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Резюме. Целью работы явилось изучение PD-1/B7-H1-сигнального пути индукции апоптоза 
и анергии Т-клеток, как одного из возможных механизмов снижения антиген-специфического от-
вета против M. tuberculosis. Было обследовано 76 больных туберкулезом легких (ТБЛ), различающихся 
по уровню ответа на туберкулиновый очищенный белковый дериват (PPD). Установлено, что у боль-
ных ТБЛ дендритные клетки (ДК), генерированные in vitro из моноцитов крови в присутствии GM-
CSF+IFNα, характеризуются повышенной экспрессией В7-Н1, высоким уровнем продукции IL-10 
и низкой аллостимуляторной активностью в СКЛ. Показано также, что ДК больных ТБЛ усиливают 
апоптоз и блокируют клеточное деление Т-лимфоцитов в алло-СКЛ. Таким образом, ДК больных 
ТБЛ обладают повышенным толерогенным потенциалом, поскольку через PD-1/B7-H1-сигнальный 
путь в комбинации с IL-10 индуцируют апоптоз/анергию отвечающих Т-клеток. Нейтрализующие 
анти-PD1-антитела частично отменяют про-апоптогенный/толерогенный эффект ДК. Выявленный 
феномен, очевидно, имеет клиническое значение, поскольку наиболее ярко проявляется у больных 
ТБЛ с низким антиген-специфическим ответом на PPD.
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The PD-1/B7-h1-meDiaTeD Pro-aPoPToTic acTiviTy of DenDriTic cells as a PossiBle 
mechanism of anTigen-sPecific resPonse failure in PaTienTs wiTh Pulmonary 
TuBerculosis

abstract. The aim of present study was to investigate PD-1/B7-H1-mediated induction of T-cell apoptosis/
anergy, a suggested mechanism of reduced antigen-specific immune response against M. tuberculosis. We 

examined 76 patients with pulmonary tuberculosis 
(PT) who differed in levels of proliferative response 
to specific antigen (purified protein derivative, PPD). 
It was revealed that in vitro generated dendritic cells 
(DCs) from the patient’s blood monocytes with GM-
CSF+IFNα, were characterized by increased B7-H1 
expression, upregulation of IL-10 production, and 
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Введение
Известно, что запуск программы апопто-

за Т-лимфоцитов происходит через рецептор 
программированной клеточной смерти (PD-1), 
который относится к семейству CD28/CTLA-
4 молекул и появляется на мембране CD4+ 
и CD8+Т-лимфоцитов после их активации че-
рез Т-клеточный рецептор. Идентифицированы 
два типа лигандов для PD-1, один из которых, 
обозначенный как PD-L2 (В7-DC или CD273), 
является индуцибельным и обнаруживается 
на дендритных клетках (ДК), макрофагах (Мф) 
и культивированных тучных клетках костно-
мозгового происхождения [12]. Другой лиганд – 
PD-L1 (B7-H1 или CD274) конститутивно экс-
прессируется на Т- и В-клетках, ДК и Мф, тем 
не менее уровень экспрессии B7-H1 может также 
повышаться на активированных клетках [10, 12]. 

Многие микроорганизмы, которые вызыва-
ют хроническую инфекцию, используют PD-1/
B7-H1-опосредованный путь индукции апоптоза 
Т-клеток с целью выключения эффекторных им-
мунных реакций хозяина [5, 12, 15]. При перси-
стирующих инфекциях генерируются толероген-
ные ДК/Мф с повышенной экспрессией B7-H1 
и низкой экспрессией костимуляторных молекул 
CD80 и CD86. В свою очередь, на Т-лимфоцитах, 
активированных антигенами патогенных микро-
организмов, повышается экспрессия рецептора 
PD-1. Связывание PD-1 с PD-L1 через опре-
деленные сигнальные пути может приводить 
к повышенной гибели антиген-специфических 
лимфоцитов [7, 12]. Про-апоптогенная/цитоток-
сическая функция ДК, особенно генерируемых 
в присутствии интерферона-α (IFNα), активно 
обсуждается в последние годы в связи с выявлен-
ной способностью ДК лизировать клетки различ-
ных опухолевых линий [14]. Однако возможное 
участие PD-1/B7-H1 сигнального пути в наруше-
нии антиген-специфического ответа у больных 
туберкулезом легких (ТБЛ) остается практически 
не изученным. 

