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Одним из ведущих механизмов защиты в ответ на

внедрение инфекционного агента, в т. ч. Mycobac�

terium tuberculosis (МБТ), является воспаление. Важ


ная роль в поддержании гомеостаза в организме от


водится апоптозу [1–3]. В последние годы апоптоз

рассматривается не только как способ негативной

селекции аутореактивных клонов, но и как механизм

регуляции иммунного ответа [4, 1]. Повышенная

готовность клеток к апоптозу сопровождается экс


прессией Fas
рецептора (CD95), при взаимодей


ствии которого со специфическим лигандом (FasL)

инициируется процесс апоптотической гибели клет


ки [4, 1]. От Fas (CD95) зависит выживание и устра


нение определенных субпопуляций лимфоцитов

в период их созревания [4]. Важная роль в регуляции

клеточной гибели принадлежит и фактору некроза

опухоли
α (TNF
α), относящемуся к этому же су


персемейству, рецепторы которого сходны по строе


нию с Fas и имеют в своей структуре аналогичные

внутриклеточные "домены смерти", контролирую


щие выживание клеток [4]. TNF
α играет в челове


ческом организме роль медиатора, участвующего

в кооперации лимфоцитов и макрофагов при реа


лизации иммунного ответа [5, 6], индукции и осво


бождении интерлейкина
1. TNF
α оказывает ре


гуляторный эффект на активность фибробластов,

активизирует полиморфно
ядерные клетки, стиму


лируя фагоцитоз и адгезию клеток к эндотелию сосу


дов. С помощью TNF
α формируются гранулемы,

индуцируется образование активных форм кислоро


да, которые вызывают деструкцию мембран и гибель

клетки
мишени по механизму некроза [4, 1].

Туберкулез легких (ТЛ) относится к иммуно


компрометированным заболеваниям, при котором
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Резюме

Фактор некроза опухоли
α (TNF
α) и семейство его рецепторов, включая Fas (CD95), играют важную роль в патогенезе туберкулеза лег


ких (ТЛ). Цель. Изучение особенностей экспрессии Fas (CD95) и продукции TNF
α в периферической крови больных с разными кли


ническими проявлениями ТЛ. Материалы и методы. Обследованы больные (n = 54) активным ТЛ разной степени тяжести и здоровые

(n = 22). Число CD95
клеток определялось методом иммунофенотипирования лимфоцитов. Уровень спонтанной и индуцированной

Mycobacterium bovis продукции TNF
α определялся методом иммуноферментного анализа в супернатантах 24
часовых культур мононук


леарных клеток периферической крови. Результаты. Установлено достоверное повышение СD95
клеток и уровня спонтанной продук


ции TNF
α у больных с тяжелыми и осложненными формами ТЛ по сравнению с благоприятно протекающими формами ТЛ и со здо


ровым контролем. Показана зависимость числа СD95
клеток от наличия фазы распада и бактериовыделения. Заключение. По результа


там исследования улучшилось понимание иммунопатологических механизмов развития ТЛ и созданы условия для поиска путей целе


направленных иммунореабилитационных мероприятий.
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Summary

The aim of this study was to investigate Fas (CD95) and Tumor necrosis factor
α (TNF
α) expressions in patients with different manifestations of

tuberculosis (TB). Methods. The study involved 54 patients with active pulmonary TB of different severity and 22 healthy volunteers. CD95 cell num


ber was counted by lymphocyte immunophenotyping. Spontaneous and stimulated TNF
α production by Mycobacterium bovis (BCG) was assessed

in the supernatant of 24h blood mononuclear cell culture using the ELISE method. Results. Patients with severe and complicated TB had signifi


cantly increased both CD95 number and spontaneous TNF
α production in comparison to patients with milder TB course and to healthy volun


teers. CD95 cell number was associated with cavitation and positive culturing of Mycobacterium tuberculosis. Conclusion. These results improve our

knowledge of immunopathology of TB and facilitate further search for targeted immune rehabilitation.

