЧ-

позитивных больных, также были отмечены сторонняя активация и воздействие 

коинфицирующих агентов, более детально описанные в разделе 1.1. Таким 

образом, хронический характер ВИЧ-инфекции во многом обусловлен тем, что 

данный вирус способен постоянно создавать благоприятные условия для 

собственного размножения. 

В настоящий момент становится очевидным, что длительное воздействие 

ВИЧ на организм инфицированных пациентов приводит к существенному 

изменению метаболических свойств CD4
+
 Т-клеток. Так, Palmer et al. установили, 

что у ВИЧ-инфицированных пациентов, в сравнении со здоровыми донорами, 

повышается уровень аэробного гликолиза в CD4
+
 Т-лимфоцитах [260, 310]. В 

частности, авторы показали, что CD4
+
 Т-клетки ВИЧ-позитивных больных 

отличаются от соответствующих лимфоцитов здоровых людей повышенной 

экспрессией транспортера глюкозы Glut1, усиленным потреблением глюкозы и 

активным формированием молочной кислоты. При этом как усиление экспрессии 

Glut1, так и увеличение потребления глюкозы были связаны с экспрессией 

маркеров активации на поверхности CD4
+
 Т-лимфоцитов [310]. В CD8

+
 Т-клетках 

подобных отличий авторами обнаружено не было, несмотря на то, что уровень их 

активации при ВИЧ-инфекции, как правило, повышен. Из этого следует, что 

влияние ВИЧ-инфекции на метаболизм Т-лимфоцитов в разных субпопуляциях 

может проявляться неодинаково. 

Ранее отмечалось, что, в случае активации CD4
+
 Т-лимфоцитов, вместе с 

усилением аэробного гликолиза также возрастает интенсивность 

митохондриального дыхания. Тем не менее, при хронической ВИЧ-инфекции 

увеличение уровня активации в субпопуляции CD4
+
 Т-клеток не приводит к 

усилению дыхательной функции митохондрий. Напротив, было показано, что у 

ВИЧ-инфицированных пациентов, в сравнении со здоровыми людьми, CD4
+
 и 

CD8
+
 Т-лимфоциты характеризуются пониженным уровнем дыхания и меньшей 
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максимальной дыхательной емкостью митохондрий [139, 210]. Кроме того, CD4
+
 

Т-клетки ВИЧ-позитивных больных, в сравнении с таковыми здоровых людей, 

отличаются повышенной массой митохондрий и усиленной продукцией активных 

форм кислорода (АФК) [414]. Сокращение респираторной активности Т-клеток, 

вероятно, может быть связано с общим снижением экспрессии 

митохондриального комплекса I в мононуклеарных клетках периферической 

крови ВИЧ-инфицированных людей [139]. Этот белковый комплекс обеспечивает 

поступление большей части электронов в дыхательную цепь; ротенон – 

ингибитор комплекса I – известен способностью усиливать продукцию АФК 

[274]. В настоящий момент механизмы, приводящие к снижению дыхательной 

функции митохондрий в Т-лимфоцитах ВИЧ-инфицированных пациентов, 

остаются неизвестными. 

Из представленных выше данных можно сделать следующее заключение. 

Размножение ВИЧ зависит от уровня анаболической активности клетки-хозяина. 

В связи с этим, ВИЧ преимущественно инфицирует активированные клетки 

эффекторной памяти, демонстрирующие наибольший уровень гликолиза и 

окислительного фосфорилирования в субпопуляции CD4
+
 Т-лимфоцитов. 

Пораженные вирусом CD4
+
 Т-клетки неизбежно погибают, что приводит к 

снижению количества мишеней, доступных для репликации ВИЧ. Вирус 

преодолевает данное ограничение, активируя прежде непермиссивные 

покоящиеся CD4
+
 Т-лимфоциты – как напрямую, так и опосредованно, усиливая 

бактериальную транслокацию, стороннюю активацию и содержание 

коинфицирующих агентов в организме. Способность создавать благоприятные 

условия для собственного размножения позволяет ВИЧ персистировать в 

организме в течение многих лет. В результате такого продолжительного 

воздействия, в CD4
+
 Т-клетках ВИЧ-инфицированных людей существенно 

изменяется метаболическая активность: усиливается аэробный гликолиз и 

снижается респираторная активность митохондрий. 

Назначение АРТ ВИЧ-позитивным больным, в большинстве случаев, 

приводит к подавлению репликации вируса [102]. Вместе с тем снижается 
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способность ВИЧ воздействовать на метаболизм Т-клеток. Palmer et al. показали, 

что при непрерывном приеме терапии у ВИЧ-позитивных больных в CD4
+
 Т-

лимфоцитах снижается уровень гликолиза, о чем свидетельствует сокращение 

доли клеток, экспрессирующих Glut1 [259, 310], а также уменьшение количества 

потребляемой ими глюкозы [310]. Кроме того, под действием АРТ в CD4
+
 и CD8

+
 

Т-лимфоцитах ВИЧ-инфицированных больных также возрастает интенсивность 

митохондриального дыхания [210]. Тем не менее, в большинстве случаев терапия 

не приводит к полной нормализации метаболических показателей: интенсивность 

гликолиза и окислительного фосфорилирования в CD4
+
 Т-клетках ВИЧ-

инфицированных пациентов, получающих АРТ, как правило, не достигает 

аналогичных показателей здоровых лиц [210, 310]. Данное явление может быть 

обусловлено тем, что уровень активации CD4
+
 Т-лимфоцитов у ВИЧ-позитивных 

больных, получающих терапию, в сравнении со здоровыми людьми, сохраняется 

повышенным [100, 188, 288]. 

Необходимо также отметить, что для ВИЧ-позитивных пациентов прием 

АРТ per se становится дополнительным фактором, влияющим на метаболизм 

CD4
+
 Т-лимфоцитов. Это связано с тем, что антиретровирусные препараты 

нередко характеризуются митохондриальной токсичностью [355]. Показано, что 

нуклеозидный ингибитор обратной транскриптазы Зидовудин вызывает в Т-

клетках снижение содержания митохондриальной ДНК и, как следствие, 

сокращение дыхательной активности [59]. Ненуклеозидные ингибиторы обратной 

транскриптазы – Эфавиренз и Невирапин – вызывают в клетках окислительный 

стресс, увеличение массы и снижение мембранного потенциала митохондрий [41, 

201, 322]. Ингибиторы протеазы также характеризуются способностью вызывать 

окислительный стресс [65, 332, 420]. Терапия на основе Ритонавира, Индинавира 

или Саквинавира приводит к увеличению продукции АФК, снижению 

мембранного потенциала митохондрий и нарушению работы электрон-

транспортной цепи (ЭТЦ) в CD4
+
 Т-лимфоцитах [122, 210]. Под действием 

Атазанавира в клетках также усиливается аутофагия [145]. Ингибиторы интегразы 

– Долутегравир и Элвитегравир – подавляют митохондриальное дыхание в CD4
+
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Т-клетках и стимулируют продукцию АФК [210]. Таким образом, прием АРТ, 

независимо от класса препарата, предрасполагает ВИЧ-инфицированных 

пациентов к повышенному риску нарушения функции митохондрий в Т-

лимфоцитах. 

Как уже было отмечено ранее, у ВИЧ-позитивных людей регенерация CD4
+
 

Т-клеток при приеме терапии реализуется преимущественно путем пролиферации 

CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти. Однако в организме ИН, в отличие от пациентов со 

стандартным ответом на терапию, пролиферация данных клеток завершается 

непродуктивно и не приводит к увеличению числа CD4
+
 Т-лимфоцитов [411]. 

Поскольку способность CD4
+
 Т-клеток к делению во многом определяется 

активностью анаболических процессов, закономерно предположить, что слабое 

восстановление численности CD4
+
 Т-лимфоцитов у ИН может быть связано с 

метаболическими изменениями, развивающимися в данных клетках на фоне ВИЧ-

инфекции. Здесь важно подчеркнуть, что, согласно современным исследованиям, 

у ВИЧ-инфицированных неответчиков изменение метаболических свойств CD4
+
 

Т-клеток может быть выражено в большей степени, чем у пациентов со 

стандартным ответом на терапию. Так, было установлено, что у ИН, в сравнении с 

ИО и здоровыми добровольцами, повышена экспрессия транспортера Glut1 на 

поверхности CD4
+
 Т-клеток [259]. Кроме того, у ИН, при их сравнении с ИО и 

здоровыми людьми, существенно снижена экспрессия генов, обеспечивающих 

эффективное функционирование митохондрий, в делящихся CD4
+
 Т-лимфоцитах 

памяти [411, 418]. Данные транскриптомного анализа позднее подтвердились на 

уровне протеома: было установлено, что CD4
+
 Т-лимфоциты памяти ИН, в 

отличие от таковых ИО, характеризуются сниженным содержанием белков, 

вовлеченных в работу электрон-транспортной цепи, функционирование ЦТК и 

ответ на окислительный стресс [49]. Представленные данные указывают на то, что 

в CD4
+
 Т-клетках памяти ВИЧ-инфицированных пациентов со слабым 

восстановлением иммунной системы в ответ на АРТ, может быть нарушена 

активность многих митохондриальных путей метаболизма. 
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Возможным механизмом, препятствующим регенерации CD4
+
 Т-

лимфоцитов у ВИЧ-инфицированных ИН, является истощение данных клеток 

[308]. Истощение Т-лимфоцитов, как правило, заключается в постепенном 

снижении их функциональной активности: сокращении продукции цитокинов и 

потере пролиферативного потенциала [40, 383]. Фенотипически истощенные Т-

клетки отличаются от «здоровых» Т-лимфоцитов усиленной экспрессией 

ингибирующих рецепторов, таких как PD-1, TIGIT, Tim-3, CTLA-4, LAG-3 [400]. 

Среди факторов, способных привести к истощению, в настоящий момент 

отмечают хроническую антигенную стимуляцию [284], гипоксию [54], а также 

недостаток питательных веществ во внеклеточной среде [132]. Ранее отмечалось, 

что в организме ВИЧ-инфицированных пациентов CD4
+
 Т-лимфоциты 

подвергаются постоянной стимуляции со стороны ВИЧ, его белков, микробных 

продуктов, коинфицирующих агентов и провоспалительных цитокинов. В 

соответствии с этим, при хронической ВИЧ-инфекции содержание истощенных 

CD4
+
 Т-клеток в организме человека существенно повышено [101, 125]. У ВИЧ-

инфицированных пациентов, получающих АРТ, подавление репликации вируса и 

уменьшение активации иммунной системы сопровождаются снижением уровня 

истощения в субпопуляции CD4
+
 Т-лимфоцитов. Тем не менее, у ИН, в сравнении 

с пациентами со стандартным ответом на терапию, содержание истощенных CD4
+
 

Т-клеток сохраняется повышенным [101, 150, 346]. Более того, установлено, что 

существует негативная корреляционная связь между содержанием истощенных 

CD4
+
 Т-лимфоцитов и общей численностью CD4

+
 Т-клеток в периферической 

крови ВИЧ-позитивных больных [381]. 

В настоящий момент общепризнано, что функциональное истощение Т-

лимфоцитов сопровождается метаболическими нарушениями [57, 111, 356]. 

Истощенные Т-клетки, как правило, характеризуется пониженной экспрессией 

транскрипционного коактиватора PGC1-α, регулирующего биогенез 

митохондрий, а также экспрессию многих генов, кодирующих компоненты 

дыхательной цепи и ферменты ЦТК [227, 357, 386, 403]. Помимо этого, в данных 

клетках повышены масса митохондрий и продукция АФК, а также снижены 
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показатели трансмембранного потенциала, активности дыхательной цепи и 

резервной дыхательной емкости митохондрий [57, 132, 263, 360]. Предполагается, 

что описанные сдвиги в работе митохондрий не только сопровождают, но и, что 

более важно, вызывают функциональное истощение Т-лимфоцитов [263]. 

Действительно, ранее Vardhana et al. показали, что восстановление респираторной 

активности митохондрий в истощенных Т-клетках приводит к усилению их 

эффекторной функции и повышению их пролиферативного потенциала [383]. В 

свете представленных фактов можно предположить, что у ИН выраженное 

истощение и нарушение регенерации CD4
+
 Т-лимфоцитов могут быть связаны со 

схожими метаболическими нарушениями. В пользу данной гипотезы 

свидетельствует тот факт, что у ВИЧ-инфицированных людей увеличение доли 

истощенных клеток ассоциировано со снижением интенсивности 

митохондриального дыхания в CD4
+
 Т-лимфоцитах [210]. Более того, ранее 

численность CD4
+
 Т-клеток в организме ВИЧ-позитивных больных уже связывали 

с нарушением митохондриальной активности иммунокомпетентных клеток. 

Позитивная корреляционная связь была установлена с содержанием комплекса I и 

уровнем митохондриального дыхания в мононуклеарных клетках периферической 

крови [139], а негативная – с содержанием АФК в CD4
+
 Т-клетках [190]. 

Представленные данные позволяют заключить, что у ВИЧ-инфицированных 

пациентов с дискордантным ответом на АРТ метаболические свойства CD4
+
 Т-

лимфоцитов могут быть изменены. Данные изменения, предположительно, 

вызваны истощением CD4
+
 Т-клеток. Ранее метаболические особенности, 

ассоциированные с истощением, были установлены для опухоль-

инфильтрирующих CD8
+
 Т-лимфоцитов [356], а также CD8

+
 Т-клеток, 

специфичных к вирусу гепатита В [129] и вирусу лимфоцитарного 

хориоменингита [58]. Тем не менее, у ВИЧ-инфицированных ИН наличие 

метаболических изменений, характерных для истощенных Т-лимфоцитов, 

установлено не было. Известно, что функциональная активность и 

пролиферативный потенциал Т-клеток определяются активностью целого ряда 

метаболических процессов: митохондриального дыхания [383], синтеза [96] и 
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окисления жирных кислот [315], гликолиза [272], глутаминолиза [99] и аутофагии 

[264]. Особенности их протекания в Т-лимфоцитах ВИЧ-инфицированных 

пациентов с дискордантным ответом на терапию остаются неизвестными. 

Изучению некоторых из этих процессов будет посвящена настоящая работа. 
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ГЛАВА 2 – МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

 

 

Формирование клинических групп 

Работа выполнена на базе «Института экологии и генетики 

микроорганизмов Уральского отделения Российской академии наук» – филиала 

Федерального государственного бюджетного учреждения науки Пермского 

федерального исследовательского центра Уральского отделения Российской 

академии наук («ИЭГМ УрО РАН»). Работы по сбору биоматериала и анализу 

медицинских карт выполнены на базе ГКУЗ «Пермского краевого центра по 

профилактике и борьбе со СПИД и инфекционными заболеваниями». План 

исследования и форма информированного согласия пациентов были утверждены 

этическим комитетом ГКУЗ «Пермского краевого центра по профилактике и 

борьбе со СПИД и инфекционными заболеваниями» (рег. № комитета 

IRB00008964). Все обследованные пациенты были ознакомлены с целью и 

задачами исследования, и подписали форму информированного согласия. В 

исследование были включены ВИЧ-инфицированные субъекты, получающие АРТ 

более двух лет (вирусная нагрузка <50 копий/мл), без ВГС-коинфекции. В 

зависимости от эффективности иммунологического ответа [329] ВИЧ-

инфицированные больные, получающие АРТ, были распределены в две 

клинические группы (рисунок 2.1): 

1) иммунологические неответчики (ИН; содержание CD4
+
 Т-клеток в 

крови < 350/мкл);  

2) иммунологические ответчики (ИО; содержание CD4
+
 Т-клеток в 

крови > 350/мкл).  

В контрольную группу (К) вошли неинфицированные ВИЧ добровольцы, 

давшие письменное согласие на участие в исследовании.  
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Рисунок 2.1 – Схема отбора ВИЧ-инфицированных пациентов в 

исследование 

Примечание: ИН – иммунологические неответчики; ИО – иммунологические 

ответчики; К – контрольная группа; АРТ – антиретровирусная терапия; * – предел 

чувствительности тест-системы. 