Многочисленными работами, а также наши-
ми собственными исследованиями показано, 
что повышенный апоптоз и анергия Т-клеток 
являются характерным атрибутом туберкулез-

ной инфекции [1, 2, 3, 9]. C другой стороны, ДК 
больных ТБЛ, генерируемые из моноцитов кро-
ви в присутствии IFNα, характеризуются при-
знаками толерогенной активности, в частности 
повышенной продукцией IL-6 и IL-10 и снижен-
ной аллостимуляторной активностью в смешан-
ной культуре лимфоцитов [1]. Следует отметить, 
что IL-10 обладает стимулирующим влиянием 
на экспрессию B7-H1 [6]. Учитывая эти факты, 
мы предположили, что апоптоз/анергия Т-клеток 
при туберкулезной инфекции могут быть резуль-
татом активации PD-1/B7-H1 сигнального пути 
при взаимодействии Т-лимфоцитов с ДК. При 
таком представлении про-апоптогенная/цито-
токсическая активность ДК может являться од-
ним из возможных механизмов нарушения анти-
ген-специфического иммунного ответа против 
M. tuberculosis. Настоящая работа была посвяще-
на проверке высказанной гипотезы. 

Материалы и методы 
В исследование были включены 76 больных 

туберкулезом легких, в том числе 47 мужчин и 29 
женщин в возрасте от 16 до 63 лет, включая 28 па-
циентов с фиброзно-кавернозной, 38 пациентов 
с инфильтративной и 10 пациентов с диссеми-
нированной формой ТБЛ. Активное бацилло-
выделение (БК+) было выявлено у 46 больных, 
лекарственная резистентность – у 16 пациентов. 
Обследование больных проводили после получе-
ния информированного согласия. Контрольную 
группу составили 30 здоровых доноров крови, со-
поставимых по полу и возрасту. 

Мононуклеарные клетки (МНК) выделяли 
из гепаринизированной венозной крови цен-
трифугированием в градиенте плотности фи-
колла-верографина и культивировали (0,1 × 106/
лунку) в 96-луночных планшетах для иммуно-
логических исследований в среде RPMI-1640 
(Sigma-Aldrich, США), дополненной 0,3 мг/мл 
L-глутамина, 5 мМ HEPES-буфера, 100 мкг/мл 
гентамицина и 10% инактивированной сыво-
ротки доноров крови IV (АВ) группы при 37 °С в 
СО2-инкубаторе. Для стимуляции клеток исполь-
зовали туберкулиновый очищенный белковый 
дериват (PPD) в дозе 50 мкг/мл. Интенсивность 

reduced allostimulatory activity in mixed lymphocyte culture (MLC). Moreover, DCs of PT patients were 
able to enhance T-cell apoptosis, and to block T-cell division in MLC. Thus, the patients’ DCs exhibited the 
higher tolerogenic potential since these DCs could induce apoptosis/anergy in responsive T-cells via PD-1/
B7-H1-mediated pathway combined with IL-10 effects. It was shown that neutralizing anti-PD1-antibodies 
partially abolished the pro-apoptogenic/tolerogenic effect of DCs. The revealed phenomenon of PD-1/B7-H1-
mediated pro-apoptogenic activity should be of obvious clinical significance, since the cytotoxic/tolerogenic 
potential of DCs was especially pronounced in the patients with low antigen-specific response to PPD. (Med. 
Immunol., 2012, vol. 14, N 1-2, pp 59-66)

Keywords: B7-H1, dendritic cells, PD-1, Т-cells, apoptosis, pulmonary tuberculosis.
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пролиферации оценивали на 6 сут по включению 
3Н-тимидина (1 мкКи/лунку), добавленного за 18 
ч до окончания культивирования. В зависимо-
сти от уровня пролиферативного ответа больные 
были разделены на 2 подгруппы – с сохранным 
(> 12500 имп/мин; n = 50; подгруппа 1) и сни-
женным (< 12500 имп/мин; n = 26; подгруппа 2) 
ответом на PPD.