Key words: pulmonary tuberculosis, apoptosis, CD95, Tumor necrosis factor
α.
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состояние иммунореактивности является ключе


вым фактором течения и исхода [7–9]. В настоящее

время актуально изучение взаимосвязи количест


венного содержания клеток, экспрессирующих Fas

(CD95), и уровня продукции TNF
α иммунокомпе


тентными клетками с клиническими проявлениями

ТЛ, т. к. при этом становится более четким понима


ние патогенетических механизмов развития туберку


лезного процесса.

Целью исследования явилось изучение особен


ностей экспрессии Fas (CD95) и продукции TNF
α
в периферической крови больных с разными клини


ческими проявлениями ТЛ.

Материалы и методы

Под наблюдением находились пациенты (n = 54:

24 мужчины, 30 женщин; возраст – 17–62 года).

Впервые выявленный, преимущественно инфильт


ративный ТЛ отмечен у 38 (70,4 %), ТЛ в фазе распа


да – у 21 (38,9 %), бактериовыделение (БВ) – МБТ+ –

у 26 (48,2 %) больных. Все пациенты находились на

лечении в ГБУЗ "Областной клинический противо


туберкулезный диспансер". Группу контроля соста


вили здоровые лица (n = 22). В зависимости от кли


нических проявлений и тяжести течения ТЛ

больные распределены на 2 группы: 1
я (n = 18) –

пациенты с тяжелыми и осложненными формами

ТЛ, включая остропрогрессирующее течение: казе


озная пневмония, генерализованный ТЛ, тубер


кулезный менингит отмечены у 9 (50 %) человек.

У 10 (55,6 %) пациентов 1
й группы наблюдались

осложнения туберкулезного процесса в виде кахе


ксии, легочно
сердечной и дыхательной недостаточ


ности, спонтанного пневмоторакса, экссудативного

плеврита, геморрагического синдрома. Во 2
ю груп


пу (n = 36) были включены лица с ограниченными

и благоприятно протекающими формами ТЛ (ин


фильтративный без распада и выраженного инто


ксикационного синдрома, мелкие туберкулемы).

Критерии исключения: ТЛ c тяжелой сопутству


ющей патологией с нарушением функции иммунной

системы, инфекция вирусом иммунодефицита чело


века, лечение иммунотропными препаратами.

У всех пациентов исходно (до начала антибакте


риальной терапии) определялись число Fas (CD95)

клеток и уровни спонтанной и индуцированной спе


цифическим антигеном Mycobacterium bovis (БЦЖ)

продукции TNF
α в периферической крови. CD95


клетки определялись методом иммунофенотипиров


ния лимфоцитов [10], основанным на выявлении

мембранных маркеров иммунокомпетентных клеток

с помощью моноклональных антител (анти
CD95).

Определение TNF
α проводилось в супернатантах

24
часовых культур мононуклеарных клеток, выде


ленных из периферической венозной крови с по


мощью градиентного центрифугирования (фиколл


урографин; p = 1,076 при 200 g). Мононуклеарные

клетки культивировались в среде RPMI (Flow La�

boratories, Великобритания), содержащей 10%
ную

инактивированную нагреванием эмбриональную те


лячью сыворотку, 2 mМ глютамина и по 100 ед / мл

пенициллина и стрептомицина в атмосфере повы


шенной влажности и СО2 при температуре 37 °С.

Изучалась спонтанная (не стимулированная), инду


цированная M. bovis продукция TNF
α. M. bovis

предварительно культивировались на среде Левенш


тейна–Йенсена и использовались в рабочей кон


центрации 50 мкг / мл. Оценка содержания TNF
α
проводилась методом иммуноферментного анализа

(Cytokin, Россия) с использованием иммуноферме


нтного анализатора ("Линкей", Россия). Концентра


ция TNF
α (пг / мл) определялась путем построения

калибровочной кривой по результатам титрования

рекомбинантного TNF
α в качестве стандарта.