 

За период исследования были обследованы 39 ВИЧ-инфицированных 

пациентов и 22 здоровых добровольца (таблица 1). 
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Таблица 1 – Характеристика клинических групп 

Показатели 

Группы пациентов 

ИН 

n=18 

ИО 

n=21 

К 

n=22 

Пол:  

мужской (%) 

 

50 

 

52 

 

55 

женский (%) 50 48 45 

Средний возраст (лет) 
42,5  

(37,0-47,5) 

40,3  

(35,0-45,0) 

42,0  

(34,0-50,0) 

Число CD4
+
 Т-лимфоцитов 

перед началом АРТ 

(клеток/мкл) 

110  

(52-150) 

180  

(62-190) 
н/д 

Вирусная нагрузка ВИЧ 

перед началом АРТ 

(копий/мл) 

82538  

(11466-421000) 

191668  

(25675-466300) 
н/д 

Продолжительность ВИЧ-

инфекции (лет) 

6,5  

(4,3-13,0) 

10,0  

(6,3-13,0) 
н/д 

Длительность АРТ (лет) 
4,2  

(3,1-7,8) 

5,3  

(5,0-7,4) 
н/д 

Вирусная нагрузка ВИЧ на 

момент исследования 

(копий/мл) 

<50* <50 н/д 

Число CD4
+
 Т-лимфоцитов 

на момент исследования 

(клеток/мкл) 

272  

(226-338) 

pИН–ИО < 0,001 

pИН–К < 0,001 

484  

(430-618) 

pИО–К < 0,001 

652  

(573-828) 

Примечание: указаны медианы значений и интерквартильные размахи; Группы 

количественных данных сравнивали с помощью однофакторного дисперсионного 

анализа; для множественных сравнений использовали критерий Тьюки; ИН – 

иммунологические неответчики; ИО – иммунологические ответчики; К – 

контрольная группа; АРТ – антиретровирусная терапия; * – предел 

чувствительности тест-системы; н/д – значение недоступно 

Среди ВИЧ-позитивных людей 18 характеризовались дискордантным 

ответом на терапию. В группах ВИЧ-инфицированных ИН и ИО доля женщин 

составила 50 и 48 % соответственно. В контрольной группе данный показатель 

составил 45 %. Группы ВИЧ-инфицированных пациентов были сопоставимы по 

полу, возрасту, вирусной нагрузке ВИЧ, числу CD4
+
 Т-лимфоцитов перед 

началом АРТ, продолжительности инфекции и длительности терапии (p < 0,05). 

Большинство ВИЧ-инфицированных пациентов получало трехкомпонентную 
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терапию, включающую нуклеозидный ингибитор обратной транскриптазы 

ламивудин и ингибитор интегразы долутегравир, а также другие ингибиторы 

обратной транскриптазы (тенофовир, эфавиренз или абакавир). 

Получение биологического материала 

Кровь объемом до 50 мл забирали натощак из кубитальной вены в пробирки 

типа «Vacutainer», содержащие этилендиаминтетрауксусную кислоту. 

Лейкоцитарные формулы определяли в мазках крови, окрашенных по 

Романовскому-Гимзе (таблица 2).  

Таблица 2 – Содержание различных форм лейкоцитов в крови доноров трех 

групп 

Показатели 

Группы пациентов 

ИН 

n=18 

ИО 

n=21 

К 

n=22 

Лейкоциты (10
6
 клеток/мл) 4,8 (3,9-7,3) 5,5 (4,4-6,7) 5,6 (4,9-6,3) 

Палочкоядерные нейтрофилы  

(% от лейкоцитов) 

0,0 

(0-1,3) 

1,0 

(0,0-3,0) 

1,0 

(0,5-1,5) 

Сегментоядерные нейтрофилы 

(% от лейкоцитов) 

59,5 (54,0-67,8) 

pИН–К < 0,05 
54,0 (47,0-59,0) 52,0 (41,5-57,0) 

Базофилы (% от лейкоцитов) 0 0 0 

Эозинофилы (% от лейкоцитов) 1,5 (1,0-3,0) 2,0 (1,5-4,0) 2,0 (1,0-4,0) 

Моноциты (% от лейкоцитов) 8,0 (6,8-11,0) 6,0 (4,5-9,5) 6,0 (3,5-9,5) 

Лимфоциты (% от лейкоцитов) 
27,5 (21,5-36,0) 

pИН–К < 0,01 
35,0 (30,0-42,0) 37,0 (31,5-43,5) 

NK-клетки (% от лимфоцитов) 13,5 (8,7-15,7) 10,5 (7,6-15,0) 12,6 (9,0-16,4) 

B-клетки (% от лимфоцитов) 11,3 (5,8-16,2) 9,7 (7,1-12,3) 10,2 (8,0-14,2) 

T-клетки (% от лимфоцитов) 69,5 (62,2-73,8) 
73,8 (69,5-77,8) 

pИО–К < 0,05 
69,1 (62,5-73,7) 

CD4
+
 Т-клетки  

(% от Т-лимфоцитов) 

20,0 (13,7-27,3) 

pИН–ИО < 0,001 

pИН–К < 0,001 

30,2 (25,1-34,3) 

pИО–К < 0,001 
39,7 (34,8-45,3) 

CD8
+
 Т-клетки 

(% от Т-лимфоцитов) 

45,8 (37,8-60,0) 

pИН–К < 0,001 

41,5 (38,4-46,4) 

pИО–К < 0,001 

26,2 (23,7-29,7) 

Примечание: указаны медианы значений и интерквартильные размахи; Группы 

сравнивали с помощью однофакторного дисперсионного анализа; для множественных 

сравнений использовали критерий Тьюки; ИН – иммунологические неответчики; ИО – 

иммунологические ответчики; К – контрольная группа. 
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Численность CD4
+
 Т-лимфоцитов оценивали с использованием 

коммерческого набора Simultest™ IMK-Lymphocyte (Becton Dickinson, США) на 

проточном цитофлуориметре CytoFLEX S (Beckman Coulter, США). Плазму 

отделяли от форменных элементов крови путем центрифугирования. Вирусную 

нагрузку ВИЧ определяли посредством разветвленной ДНК-гибридизации 

наборами «Versant HIV-1 RNA 3,0 assay b» на анализаторе Versant 440 (Siemens, 

Германия) согласно инструкции производителя. Наличие антител к ВИЧ и ВГС 

устанавливали наборами для иммуноферментного анализа (АО «Вектор-Бест», 

Россия).  

Мононуклеарные клетки выделяли путем центрифугирования 

периферической крови в градиенте плотности Диаколла (1,077 г/мл, Диаэм, 

Россия). Образцы подвергали контролируемому замораживанию до –80
о
С в 

течение суток в среде, содержащей 90 % инактивированной теплом 

эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС, Biowest, Франция) и 10 % 

диметилсульфоксида (AppliChem, Германия), после чего помещали в жидкий азот 

для длительного хранения. Перед проведением исследования клетки 

размораживали при +37
о
С, отмывали в 10 мл полной питательной среды (10 % 

ЭТС, 100 ед./мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина (Sigma, США) в RPMI-

1640 (Gibco, США)), затем в 10 мл фосфатно-солевого буферного раствора 

Дульбекко (Dulbecco's phosphate buffered saline – DPBS; Gibco, США). 

 

Определение субпопуляционного состава Т-лимфоцитов 

Анализ мононуклеарных клеток периферической крови проводили на 

проточном цитофлюориметре CytoFLEX S (Beckman Coulter, США). 

Жизнеспособные клетки выделяли по отсутствию окрашивания флуоресцентным 

витальным красителем Zombie UV Fixable Viability Kit (Biolegend, США; рисунок 

2.1). При определении CD4
+
 Т-лимфоцитов и оценке их субпопуляционного 

состава использовали анти-CD3-BV605, анти-CD3-PE-Dazzle594, анти-CD4-PE, 

анти-CD4-PE-Fire780 (Biolegend, США) и анти-CD45RO-APC-eFluor780 
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(Invitrogen, США) антитела. Определяли наивные CD4
+
 Т-клетки 

(CD3
+
CD4

+
CD45RO

–
) и клетки памяти (CD3

+
 CD4

+
CD45RO

+
). 

 

Рисунок 2.2 – Логика гейтирования мононуклеарных клеток 

периферической крови при определении субпопуляционного состава Т-

лимфоцитов 

По оси абсцисс: А – интенсивность бокового светорассеяния (SSC-H);  

Б-Д – интенсивность флуоресценции клеток, окрашенных, анти-CD3 антителами, 

красителем Zombie UV, анти-CD4 и анти-CD45RО антителами. По оси ординат:  

А-В – интенсивность бокового светорассеяния (SSC-A); Г-Д – число клеток.  

А – гейтирование одиночных клеток; Б – CD3
+
 лимфоцитов; В – живых  

Т-лимфоцитов; Г – CD4
+
 Т-лимфоцитов; Д – наивных CD4

+
 Т-клеток и клеток 

памяти. 

Определение пролиферирующих и истощенных клеток 

При оценке количества делящихся CD4
+
 Т-лимфоцитов применяли антитела 

к ядерному белку Ki-67, конъюгированные с флуоресцентным красителем. 

Клетки, окрашенные поверхностными антителами и витальным красителем, 

фиксировали в буфере, содержащем формальдегид (Invitrogen, США). 

Обработанные клетки осаждали центрифугированием, дважды отмывали в 

пермеабилизирующем буфере (Invitrogen, США) и окрашивали анти-Ki-67-BV786 

антителами (Becton Dickinson, США) в течение 1 ч при комнатной температуре. 
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Клетки после двукратного отмывания в пермеабилизирующем буфере 

ресуспендировали в растворе DPBS, содержащем 1 % бычьего сывороточного 

альбумина (Bovine Serum Albumin – BSA; Sigma-Aldrich, США) для 

последующего измерения на проточном цитофлуориметре. 

Применение функциональных тестов для исследования метаболизма CD4
+
 

Т-лимфоцитов исключает возможность использования таких широко 

распространенных маркеров пролиферации, как Ki-67, требующих фиксации и 

пермеабилизации клеток на этапе пробоподготовки. Ранее мы показали, что 

экспрессия рецептора трансферрина 1 (CD71) на поверхности делящихся CD4
+
 Т-

клеток прямо связана с содержанием белка Ki-67 в их ядрах [411]. Другими 

словами, поверхностное окрашивание антителами к CD71 может применяться в 

качестве альтернативы Ki-67 при определении пролиферирующих клеток в 

культуре живых CD4
+
 Т-лимфоцитов. В настоящем исследовании при оценке 

метаболических свойств CD4
+ 

Т-клеток для определения делящихся лимфоцитов 

использовались флуоресцентные анти-CD71-AF700 (Invitrogen, США) антитела. 

Истощенные элементы в пуле CD4
+
 Т-лимфоцитов определяли по 

поверхностной экспрессии ингибиторных рецепторов PD-1 и TIGIT. Для этого 

мононуклеарные клетки, предварительно окрашенные фенотипическими 

антителами, инкубировали в присутствии анти-TIGIT-FITC (Invitrogen, США) и 

анти-PD-1-Pacific Blue (Biolegend, США) антител. После окрашивания образцы 

анализировали на проточном цитофлуориметре. 

 

Оценка потребления метаболических субстратов 

Измерение потребления глюкозы. Образцы, окрашенные поверхностными 

антителами и витальным красителем Zombie UV, инкубировали в среде, 

содержащей 80 мкМ флуоресцентного аналога глюкозы 2-NBDG (Abcam, 

Великобритания) при +37
о
С в течение 15 мин. Затем клетки двукратно отмывали 

в 1 мл DPBS/1 % BSA центрифугированием (1000 g, 3 мин). Образцы 

ресуспендировали в 100 мкл DPBS и инкубировали в течение 5 мин при 

температуре +4
о
С перед измерением на проточном цитофлуориметре.  
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Измерение потребления жирных кислот. К клеткам, окрашенным 

поверхностными антителами и витальным красителем Zombie UV, вносили 

раствор DPBS/1 % BSA, содержащий флуоресцентный аналог пальмитиновой 

кислоты BODIPY FL C16 (Invitrogen, США) в конечной концентрации 50 нМ. 

Образцы инкубировали 15 мин при комнатной температуре, затем дважды 

отмывали в 1 мл DPBS/1 % BSA центрифугированием (1000 g, 3 мин). Перед 

измерением флуоресценции клетки ресуспендировали в 100 мкл DPBS. 

Определение уровня экспрессии транспортера глутамина. Образцы, 

окрашенные поверхностными антителами и витальным красителем Zombie UV, 

фиксировали и пермеабилизировали с использованием набора True-Nuclear 

Transcription Factor Buffer Set (BioLegend, США) согласно инструкции 

производителя. Обработанные клетки инкубировали в 100 мкл 

пермеабилизирующего буфера, содержащего первичные анти-ASCT2 антитела 

(Abcam, Великобритания), в течение 1 ч при комнатной температуре. Затем 

образцы окрашивали вторичными флуоресцентными анти-IgG-AF405 антителами 

(Abcam, Великобритания) в течение 30 мин при комнатной температуре. К 

клеткам вносили 1 мл раствора DPBS/1 % BSA, центрифугировали образцы (400 

g, 5 мин) и ресуспендировали в 100 мкл DPBS перед измерением флуоресценции. 

Определение уровня аутофагии 

Содержание аутофагосом определяли с использованием коммерческого 

набора Autophagy Detection Kit (Abcam, Великобритания). Образцы, окрашенные 

поверхностными антителами и витальным красителем Zombie UV, осаждали 

центрифугированием (1000 g, 3 мин), затем ресуспендировали в 250 мкл раствора 

Хэнкса, содержащего 5 % ЭТС. В каждый образец вносили 250 мкл 

флуоресцентного реагента Green Detection Reagent и инкубировали в течение 30 

мин при комнатной температуре в темноте. Пробы дважды отмывали в 750 мкл 

однократного буфера (1Х Assay Buffer; 1000 g, 3 мин), ресуспендировали в 100 

мкл DPBS и измеряли флуоресценцию на проточном цитофлуориметре. 
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Анализ внеклеточных потоков (англ. Extracellular Flux Analysis) 

CD4
+
 Т-лимфоциты памяти выделяли методом магнитной сепарации с 

использованием коммерческого набора Memory CD4+ T Cell Isolation Kit (Miltenyi 

Biotec, Германия) согласно инструкции производителя. Изолированные CD4
+
 Т-

клетки памяти ресуспендировали в среде XF RPMI Medium (Agilent Technologies, 

США), содержащей 10 мМ глюкозы (Sigma-Aldrich, США), 2 мМ глутамина (Диа-

М, Россия) и 1 мМ пирувата натрия (Sigma-Aldrich, США) и вносили по 2,5*10
5
 

клеток в лунки планшета (Agilent Technologies, США), предварительно 

обработанные поли-D-лизином (50 мкг/мл, Sigma, США). Планшет 

центрифугировали в течение 4 мин при 200 g для формирования монослоя клеток. 

Объем жидкости в лунке доводили до 175 мкл средой, планшет инкубировали при 

+37
о
С в течение 60 мин. Активность митохондриального дыхания и гликолиза 

определяли с использованием анализатора Seahorse XFe96 (Agilent Technologies, 

США) по показателям скорости потребления кислорода (англ. oxygen consumption 

rate – OCR) и скорости ацидификации среды (англ. extracellular acidification rate – 

ECAR) соответственно. Измерения производили на базальном уровне, после 

40 мин стимуляции фитогемагглютинином (ФГА, 15 мкг/мл, Serva, Германия) и 

последовательного внесения ингибиторов дыхательной цепи митохондрий. В 

качестве ингибиторов использовали олигомицин в конечной концентрации 

2,5 мкМ, карбонилцианид-4-(трифлуорометокси) фенилгидразон (FCCP; 2 мкМ), 

ротенон и антимицин А (Р/АА; 0,5 мкМ). Вышеперечисленные реагенты были 

получены в Agilent Technologies, США. В пробах определяли базальную скорость 

потребления кислорода (разница между OCR на базальном уровне и OCR после 

внесения Р/АА), базальную OCR после 40 мин стимуляции ФГА, максимальную 

скорость потребления кислорода (разница между OCR после внесения FCCP и 

Р/АА), и резервную дыхательную емкость митохондрий (разница между 

максимальной и базальной OCR). ECAR в исследуемых пробах определяли на 

базальном уровне и после 40 мин стимуляции ФГА. 
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Определение соотношения АТФ/АДФ 

Суспензию изолированных CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти (1*10

5
 клеток в 

объеме 10 мкл переносили в лунки 96-луночного планшета, затем добавляли к 

ним 90 мкл АТФ-реагента из набора «ADP/ATP Ratio Assay Kit» (Sigma-Aldrich, 

США). После внесения реагента планшет анализировали на люминометре 

Luminoskan Ascent (Thermo Scientific, США). Измерение хемилюминесценции, 

выраженное в относительных единицах света (Relative light units – RLU), 

производили после инкубации при комнатной температуре в течение 1 мин 

(RLUA). По завершению измерения планшет инкубировали в течение 10 мин, 

затем повторяли измерение хемилюминесценции (RLUB). Следующим шагом к 

образцам вносили 5 мкл АДФ-реагента. Хемилюминесценцию считывали после 1 

мин инкубации с реагентом при комнатной температуре (RLUC). Соотношение 

АДФ/АТФ рассчитывали согласно формуле:  
         

    
 

 

Статистический анализ данных 

Статистический анализ полученных данных проводили 

непараметрическими методами. В выборках рассчитывали медиану, 

интерквартильный размах (25-75 перцентили) и 10-90 %-ые интервалы. 

