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Ýôôåêòû èììóíîðåãóëÿòîðíûõ öèòîêèíîâ íà ïðîöåññû àêòèâàöèè

Â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ in vitro ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå ýôôåêòîâ èììóíîðåãóëÿòîðíûõ
öèòîêèíîâ (IL-2, IL-7 è IL-15) íà àêòèâàöèþ, ïðîëèôåðàöèþ è àïîïòîç ðàçíûõ ñóáïîïóëÿöèé Ò-êëåòîê
èììóííîé ïàìÿòè (CD45RO+) ó çäîðîâûõ äîíîðîâ. Ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî ýôôåêòû rIL-2 in vitro â
ðàâíîé ñòåïåíè çàòðàãèâàþò ïðîöåññû àêòèâàöèè è ïðîëèôåðàöèè CD4+- è CD8+-ñóáïîïóëÿöèé Ò-êëå-
òîê ïàìÿòè. Ïîêàçàíî, ÷òî âûñîêèå êîíöåíòðàöèè rIL-2 ïðèâîäÿò ê ðîñòó ÷èñëà CD8+-êëåòîê ïàìÿòè, ýê-
ñïðåññèðóþùèõ ìîëåêóëó àïîïòîçà CD95. Âûÿâëåíî ðàçíîíàïðàâëåííîå äåéñòâèå IL-7 è IL-15 íà ïðî-
öåññû àêòèâàöèè è ïðîëèôåðàöèè öèòîòîêñè÷åñêèõ CD8+-ëèìôîöèòîâ ïàìÿòè in vitro. CD4+-ëèìôîöèòû
ïàìÿòè îáëàäàþò îòíîñèòåëüíîé ðåçèñòåíòíîñòüþ ê àêòèâàöèîííîìó è ïðîëèôåðàòèâíîìó äåéñòâèþ
rIL-7 è rIL-15 ïî ñðàâíåíèþ ñ ýôôåêòàìè rIL-2, ÷òî ìîæåò îáåñïå÷èâàòü èõ îòíîñèòåëüíóþ óñòîé÷è-
âîñòü ê àêòèâàöèîííîìó àïîïòîçó, à òàêæå ñîçäàâàòü íåîáõîäèìûå ïðåäïîñûëêè äëÿ óñêîðåííîé ðåàëè-
çàöèè èõ ôóíêöèîíàëüíîãî ïîòåíöèàëà â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ âòîðè÷íîãî èììóííîãî îòâåòà. Â öåëîì èçó-
÷åíèå îïîñðåäîâàííûõ öèòîêèíàìè ìåõàíèçìîâ àêòèâàöèè Ò-êëåòîê ïàìÿòè â óñëîâèÿõ îòñóòñòâèÿ àí-
òèãåííîãî ñòèìóëà ìîæåò èìåòü àêòóàëüíîñòü ïðè ðàñøèôðîâêå ìåõàíèçìîâ ôîðìèðîâàíèÿ ïàòîëîãèè,
àññîöèèðîâàííîé ñ õðîíè÷åñêèì èììóííûì äèñáàëàíñîì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Ò-êëåòêè ïàìÿòè, öèòîêèíû, àêòèâàöèÿ, ïðîëèôåðàöèÿ, àïîïòîç.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÊÀÒ — ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà, CD — êëàñòåð äèôôåðåíöèðîâ-
êè, GM-CSF — ãðàíóëîöèòàðíî-ìàêðîôàãàëüíûé êîëîíèåñòèìóëèðóþùèé ôàêòîð, IFN-g — èíòåðôå-
ðîí-ãàììà, IL — èíòåðëåéêèí, rIL-ðåêîìáèíàíòíûå öèòîêèíû, Th — Ò-ëèìôîöèòû-õåëïåðû, TNF —
ôàêòîð íåêðîçà îïóõîëè.

Ñîõðàíåíèå Ò-êëåòîê èììóííîé ïàìÿòè in vivo â îò-
ñóòñòâèå àíòèãåííîãî ñòèìóëà ðåãóëèðóåòñÿ ïðîöåññàìè
èõ ãîìåîñòàòè÷åñêîé ïðîëèôåðàöèè è àïîïòîòè÷åñêîé
ãèáåëè. Âìåñòå ñ òåì âàæíîé õàðàêòåðîëîãè÷åñêîé îñî-
áåííîñòüþ ëèìôîöèòîâ, îòâåòñòâåííûõ çà èììóíîëîãè-
÷åñêóþ ïàìÿòü, ÿâëÿåòñÿ îáåñïå÷åíèå óñêîðåííîé èììóí-
íîé ðåàêöèè â îòâåò íà ïîâòîðíîå àíòèãåííîå âîçäåéñò-
âèå (Luckey et al., 2006).