Моноциты выделяли в 6-луночных планше-
тах (Nunclon, Дания) путем прилипания к пла-
стику МНК (3 × 106 клеток/мл) в присутствии 
5% сыворотки АВ(IV) группы. ДК генерировали 
из моноцитов в течение 4 сут в среде RPMI-1640 
с 5% сыворотки плодов коровы (Биолот, СПб) 
в присутствии GM-CSF (40 нг/мл, Sigma-Aldrich) 
и IFNa (1000 Ед/мл, Роферон-А, Roche, Швейца-
рия) с последующим дозреванием в течение 24 ч 
в присутствии 10 мкг/мл липополисахарида (LPS 
E. coli 0111:B4, Sigma-Aldrich).

Оценку экспрессии B7-H1 на ДК проводили c 
использованием моноклональных анти-B7-H1-
антител (PharMingen, США), меченных фикоэ-
ритрином (PE) методом проточной цитофлюори-
метрии (FASC Calibur, Becton Dickinson, США). 
В культуральных супернатантах генерированных 
ДК определяли концентрацию IL-10 с помощью 
наборов для иммуноферментного анализа в соот-
ветствии с инструкцией фирмы-производителя 
(«Вектор-Бест», г. Новосибирск). 

Аллостимуляторную активность ДК оцени-
вали в смешанной культуре лимфоцитов (СКЛ) 
при культивировании МНК доноров (0,1 × 106/
лунку) в 96-луночных круглодонных планшетах 
в присутствии аллогенных ДК здоровых доноров 
или больных ТБ в соотношении 10:1. Интенсив-
ность пролиферации оценивали на 5 сут радио-
метрически по включению 3Н-тимидина. Индекс 
влияния ДК (ИВДК) в СКЛ рассчитывали как от-
ношение пролиферативного ответа МНК в при-
сутствии ДК к уровню спонтанной пролиферации 
МНК. В дополнительной серии экспериментов 
уровень апоптоза Т-клеток в 3-суточной алло-
СКЛ и пролиферативный ответ в 5-суточной 
алло-СКЛ оценивали в отсутствие (контроль) 
и в присутствии (опыт) нейтрализующих анти-
тел против PD-1 (5 мкг/мл, J116; eBioscience; 
Functional Grade Purified). Для оценки эффекта 
анти-PD1-антител на уровень пролиферативно-
го ответа в СКЛ рассчитывали индекс влияния 
по формуле ИВАНТИ-PD1 = опыт/контроль.

Экспрессию PD-1, уровень апоптоза и распре-
деление Т-лимфоцитов по фазам клеточного цик-
ла оценивали в 3-суточной алло-СКЛ (как описа-
но выше). Культуры дублировали в 12 идентичных 
повторах, с целью получения клеток в количе-
стве, достаточном для проведения цитофлуо-
риметрического анализа. Для оценки экспрес-

сии PD-1 на CD4+ и CD8+(CD4-) Т-лимфоцитах 
МНК (свежевыделенные или стимулированные 
в алло-СКЛ) инкубировали с FITC-меченными 
анти-CD3, PE-меченными анти-CD4 (Сорбент, 
Москва) и APC-меченными анти-PD-1 антите-
лами (Becton Dickinson). Клеточный цикл и уро-
вень апоптоза CD4+ и CD8+(CD4-) Т-клеток 
оценивали методом трехцветной проточной ци-
тометрии. Для этого, 25 мкл МНК (1,0 × 106), по-
лученные после культивирования в алло-СКЛ, 
инкубировали в течение 45 мин при 4 °С в тем-
ноте с 5 мкл FITC-коньюгированных анти-CD3-
антител и 5 мкл PE-коньюгированных анти-CD4 
(Сорбент, Москва). После однократной отмывки 
забуференным физиологическим раствором, со-
держащим 0,02% ЭДТА и 1% азида натрия (рас-
твор «А») клетки фиксировали в течение 30 мин 
холодным 0,5% раствором парафармальдегида. 
Фиксированные клетки центрифугировали, оса-
док ресуспендировали в 0,5 мл раствора А, содер-
жащего РНКазу в концентрации 20 мкг/ мл, после 
чего клетки инкубировали в темноте в течение 
30 мин при 37 °C. Затем клетки обрабатывали 
7-амино-актиномицином D (7-AAD, Calbiochem, 
Германия) в конечной концентрации 2 мкг/мл 
в темноте в течение 30 мин при 4 °C. 