Значимость различий между группами устанавливали с помощью U-критерия 

Манна-Уитни и однофакторного дисперсионного анализа; для множественных 

сравнений использовали критерий Тьюки. Корреляционный анализ выполняли 

методом Спирмена. Проведение статистических расчетов и построение графиков 

осуществляли с использованием программного обеспечения Microsoft Excel и 

GraphPad Prism 8.0.1. Анализ цитофлюориметрических данных осуществляли с 

применением программы FlowJo v10.0 (FlowJo LLC, США). Данные, полученные 

в ходе отдельных экспериментов на анализаторе Seahorse XFe96, были 

масштабированы с целью снижения вариабельности. Последующую обработку 

данных проводили с использованием программного обеспечения Wave Desktop 

(«Agilent Technologies», США). 
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ГЛАВА 3 – РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 

 

 

3.1 – Регенерация CD4
+
 Т-лимфоцитов в организме ВИЧ-

инфицированных иммунологических неответчиков 

Одной из основных характеристик ИН является дефицит CD4
+
 Т-клеток в 

крови после двух и более лет вирусологически эффективной антивирусной 

терапии. Восстановление численности CD4
+
 Т-клеток зависит от баланса между 

двумя фундаментальными процессами: пролиферацией и клеточной гибелью. У 

ИН по сравнению с ИО уровень клеточной гибели в субпопуляции CD4
+
 Т-клеток 

повышен [258, 418]. Пролиферативная активность CD4
+
 Т-лимфоцитов у ИН 

также усилена [221]. Однако, низкая численность CD4
+
 Т-клеток в крови ИН 

свидетельствует о том, что активное деление CD4
+
 Т-клеток не приводит к 

увеличению их числа. В связи с этим, проблема регенерации CD4
+
 Т-лимфоцитов 

при дискордантном иммунологическом ответе на АРТ требует дальнейшего 

детального изучения. Некоторым особенностям регенерации CD4
+
 Т-клеток у ИН 

будет посвящен настоящий раздел. В данной работе для получения наиболее 

объективных данных о митотической активности CD4
+
 Т-лимфоцитов 

использовались два маркера пролиферации – ядерный белок Ki-67 и 

трансферриновый рецептор CD71. 

В результате проведенного исследования было установлено, что в обеих 

группах ВИЧ-инфицированных лиц уровень пролиферации в субпопуляции CD4
+
 Т-

лимфоцитов повышен (рисунок 3.1.1). Это было показано как при определении 

поверхностной экспрессии CD71 (pин-к < 0,01, pио-к < 0,05), так при анализе содержания 

Ki-67 (pин-к < 0,01, pио-к < 0,05). Наибольшее количество делящихся клеток было 

зафиксировано у ИН (pио-ин < 0,05). Полученные данные указывают на то, что у ВИЧ-

инфицированных пациентов в субпопуляции CD4
+
 Т-клеток запущены 

регенераторные процессы. При этом у ИН, характеризующихся самой низкой 
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численностью CD4
+
 Т-лимфоцитов в крови, доля пролиферирующих элементов в 

популяции была наибольшей. 

 

Рисунок 3.1.1 – Пролиферативная активность CD4
+
 Т-лимфоцитов 

иммунологических неответчиков (ИН, n=10), иммунологических ответчиков 

(ИО, n=10) и относительно здоровых добровольцев (К, n=9) 

Представлены медианы (горизонтальные линии внутри прямоугольников), 

интерквартильные размахи (прямоугольники) и 10-90 %-ые перцентили 

(вертикальные отрезки); * – p < 0,05; ** – p < 0,01; *** – p < 0,001. Группы 

количественных данных сравнивали с помощью однофакторного дисперсионного 

анализа; для множественных сравнений использовали критерий Тьюки. 

Анализ экспрессии CD71 и Ki-67 в отдельных субпопуляциях CD4
+
 Т-

лимфоцитов показал, что в наивных CD4
+
 Т-клетках митотическая активность 

была незначительной. Содержание CD71-позитивных наивных CD4
+
 Т-

лимфоцитов у ИН составило 1,5 % (1,0-2,5 %), у ИО – 1,5 % (1,1-2,1 %), у К – 

0,9 % (0,7-1,1 %). Показатели, полученные при анализе Ki-67, также были 

низкими: у ИН – 1,4 % (0,7-1,7 %), у ИО – 0,9 % (0,7-1,2 %), у К – 0,9 % (0,5-

1,2 %). У ИН доля пролиферирующих элементов в субпопуляции наивных CD4
+
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Т-лимфоцитов была выше, чем у неинфицированных субъектов (p < 0,05). 

Статистических отличий между показателями ИН и ИО установлено не было. 

В субпопуляции CD4
+
 Т-клеток памяти уровень пролиферации был 

многократно выше, чем таковой наивных CD4
+
 Т-лимфоцитов. Так, на долю 

CD71-позитивных CD4
+
 Т-клеток памяти у ИН приходилось 10,3 % (9,2-12,7 %), у 

ИО – 9,1 % (8,3-10,6 %), у К – 7,6 % (6,5-8,9 %). Доля Ki-67
+
CD4

+
 Т-лимфоцитов 

памяти у ИН составила 6,0 % (5,2-7,9 %), у ИО – 5,2 % (4,4-6,2 %), у К – 4,3 % 

(3,2-4,6 %). В обеих группах ВИЧ-инфицированных пациентов относительное 

количество делящихся клеток в субпопуляции CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти было 

выше, чем у здоровых субъектов. У ИН, характеризующихся наименьшей 

численностью CD4
+
 Т-лимфоцитов в крови, пролиферативная активность CD4

+
 Т-

клеток памяти была наибольшей и статистически значимо превышала показатели 

ИО (p < 0,05) и неинфицированных субъектов (p < 0,001). 

Представленные сведения позволили выявить два важных феномена. Во-

первых, было установлено, что существует прямая зависимость между 

абсолютным количеством CD4
+
 Т-лимфоцитов и их пролиферацией. У ИН, 

отличительной чертой которых является дефицит CD4
+
 Т-клеток в крови, доля 

пролиферирующих элементов в субпопуляции CD4
+
 Т-лимфоцитов была 

наибольшей. Во-вторых, полученные данные указали на то, что основным 

источником регенерации в субпопуляции CD4
+
 Т-лимфоцитов являются клетки 

памяти. Такие клетки в среднем пролиферируют в 6 раз активнее наивных CD4
+
 

Т-лимфоцитов. Для подтверждения данных выводов параметры пациентов всех 

трех групп были объединены и проанализированы на наличие связи между 

абсолютной численностью CD4
+
 Т-лимфоцитов и пролиферативной активностью 

CD4
+
 Т-клеток памяти (рисунок 3.1.2).  

Негативная корреляционная зависимость между двумя показателями была 

установлена как с использованием маркера CD71 (R = -0,420, p = 0,023), так при 

оценке содержания Ki-67 (R = -0,441, p < 0,014). При этом статистически 

значимой корреляционной зависимости между митотической активностью 

наивных CD4
+
 Т-лимфоцитов и количеством CD4

+
 Т-клеток в крови установлено 
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не было. Из этого следует, что роль наивных клеток в регенерации общего пула 

CD4
+
 Т-лимфоцитов невелика. Повышенный уровень пролиферации наивных 

CD4
+
 Т-клеток у ИО и ИН, вероятно, связан с восстановлением их собственной 

субпопуляции. 

 

Подводя итог, можно заключить, что у ИН на фоне выраженного дефицита 

CD4
+
 Т-лимфоцитов активно протекает гомеостатическая пролиферация. 

Основную роль в данном процессе играют CD4
+
 Т-клетки памяти. Полученные 

результаты согласуются с данными, впервые полученными М. Ледерманом и 

соавт., показавшими, что при ВИЧ-инфекции клетки памяти являются главным 

источником регенерации в субпопуляции CD4
+
 Т-лимфоцитов [221].  

Представленные сведения поднимают закономерный вопрос: почему у ИН 

активная пролиферация CD4
+
 Т-клеток памяти не приводит к приросту 

 
Рисунок 3.1.2 – Связь между пролиферативной активностью наивных 

CD4
+
 Т-клеток и клеток памяти и численностью CD4

+
 Т-лимфоцитов в 

крови доноров трех групп (n=29) 
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численности CD4
+
 Т-лимфоцитов? Выше отмечалось, что количество CD4

+
 Т-

клеток определяется балансом между пролиферацией и гибелью. При ВИЧ-

инфекции этот баланс постоянно изменяется. Так, ВИЧ-инфекция начинается с 

массовой гибели и дефицита CD4
+
 Т-лимфоцитов, однако по окончанию острого 

периода инфекции влияние вируса ослабевает, и число CD4
+
 Т-клеток прирастает 

[392]. Со временем, однако, баланс вновь смещается, что приводит к постепенной 

гибели CD4
+
 Т-лимфоцитов [392]. В дальнейшем равновесие между двумя 

процессами изменяется под воздействием АРТ. Подавление вирусной нагрузки 

приводит к тому, что темпы гибели CD4
+
 Т-клеток стремительно снижаются [91]. 

Именно поэтому об иммунологическом «неответе» со стороны CD4
+
 Т-

лимфоцитов можно судить только после инициации АРТ. 

Пролиферативный ответ CD4
+
 Т-клеток памяти на лимфопению реализуется 

на протяжении всего периода заболевания, в том числе – до назначения терапии. 

Такое продолжительное поддержание процессов регенерации – в течение многих 

лет до и после назначения АРТ – может привести к истощению регенерирующих 

клеток [237]. Из вышесказанного можно предположить, что отсутствие прироста 

численности CD4
+
 Т-лимфоцитов у ИН на фоне подавленной вирусной нагрузки 

может быть вызвано истощением регенерирующих клеток. Термином истощение 

обозначают постепенный процесс утраты функциональной активности Т-клеток, 

который проявляется в потере способности производить цитокины и снижении их 

пролиферативного потенциала [159]. Стимулами к истощению Т-лимфоцитов 

могут являться длительная персистенция антигена [400], хроническое воспаление 

[400] и многократное деление клеток [237]. Одновременно с утратой 

цитокинпродуцирующей и пролиферативной активности Т-клетки, как правило, 

начинают экспрессировать поверхностные маркеры истощения – ингибиторные 

рецепторы. Среди ингибиторных рецепторов, экспрессируемых на поверхности 

CD4
+
 Т-лимфоцитов, выделяют такие супрессорные молекулы как PD-1, Lag-3, 

Tim-3, CTLA-4, TIGIT, CD160, LAIR1 и др. [84]. В настоящем исследовании в 

субпопуляции CD4
+
 Т-клеток оценивали экспрессию рецепторов PD-1 и TIGIT. 

Данные супрессорные молекулы содержат классический ингибиторный мотив 
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ITIM (иммунорецепторный ингибиторный мотив на основе тирозина) и при 

взаимодействии с лигандами (PD-L1 и CD155 соответственно) подавляют 

активацию, пролиферацию и цитокинпродуцирующую функцию иммунных 

клеток [93, 196, 242, 333].  

Анализ экспрессии супрессорных молекул на поверхности CD4
+
 Т-

лимфоцитов ВИЧ-инфицированных больных и неинфицированных лиц показал 

следующее. Во всех исследуемых группах лишь малая часть наивных CD4
+
 Т-

клеток экспрессировала ингибиторные рецепторы. Так, содержание PD-1-

позитивных клеток в субпопуляции наивных CD4
+
 Т-лимфоцитов у ИН составило 

5,9 % (1,9-11,6 %), у ИО – 2,3 % (1,5-3,3 %), у К – 1,7 % (1,2-2,2 %). На долю 

TIGIT-позитивных наивных CD4
+
 Т-клеток у ИН приходилось 7,1 % (4,6-18,2 %), 

у ИО – 5,3 % (3,9-6,7 %), у К – 5,3 % (4,5-6,0 %). У ИН содержание наивных CD4
+
 

Т-лимфоцитов, экспрессирующих PD-1 или TIGIT, было выше, чем у 

неинфицированных субъектов (p < 0,05). В субпопуляции CD4
+
 Т-лимфоцитов 

памяти уровень экспрессии ингибиторных рецепторов был существенно выше, 

чем в наивных CD4
+
 Т-клетках (p < 0,01). У ИН PD-1 экспрессировали 29,6 % 

(18,9-48,9 %) CD4
+
 Т-клеток памяти, у ИО – 23,6 % (17,4-31,2 %), у К – 18,3 % 

(15,5-23,4 %; рисунок 3.1.3).  

Содержание TIGIT-позитивных клеток в субпопуляции CD4
+
 Т-лимфоцитов 

памяти у ИН составило 48,4 % (33,7-59,5 %), у ИО – 39,1 % (32,0-40,9 %), у К – 

32,7 % (28,2-35,2 %). Содержание PD-1-позитивных и TIGIT-позитивных 

элементов в субпопуляции CD4
+
 Т-клеток памяти возрастало в направлении 

КИОИН. У ИН доля PD-1-позитивных и TIGIT-позитивных CD4
+
 Т-

лимфоцитов памяти была максимальной и статистически значимо превышала 

показатели неинфицированных лиц (p < 0,05). Важно отметить, что у ИН, при их 

сравнении с относительно здоровыми донорами, также было значительно 

увеличено относительное количество CD4
+
 Т-клеток памяти, одновременно 

экспрессирующих маркеры PD-1 и TIGIT (p < 0,05).  
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Помимо оценки процентного содержания CD4
+
 Т-лимфоцитов, 

экспрессирующих ингибиторные рецепторы, важно было определить плотность 

экспрессии этих молекул (рисунок 3.1.4). Установлено, что плотность экспрессии 

ингибиторных рецепторов PD-1 и TIGIT на поверхности CD4
+
 Т-лимфоцитов 

памяти возрастала в направлении К→ИО→ИН. CD4
+
 Т-клетки памяти ИН и ИО в 

среднем экспрессировали PD-1 и TIGIT значительно активнее, чем клетки 

неинфицированных доноров. 

 
Рисунок 3.1.3 – Особенности экспрессии ингибиторных рецепторов PD-1 и 

TIGIT в субпопуляции CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти иммунологических 

неответчиков (ИН, n=10), иммунологических ответчиков (ИО, n=10) и 

относительно здоровых добровольцев (К, n=9) 

Представлены медианы (горизонтальные линии внутри прямоугольников), 

интерквартильные размахи (прямоугольники) и 10-90 %-ые перцентили; * – p 

< 0,05; ** – p < 0,01. Группы количественных данных сравнивали с помощью 

однофакторного дисперсионного анализа; для множественных сравнений 

использовали критерий Тьюки. 
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Во всех исследуемых группах содержание CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти, 

экспрессирующих ингибиторные рецепторы, было прямо связано с долей 

пролиферирующих клеток в данной субпопуляции (рисунок 3.1.5). Так, доля Ki-

67-позитивных CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти коррелировала с относительным 

количеством PD-1
+
 (R = 0,405, p = 0,032) и TIGIT

+
 CD4

+ 
Т-клеток памяти (R = 

0,399, p = 0,040). В свою очередь, доля CD71-позитивных элементов в 

субпопуляции CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти была прямо связана с содержанием 

TIGIT-позитивных
 
клеток  (R = 0,429, p = 0,022). 

 
Рисунок 3.1.4 – Плотность экспрессии ингибиторных рецепторов на 

TIGIT
+ 

и PD-1
+
 CD4

+
 Т-клетках памяти иммунологических неответчиков 

(ИН, n=10), иммунологических ответчиков (ИО, n=10) и здоровых 

добровольцев (К, n=9) 

Представлены медианы (горизонтальные линии внутри прямоугольников), 

интерквартильные размахи (прямоугольники) и 10-90 %-ые перцентили 

(вертикальные отрезки); * – p < 0,05; ** – p < 0,01; *** – p < 0,001. Группы 

количественных данных сравнивали с помощью однофакторного 

дисперсионного анализа; для множественных сравнений использовали 

критерий Тьюки. 
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Важно отметить, что доля клеток, экспрессирующих ингибиторные 

рецепторы, также была повышена в пуле делящихся CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти 

ИН (рисунок 3.1.6). Так, было установлено, что пролиферирующие Ki-67
+
CD4

+
 Т-

клетки памяти ИН, в сравнении с аналогичными клетками здоровых людей, 

содержат значительно больше PD-1-позитивных элементов (p < 0,05). Доля 

делящихся Ki-67
+
CD4

+
 Т-лимфоцитов, экспрессирующих TIGIT, у ИН была 

значительно выше, чем у ИО (p < 0,01) и неинфицированных субъектов (p < 0,01). 

Представленные данные указывают на то, что ингибиторный рецептор 

TIGIT может быть более специфичным маркером, отличающим ИН как от 

неинфицированных людей, так и от ИО. При анализе экспрессии PD-1 

статистически значимых отличий между двумя группами ВИЧ-инфицированных 

пациентов установлено не было. 