Ðîëü èììóííîé ïàìÿòè ïðè ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèÿõ
íåîäíîçíà÷íà è ìîæåò èìåòü êàê ïîçèòèâíîå, òàê è íåãà-
òèâíîå çíà÷åíèå, ÷òî îïðåäåëÿåò íåîáõîäèìîñòü ïîèñêà
ýôôåêòèâíûõ ñïîñîáîâ åå ðåãóëÿöèè, íàöåëåííûõ â îä-
íîì ñëó÷àå (èíôåêöèîííûå è îïóõîëåâûå çàáîëåâàíèÿ)
íà óñèëåíèå, à â äðóãîì (àóòîèìóííàÿ ïàòîëîãèÿ, àëëåð-
ãèè) — íà ïîäàâëåíèå èììóííûõ ïðîöåññîâ. Â ñîâðåìåí-
íîé ìåäèöèíå îäíèì èç ïåðñïåêòèâíûõ ïîäõîäîâ â òåðà-
ïèè øèðîêîãî êðóãà çàáîëåâàíèé ÿâëÿåòñÿ ðàçðàáîòêà
òåõíîëîãèé óïðàâëåíèÿ îïîñðåäîâàííûìè öèòîêèíàìè
ìåõàíèçìàìè ìåæêëåòî÷íîé êîîïåðàöèè, ïðîöåññàìè
ïðîëèôåðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêè è êëåòî÷íîé ãèáåëè
(Romano et al., 2006).

Öèòîêèíû ñåìåéñòâà I òèïà (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9,
IL-15 è IL-21), èìåþùèå îáùóþ g-öåïü, ñïîñîáíû îêà-
çûâàòü êîìïëåêñíîå âëèÿíèå íà ïðîöåññû êëåòî÷íîãî ãî-
ìåîñòàçà Ò-ëèìôîöèòîâ èììóííîé ïàìÿòè in vivo (Áîé-

÷óê, Äóíàåâ, 2008; Tanel et al., 2009; Van Leeuwen et al.,
2009).

Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâèëîñü èçó÷åíèå
âëèÿíèÿ ðåêîìáèíàòíûõ ôîðì öèòîêèíîâ (rIL-2, rIL-7 è
rIL-15) íà ïðîöåññû àêòèâàöèè, ïðîëèôåðàöèè è àïîïòîçà
Ò-êëåòîê ïàìÿòè â óñëîâèÿõ in vitro â îòñóòñòâèå àíòèãåí-
íîãî ñòèìóëà ó çäîðîâûõ äîíîðîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ìàòåðèàëîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëà âåíîçíàÿ êðîâü
22 óñëîâíî çäîðîâûõ äîíîðîâ — 11 ìóæ÷èí è 11 æåíùèí
â âîçðàñòå îò 19 äî 39 ëåò. Âûäåëåíèå ìîíîíóêëåàðíîé
ôðàêöèè êðîâè îñóùåñòâëÿëè ìåòîäîì öåíòðèôóãèðîâà-
íèÿ â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè Ficoll-Urografin (Pharmacia,
Øâåöèÿ) (Ð = 1.077 ã/ñì3). Ïîïóëÿöèþ Ò-êëåòîê èììóí-
íîé ïàìÿòè ïîëó÷àëè èç âûäåëåííûõ ìîíîíóêëåàðíûõ
ôðàêöèé êðîâè ìåòîäîì èììóíîìàãíèòíîé ñåïàðàöèè
(MidiMACS Separator, LS Columns, Miltenyi Biotec, Ãåð-
ìàíèÿ) ñ èñïîëüçîâàíèåì ÌÊÀÒ ê CD45RO+ ñ ïàðàìàã-
íèòíûìè ÷àñòèöàìè (MicroBeads human, Miltenyi Biotec,
Ãåðìàíèÿ) ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ôèðìû-èçãîòîâèòåëÿ. Ñî-
äåðæàíèå öåëåâîé ôðàêöèè CD45RO+-ëèìôîöèòîâ â èñ-
ñëåäóåìûõ îáðàçöàõ ñîñòàâëÿëî íå ìåíåå 95 %.

2 0 1 3 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 55, ¹ 8

566



CD45RO+-êëåòêè (1�106 êëåòîê íà 1 ìë) êóëüòèâèðî-
âàëè â 48-ëóíî÷íîì ïëàíøåòå â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå
Èñêîâà (Sigma, ÑØÀ), ñîäåðæàùåé 0.5 % ÷åëîâå÷åñêîãî
ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (Ìèêðîãåí, Ðîññèÿ), 5�10–5 Ì
ìåðêàïòîýòàíîëà (Acros Organics, ÑØÀ) è 30 ìêã/ìë ãåíòà-
ìèöèíà, â ïðèñóòñòâèè ðàçíûõ êîíöåíòðàöèé ðåêîìáèíàíò-
íûõ ôîðì öèòîêèíîâ IL-2, IL-7 è IL-15 (Miltenyi Biotec, Ãåð-
ìàíèÿ) ëèáî áåç íèõ (â êîíòðîëå) â òå÷åíèå 24 è 48 ÷ ïðè
37 °Ñ âî âëàæíîé àòìîñôåðå, ñîäåðæàùåé 5 % ÑO2.