Анализ клеточного цикла проводили по оцен-
ке гистограмм ДНК (красная флуоресценция). 
Относительное содержание клеток с диплоид-
ным (клетки в G0/G1 фазах клеточного цикла) 
и гипердиплоидным (клетки в S, G2/M фазах кле-
точного цикла) набором ДНК определяли гейтах 
CD3+CD4+ или CD3+CD8+ (CD4-) Т-лимфоцитов 
(зеленая и оранжевая флуоресценция). Апоп-
тотические клетки, ДНК которых подвергалась 
фрагментации, формировали характерный гипо-
диплоидный пик. Результаты выражались в виде 
процентного соотношения позитивных клеток 
к общему количеству CD3+CD4+ и CD3+CD8+Т-
лимфоцитов (не менее 10000). 

Статистическую обработку данных прово-
дили при помощи пакета прикладных программ 
«Statistica 6.0». Для выявления значимых раз-
личий сравниваемых показателей использовали 
непараметрический U-критерий Вилкоксона–
Манна–Уитни. Различия считали достоверными 
при уровне значимости p < 0,05. Для исследова-
ния корреляционных взаимосвязей между при-
знаками использовали коэффициент ранговой 
корреляции Спирмена

Результаты 
Для того чтобы оценить участие PD-1/B7-

H1-сигнального пути, как одного из возможных 
механизмов снижения антиген-специфического 
ответа против M. tuberculosis, нами был проведен 
сравнительный анализ относительного содер-
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жания PD-1+Т-клеток среди свежевыделенных 
МНК периферической крови доноров и больных 
ТБЛ, оппозитных по уровню пролиферативно-
го ответа на PPD (табл. 1). Видно, что именно 
у больных с PPD-анергией (подгруппа № 2) от-
носительное содержание PD-1+CD4 и PD-1+CD8 
Т-лимфоцитов было достоверно выше, чем у здо-
ровых доноров. Тогда как у больных ТБЛ с со-
хранным ответом на PPD увеличение количества 
CD4 и CD8 Т-клеток, экспрессирующих PD-1, 
не было статистически значимым.

При исследовании ДК, генерированных 
in vitro в присутствии IFNα, было установлено, 
что PPD-анергичные больные характеризова-
лись наиболее высоким содержанием B7-H1+ДК 
(68,8±3,9 против 42,3±4,4% у доноров, pu < 0,05). 
В подгруппе PPD-реактивных пациентов так-
же отмечалось достоверное, но не такое выра-
женное, увеличение относительного количества 
B7-H1+ДК (в среднем до 58,0±3,6%, pu < 0,05). 
ДК больных ТБЛ в отличие от здоровых доно-
ров активно секретировали IL-10 (табл. 1), при 
этом уровень продукции IL-10 был максимально 
высоким у PPD-анергичных пациентов. Важно 
отметить, что и в группе больных ТБЛ, и в груп-
пе здоровых доноров между интенсивностью 
продукции IL-10 и уровнем экспрессии B7-H1 
на ДК обнаруживалась прямая корреляционная 
взаимосвязь (r = 0,51 и r = 0,82 соответственно; 
p < 0,0001). Наличие такой тесной сопряжен-
ности свидетельствует, очевидно, об участии ау-
токринных механизмов регуляции экспрессии 
молекулы B7-H1 на ДК через эндогенную про-
дукцию IL-10. 