Рисунок 3.1.5 – Взаимосвязь между экспрессией ингибиторных рецепторов 

PD-1 и TIGIT и маркеров пролиферации CD71 и Ki-67 на поверхности CD4
+
 

Т-клеток памяти трех групп (n=29) 
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Обобщая вышесказанное, можно заключить, что у ИН CD4
+
 Т-клетки 

памяти активно экспрессируют ингибиторные рецепторы. Данное утверждение 

распространяется и на делящиеся CD4
+
 Т-лимфоциты памяти ИН, составляющие 

основу регенерации. В совокупности с данными о митотической активности CD4
+
 

Т-лимфоцитов памяти, представленные сведения указывают на следующую 

закономерность: чем выше число пролиферирующих клеток в субпопуляции CD4
+
 

Т-лимфоцитов памяти, тем большее количество клеток экспрессирует 

ингибиторные рецепторы. Эта закономерность свидетельствует в пользу гипотезы 

о том, что многократные митозы приводят к истощению регенерирующих CD4
+
 

Т-лимфоцитов памяти ИН. Важно отметить, что экспрессия супрессорных 

молекул на поверхности Т-клеток сама по себе не является достоверным 

признаком их истощения [181]. В рамках данного исследования мы показали, что 

CD4
+
 Т-лимфоциты памяти неинфицированных доноров также несут 

 

Рисунок 3.1.6 – Особенности экспрессии ингибиторных рецепторов в 

субпопуляции делящихся (Ki-67
+
) CD4

+
 Т-лимфоцитов памяти 

иммунологических неответчиков (ИН, n=10), иммунологических ответчиков 

(ИО, n=10) и относительно здоровых добровольцев (К, n=9) 

Представлены медианы (горизонтальные линии внутри прямоугольников), 

интерквартильные размахи (прямоугольники) и 10-90 %-ые перцентили 

(вертикальные отрезки); * – p < 0,05; ** – p < 0,01. Группы количественных 

данных сравнивали с помощью однофакторного дисперсионного анализа; для 

множественных сравнений использовали критерий Тьюки. 
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ингибиторные рецепторы на своей поверхности. Тем не менее, для CD4
+
 Т-клеток 

памяти ИН, помимо этого, была характерна экспрессия двух ингибиторных 

молекул одновременно – в литературе данный феномен связывают с 

терминальным истощением Т-лимфоцитов [195, 202]. Кроме того, CD4
+
 Т-клетки 

памяти ИН отличаются высокой плотностью экспрессии ингибиторных 

рецепторов. Как правило, плотность экспрессии супрессорных молекул возрастает 

по мере истощения и снижения функциональной активности Т-лимфоцитов [64]. 

Таким образом, с большой вероятностью можно заключить, что активная 

экспрессия ингибиторных рецепторов на CD4
+
 Т-лимфоцитах памяти ИН связана 

с истощением данных клеток. 

При взаимодействии с лигандами ингибиторные рецепторы подавляют 

многие процессы, связанные с пролиферацией Т-клеток. Так, проведение сигнала 

через рецептор PD-1 инактивирует молекулу ZAP70 и фосфатидилинозитол-3-

киназу (англ. phosphatidylinositol-3-kinase - PI3K), что приводит к нарушению 

проведения сигнала от ТКР, снижению продукции IL-2 и жизнеспособности Т-

лимфоцитов, а также угнетению синтеза белков и гликолиза [224]. Убедительным 

подтверждением тому, что CD4
+
 Т-клетки памяти ИН истощены, служит работа 

Younes и соавт., продемонстрировавшая, что у таких пациентов CD4
+
 Т-клетки 

памяти, находящиеся в активных фазах клеточного цикла, не способны завершить 

пролиферацию формированием дочерних клонов при переносе в питательную 

среду [411]. Кроме того, было показано, что in vitro активация покоящихся CD4
+
 

Т-лимфоцитов памяти, полученных от ИН, приводит к малопродуктивному и 

асимметричному делению, завершающемуся формированием различных по 

размеру клонов [21]. Такая асимметрия может привести к апоптотической гибели 

дочерних клеток меньшего размера [161, 304, 370]. 

Как размер клетки, так и ее способность к пролиферации, во многом 

определяются активностью метаболических процессов, направленных на синтез 

нуклеиновых кислот, белков и липидов – «строительных материалов» для 

генетического аппарата, органелл и клеточных мембран [391]. Исходя из этого, 

закономерно предположить, что непродуктивная пролиферация CD4
+
 Т-
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лимфоцитов у ИН может быть связана с метаболическими изменениями в данных 

клетках. Ранее было показано, что у ИН, в сравнении с ИО и здоровыми 

добровольцами, повышена экспрессия транспортера Glut1 на поверхности CD4
+
 

Т-клеток [259]. Кроме того, у ИН, при их сравнении с ИО и здоровыми людьми, 

существенно снижена экспрессия генов, обеспечивающих эффективное 

функционирование митохондрий, в делящихся CD4
+
 Т-лимфоцитах памяти [411, 

418]. Представленные данные указывают на то, что в CD4
+
 Т-клетках памяти ИН 

могут быть отклонения в метаболических процессах. В связи с этим, дальнейшие 

исследования были направлены на определение метаболических свойств CD4
+
 Т-

лимфоцитов памяти ИН и их связи с регенерацией иммунитета. 

3.2 – Нарушение гликолиза в CD4
+
 Т-лимфоцитах памяти  

ВИЧ-инфицированных лиц с дискордантным ответом на терапию 

Особенности метаболизма различных субпопуляций CD4
+
 Т-лимфоцитов к 

настоящему моменту недостаточно изучены. В связи с этим, на первом этапе 

данного исследования в образцах крови ВИЧ-инфицированных 

иммунологических неответчиков на АРТ были проанализированы особенности 

потребления глюкозы наивными CD4
+
 Т-клетками и CD4

+
 Т-клетками памяти в 

покоящемся состоянии и при пролиферации. Делящиеся CD4
+
 Т-лимфоциты 

определяли по наличию трансферринового рецептора CD71 на их поверхности. 

Данный маркер начинает экспрессироваться на поверхности CD4
+
 Т-клеток 

спустя 6-8 часов с момента активации и позволяет включить в анализ CD4
+
 Т-

лимфоциты, недавно вступившие в клеточный цикл и находящиеся на стадии 

метаболической перестройки [283]. 
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Установлено, что в состоянии покоя CD4
+
 Т-лимфоциты активно 

потребляют глюкозу. Доля клеток, поглощающих ее флуоресцентный аналог 

2-NBDG, в среднем составила 76,8% (70,3–82,6 %) в общей популяции. В 

субпопуляции клеток памяти данный показатель (87,7 %; 82,1–90,3 %) был 

существенно выше, чем в субпопуляциях наивных клеток (73,2 %; 64,7–81,1 %). 

Покоящиеся CD4
+
 Т-лимфоциты памяти при их сравнении с наивными клетками, 

также находящимися в состоянии покоя, поглощали значительно больше глюкозы 

(оценка по MFI; рисунок 3.2.1).  

В пролиферирующих CD4
+
 Т-клетках уровень захвата глюкозы был 

существенно выше, чем в покоящихся элементах (p < 0,001). При этом 

потребление глюкозы при вступлении наивных CD4
+
 Т-лимфоцитов в деление 

резко увеличивалось (медиана 118 %) и существенно превышало 

соответствующий показатель CD4
+
 Т-клеток памяти (медиана 19 %; p < 0,001). В 

CD4
+
 Т-лимфоцитах здоровых людей наблюдались аналогичные закономерности: 

 
Рисунок 3.2.1 – Интенсивность потребления аналога глюкозы (2-NBDG) 

наивными CD4
+ 

Т-лимфоцитами (TN) и CD4
+ 

Т-клетками памяти (TM) ВИЧ-

инфицированных иммунологических неответчиков (n=18) в состоянии 

покоя и пролиферации 

Представлены медианы (горизонтальные линии), интерквартильные размахи 

(прямоугольники) и 10–90 %-ые интервалы (вертикальные отрезки); *** – p < 

0,001 (U-критерий Манна-Уитни). MFI: англ. Mean Fluorescence Intensity – 

средняя интенсивность флуоресценции. Прирост потребления глюкозы 

рассчитывали как разницу между средней интенсивностью флуоресценции 

(ΔMFI) 2-NBDG в пролиферирующих и покоящихся клетках. 
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в делящихся наивных CD4
+
 Т-лимфоцитах захват глюкозы возрастал почти на 178 

%, в то время как в клетках памяти лишь на 49 %. 

Таким образом, у ВИЧ-инфицированных неответчиков на терапию 

покоящиеся CD4
+
 Т-клетки памяти характеризуются повышенной 

метаболической активностью и потребляют значительно больше глюкозы, чем 

наивные CD4
+
 Т-лимфоциты. Для вступления в пролиферацию CD4

+
 Т-клеткам 

памяти достаточно совершить небольшую метаболическую перестройку и 

усилить захват глюкозы не более чем на 19 %. Ведущая роль CD4
+
 Т-лимфоцитов 

памяти в регенерации CD4
+
 Т-клеток при дискордантном ответе на АРТ может 

быть обусловлена способностью быстро адаптироваться к метаболическим 

потребностям, сопутствующим делению. 

Для определения роли гликолиза в восстановлении численности CD4
+
 Т-

лимфоцитов при приеме АРТ уровень потребления глюкозы измеряли в CD4
+
 Т-

клетках ИН, ИО и здоровых доноров. Было установлено, что большая часть CD4
+
 

Т-лимфоцитов, полученных из крови ВИЧ-инфицированных ИО (74,6 %; 46,9-

87,7 %) и неинфицированных людей (80,6%; 61,7–85,7 %) также потребляет 

флуоресцентный аналог глюкозы 2-NBDG. Отличий в относительном количестве 

CD4
+
 Т-клеток, потребляющих2-NBDG, между клиническими группами (ИН, ИО 

и К) установлено не было. В то же время, количество поглощенной глюкозы в 

трех группах было неодинаково и возрастало в направлении К→ИО→ИН 

(рисунок 3.2.2). Данное утверждение справедливо как для наивных CD4
+
 Т-

лимфоцитов, так и для CD4
+
 Т-клеток памяти. Различия в потреблении 2-NBDG у 

ИО и неинфицированных добровольцев не достигли уровня статистической 

значимости (p > 0,05). В то же время CD4
+
 Т-клетки ИН потребляли значительно 

больше субстрата, чем клетки контрольных субъектов (p < 0,01) и ИО (p < 0,05). 

При этом, как наивные CD4
+
 Т-лимфоциты, так и CD4

+
 Т-клетки памяти ИН 

захватывали существенно больше глюкозы, чем аналогичные клетки здоровых 

доноров (pнаивные < 0,01; pпамяти < 0,05). 
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Из вышесказанного следует, что при ВИЧ-инфекции активность захвата 

глюкозы CD4
+
 Т-лимфоцитами существенно возрастает и достигает максимума у 

ИН. Полученные сведения согласуются с данными литературы. Ранее Palmer и 

соавторы показали, что при ВИЧ-инфекции CD4
+
 Т-клетки потребляют 

существенно больше глюкозы [310]. Кроме того, было показано, что у ИН, в 

сравнении с ИО и здоровыми добровольцами, повышена экспрессия транспортера 

глюкозы Glut1 на поверхности CD4
+
 Т-клеток [259]. В нашей работе высокая 

интенсивность захвата глюкозы CD4
+
 Т-лимфоцитами ИН была 

продемонстрирована напрямую с помощью ее флуоресцентного аналога 2-NBDG. 

Во всех исследуемых группах количество глюкозы, потребляемой CD4
+
 Т-

клетками, прямо коррелировало с уровнем экспрессии рецептора CD71 на их 

поверхности (рисунок 3.2.3). При этом наиболее сильная связь между двумя 

показателями была установлена в группе ИН (R = 0,662; p < 0,01).  

 

 

Рисунок 3.2.2 – Интенсивность потребления аналога глюкозы (2-NBDG) 

CD4
+
 Т-лимфоцитами иммунологических неответчиков (ИН, n=18), 

иммунологических ответчиков (ИО, n=21) и относительно здоровых 

добровольцев (К, n=22) 

Представлены медианы (горизонтальные линии внутри прямоугольников), 

интерквартильные размахи (прямоугольники) и 10-90 %-ые перцентили 

(вертикальные отрезки). * – p < 0,05; ** – p < 0,01. Группы количественных 

данных сравнивали с помощью однофакторного дисперсионного анализа; для 

множественных сравнений использовали критерий Тьюки. MFI: англ. Mean 

Fluorescence Intensity – средняя интенсивность флуоресценции. 
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Рисунок 3.2.3 – Связь между уровнем потребления аналога глюкозы  

(2-NBDG) и экспрессией рецептора CD71 в CD4
+
 Т-лимфоцитах 

иммунологических неответчиков (ИН, n=18), иммунологических ответчиков 

(ИО, n=21) и относительно здоровых добровольцев (К, n=22) 

Примечательно, что делящиеся CD4
+
 Т-клетки ИН поглощают значительно 

больше глюкозы в сравнении с пролиферирующими CD4
+
 Т-лимфоцитами других 

исследуемых групп (рисунок 3.2.4; pИН-ИО < 0,05, pИН-К < 0,05). При этом 

усиленный захват глюкозы характерен исключительно для пролиферирующих 

CD4
+
 Т-клеток памяти ИН, но не для делящихся наивных клеток. Другими 

словами, CD4
+
 Т-лимфоциты памяти неинфицированных субъектов способны 

поддерживать процессы пролиферации с меньшим потреблением глюкозы, чем 

CD4
+
 Т-клетки памяти ИН. Полученные данные указывают на то, что в CD4

+
 Т-

лимфоцитах памяти ИН метаболические процессы, поддерживающие 

пролиферацию, могут быть недостаточно эффективны. 
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Рисунок 3.2.4 – Интенсивность потребления аналога глюкозы (2-NBDG) 

делящимися CD4
+
 Т-лимфоцитами иммунологических неответчиков (ИН, 

n=18), иммунологических ответчиков (ИО, n=21) и относительно здоровых 

добровольцев (К, n=22) 
Представлены медианы (горизонтальные линии внутри прямоугольников), 

интерквартильные размахи (прямоугольники) и 10-90 %-ые перцентили 

(вертикальные отрезки). * – p < 0,05. Группы сравнивали с помощью 

однофакторного дисперсионного анализа; критерий Тьюки. MFI: англ. Mean 

Fluorescence Intensity – средняя интенсивность флуоресценции. 

На низкую эффективность метаболических процессов в CD4
+
 Т-клетках 

памяти ИН указывает и наличие обратной корреляционной зависимости (рисунок 

3.2.5) между интенсивностью захвата глюкозы пролиферирующими CD4
+
 Т-

лимфоцитами памяти и абсолютной численностью CD4
+
 Т-клеток в крови ВИЧ-

инфицированных пациентов.  

 

Рисунок 3.2.5 – Связь между уровнем потребления аналога глюкозы  

(2-NBDG) делящимися CD4
+
 Т-клетками и абсолютным количеством CD4

+
 

Т-лимфоцитов в крови ВИЧ-инфицированных доноров (n=39) 
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Связи между уровнем потребления глюкозы делящимися наивными CD4
+
 Т-

лимфоцитами и абсолютным количеством CD4
+
 Т-клеток в крови установлено не 

было. 

Важно отметить, что метод определения потребления глюкозы с 

использованием ее флуоресцентного аналога 2-NBDG имеет свои ограничения. В 

частности, исследователи отмечают, что 2-NBDG способен проникать в 

лимфоциты мыши в присутствии ингибиторов транспортеров глюкозы Glut1 и 

Glut3 [423]. В этом ключе наиболее вероятным механизмом проникновения 2-

NBDG в Т-лимфоциты является трансмембранный перенос через транспортер 

Glut2, экспрессируемый на поверхности активированных  наивных Т-лимфоцитах 

и Т-клетках памяти [134]. До фактического подтверждения этой гипотезы следует 

с осторожностью интерпретировать данные о поглощении данного 

флуоресцентного аналога. 

Продуктивная пролиферация CD4
+
 Т-лимфоцитов обеспечивается не только 

активным захватом глюкозы, но и ее превращением в молочную кислоту в ходе 

гликолиза. Образование молочной кислоты является необходимым фактором для 

усиления потока углерода в гликолитический путь и повышения уровня 

биосинтеза и образования энергии. Молочная кислота, формируемая в ходе 

гликолиза CD4
+
 Т-клетками, экскретируется во внеклеточное пространство и, в 

условиях in vitro, закисляет его. Поэтому в настоящей работе для определения 

интенсивности гликолиза в CD4
+
 Т-лимфоцитах памяти ИН, ИО и здоровых 

доноров мы использовали технологию анализа внеклеточных потоков, 

измеряющую скорость ацидификации среды (англ. extracellular acidification rate – 

ECAR). На базальном уровне скорость ацидификации среды CD4
+
 Т-клетками 

памяти ВИЧ-инфицированных пациентов была существенно снижена в сравнении 

с показателями здоровых доноров (pИН < 0,01; pИО < 0,001; рисунок 3.2.6А).  
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Усиление гликолиза, как правило, происходит вскоре после получения 

активационного сигнала CD4
+
 Т-лимфоцитами памяти [198]. Мы использовали 

кратковременную (40 мин) in vitro стимуляцию ФГА, чтобы оценить 

метаболический ответ CD4
+
 Т-клеток памяти, полученных из крови ИН, ИО и 

здоровых людей, на активацию. Было установлено, что стимуляция CD4
+
 Т-

лимфоцитов памяти ФГА в течение 40 мин приводит к увеличению ECAR данных 

клеток (p < 0,05). Тем не менее, в образцах ВИЧ-инфицированных пациентов 

показатель ECAR после кратковременной стимуляции остается сниженным в 

сравнении с таковым неинфицированных доноров (p < 0,001; рисунок 3.2.6Б). 