Áûëè èñïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå âàðèàíòû êóëüòèâèðî-
âàíèÿ: 1) èíòàêòíàÿ ïðîáà; 2) ïðîáû ñ äîáàâëåíèåì rIL-2
(0.1�10–9, 0.5�10–9 è 1.0�10–9 ã/ìë); 3) ïðîáû ñ äîáàâëåíèåì
rIL-7 (0.1�10–9, 0.5�10–9 è 1.0�10–9 ã/ìë); 4) ïðîáû ñ äîáàâëå-
íèåì rIL-15 (0.1�10–9, 0.5�10–9 è 1.0�10–9 ã/ìë).

Ïî èñòå÷åíèè ñðîêà èíêóáàöèè îïðåäåëÿëè êîëè÷åñò-
âî Ò-ëèìôîöèòîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ ìàðêåð ðàííåé àêòè-
âàöèè CD69 (÷åðåç 24 ÷), à òàêæå ìîëåêóëû àêòèâàöèè,
ïðîëèôåðàöèè è àïîïòîçà ÑD25, CD71 è CD95 (÷åðåç
48 ÷) ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè íà ïðèáîðå
MACSQuant (Miltenyi Biotec, Ãåðìàíèÿ) ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ÌÊÀÒ, ìå÷åííûõ ôëóîðåñöåíòíûìè êðàñèòåëÿìè
FITC, PE, APC è PerCP (e-Bioscience, ÑØÀ), ñîãëàñíî
ïðîòîêîëàì ôèðì-èçãîòîâèòåëåé.

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ
ïðîèçâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïàêåòà ñòàòèñòè÷åñêèõ ïðî-
ãðàìì SPSS 17. Ðàññ÷èòûâàëè ñðåäíåå (Ì) è ñòàíäàðòíîå
îòêëîíåíèå (s). Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïðîâîäèëè ñ ïîìî-
ùüþ ïàðàìåòðè÷åñêîãî t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà. Ðàçëè÷èÿ
ñ÷èòàëèñü äîñòîâåðíûìè ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè Ð < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Ñîîòíîøåíèå CD4 : CD8 â êóëüòóðàõ CD45RO+-Ò-
êëåòîê ñîñòàâëÿëî â ñðåäíåì 3 : 1. Îòíîñèòåëüíîå êîëè÷å-
ñòâî ëèìôîöèòîâ ñ ôåíîòèïàìè CD4+ÑD45RO+ è
CD8+ÑD45RO+ áûëî ðàâíûì 74.23 � 12.34 è 26.60 �

� 4.56 % è îñòàâàëîñü íåèçìåííûì â òå÷åíèå âñåãî âðå-
ìåíè èíêóáàöèè (48 ÷) íåçàâèñèìî îò âàðèàíòà êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ (ñ äîáàâëåíèåì ðåêîìáèíàíòíûõ ôîðì
öèòîêèíîâ rIL-2, rIL-7 è rIL-15 ëèáî áåç íèõ).

×åðåç 24 ÷ ïîñëå èíêóáàöèè ñ rIL-2 ðåãèñòðèðîâàëîñü
äîñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ëèìôîöèòîâ ñ ôåíî-
òèïîì CD45RO+CD69+ (ðèñ. 1). Âûÿâëåíà ïîëîæèòåëüíàÿ
äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ýòîãî ïîêàçàòåëÿ, êîððåëèðóþùàÿ ñ
óâåëè÷åíèåì êîíöåíòðàöèè rIL-2, êàê â CD4+, òàê è â
CD8+-ñóáïîïóëÿöèÿõ êëåòîê (Ð < 0.05). Ïðè êóëüòèâèðî-
âàíèè Ò-êëåòîê ñ rIL-15 ðîñò ÷èñëà CD69+-ëèìôîöèòîâ
ðåãèñòðèðîâàëñÿ òîëüêî ïðè äîáàâëåíèè ìàêñèìàëüíîé
êîíöåíòðàöèè öèòîêèíà (1.0�10–9 ã/ìë) (Ð < 0.05). Íàè-
áîëüøåé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê rIL-15 îáëàäàëè CD8+-
êëåòêè ïàìÿòè. rIL-7 íå îêàçûâàë çíà÷èìîãî âëèÿíèÿ íà
èññëåäóåìûé ïîêàçàòåëü.