Сравнительная оценка функциональной ак-
тивности ДК по их способности стимулировать 

пролиферацию Т-клеток в ответ на аллоантиге-
ны в СКЛ, выявила снижение аллостимулятор-
ной активности ДК больных ТБЛ (табл.1), ко-
торое у пациентов с PPD-анергией было более 
значимым. 

Известно, что активация Т-клеток сопрово-
ждается увеличением экспрессии PD-1. Действи-
тельно, в алло-СКЛ после со-культивирования 
МНК с ДК доноров или больных ТБЛ, относи-
тельное количество PD-1+CD4 Т-лимфоцитов 
увеличивалось соответственно до 5,5±0,5 
и 9,2±1,2%, а содержание PD-1+CD8 Т-клеток 
до 8,3±1,3 и 7,8±0,6% (pU < 0,05). Таким образом, 
низкий пролиферативный ответ Т-клеток в алло-
СКЛ может быть обусловлен повышенным то-
лерогенным потенциалом ДК больных ТБЛ, 
которые через PD-1/B7-H1-сигнальный путь 
в комбинации с IL-10 могут индуцировать апоп-
тоз/анергию отвечающих Т-лимфоцитов. Выяв-
ленный феномен, очевидно, имеет клиническое 
значение, поскольку наиболее ярко проявляется 
у больных ТБЛ с низким антиген-специфиче-
ским ответом на PPD. 

Чтобы проверить, действительно ли увеличе-
ние количества PD-1-позитивных Т-лимфоцитов 
в присутствии ДК в алло-СКЛ сопряжено с кле-
точной гибелью, провели сравнительную оценку 
уровня апоптоза и количества пролиферирую-
щих Т-лимфоцитов. Из данных таблицы 2 видно, 
что среди свежевыделенных МНК перифериче-
ской крови здоровых доноров содержание апоп-
тотических и делящихся CD3+CD4 и CD3+CD8 
Т-клеток сбалансировано между собой и не пре-
вышает в среднем 3%. Активация Т-клеток алло-
антигенами, представленными на ДК доноров, 
сопровождается увеличением относительного 

Таблица 1. СвойСТва ДК, генерированных in vitro, и КоличеСТво PD1+Т-КлеТоК in vivo в группах 
зДоровых Доноров и больных Тбл, различающихСя по уровню оТвеТа на PPD (М±SE)

Показатель Здоровые
доноры

Больные ТБЛ 
Подгруппа № 1

(PPD ответ > 12500 имп/мин)
Подгруппа № 2

(PPD ответ < 12500 имп/мин)
Ответ на PPD (имп/мин) 26944±3393 (30) 33700±1540 (50) 9340±670 * # (26)
1. Количество РD1+Т-клеток in vivo
РD1+CD4 T-клетки (%) 3,2±0,7 (7) 4,8±1,2 (4) 6,6±1,6 * (5)
PD1+CD8 T-клетки (%) 2,5±0,5 (7) 3,8±1,1(4) 4,3±0,2 * (5)
2. Свойства ДК in vitro
B7-H1+ДК (%) 42,3±4,4 (19) 58,1±3,6 * (32) 68,8±3,9 * (12)
Продукция IL-10 (пкг/мл) 347±92 (20) 797±70 * (25) 921±95 * (6)
Аллостимуляторная актив-
ность ДК в СКЛ (имп/мин) 12113±1263 (24) 6173±1126 * (32) 1983±366 * # (12)

ИВДК в алло-СКЛ (расч. ед) 11±0,8 (24) 8,6±1,2 * (32) 4,0±0,7 * # (12)

Примечание. В скобках – количество наблюдений. * – pu < 0,05 – достоверность различий показателей по сравнению 
с донорами. # – pu  < 0,05 – достоверность различий показателей по сравнению с подгруппой № 1. Здесь и далее 
в таблицах: U-критерий Вилкоксона–Манна–Уитни.
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количества как апоптотических, так и проли-
ферирующих CD4 и CD8 Т-лимфоцитов до 10 
и 13%, соответственно (pU < 0,05). Но и в этом 
случае, процессы позитивной (индукция проли-
ферации) и негативной (индукция апоптоза) ак-
тивации Т-клеток протекают с примерно равной 
интенсивностью. 