Статистическая обработка результатов исследо


вания осуществлялась с использованием компью


терных программ для Windows XP и Statistica 6. Ис


пользовалась методика описательной статистики,

в т. ч. вычисление среднего арифметического (М),

ошибки среднего арифметического (m), медианы

(Ме), моды (Мо), интервал наименьших (min) и наи


больших значений (max). Сравнение 2 групп, подчи


няющихся нормальному распределению, проводи


лось с помощью t
критерия Стьюдента, а не

подчиняющихся нормальному распределению –

теста Уилкоксона. Для оценки достоверности рас


считывалась величина p, указывающая вероятность

безошибочного прогноза. В качестве критического

уровня достоверности был принят критерий 0,05.

Результаты и обсуждение

Установлено, что у пациентов с ТЛ (n = 54) в острую

фазу болезни (до начала антибактериальной тера


пии) регистрировалось достоверное увеличение

в периферической крови числа CD95
клеток (М –

40,3 ± 1,7 %; Ме – 39; Мо – 50, диапазон колеба


ний – 15,4–71,6) по сравнению со здоровыми (М –

23,0 ± 1,4 %; Ме – 23,5; Мо – 32; диапазон колеба


ний – 12,7–32,2; p = 0,0008).

Наиболее высокий уровень экспрессии маркера

Fas (CD95) установлен у пациентов 1
й группы с тя


желыми деструктивными и осложненными формами

ТЛ по сравнению с больными 2
й группы с ограни


ченным и благоприятно протекающим ТЛ и здоро


выми (табл. 1).

В дальнейшем проводилось сравнение количест


ва Fas (CD95) клеток у всех больных ТЛ в зависимос


ти от наличия или отсутствия деструктивных изме


нений в легких и БВ. Пациенты были выделены из

общего числа. Образование деструкции в легком яв


ляется важным и часто критическим этапом в кли


нической картине ТЛ, течении и исходе заболева


ния [11]. У больных с деструктивными изменениями

в легких (фаза распада) уровень экспрессии Fas

(СD95) был достоверно выше по сравнению с паци


ентами без распада. Аналогичные изменения были

получены и у пациентов с БВ. У больных ТЛ, в мок


роте которых методами микроскопии мазка с окрас


кой по Циль–Нильсену и посева на твердые пита


тельные среды (Левенштейна–Йенсена и Финна 2)
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были обнаружены МБТ, выявлено большее количе


ство клеток, экспрессирующих маркер Fas (CD95)

по сравнению с пациентами без БВ (табл. 2).

Выдвинуто предположение, что инициатором

экспрессии Fas (СD95) могут являться как сами

МБТ, так и продукты распада тканей при деструк


тивных процессах.

При изучении спонтанной продукции TNF
α
установлено значительное (в десятки раз) повыше


ние уровня TNF
α у пациентов 1
й группы по срав


нению с 2
й и здоровыми лицами (табл. 3). Самый

высокий уровень TNF
α (1 200–4 660 пг / мл) заре


гистрирован у 11 (61,1 %) пациентов с выраженным

интоксикационным синдромом и высокой лихорад


кой. Несколько меньшие значения – 210–500 пг / мл

выявлены у 3 (16,6 %) пациентов 1
й группы,

а у 4 (22,2 %) больных уровень TNF
α оставался

низким, несмотря на тяжелое течение туберкулезно


го процесса. В дальнейшем, несмотря на проводимое

лечение, у 3 из этих 4 пациентов наблюдался леталь


ный исход, что свидетельствует о том, что при край


не тяжелом состоянии у больных истощаются функ


циональные резервы иммунокомпетентных клеток.

Возможно, это связано с рефрактерностью клеток,

находящихся в состоянии продукции цитокинов,

к новому воздействию индуктора, или с повреждени


ем иммунокомпетентных клеток. Последнее предпо


ложение подтверждается наличием при активном ТЛ

процессов, связанных с апоптозом иммуноцитов

в виде увеличения уровня проапоптогенного цито


кина TNF
α и роста числа лимфоцитов с готов


ностью к Fas
зависимому апоптозу, особенно вы


раженное у тяжелых больных. Не установлено

достоверных различий по уровню спонтанной про


дукции TNF
α у пациентов 2
й группы (с огра


ниченными и благоприятно протекающими форма


ми ТЛ) по сравнению со здоровыми.