Èíêóáàöèÿ CD45RO+-ëèìôîöèòîâ ñ rIL-2 (48 ÷) ïðè-
âîäèëà ê äîñòîâåðíîìó ïîâûøåíèþ îòíîñèòåëüíîãî ñî-
äåðæàíèÿ ëèìôîöèòîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ CD25 (ðèñ. 2) â
îáåèõ ñóáïîïóëÿöèÿõ Ò-êëåòîê (Ð < 0.05). rIL-7 îáëàäàë
àêòèâèðóþùèì äåéñòâèåì íà CD8+-êëåòêè ïàìÿòè âî
âñåì ñïåêòðå êîíöåíòðàöèé, íà CD4+CD45RO+ — òîëüêî
â ìàêñèìàëüíîé äîçå (1.0�10—9 ã/ìë). rIL-15 íå îêàçûâàë
çíà÷èìîãî âëèÿíèÿ íà èññëåäóåìûé ïîêàçàòåëü.

Îáíàðóæåíî äîñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå ÷èñëà CD71+-
êëåòîê (ðèñ. 3) ïðè èíêóáàöèè ÑD45RO+-ëèìôîöèòîâ
(îáåèõ ñóáïîïóëÿöèé) ñ rIL-2 íåçàâèñèìî îò êîíöåíòðà-
öèè. Äîáàâëåíèå rIL-7 è rIL-15 ïðèâîäèëî ê ðîñòó ÷èñëà
CD71+-êëåòîê ëèøü â ïîïóëÿöèè öèòîòîêñè÷åñêèõ
CD8+-ëèìôîöèòîâ ïàìÿòè. ÑD45RO+CD8+ -ëèìôîöèòû
áûëè ÷óâñòâèòåëüíû êî âñåìó ñïåêòðó èñïîëüçóåìûõ
êîíöåíòðàöèé rIL-15, òîãäà êàê rIL-7 îêàçûâàë ñâîå äåé-
ñòâèå òîëüêî â ìàêñèìàëüíîé äîçå.

Ïðè èíêóáàöèè CD45RO+-ëèìôîöèòîâ ñ rIL-2 (0.5�10–9

è 1.0�10–9 ã/ìë) ðåãèñòðèðîâàëîñü óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà
ÑD8+CD95+-êëåòîê (ðèñ. 4). rIL-2 íå äåéñòâîâàë íà CD4+-
ëèìôîöèòû. rIL-7 è rIL-15 â øèðîêîì ñïåêòðå êîíöåíòðà-
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Ðèñ. 1. Îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî êëåòîê CD4+CD69+ è CD8+CD69+ (%) â êóëüòóðàõ CD45RO+-ëèìôîöèòîâ â óñëîâèÿõ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ in vitro ñ äîáàâëåíèåì ðåêîìáèíàíòíûõ ôîðì öèòîêèíîâ â ðàçëè÷íîé êîíöåíòðàöèè.

Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå.



öèé íå îêàçûâàëè âëèÿíèÿ íà ýêñïðåññèþ ìîëåêóëû àïîï-
òîçà CD95 â îáåèõ ñóáïîïóëÿöèÿõ ÑD45RO+-êëåòîê.

Îáñóæäåíèå

Â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ in vitro áûëè îöåíåíû
äîçîçàâèñèìûå ýôôåêòû èììóíîðåãóëÿòîðíûõ öèòîêè-
íîâ (IL-2, IL-7 è IL5) íà ïðîöåññû àêòèâàöèè, ïðîëèôåðà-
öèè è àïîïòîçà CD4+- è CD8+-ëèìôîöèòîâ â êóëüòóðàõ

Ò-êëåòîê èììóííîé ïàìÿòè â îòñóòñòâèå àíòèãåííîãî
ñòèìóëà.

Èçâåñòíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ ñàìîãî «ðàííåãî» ðåöåïòî-
ðà àêòèâàöèè CD69 ñîïðÿæåíà ñ àíòèãåíçàâèñèìîé ñòè-
ìóëÿöèåé ëèìôîöèòîâ ÷åðåç ìåõàíèçì, òðåáóþùèé ó÷àñ-
òèÿ p21ras (D’Ambrosio et al., 1994). Óñòàíîâëåíî, ÷òî
CD69 äåéñòâóåò êàê êîñòèìóëÿòîðíàÿ ìîëåêóëà äëÿ
Ò-êëåòî÷íîé àêòèâàöèè è ïðîëèôåðàöèè, âêëþ÷àÿ ìåõà-
íèçì óâåëè÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè âíóòðèêëåòî÷íîãî Ca2+ è
ñèíòåç ðàçëè÷íûõ öèòîêèíîâ è èõ ðåöåïòîðîâ, âêëþ÷àÿ
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IL-2 è åãî ðåöåïòîð IL-2Ra (Marzio et al., 1999; Graca,
Cobbold, 2002; Clausen et al., 2003).