Принято считать, что показатель ECAR прямо пропорционален скорости 

выброса молочной кислоты Т-лимфоцитами. Данное утверждение основано на 

том, что перенос молочной кислоты реализуется симпортным механизмом, 

одновременно транспортирующим молекулу молочной кислоты и H
+
, что 

приводит к закислению внеклеточного пространства [164]. Тем не менее, CO2, 

 
Рисунок 3.2.6 – Скорость закисления среды (ECAR) CD4

+
 Т-лимфоцитами 

памяти до (А) и после (Б) стимуляции фитогемагглютинином 

Представлены медианы (сплошные горизонтальные линии) и 

интерквартильные размахи (пунктирные горизонтальные линии); ** – p < 0,01; 

*** – p < 0,001; Группы количественных данных сравнивали с помощью 

однофакторного дисперсионного анализа; для множественных сравнений 

использовали критерий Тьюки. ИН – иммунологические неответчики (n=4, 

R=6), ИО – иммунологические ответчики (n=4, R=6), К – контрольная группа 

(n=4, R=6). 
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продуцируемый в ходе работы митохондрий, также может вносить существенный 

вклад в ацидификацию микроокружения клеток [280, 281]. В связи с этим, для 

более точной оценки продукции молочной кислоты CD4
+
 Т-лимфоцитами памяти 

ИН, ИО и здоровых людей был определен показатель скорости выброса протонов 

(англ. Proton efflux rate – PER), исключающий вклад CO2 в ацидификацию 

внеклеточной среды [281]. 

В результате было установлено, что у ВИЧ-инфицированных пациентов 

скорость выброса протонов CD4
+
 Т-клетками памяти на базальном уровне была 

существенно снижена в сравнении с показателями здоровых доноров (p < 0,001; 

рисунок 3.2.7А).  

Как и в случае с ECAR, стимуляция CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти ФГА в 

течение 40 мин привела к увеличению показателя PER (p < 0,05). Тем не менее, 

даже после кратковременной стимуляции PER в образцах ВИЧ-инфицированных 

пациентов оставался сниженным в сравнении с таковым неинфицированных 

 
Рисунок 3.2.7 – Скорость выброса протонов (PER) CD4

+
 Т-лимфоцитами 

памяти до (А) и после (Б) стимуляции фитогемагглютинином 

Представлены медианы (сплошные горизонтальные линии) и 

интерквартильные размахи (пунктирные горизонтальные линии); *** – p < 

0,001. Группы количественных данных сравнивали с помощью 

однофакторного дисперсионного анализа; для множественных сравнений 

использовали критерий Тьюки. ИН – иммунологические неответчики (n=4, 

R=6), ИО – иммунологические ответчики (n=4, R=6), К – контрольная группа 

(n=4, R=6). 
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доноров (p < 0,001; рисунок 3.2.7Б). Полученные данные с большой вероятностью 

позволяют предположить, что продукция молочной кислоты в CD4
+
 Т-

лимфоцитах памяти ИН и ИО значительно снижена.  

Таким образом, полученные данные выявили несоответствие между 

интенсивностью потребления глюкозы и продукции молочной кислоты CD4
+
 Т-

лимфоцитами памяти ИН. Несмотря на то, что пролиферирующие CD4
+
 Т-клетки 

памяти ИН существенно превосходят аналогичные клетки неинфицированных 

субъектов по количеству потребляемой ими глюкозы, поглощение этого субстрата 

CD4
+
 Т-лимфоцитами памяти ИН не сопровождается активным формированием 

молочной кислоты в ходе гликолиза. Поскольку усиление гликолиза является 

необходимым условием для митотического деления CD4
+
 Т-лимфоцитов [39, 148, 

282], можно предположить, что обнаруженное нами несоответствие между 

высоким уровнем пролиферации, активным потреблением глюкозы и низкой 

продукцией лактата CD4
+
 Т-клетками памяти ИН лежит в основе их слабой 

регенерации. 

Представленные сведения поднимают два важных вопроса: почему 

делящиеся CD4
+
 Т-лимфоциты памяти ИН усиливают потребление глюкозы, и что 

препятствует формированию молочной кислоты данными клетками? Известно, 

что при пролиферации Т-лимфоциты захватывают и метаболизируют глюкозу для 

обеспечения активного биосинтеза нуклеотидов, белков и липидов (см. раздел 

1.2). Исходя из этого, можно предположить, что повышенный уровень 

потребления глюкозы делящимися CD4
+
 Т-клетками памяти ИН, по сравнению с 

аналогичными клетками неинфицированных доноров, обусловлен их более 

высокой потребностью в биосинтезе. 

Для поддержания биосинтетических процессов Т-лимфоциты, как правило, 

преобразуют синтезируемую в ходе гликолиза пировиноградную кислоту в 

молочную. Однако мы не зарегистрировали повышения продукции молочной 

кислоты CD4
+
 Т-клетками памяти ИН. Более того, уровень аэробного гликолиза в 

CD4
+
 Т-лимфоцитах памяти ИН был снижен в сравнении с показателями 

неинфицированных субъектов. Полученные данные указывают на то, что в CD4
+
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Т-клетках памяти ИН метаболические пути, обеспечивающие пролиферацию, 

могут быть разобщены. 

К настоящему моменту наиболее подробно описан один механизм, 

способный препятствовать усилению гликолиза в активированных Т-

лимфоцитах – это проведение сигнала от ингибирующих рецепторов [313, 315]. 

Ранее мы показали, что у ИН доля CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти, экспрессирующих 

ингибиторные рецепторы PD-1 и TIGIT, существенно повышена. Кроме того, 

увеличена плотность экспрессии данных маркеров на поверхности несущих их 

клеток (см. раздел 3.1). Таким образом, можно предположить, что относительно 

низкая интенсивность аэробного гликолиза в CD4
+
 Т-лимфоцитах памяти ИН 

связана с истощением данных клеток на фоне хронической активации. Стоит 

отметить, что ранее снижение гликолитической активности CD4
+
 Т-лимфоцитов 

на фоне хронической активации также было описано у пациентов с ревматоидным 

артритом [407] и рассеянным склерозом [334]. Как и при ВИЧ-инфекции, при этих 

заболеваниях CD4
+
 Т-клетки подвергаются персистирующей антигенной 

стимуляции. Таким образом, снижение интенсивности аэробного гликолиза и 

нарушение процесса пролиферации в CD4
+
 Т-лимфоцитах памяти ИН могут быть 

частью единого механизма адаптации к хронической иммунной активации. 

 

3.3 – Активное потребление метаболических субстратов 

CD4
+
 Т-лимфоцитами иммунологических неответчиков 

 

Потребление пальмитиновой кислоты 

Глюкоза является важным, но не единственным источником 

биосинтетических субстратов и энергии для CD4
+
 Т-лимфоцитов. Так, CD4

+
 Т-

клетки активно используют β-окисление жирных кислот в митохондриях для 

продукции АТФ. Тем не менее, вопрос о том, необходимы ли экзогенные жирные 

кислоты для поддержания β-окисления в периферических CD4
+
 Т-лимфоцитах, 

остается открытым. В данной работе мы использовали флуоресцентный аналог 

пальмитиновой кислоты BODIPY FL C16, чтобы оценить уровень потребления 
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экзогенных длинноцепочечных жирных кислот в CD4
+
 Т-клетках здоровых 

людей, а также ВИЧ-инфицированных ИН и ИО. 

Было установлено, что покоящиеся CD4
+
 Т-лимфоциты используют 

экзогенные жирные кислоты в качестве одного из метаболических субстратов. 

Однако доля клеток, потребляющих пальмитиновую кислоту, конъюгированную с 

BODIPY, была невелика. У здоровых доноров данный показатель составил лишь 

7,3 % (4,5-10,1 %). У ВИЧ-позитивных субъектов доля CD4
+
 Т-лимфоцитов, 

потребляющих аналог пальмитиновой кислоты BODIPY FL C16 из внеклеточной 

среды, составила 8,9 % (4,53-16,35 %) для ИН и 8,9 % (5,0-12,8 %) для ИО. 

Статистически значимых отличий между группами ИН, ИО и неинфицированных 

субъектов обнаружено не было. 

Как и в случае с глюкозой, на первом этапе исследования в образцах ВИЧ-

инфицированных иммунологических неответчиков на АРТ определяли 

особенности потребления пальмитиновой кислоты наивными CD4
+
 Т-клетками и 

CD4
+
 Т-клетками памяти в покоящемся состоянии и при пролиферации. Оценка 

интенсивности флуоресценции BODIPY FL C16 показала, что среди покоящихся 

CD4
+
 Т-лимфоцитов клетки памяти поглощают больше пальмитиновой кислоты, 

чем наивные клетки (p < 0,001; рисунок 3.3.1). При пролиферации уровень 

потребления субстрата возрастал в обеих субпопуляциях CD4
+
 Т-лимфоцитов (p < 

0,001). При этом захват пальмитиновой кислоты при вступлении наивных CD4
+
 Т-

лимфоцитов в деление значительно увеличивался (медиана 25 %) и существенно 

превышал соответствующий показатель CD4
+
 Т-клеток памяти (медиана 11 %; p < 

0,001). У здоровых людей захват пальмитиновой кислоты в субпопуляциях CD4
+
 

Т-клеток также изменялся неодинаково: в делящихся наивных CD4
+
 Т-

лимфоцитах потребление субстрата увеличивалось почти на 48 %, в то время как 

в клетках памяти лишь на 13 %. 
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Таким образом, на примере пальмитиновой кислоты было показано, что 

лишь малая часть CD4
+
 Т-лимфоцитов крови потребляет жирные кислоты из 

внеклеточного пространства. Вероятно, что, как и CD8
+
 Т-клетки памяти, CD4

+
 Т-

лимфоциты преимущественно синтезируют жирные кислоты de novo из углерода, 

поступающего с глюкозой [297]. Установление принадлежности CD4
+
 Т-

лимфоцитов, потребляющих аналог пальмитата BODIPY FL C16, к определенной 

субпопуляции в рамках данного исследования не проводилось. В литературе 

относительно субпопуляционной принадлежности данных клеток также нет 

единого мнения. Ранее было показано, что инкубация активированных CD4
+
 Т-

клеток в среде, содержащей жирные кислоты, приводит к увеличению доли 

регуляторных CD4
+
 Т-лимфоцитов в общей популяции [271]. Этот факт позволяет 

предположить, что BODIPY-позитивные CD4
+
 Т-клетки могут относиться к 

регуляторным Т-лимфоцитам. Тем не менее, Pacella et al. продемонстрировали, 

 
Рисунок 3.3.1 – Уровень поглощения аналога жирных кислот (BODIPY FL 

C16) наивными CD4
+  

Т-лимфоцитами (TN) и CD4
+ 

Т-клетками памяти (TM) 

ВИЧ-инфицированных иммунологических неответчиков на 

антиретровирусную терапию (n=18) 

Представлены медианы (горизонтальные линии) интерквартильные размахи 

(прямоугольники) и 10–90 %-ые интервалы (вертикальные отрезки); *** – p < 

0,001 (U-критерий Манна-Уитни). MFI (англ. Mean Fluorescence Intensity) – 

средняя интенсивность флуоресценции. ΔMFI – изменение средней 

интенсивности флуоресценции. Прирост потребления пальмитата 

рассчитывали как разницу между средней интенсивностью флуоресценции 

(ΔMFI) BODIPY FL C16 в пролиферирующих и покоящихся клетках. 
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что уровень поглощения флуоресцентного аналога пальмитата в регуляторных и 

конвенциональных CD4
+
 Т-лимфоцитах существенно не отличается [306]. Таким 

образом, роль экзогенных жирных кислот в жизнедеятельности различных 

субпопуляций CD4
+
 Т-клеток требует дальнейшего изучения. 

Другим важным выводом, который можно сделать исходя из полученных 

данных, является то, что CD4
+
 Т-клетки памяти ВИЧ-инфицированных пациентов 

с дискордантным ответом на АРТ при переходе к делению лишь незначительно 

(на уровне 11 %) усиливают потребление пальмитиновой кислоты. 

Представленные сведения подтверждают гипотезу, сформулированную ранее: 

CD4
+
 Т-лимфоциты памяти отличаются от наивных клеток меньшим масштабом 

метаболической перестройки при активации, что позволяет им быстрее 

адаптироваться к биосинтетическим потребностям, сопутствующим 

пролиферации.   

Анализ образцов доноров трех групп показал следующее. Несмотря на то, 

что относительное количество клеток, потребляющих флуоресцентный аналог 

пальмитиновой кислоты, было сопоставимо во всех исследуемых группах, объем 

потребления субстрата существенно отличался (рисунок 3.3.2). Так, CD4
+
 Т-

лимфоциты ИН потребляли больше пальмитиновой кислоты, чем клетки 

здоровых доноров (p < 0,01). Отличия между здоровыми людьми и ИН в 

потреблении пальмитиновой кислоты CD4
+
 Т-лимфоцитами были обнаружены 

как в пуле наивных клеток, так и среди клеток памяти (p < 0,01). Полученные 

данные впервые демонстрируют, что CD4
+
 Т-лимфоциты ИН поглощают 

существенно больше экзогенных жирных кислот, чем аналогичные клетки 

неинфицированных людей. 
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Во всех исследуемых группах была установлена корреляционная 

зависимость между уровнем экспрессии CD71 на поверхности CD4
+
 Т-

лимфоцитов и интенсивностью потребления пальмитата данными клетками 

(рисунок 3.3.3).  

 
Рисунок 3.3.2 – Потребление аналога пальмитиновой кислоты  

(BODIPY FL C16) в CD4
+
 Т-лимфоцитах здоровых людей (К, n=22),  

ВИЧ-инфицированных лиц со стандартным (ИО, n=21) и дискордантным 

(ИН, n=18) ответом на терапию 

Представлены медианы, интерквартильные размахи и 10-90 %-ые перцентили. 

** – p < 0,01. Группы количественных данных сравнивали с помощью 

однофакторного дисперсионного анализа; для множественных сравнений 

использовали критерий Тьюки.MFI: англ. Mean Fluorescence Intensity – средняя 

интенсивность флуоресценции. 
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Рисунок 3.3.3 – Связь между интенсивностью потребления аналога 

пальмитиновой кислоты (BODIPY FL C16) и экспрессией рецептора CD71 в 

CD4
+
 Т-лимфоцитах иммунологических неответчиков (ИН, n=18), 

иммунологических ответчиков (ИО, n=21) и здоровых добровольцев (К, n=22) 

Делящиеся CD4
+
 Т-лимфоциты ИН отличались от таковых здоровых людей 

повышенным потреблением пальмитиновой кислоты (p < 0,05; рисунок 3.3.4). Как 

и в случае с глюкозой, отличия между двумя группами были обусловлены 

усиленным потреблением пальмитата в субпопуляции делящихся CD4
+
 Т-клеток 

памяти (p < 0,05). В субпопуляции пролиферирующих наивных CD4
+
 Т-

лимфоцитов статистических отличий в количестве потребляемой пальмитиновой 

кислоты между ИН и здоровыми донорами обнаружено не было (p > 0,05). 

Полученные данные позволяют заключить, что CD4
+
 Т-клеткам памяти ИН для 

регенерации требуется существенно больше экзогенных жирных кислот, чем 

клеткам неинфицированных субъектов. 
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Экспрессия транспортера нейтральных аминокислот – ASCT2 

Глутамин является важным источником углерода и азота, как в покоящихся, 

так и в пролиферирующих CD4
+
 Т-лимфоцитах. Перенос глутамина во 

внутриклеточное пространство осуществляется целым рядом белков, однако при 

пролиферации ключевая роль принадлежит транспортеру нейтральных 

аминокислот ASCT2 [354]. В данном исследовании уровень экспрессии ASCT2 на 

поверхности CD4
+
 Т-клеток ИН, ИО и неинфицированных субъектов определяли 

с помощью флуоресцентных антител. 

Оценка экспрессии транспортера ASCT2 в CD4
+
 Т-лимфоцитах ВИЧ-

инфицированных пациентов показала следующее (рисунок 3.3.5). Во всех 

исследуемых группах абсолютное большинство CD4
+
 Т-клеток экспрессировало 

ASCT2. При этом уровень экспрессии транспортера в CD4
+
 Т-лимфоцитах 

 
Рисунок 3.3.4 – Интенсивность потребления аналога пальмитиновой 

кислоты (BODIPY FL C16) пролиферирующими CD4
+
 Т-лимфоцитами 

иммунологических неответчиков (ИН, n=18), иммунологических 

ответчиков (ИО, n=21) и здоровых добровольцев (К, n=22) 

Представлены медианы (горизонтальные линии внутри прямоугольников), 

интерквартильные размахи (прямоугольники) и 10-90 %-ые перцентили 

(вертикальные отрезки). * – p < 0,05. Группы количественных данных 

сравнивали с помощью однофакторного дисперсионного анализа; для 

множественных сравнений использовали критерий Тьюки. MFI: англ. Mean 

Fluorescence Intensity – средняя интенсивность флуоресценции. 
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здоровых людей и ВИЧ-позитивных пациентов существенно не отличался (p > 

0,05). 