По результатам данного исследования выявлен

большой размах индивидуальных значений продук


ции TNF
α в ответ на стимуляцию M. bovis у тяжелых

больных: в 1
й группе низкий уровень ответа моно


нуклеарных клеток на M. bovis – у 10 (55,6 %) из 18

пациентов с тяжелым прогрессирующим течением ту


беркулезного процесса (колебания от 0 до 150 пг / мл),

однако в 8 случаях ответная реакция на БЦЖ остава


лась высокой (от 380 до 1 000 пг / мл), несмотря на

продолжающуюся отрицательную динамику тубер


кулезного процесса. В 1
й группе достоверных раз


личий по уровню индуцированной M. bovis продук


ции TNF
α по сравнению со здоровыми не получено

(Ме – 130, Мо – 0 vs Ме – 270 Мо – 200 соответствен


но; p = 0,2762). У больных 2
й группы отмечался бо


лее низкий ответ продукции TNF
α на стимуляцию

M. bovis по сравнению со здоровыми (Ме – 0, Мо –

0 vs Ме – 270, Мо – 200; p = 0,0154). Данные пред


ставлены в табл. 3.

Таблица 1
Количество клеток, экспрессирующих маркер Fas (CD95), в периферической крови больных активным ТЛ 

в зависимости от тяжести заболевания
Table 1

Number of blood cells expressing Fas (CD95) in patients with active pulmonary tuberculosis according 
to the disease severity

Показатель 16я группа, n = 18 26я группа, n = 36 Контроль, n = 22 p

Диапазон колебаний, min / max, % 20,0–71,6 15,4–57,7 12,7–32,2 1–2 = 0,0386

M ± m, % 46,1 ± 3,6 37,4 ± 1,9 23,0 ± 1,4

Ме 45 38,6 23,5 1–3 = 0,0003

Mo – 50 32 2–3 = 0,0002

Примечание: min – минимальное, max – максимальное значение переменных в вариационном ряду.

Таблица 2
Экспрессия Fas (CD95) на лимфоцитах больных ТЛ в зависимости от наличия 

или отсутствия деструктивных изменений в легких и БВ
Table 2

Fas (CD95) expression in lymphocytes of TB patients according to cavitation and Mycobacterium tuberculosis culturing

Группы обследованных M ± m, % Ме Мо Диапазон колебаний, min / max

ТЛ:

CV+, n = 21 41,5 ± 2,9 42,8 45,5 24,5–71,6

CV–, n = 33 33,2 ± 3,1 35,3 42,7 15,4–44,4

p1–2 = 0,0093

БВ:

МБТ+, n = 26 47,2 ± 3,7 42,8 45,5 27,8–71,6

МБТ–, n = 28 35,3 ± 2,6 35,3 42,7 15,4–57,7

p3–4 = 0,0231

Примечание: CV+ – наличие фазы распада, СV– – отсутствие фазы распада легочной ткани.
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Заключение

На основании полученных результатов сделаны сле


дующие выводы:

• у всех больных активным ТЛ наблюдается повы


шенный уровень CD95
клеток в периферической

крови по сравнению со здоровыми;

• уровень экспрессии активационного маркера Fas

(CD95) зависит от клинических проявлений и тя


жести течения ТЛ и наиболее выражен у пациен


тов с тяжелыми, распространенными и ослож


ненными формами ТЛ;

• экспрессия Fas (СD95) также зависит от наличия

или отсутствия деструктивных изменений в лег


ких и БВ;

• у больных с тяжелыми, распространенными

и осложненными туберкулезными процессами

наблюдаются значительные изменения спонтан


ной продукции TNF
α периферическими моно


нуклеарными клетками крови, характеризующи


еся гиперпродукцией TNF
α;

• наблюдаются большой размах индивидуальных

значений уровня индуцированной специфичес


ким антигеном M. bovis продукции TNF
α у паци


ентов с тяжелыми и осложненными формами ТЛ

и отсутствие достоверных различий по сравне


нию со здоровыми.

По результатам исследования улучшилось пони


мание иммунопатологических механизмов развития

ТЛ и созданы условия для поиска путей целенаправ


ленных иммунореабилитационных мероприятий.
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