Âûÿâëåííîå íàìè ïîâûøåíèå êîëè÷åñòâà CD45RO+-
CD69+-êëåòîê (÷åðåç 24 ÷) è CD45RO+CD25+ (÷åðåç 48 ÷) â
îáåèõ ñóáïîïóëÿöèÿõ ëèìôîöèòîâ, èíäóöèðîâàííîå äî-
áàâëåíèåì rIL-2, ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî åãî áèîëîãè÷å-
ñêèìè ñâîéñòâàìè. Èçâåñòíî, ÷òî IL-2 ïðîÿâëÿåò ñåáÿ êàê
ìîùíûé àêòèâàòîð ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè
Ò-ëèìôîöèòîâ, ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ñîçðåâàíèè èõ ïðåä-
øåñòâåííèêîâ è ñòâîëîâûõ êëåòîê (Ellery, Nicholls, 2002;
Benczik, Gaffen, 2004). Ïðè ýòîì äåéñòâèå rIL-2 íà CD4+-
è CD8+-ñóáïîïóëÿöèè CD45RO+-êëåòîê èìåëî ÷åòêî âû-
ðàæåííûé äîçîçàâèñèìûé õàðàêòåð.

Âçàèìîäåéñòâèå IL-2 ñ âûñîêîàôôèííûì ðåöåïòîðîì
íà Ò-ëèìôîöèòàõ ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì ìîìåíòîì, êîòîðûé
îáåñïå÷èâàåò çàïóñê ñèãíàëüíûõ ñîáûòèé, íåïîñðåäñò-
âåííî ðåãóëèðóþùèõ âñòóïëåíèå ïîêîÿùèõñÿ Ò-ëèìôî-
öèòîâ â êëåòî÷íûé öèêë (ßðèëèí, 1999; Leonard, Lin,
2000; Ellery, Nicholls, 2002; Benczik, Gaffen, 2004). Ïî-
ñêîëüêó Ò-êëåòêè ïàìÿòè íàõîäÿòñÿ â G1-ôàçå êëåòî÷íîãî
öèêëà, ýòî ñïîñîáñòâóåò èõ áîëåå áûñòðîìó âõîäó â
IL-2-çàâèñèìóþ ôàçó èììóííîãî îòâåòà (ßðèëèí, 1999).

Â ñâÿçè ñ âûøåñêàçàííûì óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà
CD71+-êëåòîê â êóëüòóðàõ CD4+- è CD8+-êëåòîê ïàìÿòè,
èíäóöèðîâàííîå IL-2, áûëî âïîëíå ïðîãíîçèðóåìûì. Ýê-
ñïðåññèÿ ðåöåïòîðà òðàíñôåððèíà (CD71) íà ãåìîïîýòè-
÷åñêèõ êëåòêàõ ðåãèñòðèðóåòñÿ ïîñëå èõ àêòèâàöèè è ÿâ-
ëÿåòñÿ êîñâåííûì êðèòåðèåì èõ ïðîëèôåðàöèè (Baynes
et al., 1994; Õàèòîâ, 2009).

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå íàõîäÿò ïîäòâåðæäåíèå â
ðàáîòàõ çàðóáåæíûõ àâòîðîâ, ñâèäåòåëüñòâóþùèõ î òîì,
÷òî IL-2 â óñëîâèÿõ in vitro ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì ôàêòî-
ðîì ðîñòà äëÿ CD4+-Ò-êëåòîê ïàìÿòè. Â òî æå âðåìÿ ñâå-
äåíèÿ, êàñàþùèåñÿ ðîëè IL-2 â êëîíàëüíîé ýêñïàíñèè
ïðèìèðîâàííûõ CD4+-Ò-ëèìôîöèòîâ â óñëîâèÿõ in vivo,
íîñÿò âåñüìà ðàçíîðîäíûé õàðàêòåð (Kneitz et al., 1995;
Khoruts et al., 1998; Lantz et al., 2000; Leung et al., 2000;

Schluns, Lefrançois, 2003). Íåêîòîðûå àâòîðû îòðèöàþò
ðîëü IL-2 â êëîíàëüíîé ýêñïàíñèè CD4+-êëåòîê ïàìÿòè
(Lantz et al., 2000), òîãäà êàê äðóãèå, íàïðîòèâ, óêàçûâàþò
íà ó÷àñòèå IL-2 â ýòîì ïðîöåññå çà ñ÷åò èíäóêöèè èõ
àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè (Khoruts et al., 1998; Schluns, Lef-
rancois, 2003).