 

Рисунок 3.3.5 – Экспрессия транспортера глутамина ASCT2 на  

CD4
+
 Т-лимфоцитах иммунологических неответчиков (ИН, n=18), 

иммунологических ответчиков (ИО, n=21) и здоровых добровольцев  

(К, n=22) 

Представлены медианы (горизонтальные линии внутри прямоугольников), 

интерквартильные размахи (прямоугольники) и 10-90 %-ые перцентили 

(вертикальные отрезки). Группы количественных данных сравнивали с помощью 

однофакторного дисперсионного анализа; для множественных сравнений 

использовали критерий Тьюки. MFI: англ. Mean Fluorescence Intensity – средняя 

интенсивность флуоресценции. 

Во всех исследуемых группах пролиферация CD4
+
 Т-лимфоцитов привела к 

увеличению экспрессии ASCT2 в данных клетках (p < 0,001). Несмотря на то, что 

пролиферация CD4
+
 Т-клеток сопровождалась усилением экспрессии ASCT2, 

корреляционной зависимости между уровнями экспрессии CD71 и транспортера 

нейтральных аминокислот на поверхности CD4
+
 Т-лимфоцитов установлено 

не было. 

Необходимо отметить, что пролиферирующие CD4
+
 Т-лимфоциты ИН 

отличались от таковых контрольной группы повышенной экспрессией ASCT2 (p < 

0,05; рисунок 3.3.6). Данные отличия прослеживались как в пуле наивных CD4
+
 Т-

клеток, так и среди CD4
+
 Т-клеток памяти (p < 0,05). 
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Рисунок 3.3.6 – Уровень экспрессии транспортера глутамина ASCT2 на 

пролиферирующих CD4
+
 Т-лимфоцитах иммунологических неответчиков 

(ИН, n=18), иммунологических ответчиков (ИО, n=21) и здоровых 

добровольцев (К, n=22) 

Представлены медианы (горизонтальные линии внутри прямоугольников), 

интерквартильные размахи (прямоугольники) и 10-90 %-ые перцентили 

(вертикальные отрезки). * – p < 0,05. Группы количественных данных сравнивали 

с помощью однофакторного дисперсионного анализа; для множественных 

сравнений использовали критерий Тьюки.  MFI: англ. Mean Fluorescence Intensity 

– средняя интенсивность флуоресценции. 

Из вышесказанного следует, что под контролем АРТ ВИЧ-инфекция не 

оказывает существенного влияния на экспрессию транспортера ASCT2 на 

поверхности покоящихся CD4
+
 Т-лимфоцитов. Данное утверждение справедливо 

как для ВИЧ-инфицированных ИО, так и для ИН. Тем не менее, делящиеся CD4
+
 

Т-клетки ИН отличаются от таковых здоровых доноров повышенной экспрессией 

ASCT2. Исходя из этого, можно предположить, что при делении CD4
+
 Т-

лимфоциты ИН испытывают большую потребность в нейтральных 

аминокислотах, чем клетки здоровых людей. 

 

Уровень аутофагии  

Углерод поступает в клетку не только путем поглощения экзогенных 

субстратов, но и в ходе переработки существующих клеточных компонентов 

путем аутофагии. Как правило, процесс аутофагии связывают с деградацией и 

переработкой избыточных или поврежденных материалов [112]. Помимо этого, в 
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Т-лимфоцитах аутофагия играет важную роль в использовании липидных капель, 

запасающих нейтральные ацилглицеролы [119]. Для измерения уровня аутофагии 

в CD4
+
 Т-лимфоцитах ВИЧ-инфицированных пациентов и здоровых людей мы 

использовали флуоресцентный краситель на основе монодансилкадаверина, 

специфично встраивающийся в пре-аутофагосомы, аутофагосомы и 

аутофаголизосомы [376]. 

Анализ образцов ВИЧ-инфицированных иммунологических неответчиков 

показал, что среди покоящихся CD4
+
 Т-лимфоцитов клетки памяти 

демонстрируют повышенный уровень аутофагии в сравнении с наивными 

клетками (p < 0,001; рисунок 3.3.7).  

При переходе к пролиферации уровень аутофагии в обеих субпопуляциях 

усиливался (p < 0,001). В делящихся наивных CD4
+
 Т-лимфоцитах и CD4

+
 Т-

клетках памяти содержание аутофагосом было сопоставимым. Как и в случае с 

глюкозой и жирными кислотами, прирост аутофагии в пролиферирующих 

наивных CD4
+
 Т-лимфоцитах (медиана 24 %) превышал данный показатель в 

CD4
+
 Т-клетках памяти (медиана 8 %; p < 0,001). Схожие закономерности были 

 
Рисунок 3.3.7 – Уровень аутофагии в наивных CD4

+ 
Т-лимфоцитах и  

CD4
+ 

Т-клетках памяти ВИЧ-инфицированных иммунологических 

неответчиков на лечение (n=18) 

Представлены медианы, интерквартильные размахи и 10–90 %-ые интервалы; *** 

– p < 0,001 (U-критерий Манна-Уитни). Прирост аутофагии рассчитывали как 

разницу между средней интенсивностью флуоресценции (ΔMFI) производного 

монодансилкадаверина (MDC) в пролиферирующих и покоящихся клетках. 
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зафиксированы у здоровых людей: в делящихся наивных CD4
+
 Т-лимфоцитах 

содержание аутофагосом увеличивалось почти на 41 %, в клетках памяти – на 10 

%. Таким образом, при оценке интенсивности процессов аутофагии в наивных 

CD4
+
 Т-лимфоцитах и CD4

+
 Т-клетках памяти была установлена та же 

закономерность, что была отмечена в разделах, посвященных потреблению 

глюкозы и жирных кислот. В частности, было показано, что, по сравнению с 

наивными CD4
+
 Т-лимфоцитами, клеткам памяти для вступления в 

пролиферацию нужно совершить метаболическую перестройку меньшего 

масштаба.  

В ходе исследования трех клинических групп было установлено, что CD4
+
 

Т-клетки ИН, вовлеченные в процесс аутофагии, содержат существенно больше 

аутофагосом, чем клетки неинфицированных субъектов (p < 0,05; рисунок 3.3.8). 

При этом повышенный уровень аутофагии наблюдался как в общем пуле CD4
+
 Т-

лимфоцитов ИН, так и среди наивных клеток и клеток памяти. 

Уровень аутофагии в субпопуляции CD4
+
 Т-клеток прямо коррелировал с 

экспрессией рецептора трансферрина CD71 на их поверхности (рисунок 3.3.9). 

 
Рисунок 3.3.8 – Уровень аутофагии в CD4

+
 Т-лимфоцитах иммунологических 

неответчиков (ИН, n=18), иммунологических ответчиков (ИО, n=21) и 

здоровых добровольцев (К, n=22) 

Представлены медианы, интерквартильные размахи и 10-90 %-ые перцентили. 

*** – p < 0,001. Уровень аутофагии определяли с использованием производного 

монодансилкадаверина (MDC). MFI: англ. Mean Fluorescence Intensity – средняя 

интенсивность флуоресценции. ANOVA; критерий Тьюки. 
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Взаимосвязь между двумя параметрами была установлена как у относительно 

здоровых добровольцев, так и у ВИЧ-инфицированных ИО и ИН.  

 

Рисунок 3.3.9 – Взаимосвязь между уровнями аутофагии и экспрессии 

рецептора CD71 в CD4
+
 Т-лимфоцитах иммунологических неответчиков (ИН, 

n=18), иммунологических ответчиков (ИО, n=21) и здоровых добровольцев  

(К, n=22) 

Пролиферирующие CD4
+
 Т-лимфоциты ИН отличались от таковых 

здоровых людей повышенным уровнем аутофагии (p < 0,05; рисунок 3.3.10). Как 

и в случае с глюкозой и жирными и кислотами, отличия между группами были 

обусловлены высоким уровнем аутофагии в пуле клеток памяти (p < 0,01). В пуле 

наивных CD4
+
 Т-лимфоцитов отличий между группами установлено не было.  

Подводя итог, можно заключить, что делящиеся CD4
+
 Т-клетки памяти ИН 

характеризуются повышенным потреблением экзогенных и эндогенных 

метаболических субстратов. При регенерации такие клетки не только поглощают 

существенно больше глюкозы, чем клетки неинфицированных субъектов, но 

также превосходят их по уровню аутофагии, экспрессии транспортера 
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нейтральных аминокислот и потреблению экзогенных жирных кислот. 

Полученные данные указывают на то, что в делящихся CD4
+
 Т-лимфоцитах 

памяти ИН углерод, поступающий с различными метаболическими субстратами, 

активно утилизируется. В контексте пролиферации допустимо предположить, что 

поглощаемые субстраты расходуются на метаболические пути, связанные с 

синтезом макромолекул. 

Важно отметить, что усиленное поглощение метаболических субстратов 

делящимися CD4
+
 Т-клетками памяти ИН еще не говорит о том, что их 

утилизация завершается активным биосинтезом. Более того, сниженная 

активность аэробного гликолиза – одного из магистральных метаболических 

путей в пролиферирующих клетках – свидетельствует о том, что 

биосинтетические процессы в CD4
+
 Т-лимфоцитах памяти ИН могут быть 

нарушены. В пользу этой гипотезы свидетельствуют и более ранние данные, 

показавшие, что in vitro активация покоящихся CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти, 

полученных от ИН, приводит к асимметричному делению, завершающемуся 

формированием различных по размеру клонов [21]. Различия в размере дочерних 

 
Рисунок 3.3.10 – Уровень аутофагии в пролиферирующих  

CD4
+
 Т-лимфоцитах иммунологических неответчиков (ИН, n=18), 

иммунологических ответчиков (ИО, n=21) и здоровых добровольцев  

(К, n=22) 

Представлены медианы (горизонтальные линии внутри прямоугольников), 

интерквартильные размахи (прямоугольники) и 10-90 %-ые перцентили 

(вертикальные отрезки). * – p < 0,05; ** – p < 0,01. Группы количественных 

данных сравнивали с помощью однофакторного дисперсионного анализа; для 

множественных сравнений использовали критерий Тьюки. 
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CD4
+
 Т-клеток памяти ИН, вероятно, обусловлены недостатком макромолекул в 

материнских клетках. Вторым магистральным путем, поддерживающим 

пролиферацию CD4
+
 Т-лимфоцитов, является окислительное фосфорилирование 

митохондрий. От активности митохондриального дыхания зависит способность 

делящихся клеток окислять углеродные субстраты в ЦТК и «питать» 

сопряженные биосинтетические пути [197, 404, 409]. Исследованию 

функционального состояния митохондрий CD4
+
 Т-клеток памяти ИН будет 

посвящен следующий раздел данной работы. 

 

3.4 – Нарушение работы митохондрий в CD4
+
 Т-лимфоцитах памяти 

иммунологических неответчиков 
 

Активность митохондрий при пролиферации Т-клеток, как правило, 

усиливается и дополняет гликолиз при синтезе макромолекул и энергии [89]. 

Ключевая роль в данном процессе принадлежит ЭТЦ, функционирование которой 

сопряжено с потреблением кислорода из внеклеточного пространства. В связи с 

этим, в настоящей работе активность дыхательной цепи митохондрий CD4
+
 Т-

лимфоцитов памяти оценивали, измеряя скорость потребления кислорода (англ. 

Oxygen consumption rate – OCR) данными клетками. Как и при исследовании 

аэробного гликолиза, в этих целях использовали технологию анализа 

внеклеточных потоков, позволяющую измерять OCR в реальном времени. 

Измерения проводили на базальном уровне, после кратковременной стимуляции 

ФГА, а также вслед за внесением ингибиторов митохондриального дыхания 

(схема эксперимента подробно описана в Главе 2). 

Базальная скорость потребления кислорода CD4
+
 Т-клетками памяти, 

полученными от ИН, была меньше, чем у ИО (p < 0,05) и контрольных субъектов 

(p < 0,001; рисунок 3.4.1.А). Кратковременная активация клеток ФГА приводила к 

увеличению показателя митохондриального дыхания во всех исследуемых 

группах (p < 0,01). Однако активированные CD4
+
 Т-клетки памяти ВИЧ-

инфицированных пациентов демонстрировали сниженный уровень OCR, в 

сравнении с соответствующим показателем здоровых людей (pИН–К < 0,001; pИО–
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К < 0,01; рисунок 3.4.1.Б). Таким образом, в результате проведенного 

эксперимента было установлено, что у пациентов с дискордантным ответом 

иммунной системы на антиретровирусную терапию стимулированные CD4
+
 Т-

лимфоциты памяти характеризуется наиболее низкой скоростью потребления 

кислорода их митохондриями (pИН–ИО < 0,05). 

 

Рисунок 3.4.1 – Базальная скорость потребления кислорода (англ. Oxygen 

consumption rate – OCR) CD4
+
 Т-клетками памяти иммунологических 

неответчиков (ИН, n=4, R=6), иммунологических ответчиков (ИО, n=4, R=6) 

и здоровых субъектов (К, n=4, R=6) в отсутствии (А) и присутствии 

фитогемагглютинина (Б) 

Представлены медианы (горизонтальные линии внутри прямоугольников), 

интерквартильные размахи (прямоугольники) и 10-90 %-ые перцентили 

(вертикальные отрезки); * – p < 0,05; ** – p < 0,01; *** – p < 0,001. Группы 

количественных данных сравнивали с помощью однофакторного дисперсионного 

анализа; для множественных сравнений использовали критерий Тьюки. 

Базальная скорость потребления кислорода является важным показателем 

митохондриального дыхания. Тем не менее, этот параметр динамичен и в 

значительной мере определяется функциональным состоянием клетки и 

условиями среды [253]. В связи с этим, для более объективной оценки активности 

митохондрий CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти был измерен дополнительный 

показатель – резервная дыхательная емкость митохондрий (spare respiratory 

capacity – SRC). SRC отражает энергетический потенциал исследуемых клеток, 

реализуемый в условиях стресса или при высокой потребности в АТФ [292]. 



89 

 

Математически SRC выражается как разница между максимальным и базальным 

уровнями митохондриального дыхания.  

В следующем эксперименте для измерения максимальных значений OCR к 

клеткам вносили протонофорный разобщитель FCCP, вызывающий диссипацию 

мембранного потенциала и приводящий к разобщению окисления и 

фосфорилирования в митохондриях [14]. В результате было установлено, что в 

условиях повышенного запроса на АТФ, созданных внесением протонофорного 

разобщителя FCCP, митохондрии CD4
+ 

Т-лимфоцитов памяти ИН не способны 

достичь показателей интенсивности потребления кислорода, характерных для 

здоровых людей (p < 0,05). Что более важно, резервная дыхательная емкость 

митохондрий таких клеток была существенно снижена в сравнении с 

показателями ИО (p < 0,05; рисунок 3.4.2) и неинфицированных субъектов 

(p < 0,01).  

Известно, что окислительное фосфорилирование митохондрий выступает 

одним из основных источников энергии, запасаемой в форме АТФ. В связи с 

этим, в данном исследовании определение активности митохондриального 

дыхания в CD4
+ 

Т-клетках памяти было сопряжено с оценкой их энергетического 

статуса. С этой целью в CD4
+ 

Т-лимфоцитах памяти измеряли общее содержание 

молекул АТФ и АДФ. Анализ проводили биолюминисцентным методом, 

основанным на АТФ-зависимой реакции окисления люциферина люциферазой. В 

результате исследования было установлено, что в обеих группах ВИЧ-

инфицированных пациентов соотношение АДФ/АТФ было сопоставимо с 

показателями неинфицированных субъектов (p > 0,05).  

Таким образом, полученные данные демонстрируют, что у ИН по 

сравнению с ИО и здоровыми людьми существенно снижен уровень 

митохондриального дыхания в CD4
+
 Т-лимфоцитах памяти. Несмотря на то, что 

под действием митогенной стимуляции интенсивность окислительного 

фосфорилирования в CD4
+
 Т-клетках памяти ИН увеличивается, показатели этих 

пациентов не достигают значений, зафиксированных у ИО и здоровых субъектов. 

Полученные данные указывают на снижение дыхательной функции в CD4
+
 Т-
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лимфоцитах памяти ВИЧ-инфицированных пациентов с неэффективным 

восстановлением иммунной системы в ответ на АРТ. О нарушении функции 

митохондрий в CD4
+
 Т-лимфоцитах памяти ИН также свидетельствуют данные, 

полученные при анализе резервной дыхательной емкости митохондрий, SRC. Эти 

сведения имеют особую важность, поскольку снижение SRC отражает нарушения 

в работе митохондрий, явно проявляющиеся лишь при предельной нагрузке на 

дыхательную цепь [70].  