По сравнению с донорами дендритные клет-
ки PPD-анергичных пациентов (подгруппа 
№ 2) индуцировали более выраженный апоп-
тоз CD3+CD4 и CD3+CD8 Т-лимфоцитов (со-
ответственно 19,3±2,9 и 34,9±5,0%, pu < 0,05). 
Про-апоптогенная активность дендритных кле-
ток PPD-реактивных пациентов была менее 
выраженной, и проявлялась преимущественно 
в отношении CD3+CD8+Т-клеток, тогда как в 
отношении CD3+CD4+Т-лимфоцитов не была 
статистически значимой (рU = 0,061). Следу-
ет отметить, что усиление апоптоза Т-клеток 
в присутствии ДК больных ТБЛ происходи-
ло на фоне незначительного прироста активно 
пролиферирующих Т-лимфоцитов (менее 10%). 
Видно, что в этом случае баланс между процес-
сами апоптоза и клеточного деления в CD3+CD4 
и CD3+CD8 популяциях сдвигается в негативную 
сторону, поскольку количество апоптотических 
Т-лимфоцитов в алло-СКЛ с ДК больных ТБЛ 
(особенно в группе PPD-анергичных пациентов) 
существенно превышает число пролиферирую-
щих Т-клеток. 

Чтобы убедиться, что апоптоз Т-клеток при 
их взаимодействии с ДК опосредуется непосред-
ственно через B7-H1/PD-1 сигнальный путь, 
была проведена дополнительная серия экспери-
ментов с использованием блокирующих анти-
PD-1 антител (рис. 1). Добавление нейтрали-
зующих анти-PD-1 антител в 3-суточной СКЛ, 

стимулированной ДК здоровых доноров, со-
провождалось снижением апоптоза CD3+CD4+ 
и CD3+CD8+Т-клеток на 49 и 44%, соответствен-
но (рис. 1А). В культурах, стимулированных ДК 
больных ТБЛ, эффект был несколько менее вы-
раженным (снижение в среднем на 35%), но так-
же статистически значимым (рис. 1Б). 

Следует отметить, что блокирование B7-H1/
PD-1 сигнального пути не приводило к до-
стоверному увеличению числа CD3+CD4+ 
и CD3+CD8+Т-клеток, находящихся в S,G2/M 
фазах клеточного цикла (данные не представле-
ны). Тем не менее, анализ влияния анти-PD-1 
антител на пролиферативный ответ Т-клеток 
здоровых доноров в 5-суточной СКЛ показал, 
что эффект нейтрализующих антител прямо за-
висел от уровня экспрессии B7-H1 на ДК боль-
ных ТБЛ (r = 0,65; p < 0,05; n = 10). Так, у пациен-
тов, у которых среди генерированных in vitro ДК 
количество B7-H1+клеток выходило за верхнюю 
квартильную границу нормативного диапазона  
(> 67%) и составляло в среднем 81±6%, добавление 
анти-PD-1 антител сопровождалось 2-кратным 
усилением пролиферации отвечающих Т-клеток 
(ИВАНТИ-PD1 = 1,8±0,2 расч. ед.). В свою очередь, 
в оппозитной группе больных ТБЛ, у которых 
количество генерированных B7-H1+ДК было до-
стоверно меньше и составляло в среднем 49±5%, 
нейтрализующие антитела не влияли на уро-
вень пролиферативного ответа Т-клеток в СКЛ 
(ИВАНТИ-PD1= 0,92±0,06 расч. ед.; pU = 0,016). 