Íåîäíîçíà÷íû äàííûå è â îòíîøåíèè âëèÿíèÿ ðîñòî-
âîãî ôàêòîðà IL-2 íà ïðîöåññû àêòèâàöèè è ãåíåðàöèè
öèòîòîêñè÷åñêèõ ÑD8+-êëåòîê ïàìÿòè. Â ýêñïåðèìåíòå íà
òðàíñãåííûõ ìûøàõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî IL-2 çíà÷èòåëüíî
óñèëèâàåò èõ àïîïòîç (Ku et al., 2000) è ïîäàâëÿåò ïðîëè-
ôåðàöèþ CD8+-Ò-êëåòîê ïàìÿòè in vivo, ïðåèìóùåñòâåí-
íî çà ñ÷åò åãî îïîñðåäîâàííîãî äåéñòâèÿ íà äðóãèå ñóá-
ïîïóëÿöèè êëåòîê, âêëþ÷àÿ CD25+CD4+-Ò-ëèìôîöèòû
(Kamimura et al., 2004). Ïðîòèâîïîëîæíûì IL-2 äåéñò-
âèåì îáëàäàåò IL-15 (Ku et al., 2000; Kamimura et al.,
2004). Îäíàêî îáà ýòèõ öèòîêèíà — IL-2 è IL-15 —
in vivo ñòèìóëèðóþò ïðîëèôåðàöèþ CD8+-Ò-êëåòîê ïàìÿ-
òè (Schluns, Lefrancois, 2003). Èíòåðåñíî, ÷òî äëÿ
CD8+-Ò-êëåòîê ïàìÿòè õàðàêòåðåí âûñîêèé óðîâåíü ýêñï-
ðåññèè b-öåïè IL-2R, êîòîðûé èìååò ïîëîæèòåëüíóþ êîð-
ðåëÿöèþ ñ ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ëèìôîöèòîâ ê äåéñòâèþ
IL-15 (Zhang et al., 1998).

IL-7 íàðÿäó ñ IL-2 è IL-15 ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç öèòîêè-
íîâ, îêàçûâàþùèõ âëèÿíèå íà ãîìåîñòàç àíòèãåí-ñïå-
öèôè÷íûõ CD4+- è CD8+-Ò-êëåòîê ïàìÿòè, ðåãóëèðóÿ
ïðîöåññû àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè, à òàêæå óðîâåíü èõ ôî-
íîâîé (ò. å. íå ñâÿçàííîé ñ àíòèãåííîé ñòèìóëÿöèåé) ïðî-
ëèôåðàöèè, òåì ñàìûì ïîääåðæèâàÿ ÷èñëåííîå ïîñòîÿí-
ñòâî ýòèõ ïîïóëÿöèé (Schluns et al., 2000; Schluns, Lefran-
cois, 2000; Áîé÷óê, Äóíàåâ, 2008).

Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì ðåçóëüòàòàì, rIL-7 îêàçûâàë
âëèÿíèå íà àêòèâàöèþ è ïðîëèôåðàöèþ CD8+-êëåòîê èì-
ìóííîé ïàìÿòè, çíà÷èìî óâåëè÷èâàÿ êîëè÷åñòâî
CD8+CD25+- è CD8+CD71+-êëåòîê, ïðè ýòîì íå âëèÿÿ íà
ýêñïðåññèþ ìîëåêóëû ÑD69. Èíêóáàöèÿ CD4+-êëåòîê ñ
rIL-7 (1.0�10–9 ã/ìë) ñîïðîâîæäàëàñü ðîñòîì êîëè÷åñòâà
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CD25+-ïîçèòèâíûõ ëèìôîöèòîâ è íå âëèÿëà íà ýêñïðåñ-
ñèþ ìîëåêóë CD69 è CD71.

Âûÿâëåííîå íàìè ïîâûøåíèå ÷èñëà CD25+-êëåòîê â
îáåèõ ñóáïîïóëÿöèÿõ CD45RO+-ëèìôîöèòîâ ìîæåò áûòü
îáóñëîâëåíî ñïîñîáíîñòüþ IL-7 ïîâûøàòü ñèíòåç IL-2 è
ýêñïðåññèþ åãî ðåöåïòîðà íà ïîâåðõíîñòè Ò-ëèìôîöèòîâ,
÷òî â ñâîþ î÷åðåäü óñèëèâàåò âîñïðèèì÷èâîñòü êëåòîê ê
àêòèâàöèîííûì ñèãíàëàì (Áîé÷óê, Äóíàåâ, 2008) è êàê
ñëåäñòâèå ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ èõ ïðîëèôåðàòèâíîé
àêòèâíîñòè. CD45RO+CD4+-êëåòêè îêàçàëèñü ìåíåå ÷óâ-
ñòâèòåëüíû ê ïðîëèôåðàòèâíîìó ýôôåêòó IL-7. Óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî â ñðàâíåíèè ñ íàèâíûìè Ò-ëèìôîöèòàìè
CD4+-Ò-êëåòêè ïàìÿòè áîëåå ÷óâñòâèòåëüíû èìåííî ê àí-
òèãåííîìó âîçäåéñòâèþ è èõ ôóíêöèîíàëüíàÿ àêòèâíîñòü
ìåíåå çàâèñèìà îò öèòîêèíîâîé è ìåìáðàííîé êîñòèìó-
ëÿöèè. Ãåíåðàöèÿ CD4+- Ò-êëåòîê ïàìÿòè íóæäàåòñÿ â áî-
ëåå äëèòåëüíîé àíòèãåííîé ñòèìóëÿöèè, íåæåëè CD8+-
öèòîòîêñè÷åñêèå ëèìôîöèòû (Nijhuis et al., 1995; Willi-
ams, Bevan, 2004; Ñåëåäöîâ è äð., 2010).