 

Рисунок 3.4.2 – Резервная дыхательная емкость митохондрий (англ. Spare 

Respiratory Capacity – SRC) в CD4
+
 Т-клетках памяти иммунологических 

неответчиков (ИН, n=4, R=6), иммунологических ответчиков (ИО, n=4, R=6) 

и здоровых субъектов (К, n=4, R=6) 

Представлены медианы (горизонтальные линии внутри прямоугольников), 

интерквартильные размахи (прямоугольники) и 10-90 %-ые перцентили 

(вертикальные отрезки); * – p < 0,05; ** – p < 0,01. Группы количественных 

данных сравнивали с помощью однофакторного дисперсионного анализа; для 

множественных сравнений использовали критерий Тьюки. 

Дыхательный резерв митохондрий зависит от целого ряда факторов, среди 

которых особо выделяют стабильность работы ЭТЦ, целостность 

митохондриальной мембраны, доступность метаболических субстратов (в 

частности, пировиноградной кислоты и жирных кислот), а также активность ЦТК 

[253]. Ранее было показано, что в делящихся CD4
+
 Т-лимфоцитах памяти ИН 
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экспрессия генов, кодирующих комплексы дыхательной цепи и ферменты ЦТК, 

существенно снижена [411]. Таким образом, сведения, представленные в 

настоящей работе, подтверждают результаты транскриптомного анализа и 

указывают на глобальное нарушение функции митохондрий в CD4
+
 Т-клетках 

памяти ИН.  

В свете полученных данных возникает закономерный вопрос: какова 

причина функциональных нарушений в работе митохондрий CD4
+
 Т-лимфоцитов 

памяти ИН? Есть основания полагать, что эти изменения, по крайней мере, 

отчасти, связаны с сигнализацией через ингибиторные рецепторы. При 

взаимодействии с лигандами, эти рецепторы могут подавлять прохождение 

сигнала через сигнальный путь, включающий PI3K, AKT (протеинкиназа B) и 

mTOR (англ. mammalian target of rapamycin – мишень рапамицина 

млекопитающих). Сигнальный каскад PI3K/AKT/mTOR оказывает значительное 

влияние на функцию митохондрий в клетках млекопитающих и, в частности, на 

их дыхательный резерв. Так, было показано, что инкубация кортикальных 

нейронов с LY 294002, специфическим ингибитором клеточных фосфоинозитид-

3-киназ, приводит к снижению содержания митохондриальной ДНК и показателя 

SRC в данных клетках [29]. При инкубации гепатоцитов с аналогичным 

ингибитором наблюдается снижение как SRC, так и базальной OCR [231]. 

Добавление к гепатоцитам агониста сигнального пути PI3K/AKT/mTOR, 

инсулиноподобного фактора роста 1, напротив, приводит к увеличению 

показателей SRC [231]. В настоящей работе мы показали, что у ИН доля CD4
+
 Т-

лимфоцитов памяти, экспрессирующих ингибиторные рецепторы PD-1 и TIGIT, 

существенно повышена. В связи с этим можно предположить, что увеличение 

экспрессии ингибиторных рецепторов и снижение функции митохондрий в CD4
+
 

Т-клетках памяти ИН являются взаимосвязанными процессами. 

Примечательно, что, несмотря на снижение интенсивности окислительного 

фосфорилирования, CD4
+
 Т-лимфоциты памяти ИН поддерживают соотношение 

молекул АДФ и АТФ сопоставимое с таковым у здоровых людей. Это 

несоответствие, вероятно, может быть объяснено низкой активностью процессов, 
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потребляющих энергию. В клетках млекопитающих к наиболее энергозатратным 

и АТФ-зависимым процессам относят синтез макромолекул, в частности – синтез 

белков и нуклеиновых кислот [76]. В этом контексте нормальное соотношение 

АДФ/АТФ при низкой активности энергетических путей не опровергает, а 

подтверждает наличие дисрегуляции метаболических процессов, призванных 

поддерживать регенерацию CD4
+
 Т-лимфоцитов ИН.  

Важно отметить, что активность митохондриального дыхания per se также 

тесно связана пролиферативным потенциалом Т-клеток. Исследования показали, 

что внесение ингибитора комплекса II электрон-транспортной цепи в культуру Т-

лимфоцитов приводит к снижению мембранного потенциала митохондрий и 

пролиферативной активности данных клеток [290]. Аналогичный эффект на 

пролиферацию CD4
+
 Т-клеток оказывает ротенон – ингибитор комплекса I [81]. 

Кроме того, было продемонстрировано, что нокаут в CD4
+
 Т-лимфоцитах гена 

IRF4 (англ. Interferon Regulatory Factor 4 – регуляторный фактор интерферона 4), 

участвующего в регуляции метаболизма глюкозы и окислительного 

фосфорилирования, вызывает снижение активности дыхательной цепи и 

блокирует процесс деления [250]. Представленные данные позволяют заключить, 

что у иммунологических неответчиков на АРТ низкая регенераторная 

способность CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти может быть связана с нарушением 

митохондриального дыхания. 

РЕЗЮМЕ 

В результате исследования было установлено, что у ИН на фоне 

выраженного дефицита CD4
+
 Т-лимфоцитов активно протекает гомеостатическая 

пролиферация. Основную роль в данном процессе играют CD4
+
 Т-клетки памяти. 

Важным результатом исследования стало установление того факта, что CD4
+
 Т-

лимфоциты памяти ИН демонстрируют признаки истощения: такие клетки 

активно экспрессируют ингибиторные рецепторы. Данное утверждение 

распространяется и на делящиеся CD4
+
 Т-лимфоциты памяти ИН, составляющие 

основу регенерации. В рамках данного исследования была установлена 
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следующая закономерность: чем выше число пролиферирующих клеток в 

субпопуляции CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти, тем большее количество клеток 

экспрессирует ингибиторные рецепторы. Исходя из этого, можно предположить, 

что многократные митозы приводят к истощению регенерирующих CD4
+
 Т-

лимфоцитов памяти ИН.  

Исследование метаболизма CD4
+
 Т-клеток памяти ИН выявило 

несоответствие между интенсивностью потребления глюкозы и продукции 

молочной кислоты регенерирующими CD4
+
 Т-лимфоцитами памяти ИН. 

Несмотря на то, что пролиферирующие CD4
+
 Т-клетки памяти ИН существенно 

превосходят аналогичные клетки неинфицированных субъектов по количеству 

потребляемой ими глюкозы, поглощение этого субстрата CD4
+
 Т-лимфоцитами 

памяти ИН не сопровождается активным формированием молочной кислоты в 

ходе гликолиза. Усиление гликолиза является необходимым условием для 

митотического деления CD4
+
 Т-лимфоцитов. Следовательно, обнаруженное нами 

несоответствие между высоким уровнем пролиферации, активным потреблением 

глюкозы и низкой продукцией лактата CD4
+
 Т-клетками памяти ИН может лежать 

в основе их слабой регенерации. 

Важно отметить, что при регенерации делящиеся CD4
+
 Т-лимфоциты 

памяти ИН не только поглощают существенно больше глюкозы, чем клетки 

неинфицированных субъектов, но также превосходят их по уровню аутофагии, 

экспрессии транспортера нейтральных аминокислот и потреблению экзогенных 

жирных кислот. Полученные данные указывают на то, что в делящихся CD4
+
 Т-

лимфоцитах памяти ИН углерод, поступающий с различными метаболическими 

субстратами, активно утилизируется. В контексте пролиферации допустимо 

предположить, что поглощаемые субстраты расходуются на метаболические пути, 

связанные с синтезом макромолекул. Однако усиленное поглощение 

метаболических субстратов делящимися CD4
+
 Т-клетками памяти ИН еще не 

говорит о том, что их утилизация завершается активным биосинтезом. Более того, 

сниженная активность гликолиза – одного из магистральных метаболических 

путей в пролиферирующих клетках – свидетельствует о том, что 
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биосинтетические процессы в CD4
+
 Т-лимфоцитах памяти ИН могут быть 

нарушены.  

Вторым магистральным путем, поддерживающим пролиферацию CD4
+
 Т-

лимфоцитов, является окислительное фосфорилирование митохондрий. 

Полученные нами данные продемонстрировали, что у ИН по сравнению с ИО и 

неинфицированными субъектами уровень митохондриального дыхания в CD4
+
 Т-

клетках памяти существенно снижен. Несмотря на то, что под действием 

митогенной стимуляции интенсивность окислительного фосфорилирования в 

CD4
+
 Т-клетках памяти ИН увеличивается, показатели этих пациентов не 

достигают значений, зафиксированных у ИО и здоровых субъектов. 

Представленные сведения указывают на снижение дыхательной функции в CD4
+
 

Т-лимфоцитах памяти ВИЧ-инфицированных пациентов с неэффективным 

восстановлением иммунной системы в ответ на АРТ. Примечательно, что, 

несмотря на снижение интенсивности окислительного фосфорилирования, CD4
+
 

Т-лимфоциты памяти ИН поддерживают соотношение молекул АДФ и АТФ 

сопоставимое с таковым у здоровых людей. 

Таким образом, метаболизм CD4
+
 Т-клеток памяти в организме ИН 

изменен: вопреки активному потреблению субстратов скорость аэробного 

гликолиза и окислительного фосфорилирования митохондрий в таких клетках 

существенно снижена. Выявленные метаболические нарушения развиваются на 

фоне истощения CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти в организме ИН. Полученные 

данные расширяют представление о механизмах, препятствующих продуктивной 

пролиферации CD4
+
 Т-клеток памяти у ВИЧ-инфицированных иммунологических 

неответчиков на терапию. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
 

 

 

ВИЧ-инфекция остается одной из основных проблем глобального 

общественного здравоохранения. На конец 2023 года около 40 миллионов человек 

были инфицированы ВИЧ. Характерной чертой ВИЧ-инфекции является 

формирование глубокого иммунодефицита – феномена, связанного с 

прогрессирующей гибелью CD4
+
 Т-лимфоцитов. Вследствие иммунной 

недостаточности ВИЧ-инфицированные пациенты становятся более уязвимыми к 

оппортунистическим инфекциям и злокачественным новообразованиям [106]. 

Присоединение оппортунистических инфекций является основной причиной 

заболеваемости и смерти ВИЧ-позитивных больных [295, 366]. По данным 

ЮНЭЙДС, с начала эпидемии ВИЧ-инфекции от СПИД-ассоциированных 

заболеваний погибло не менее 40 миллионов человек [378]. Единственным 

эффективным средством контроля ВИЧ-инфекции является антиретровирусная 

терапия, подавляющая репликацию вируса в организме [102]. АРТ была внедрена 

в клиническую практику в 1996 году, что привело к значительному снижению 

уровня инфекционных осложнений и смертности среди ВИЧ-инфицированных 

пациентов [278]. Согласно мировой статистике, к концу 2022 года 76 % всех 

людей, живущих с ВИЧ, принимали АРТ [378]. Важно отметить, что применение 

АРТ не только снижает вирусную нагрузку, но и, как правило, способствует 

восстановлению численности CD4
+
 Т-лимфоцитов, что определяет сокращение 

риска клинических проявлений и смерти [380].  

Однако уже в 1997-1998 годах Brigitte Autran [46, 47], Christophe Piketty 

[320] и их коллеги отметили, что у части пациентов, получающих 

вирусологически эффективную терапию, наблюдается ограниченная способность 

к восстановлению иммунной системы. В настоящее время, согласно различным 

данным, от 10 до 40 % ВИЧ-инфицированных пациентов, получающих 

вирусологически эффективную АРТ (то есть от 2 до 8 миллионов человек), 
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характеризуются отсутствием или слабым приростом численности CD4
+
 Т-клеток 

на фоне лечения [47, 206, 320, 406]. Для обозначения этой клинической группы в 

литературе используется термин «иммунологические неответчики» [329]. 

Иммунологический «неответ» на лечение связан с повышенным риском развития 

СПИД-ассоциированных и СПИД-неассоциированных заболеваний, а также 

снижением продолжительности жизни ВИЧ-инфицированных больных [141, 321, 

362], что обуславливает актуальность данной проблемы. За более чем 25 лет 

изучения иммунологического неответа был накоплен обширный массив данных, 

характеризующих этот феномен. В частности, были выявлены факторы, 

увеличивающие риск развития неответа: высокая вирусная нагрузка до начала 

лечения [131], пожилой возраст ВИЧ-инфицированных больных [131, 255], 

наличие коинфекции ВГС [244] и позднее начало терапии [396]. Однако, 

механизмы, стоящие за неэффективным восстановлением численности CD4
+
 Т-

лимфоцитов при дискордантном ответе на терапию, до сих пор не ясны. 

Количество CD4
+
 Т-клеток в организме определяется балансом между их 

гибелью и регенерацией. Поэтому важно понимать, какие CD4
+
 Т-лимфоциты 

погибают, а какие являются источником их восстановления при ВИЧ-инфекции. 

Известно, что ВИЧ проникает в CD4
+
 Т-клетки, используя хемокиновый рецептор 

CCR5, экспрессия которого значительно варьирует в различных субпопуляциях 

CD4
+
 Т-лимфоцитов. Так, на большинстве наивных клеток данный рецептор 

отсутствует [273]. На поверхности клеток центральной памяти CCR5 не 

представлен, либо присутствует в малом количестве [140]. Клетки эффекторной 

памяти, в свою очередь, характеризуются выраженной экспрессией CCR5, что 

делает их основной мишенью вируса [140, 300]. В организме человека большая 

часть всех CD4
+
 Т-клеток эффекторной памяти сконцентрирована в желудочно-

кишечном тракте, поэтому в острой фазе заболевания поражается и гибнет 

большинство этих клеток (до 90 % всех CD4
+
 Т-лимфоцитов эффекторной памяти 

кишечника) [178, 262].  

Основным источником регенерации CD4
+
 T-лимфоцитов эффекторной 

памяти являются их предшественники – клетки центральной памяти [299]. 
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Восстановление популяции за счет менее дифференцированных наивных CD4
+
 T-

лимфоцитов также возможно, но менее продуктивно из-за низкой скорости 

пролиферации. Наивные лимфоциты имеют более высокий порог активации и 

больше зависят от ко-стимулирующих сигналов по сравнению с клетками 

центральной памяти [348]. Поэтому при ВИЧ-инфекции в ответ на опустошение 

пула CD4
+
 T-лимфоцитов эффекторной памяти преимущественно активируются и 

пролиферируют CD4
+
 T-клетки центральной памяти. В настоящей работе мы 

подтвердили, что основную роль в регенерации утраченных CD4
+
 T-лимфоцитов 

играют CD4
+
 T-клетки памяти. Так, при дефиците CD4

+
 T-лимфоцитов уровень 

пролиферации в субпопуляции CD4
+
 T-клеток памяти был существенно повышен. 

Более того, пролиферативная активность CD4
+
 T-лимфоцитов памяти прямо 

коррелировала со степенью выраженности лимфопении. В соответствии с этим, 

наибольшее процентное содержание делящихся CD4
+
 T-клеток памяти было 

установлено у пациентов с неэффективным восстановлением иммунной системы. 

В такой ситуации естественно возникает вопрос о том, почему у ИН высокая 

митотическая активность CD4
+
 Т-клеток памяти не приводит к восполнению 

численности CD4
+
 Т-лимфоцитов. 

Для ответа на этот вопрос сотрудники нашей лаборатории совместно с 

исследователями из института Кейза поставили ряд экспериментов. В первую 

очередь, пролиферирующие CD4
+
 Т-клетки памяти были изолированы из крови 

ИО и ИН и перенесены в систему in vitro для наблюдения. Было установлено, что 

делящиеся CD4
+
 Т-лимфоциты памяти ИО в таких условиях производили 

дочерние генерации, в то время как клетки памяти ИН не способны были 

завершить более одного цикла деления [411]. В следующем эксперименте CD4
+
 T-

лимфоциты памяти ИО и ИН подвергли искусственной стимуляции через T-

клеточный рецептор. Это привело к формированию дочерних генераций в обеих 

группах ВИЧ-инфицированных пациентов, однако у ИН этот процесс протекал с 

выраженной асимметрией и давал начало клеткам разного размера [21]. Высокий 

уровень апоптоза в пуле пролиферирующих CD4
+
 T-лимфоцитов памяти ИН 

позволяет предположить, что лимфоциты меньшего размера при этом погибали 
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[345]. В условиях высокого запроса на регенерацию асимметричное деление, 

сопровождающееся апоптозом, указывало на наличие серьезных нарушений при 

делении CD4
+
 T-клеток памяти ИН.  

Известно, что в ходе митотического деления CD4
+
 T-лимфоцитов все 

компоненты этих клеток удваиваются в результате масштабной метаболической 

перестройки [391]. Размер дочерних лимфоцитов прямо определяется 

активностью обменных процессов, поэтому образование неравноценных клеток 

при пролиферации CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти ИН с большой вероятностью 

связано с нарушением клеточного обмена. Ранее было показано, что в CD4
+
 Т-

клетках памяти ИН, в сравнении с пациентами, давшими стандартный ответ на 

терапию, экспрессия генов и белков, участвующих в работе митохондрий, 

углеродном и жировом обмене, существенно снижена [49, 411, 418]. На основе 

этих фактов была сформулирована гипотеза о том, что в CD4
+
 Т-лимфоцитах 

памяти ИН метаболизм может быть нарушен.  