Полученные в целом данные подтверждают 
предположение о том, что ДК, генерируемые in 
vitro в присутствии IFNα, способны индуциро-
вать апоптоз/анергию Т-клеток через B7-H1/
PD-1 сигнальный путь. При этом усиление экс-
прессии B7-H1 на ДК больных ТБЛ обуслов-

Таблица 2. оТноСиТельное КоличеСТво апопТоТичеСКих и пролиферирующих CD4+ и CD8+Т-
лиМфоциТов СреДи МнК зДоровых Доноров

Показатель Свежевыделенные
МНК (n = 7)

МНК, стимулированные в алло-СКЛ

МНК+ДК доноров 
(n = 11)

МНК+ДК больных 
ТБЛ 

(подгруппа № 1, 
n = 21)

МНК+ДК больных 
ТБЛ

(подгруппа № 2, 
n = 13)

1. Количество апоптотических Т-клеток (%)
CD3+CD4+Т-клетки 2,8±0,4 10,5±2,2 14,7±2,8 19,3±2,9 *
CD3+CD8+Т-клетки 3,0±0,5 10,3±2,6 21,6±3,3 * 34,9±5,0 * #
2. Количество пролиферирующих (в S,G2/M фазе цикла) Т-клеток (%) 
CD3+CD4+Т-клетки 2,2±0,4 12,9±2,0 8,7±1,5 7,9±1,1
CD3+CD8+Т-клетки 2,4±0,9 12,9±2,6 9,6±1,8 7,3±3,0 

Примечание. Представлено относительное (%) содержание апоптотических и пролиферирующих CD3+CD4+ 
и CD3+CD8+Т-клеток среди свежевыделенных МНК здоровых доноров, а также среди МНК, активированных в течение 3 
сут в алло-СКЛ в присутствии ДК доноров или больных ТБ в соотношении 10:1. * – pu < 0,05 – достоверность различий 
показателей по сравнению с ДК доноров. # – pu < 0,05 – достоверность различий показателей между группами больных ТБ 
со сниженным (подгруппа № 2) и сохранным ответом на PPD (подгруппа № 1).
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рисунок 1. влияние нейтрализующих анти-PD1-антител на уровень апоптоза Т-клеток (М±SE)
примечание. Представлены средние значения относительного количества апоптотических CD3+CD4+ и CD3+CD8+Т-клеток в алло-СКЛ 
в присутствии ДК здоровых доноров (n = 12, рис. 1А) и больных ТБЛ (n = 10, рис. 1Б) в отсутствие и в присутствии нейтрализующих анти-
PD1-антител (5 мкг/мл). 
* pu < 0,05 – достоверность различий показателей.

ливает их повышенную про-апоптогенную ак-
тивность, что может являться одной из причин 
снижения антиген-специфического ответа при 
туберкулезной инфекции. 

Обсуждение
Усиление апоптоза Т-клеток при туберкулезе 

легких является известным фактом [3, 9]. Недав-
но Jurado J.O. с соавт. показали, что этому может 
способствовать увеличение в периферической 
крови и в плевральной жидкости больных CD3+Т-
лимфоцитов, экспрессирующих PD-1 [10]. Дан-

ный рецептор «смерти» взаимодействует с 2 ли-
гандами, одним из которых является молекула 
B7-H1, которая экспрессируется на поверхности 
лимфоцитов, макрофагов и дендритных клеток 
[7, 12]. Участие PD-1/B7-H1 сигнального пути 
в развитии Т-клеточных дисфункций (апоптоза, 
анергии) обсуждается при ряде иммунопатологи-
ческих процессов инфекционной и аутоиммун-
ной природы [7, 11, 12]. Усиление экспрессии 
молекулы В7-Н1 на опухоль-инфильтрирующих 
миелоидных ДК рассматривается в качестве ме-
ханизма подавления противоопухолевого иммун-
ного ответа [6]. 
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Полученные нами данные впервые демон-
стрируют, что ДК больных ТБЛ, генерируемые 
in vitro в присутствии GM-CSF+IFNα, харак-
теризуются повышенной экспрессией В7-Н1 
и высоким уровнем продукции IL-10. Curiel T.J. 
с соавт., а также другие исследователи показали, 
что экспрессия B7-H1 на ДК может усиливаться 
под действием IL-10 (например, в опухолевом 
микроокружении) [6], или под влиянием IFNα 
и IFNγ [5]. При исследовании ДК здоровых до-
норов и больных ТБЛ нами также была выявлена 
прямая сопряженность между интенсивностью 
продукции IL-10 и уровнем экспрессии B7-H1, 
что указывает на участие IL-10 в аутокринных 
механизмах регуляции экспрессии молекулы B7-
H1 на ДК. 