Äîáàâëåíèå ìàêñèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè rIL-15
(1.0�10–9 ã/ìë) ïðèâîäèëî ê ðîñòó êîëè÷åñòâà êëåòîê, íå-
ñóùèõ íà ñâîåé ìåìáðàíå CD69, çà ñ÷åò ñóáïîïóëÿöèè
CD8+-ëèìôîöèòîâ ïàìÿòè è íå îêàçûâàëî çíà÷èìîãî
âëèÿíèÿ íà ýêñïðåññèþ ìîëåêóëû àêòèâàöèè CD25. Áûë
âûÿâëåí äîçîçàâèñèìûé ýôôåêò rIL-15 íà ýêñïðåññèþ
CD8+-êëåòêàìè ìàðêåðà ïðîëèôåðàöèè ÑD71. Ýôôåêòû
rIL-15 íå çàòðàãèâàëè ñóáïîïóëÿöèþ CD4+-êëåòîê.

Èçâåñòíî, ÷òî äîëãîæèâóùèå CD8+-Ò-êëåòêè ïàìÿòè
â åñòåñòâåííûõ óñëîâèÿõ õàðàêòåðèçóþòñÿ íèçêîé ïðîëè-
ôåðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ, êîòîðàÿ ðåãóëèðóåòñÿ IL-15
(Moniuszko et al., 2004; Ramanathan et al., 2009). CD8+-Ò-
êëåòêè ïàìÿòè (CD44hi èëè CD122hi) ïðîÿâëÿþò áîëüøóþ
÷óâñòâèòåëüíîñòü ê IL-15-èíäóöèðîâàííîé ïðîëèôåðà-
öèè, íåæåëè íàèâíûå CD8+-ëèìôîöèòû, à òàêæå CD4+-
êëåòêè ðàçíîé ñòåïåíè äèôôåðåíöèðîâêè. Ýòîò ôàêò ñâÿ-
çûâàþò ñ âûñîêîé ýêñïðåññèåé IL-15R íà öèòîòîêñè÷å-
ñêèõ ëèìôîöèòàõ ïàìÿòè (Lodolce et al., 1998; Kennedy
et al., 2000). Ïðè ýòîì IL-15 ÿâëÿåòñÿ áîëåå ìîùíûì àãåí-
òîì ïðîëèôåðàöèè äëÿ CD8+-Ò-êëåòîê ïàìÿòè, ÷åì IL-2
(Schluns, Lefrançois, 2003).

Íàëè÷èå íà ïîâåðõíîñòè CD45RO+-Ò-êëåòîê ïàìÿòè
ôàêòîðà íåêðîçà îïóõîëè ÑD95L è åãî ðåöåïòîðà ÑD95
ÿâëÿåòñÿ åùå îäíèì îòëè÷èòåëüíûì ïðèçíàêîì, îïðåäå-
ëÿþùèì èõ ãîòîâíîñòü ê çàïóñêó àêòèâàöèîííîãî àïîïòîçà
(Miller et al., 1991; Õàéäóêîâ, Ëèòâèíîâ, 2003; Ñåëåäöîâ
è äð., 2010). Ýêñïðåññèÿ CD95 ñëàáî âûðàæåíà íà ìåìáðà-
íàõ ïîêîÿùèõñÿ Ò-êëåòîê ïàìÿòè, åå óðîâåíü çíà÷èòåëüíî
ïîâûøàåòñÿ ïðè èõ àêòèâàöèè (Bamberger et al., 1997).

Ðåãèñòðèðóåìîå óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ÑD8+CD95+-
êëåòîê ïðè èíêóáàöèè ñ rIL-2 (0.5�10–9 è 1.0�10–9 ã/ìë)
ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî ñïîñîáíîñòüþ IL-2 çíà÷èòåëüíî
óñèëèâàòü àïîïòîç CD8+-Ò-êëåòîê ïàìÿòè (Ku et al., 2000;
Kamimura et al., 2004). Êðîìå òîãî, âûÿâëåííûå íàìè
IL-2-îïîñðåäîâàííàÿ àêòèâàöèÿ è ïðîëèôåðàöèÿ CD8+-
êëåòîê in vitro ìîãóò çíà÷èòåëüíî ïîâûøàòü èõ ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü ê àêòèâàöèîííîìó àïîïòîçó. Â ðàíåå îïóáëèêî-
âàííûõ ýêñïåðèìåíòàõ (Schluns, Lefrançois, 2003) áûëî
ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî àêòèâàöèÿ Ò-êëåòîê ñîïðîâîæ-
äàåòñÿ óãíåòåíèåì ýêñïðåññèè IL-7Ra íà CD8+-êëåòêàõ
ïàìÿòè, ÷òî ìîæåò ïðèâîäèòü ê èõ ãèáåëè. CD4+-êëåòêè
îêàçàëèñü áîëåå ðåçèñòåíòíûìè ê äåéñòâèþ IL-2.