В настоящей работе мы использовали ряд функциональных тестов, чтобы 

напрямую оценить активность обменных процессов в CD4
+
 Т-лимфоцитах, 

полученных от пациентов с различной эффективностью восстановления 

иммунитета в ответ на АРТ. В результате проведенной работы нами было 

установлено, что делящиеся CD4
+
 Т-клетки памяти ИН характеризуются 

повышенным потреблением экзогенных и эндогенных метаболических 

субстратов. При регенерации CD4
+
 Т-лимфоциты памяти ИН поглощают 

существенно больше глюкозы и жирных кислот, чем клетки неинфицированных 

субъектов, а также превосходят их по уровню аутофагии и экспрессии 

транспортера нейтральных аминокислот. Полученные данные указывают на то, 

что в делящихся CD4
+
 Т-лимфоцитах памяти ИН углерод, поступающий с 

различными метаболическими субстратами, активно утилизируется. В контексте 

пролиферации допустимо предположить, что поглощаемые субстраты 

расходуются на метаболические пути, связанные с синтезом макромолекул. 

Однако усиленное поглощение метаболических субстратов делящимися CD4
+
 Т-

клетками памяти ИН не обязательно означает, что их утилизация завершается 
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активным биосинтезом. Гораздо более значимой является способность CD4
+
 Т-

лимфоцитов памяти задействовать метаболические субстраты в ходе гликолиза и 

окислительного фосфорилирования.  

В настоящей работе мы впервые использовали метод анализа внеклеточных 

потоков для оценки интенсивности гликолиза и митохондриального дыхания в 

изолированных CD4
+
 Т-лимфоцитах памяти, полученных от ВИЧ-

инфицированных неответчиков, пациентов со стандартным ответом на терапию и 

неинфицированных лиц. В результате мы показали, что в CD4
+
 Т-клетках памяти 

ИН значительно снижена интенсивность гликолиза и митохондриального 

дыхания. Важно отметить, что у ИН также была снижена резервная дыхательная 

емкость митохондрий – показатель, отражающий энергетический потенциал 

клетки в условиях стресса. Полученные данные согласуются с результатами 

транскриптомного анализа, указывающими на снижение экспрессии компонентов 

ЭТЦ и ферментов ЦТК в CD4
+
 Т-лимфоцитах памяти ИН [411], поскольку эти 

метаболические пути напрямую связаны с дыхательным резервом митохондрий 

[253]. Гликолиз и окислительное фосфорилирование митохондрий играют 

важную роль в биосинтезе макромолекул, а их подавление нередко связывали с 

остановкой деления [62, 153]. Исходя из этого можно предположить, что в 

условиях низкой активности этих магистральных метаболических путей CD4
+
 Т-

клетки памяти ИН не способны произвести достаточно макромолекул для 

формирования двух равноценных дочерних лимфоцитов. Как следствие, мы 

наблюдаем малопродуктивное и асимметричное деление клеток памяти, не 

приводящее к восполнению численности CD4
+
 Т-лимфоцитов в организме ИН.  

Причины метаболических нарушений в CD4
+
 Т-лимфоцитах памяти ИН в 

настоящий момент не установлены. Группа исследователей из университета 

Кейза совместно с нашей лабораторией показали, что нарушение функции 

митохондрий в CD4
+
 Т-клетках памяти ИН может быть вызвано воздействием 

пара-крезол сульфата (англ. para-cresol sulfate – PCS) – уремического токсина, 

продуцируемого микрофлорой кишечника [165, 395]. Известно, что результатом 

опустошения CD4
+
 Т-лимфоцитов в ЖКТ является повреждение кишечного 
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барьера [71]. Повышение проницаемости кишечника, в свою очередь, влечет за 

собой усиление бактериальной транслокации – перехода микроорганизмов и их 

продуктов (в том числе, токсинов) из кишечника в кровоток [350]. Показано, что в 

плазме ИН существенно повышен уровень PCS [126]. Что более важно, 

повышенные концентрации PCS наблюдаются в самих CD4
+
 Т-лимфоцитах 

памяти ИН. Исследования in vitro продемонстрировали выраженную 

митохондриальную токсичность PCS в отношении CD4
+
 Т-клеток. Так, было 

показано, что инкубация CD4
+
 Т-лимфоцитов здоровых доноров с PCS приводит к 

снижению числа митохондрий в клетке, повышению плотности упаковки крист и 

увеличению доли митохондрий, заключенных в вакуоли [126]. В таком случае, 

становится понятной связь между факторами, повышающими риск 

дискордантного ответа на АРТ, и неэффективным восстановлением численности 

CD4
+
 Т-клеток. Так, коинфекция ВГС сопровождается увеличением кишечной 

проницаемости [375], приводит к развитию болезней почек и накоплению 

уремических токсинов в крови [317]. Высокая продолжительность терапии, 

включающей такие препараты как атазанавир, долутегравир и триметоприм также 

может приводить к нарушению работы почек и фильтрации уремических 

токсинов [120]. В то время как позднее начало терапии может быть связано с 

более выраженным повреждением кишечного барьера и усилением транслокации 

микробных продуктов. Все перечисленные факторы повышают вероятность 

проникновения в кровь ВИЧ-инфицированных больных PCS, угнетающего 

функцию митохондрий в CD4
+
 Т-лимфоцитах. Тем не менее, токсическим 

воздействием PCS нельзя объяснить нарушение гликолиза в CD4
+
 Т-клетках 

памяти ИН. Следовательно, могут существовать и другие механизмы нарушения 

метаболизма в CD4
+
 Т-лимфоцитах памяти пациентов с дискордантным ответом 

на терапию. 

Можно предположить, что эти механизмы связаны со старением или 

истощением регенерирующих CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти ИН. Ранее было 

показано, что у ИН, при их сравнении с пациентами со стандартным ответом на 

терапию, повышена доля CD4
+
 Т-клеток памяти, экспрессирующих маркер 
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старения CD57 [363]. Тем не менее, объективных признаков репликативного 

старения этих клеток до сих пор обнаружено не было. На данный момент 

известно лишь то, что у ВИЧ-инфицированных пациентов длина теломер в CD4
+
 

Т-лимфоцитах, как правило, меньше, чем у относительно здоровых доноров [120]. 

При этом было показано, что укорочение теломер происходит уже в момент 

сероконверсии, а сведения об изменении длины теломер после данной временной 

точки отсутствуют. Определение уровня истощения CD4
+
 Т-клеток в организме 

ИН также является нетривиальной и до конца не решенной задачей. В настоящий 

момент термин «истощение» охватывает широкий спектр процессов, связанных с 

утратой функциональной активности Т-лимфоцитов вследствие хронической 

стимуляции ТКР [195]. Однако, существуют разные виды истощения, 

отличающиеся как по причинам, так и по механизмам формирования [58]. 

Причины истощения CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти в организме ИН установлены – 

это транслокация микробных продуктов из кишечника, присутствие 

коинфицирующих агентов, сторонняя активация и, наконец, многократные циклы 

деления регенерирующих клеток. Однако мало известно о том, что характеризует 

истощенные CD4
+
 Т-клетки в условиях ВИЧ-индуцированной лимфопении. Чаще 

всего об истощении Т-лимфоцитов судят по поверхностной экспрессии 

ингибиторных рецепторов. Мы показали, что у ИН CD4
+
 Т-клетки памяти активно 

экспрессируют ингибиторные рецепторы PD-1 и TIGIT. Данное наблюдение 

распространяется и на делящиеся CD4
+
 Т-лимфоциты памяти ИН, составляющие 

основу регенерации. Нами была установлена следующая закономерность: чем 

выше уровень пролиферации в субпопуляции CD4
+
 Т-клеток памяти, тем большее 

число клеток экспрессирует ингибиторные рецепторы. Исходя из этого можно 

предположить, что многократные митозы истощают регенерирующие CD4
+
 Т-

лимфоциты памяти ИН. Полученные сведения представляют особый интерес, 

поскольку супрессорные молекулы, экспрессируемые на поверхности 

истощенных Т-клеток, способны подавлять прохождение сигнала через 

сигнальный путь PI3K/AKT/mTOR и угнетать активность гликолиза и 

окислительного фосфорилирования в Т-лимфоцитах [313, 315]. 
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Таким образом, в широком смысле, проблема иммунологического неответа 

на терапию – это проблема регенерации CD4
+
 Т-клеток памяти. В организме 

пациентов с дискордантным ответом на АРТ CD4
+
 Т-лимфоциты памяти делятся 

малопродуктивно и асимметрично, что препятствует эффективному 

восстановлению их численности. В настоящем исследовании мы показали, что 

CD4
+
 Т-клетки памяти ИН характеризуются метаболическими нарушениями: 

такие клетки активно потребляют эндогенные и экзогенные субстраты, однако 

значительно уступают клеткам здоровых людей по интенсивности гликолиза и 

митохондриального дыхания. Принимая во внимание центральную роль 

метаболизма в пролиферации Т-лимфоцитов, можно заключить, что низкий 

регенераторный потенциал CD4
+
 Т-клеток памяти ИН может быть обусловлен 

недостаточной эффективностью биоэнергетических путей. Полученные сведения 

имеют фундаментальное значение, поскольку CD4
+
 Т-лимфоциты памяти играют 

ключевую роль во вторичном иммунном ответе и определяют эффективность 

вакцинации. При этом многие вопросы, касающиеся функциональной активности 

клеток памяти, остаются до конца не изученными. На сегодняшний день 

дискордантный ответ на АРТ представляет собой единственную модель для 

изучения процессов регенерации в субпопуляции CD4
+
 Т-клеток памяти. 

 

Перспективы дальнейшей разработки темы 

Дальнейшая разработка данной темы, на наш взгляд, имеет как минимум 

три перспективных направления. В первую очередь, следует оценить содержание 

промежуточных и конечных продуктов биосинтеза нуклеотидов, аминокислот и 

липидов в CD4
+
 Т-клетках памяти ИН. Анализ активности биосинтетических 

процессов в CD4
+
 Т-лимфоцитах памяти иммунологических неответчиков 

позволит выявить ключевые точки метаболизма, препятствующие продуктивному 

делению данных клеток. Кроме того, следует определить, какие факторы 

угнетают метаболическую активность CD4
+
 Т-лимфоцитов в организме 

иммунологических неответчиков. Наконец, важной задачей будет характеристика 

процесса истощения CD4
+
 Т-клеток в условиях хронической лимфопении. 
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Представленные сведения могут пролить свет на причины метаболических 

нарушений в CD4
+
 Т-лимфоцитах памяти ИН и открыть возможности для 

коррекции дискордантного ответа ВИЧ-инфицированных пациентов на терапию. 
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ВЫВОДЫ 

 

 

  

1. В состоянии покоя CD4
+
 Т-клетки памяти ВИЧ-инфицированных 

иммунологических неответчиков на антиретровирусную терапию потребляют 

больше экзогенных субстратов и содержат больше аутофагосом, чем наивные CD4
+
 

Т-лимфоциты; для пролиферации наивные CD4
+
 Т-лимфоциты усиливают 

потребление субстратов до 118 %, а CD4
+
 Т-клетки памяти – только до 19 %. 

2. CD4
+
 Т-лимфоциты ВИЧ-инфицированных больных с дискордантным 

ответом на антиретровирусную терапию потребляют больше глюкозы, чем 

аналогичные клетки пациентов со стандартным ответом на лечение и 

неинфицированных ВИЧ субъектов; такие клетки также потребляют больше 

жирных кислот и имеют более высокий уровень аутофагии, чем CD4
+
 Т-

лимфоциты здоровых субъектов. 

3. В CD4
+
 Т-лимфоцитах памяти ВИЧ-инфицированных 

иммунологических неответчиков на антиретровирусную терапию интенсивность 

гликолиза снижена относительно неинфицированных ВИЧ доноров; активность 

митохондриального дыхания в CD4
+
 Т-клетках памяти иммунологических 

неответчиков снижена в сравнении с пациентами со стандартным ответом на 

терапию и здоровыми лицами. 

4. При дискордантном ответе на антиретровирусную терапию изменение 

метаболизма CD4
+
 Т-лимфоцитов памяти связано с присутствием большего 

количества пролиферирующих клеток и регистрируется на фоне повышения доли 

PD-1-позитивных и TIGIT-позитивных элементов.  
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ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

 

 

 

Для своевременного выявления пациентов, склонных к формированию 

иммунологического неответа на лечение, рекомендуется оценивать 

функциональное состояние митохондрий CD4
+ 

Т-лимфоцитов у ВИЧ-

инфицированных больных, получающих антиретровирусную терапию. С этой 

целью рекомендовано определять показатели митохондриального дыхания и 

резервной дыхательной емкости митохондрий на анализаторе клеточного 

метаболизма Seahorse XF. В случае выявления нарушений в работе данных 

органелл рекомендуется рассмотреть возможность назначения препаратов, 

стимулирующих функцию митохондрий. 
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СПИСОК ПРИНЯТЫХ СОКРАЩЕНИЙ 

 

 

 

2-NBDG – 2-(7-нитро-2,1,3-бензоксадиазол-4-ил)-D-глюкозамин 

АДФ – аденозиндифосфат 

АТФ – аденозинтрифосфат 

АФК – активные формы кислорода 

АРТ – высокоактивная антиретровирусная терапия  

ВГС – вирус гепатита С 

ВИО – вирус иммунодефицита обезьян 

ВИЧ – вирус иммунодефицита человека 

ВОЗ – всемирная организация здравоохранения 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

ИН – иммунологические неответчики на лечение 

ИО – иммунологические ответчики на терапию 

К – контроль 

КоА – коэнзим А 

ЛПС – липополисахарид 

ЦТК – цикл трикарбоновых кислот 

НАД – никотинамидадениндинуклеотид 

Р/АА – раствор ротенона и антимицина А 

РНК – рибонуклеиновая кислота 

СПИД – синдром приобретенного иммунодефицита 

Трег – регуляторные Т-клетки 

ФГА – фитогемагглютинин 

ЭТС – эмбриональная телячья сыворотка 

ЭТЦ – электрон-транспортная цепь 

AKT – протеинкиназа B 

AF – краситель Alexa Fluor 

ASCT2 – аланин-серин-цистеин транспортер 2 
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BODIPY – 4,4-дифтор-5,7-диметил-4-бора-3a,4a-диаза-s-индацен-3 

BODIPY FL C16 – (4,4-дифтор-5,7-диметил-4-бора-3a,4a-диаза-s-индацен-

3)гексадекановая кислота 

BSA – бычий сывороточный альбумин 

BV – краситель бриллиантовый фиолетовый 

CCR5 – C-C-рецептор хемокина 5 

CTLA4 – гликопротеин цитотоксических T-лимфоцитов 4 

DPBS – фосфатно-солевой раствор в модификации Дульбекко 

ECAR – скорость ацидификации среды 

ICAM-1 – межклеточная молекула адгезии 1 

IFI16 – интерферон-гамма-индуцируемый белок 16 

IFN – интерферон 

Ig – иммуноглобулин 

IL – интерлейкин 

IRF4 – регуляторный фактор интерферона 4 

ITIM – иммунорецепторный ингибиторный мотив на основе тирозина 

Fas – Fas-рецептор (так же известен как CD95) 

FCCP – карбонилцианид-4-(трифлуорометокси)фенилгидразон 

FITC – флуоресцеин-5-изотиоцианат 

FSC – прямое светорассеяние 

Glut – транспортер глюкозы 

Gp120 – гликопротеин 120 

LAIR1 – иммуноглобулин-подобный рецептор, ассоциированный с лейкоцитами 1 

LAG-3 –  белок 3 гена активации лимфоцитов 

MFI – средняя интенсивность флуоресценции 

mTOR – мишень рапамицина млекопитающих 

Nef – негативный фактор 

NDUFA6 – НАДН-дегидрогеназа 1 субъединица 6 альфа-субкомплекса 

OCR – скорость поглощения кислорода 

PCS – пара-крезол сульфат 
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PD-1 – белок программируемой гибели 1 

PE – фикоэритрин 

PER – скорость выброса протонов 

PI3K – фосфатидилинозитол-3-киназа   

PGC-1α – коактиватор 1-α-рецептора, активируемого 

пролифераторами пероксисом 

RLU – относительные единицы света 

sCD14 – растворимый CD14 

SRC – резервная дыхательная емкость митохондрий 

SSC – боковое светорассеяние 

sTNFR2 – растворимый рецептор фактора некроза опухоли 2 

Tat – транс-активатор транскрипции  

Th – Т-хелпер 

TIGIT – Т-клеточный иммуноглобулин и тирозинсодержащий ингибиторный 

мотив иммунорецепторов 

Tim-3 – Т-клеточный иммуноглобулин и домен муцина-3 

TGF – трансформирующий фактор роста 

TLR – толл-подобные рецепторы 

TNF – фактор некроза опухолей 

VCAM-1 – васкулярная молекула клеточной адгезии 1 

ZAP70 – zeta-ассоциированный протеин 70  
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