Вторым важным моментом, который следует 
из полученных результатов, является тот факт, 
что описанная нами ранее и другими авторами 
сниженная аллостимуляторная активность ДК 
больных ТБЛ в СКЛ ассоциирована с более высо-
ким уровнем апоптоза и блоком клеточного цик-
ла Т-лимфоцитов [1, 8, 13]. Это позволяет пред-
положить, что более высокая экспрессия B7-H1 
на ДК больных ТБЛ сопряжена с усилением про-
апоптогенной/толерогенной активности ДК. 
Подтверждением тому служат данные об усиле-
нии экспрессии PD-1 на Т-клетках в ответ на ак-
тивацию аллоантигенами в СКЛ, а также то, что 
нейтрализующие анти-PD-1 антитела, блокируя 
PD-1/B7-H1 сигнальный путь, частично отме-
няют про-апоптогенный/толерогенный эффект 
ДК. Причем поскольку ДК доноров и больных 
ТБЛ практически в равной степени индуцируют 
экспрессию PD-1 на CD4+ и CD8+Т-лимфоцитах, 
то усиление апоптоза Т-клеток в СКЛ, индуциро-
ванной ДК больных, очевидно, связано именно 
с повышенным уровнем экспрессии B7-H1. Уча-
стие миелоидных ДК с повышенной экспресси-
ей B7-H1 в супрессии Т-клеточных иммунных 
реакций отмечается у больных с хроническим 
гепатитом В [5]. Причем блокирование B7-H1-
опосредуемого сигнала приводит к снижению 
продукции IL-10 дендритными клетками и уси-
лению их аллостимуляторной активности и се-
креции IL-12.

Важно также отметить, что, несмотря на более 
высокий уровень про-апотогенной активности 
ДК больных туберкулезом, ДК доноров также 
индуцируют апоптоз Т-клеток, который значимо 
снижался в присутствии нейтрализующих анти-
PD-1 антител. Можно полагать, что цитотокси-
ческая активность ДК имеет определенное зна-
чение и в физиологических условиях, например 
при ограничении иммунного ответа.

Однако чрезмерно высокий уровень экспрес-
сии В7-H1 на ДК четко ассоциируется с усиле-

нием их про-апоптогенной активности, а также 
индуцирует появление толерогенных свойств 
в виде способности блокировать прохождение 
Т-лимфоцитами клеточного цикла. В целом, вза-
имодействие Т-клеток с такими ДК может при-
водить к нарушению антиген-специфического 
ответа. Действительно, полученные нами данные 
свидетельствуют что, ДК PPD-анергичных боль-
ных, имеющих наиболее высокий уровень экс-
прессии B7-H1, характеризуются в СКЛ более 
низкой способностью стимулировать пролифе-
рацию Т-клеток и более высокой способностью 
индуцировать апоптоз Т-лимфоцитов по срав-
нению с ДК пациентов с сохранным ответом 
на PPD. 

В заключении следует отметить, что анти-
PD1 антитела не полностью отменяют апоптоз 
Т-клеток, индуцированный ДК доноров и боль-
ных ТБЛ. Это указывает на возможное участие 
и других механизмов апоптоза, которые могут 
опосредоваться, например, через Fas-L, TRAIL/
TNFα или перфорин. Роль указанных молекул 
в запуске программированной клеточной гибели 
продемонстрирована при исследовании цитоток-
сической активности ДК против клеток опухоле-
вых линий [4]. Возможно, что этим фактом (т.е. 
вовлечением других механизмов) объясняется 
и различная чувствительность CD4+ и CD8+Т-
клеток к апоптогенному эффекту ДК больных 
ТБЛ, несмотря на сопоставимый уровень экс-
прессии молекулы PD-1 на указанных субпопу-
ляциях Т-лимфоцитов. 
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