Äîáàâëåíèå ðåêîìáèíàíòíûõ ôîðì öèòîêèíîâ IL-7 è
IL-15 â øèðîêîì ñïåêòðå èõ êîíöåíòðàöèé â êóëüòóðû
ïðèìèðîâàííûõ ëèìôîöèòîâ, íå îêàçûâàëî çíà÷èìîãî
âëèÿíèÿ íà ýêñïðåññèþ ìîëåêóëû àïîïòîçà CD95. Â ëèòå-

ðàòóðå øèðîêî ïðåäñòàâëåíû äàííûå î öèòîêèíîïîñðåäî-
âàííîé ðåãóëÿöèè ãîìåîñòàòè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ
ãåíåðàöèè è âûæèâàíèÿ ÑD4+- è CD8+-Ò-êëåòîê ïàìÿòè in
vivo (Marsden, Strasser, 2003; Ma et al., 2006; D’Cruz et al.,
2009; Van Leeuwen et al., 2009). Â ÷àñòíîñòè, IL-7 è IL-15
ñïîñîáíû óñèëèâàòü â Ò-êëåòêàõ ýêñïðåññèþ àíòèàïîïòî-
òè÷åñêèõ ìîëåêóë, òàêèõ êàê Bcl-2 è Ìñl-1 (Marsden,
Strasser, 2003). Ñòàíîâèòñÿ î÷åâèäíûì, ÷òî âûÿâëåííàÿ
íàìè îòíîñèòåëüíàÿ ðåçèñòåíòíîñòü ïðîöåññà àêòèâàöèè
CD4+-êëåòîê ïàìÿòè ê äåéñòâèþ rIL-7 è rIL-15 ïî ñðàâíå-
íèþ ñ âëèÿíèåì rIL-2 ìîæåò îáåñïå÷èâàòü èõ óñòîé÷è-
âîñòü ê àêòèâàöèîííîìó àïîïòîçó, à òàêæå ìîæåò ñîçäà-
âàòü íåîáõîäèìûå ïðåäïîñûëêè äëÿ óñêîðåííîé ðåàëèçà-
öèè èõ ôóíêöèîíàëüíîãî ïîòåíöèàëà â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ
âòîðè÷íîãî èììóííîãî îòâåòà.

Â öåëîì èçó÷åíèå öèòîêèíîïîñðåäîâàííûõ ìåõàíèç-
ìîâ àêòèâàöèè Ò-êëåòîê ïàìÿòè â óñëîâèÿõ îòñóòñòâèÿ
àíòèãåííîãî ñòèìóëà ìîæåò èìåòü àêòóàëüíîñòü ïðè ðàñ-
øèôðîâêå ìåõàíèçìîâ ôîðìèðîâàíèÿ ïàòîëîãèè, àññîöè-
èðîâàííîé ñ õðîíè÷åñêèì èììóííûì äèñáàëàíñîì.
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INFLUENCE OF IMMUNOREGULATORY CYTOKINES (IL-2, IL-7 AND IL-15) IN VITRO

UPON ACTIVATION, PROLIFERATION AND APOPTOSIS OF IMMUNE MEMORY T-CELLS

L. S. Litvinova,1 N. A. Sokhonevich, A. A. Gutsol, K. A. Kofanova

Laboratory for Immunology and Cell Biotechnologies, Baltic Federal Institute of Immanuel Kant, Kaliningrad;
1 e-mail: larisalitvinova@yandex.ru

Under the experimental conditions in vitro the effects of immunoregulatory cytokines (IL-2, IL-7 and
IL-15) on the activation, proliferation and apoptosis of different subpopulations of immune memory T-cell
(Cd45RO+) were investigated in healthy donors. It was demonstrated that the effects of rIL-2 in vitro equally
affect the activation and proliferation of CD4+ and CD8+ subpopulations of memory T cells. It has been shown
that high concentrations of rIL-2 lead to an increase in the number of CD8+ memory cells expressing apoptotic
molecule CD95. Different effect of rIL-7 and rIL-15 on the activation and proliferation of cytotoxic CD8+ me-
mory ells has been revealed in vitro. CD4+ memory lymphocytes have relative resistance to the activation and
proliferative effect of rIL-7 and rIL-15, if compared with the effects of rIL-2, which can provide their relative
resistance to the activation apoptosis as well as create the necessary conditions for the accelerated implementa-
tion of their functional capacity in the development of a secondary immune response.

K e y w o r ds: memory T cells, cytokines, activation, proliferation, apoptosis.
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