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Введение
Инфекция, вызванная вирусом гепатита С

(HCV), является актуальной проблемой медико�
биологической науки. Это, прежде всего, связано с
высокой степенью хронизации инфекционного про�
цесса, опасностью развития цирротического и кан�
церогенного перерождения ткани печени. Как пра�
вило, хронический гепатит С (ХГС) протекает без
клинической симптоматики в течение многих лет, а
сопутствующее ему поражение печени варьирует от
слабовыраженной до среднетяжелой формы гепати�

та или цирроза печени [2]. Несмотря на существен�
ный прогресс в области изучения HCV, до настоя�
щего времени отсутствуют четкие данные о механиз�
ме персистенции данного вируса.

По мнению большинства исследователей, основ�
ная роль в развитии и исходе заболевания принад�
лежит дисбалансу Т�клеточного звена иммунной
системы. При формировании хронического воспале�
ния вирусы для обеспечения собственного выжива�
ния должны избегать элиминирующего действия
иммунной системы. Одним из таких механизмов
является вирусиндуцированная модуляция апопто�
за иммунокомпетентных клеток. Дефект апоптоза
является одной из причин сохранения жизнеспособ�
ности инфицированных вирусом клеток [9, 12], что
приводит к хронизации процесса и обусловливает
недостаточную эффективность терапии.

Известно, что процесс программированной кле�
точной смерти может быть реализован через специ�

Резюме. Хроническое течение инфекции, вызванной вирусом гепатита С, сопровождается повышением
содержания Fas�положительных лимфоцитов периферической крови. При культивировании стимулиро�
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TNFααααα PRODUCTION AND APOPTOSIS REGULATION IN VIRAL HEPATITIS TYPE C
Abstract. Chronical course of infection caused by hepatitis C virus is accompanied by increase Fas�positive

lymphocytes of peripheral blood. Cultivation of agglutinin�stimulated mononuclear blood cells of patients with
chronic hepatitis C revealed inhibition of apoptotic reactions of blood lymphocytes. This fact correlated with
decrease in production of TNFα and accelerated synthesis of soluble receptor for this cytokine. We suggest a virus�
specific influence on apoptosis regulation of target cells. (Med. Immunol., 2005, vol.7, № 4, pp 417�420)
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фические рецепторы, в частности Fas�рецептор
(CD95) [1]. Апоптоз могут индуцировать также не�
которые цитокины, в первую очередь фактор некро�
за опухоли альфа (TNFα) [8]. В условиях вирусной
инфекции TNF�индуцированная гибель клеток мо�
жет иметь доминирующее значение ввиду антиген�
ной стимуляции секреции данного цитокина, обла�
дающего провоспалительным действием [10] и яв�
ляющимся ключевым регулятором интенсивности
иммунного ответа.

В связи с вышеизложенным, представляется ак�
туальным определить роль TNF�опосредованного
апоптоза лимфоцитов крови в патогенезе хроничес�
кой HCV�инфекции.

Материалы и методы
В программу исследования были включены 45

пациентов (31 мужчина и 14 женщин в возрасте от
18 до 45 лет) с хроническим вирусным гепатитом С.
Диагноз устанавливали на основании данных кли�
нико�эпидемиологического, инструментального
(сцинтиграфическое, ультразвуковое и морфологи�
ческое исследование печени), серологического (ме�
тодом иммуноферментного анализа определяли
анти�HCVcor IgG и анти�HCVns3,5) и молекуляр�
но�генетического (методом полимеразной цепной
реакции выявляли РНК HCV) методов исследова�
ния. По результатам гистологического исследования
биоптатов печени у 27 больных была установлена
минимальная степень активности инфекционного
процесса, у 18 – умеренная степень активности. Кри�
териями исключения из исследования являлись ал�
когольная и наркотическая зависимость пациентов,
а также наличие инфекционных и воспалительных
процессов иной этиологии. Все пациенты были об�
следованы до начала проведения лечения. Конт�
рольную группу составили 19 практически здоровых
доноров с сопоставимыми характеристиками по полу
и  возрасту. Материалом исследования являлась ве�
нозная кровь обследованных лиц, стабилизирован�
ная гепарином (25 Ед/мл).

Содержание лимфоцитов, несущих маркер апоп�
тотической предуготовленности CD95+�рецептор,
оценивали иммуноцитохимическим методом [6] с
использованием набора реагентов «Dako» (Дания).
Учёт результатов проводили в световом микроско�
пе, подсчитывая процент положительно окрашенных
клеток на 200 лимфоцитов.

Апоптоз лимфоцитов оценивали путем регистра�
ции экспрессии на внешней поверхности клеточной
мембраны фосфатидилсерина с помощью аннекси�
на V, меченого FITC (“Caltag”, США) [13].
Выделенные на градиенте плотности Ficoll�Paque
(«Pharmacia», Швеция) мононуклеарные клетки
(2.106 клеток/мл) культивировали в полной культу�
ральной среде, содержащей 90% RPMI�1640,

10% инактивированной эмбриональной телячьей сы�
воротки, 0,3 мг/мл L�глутамина, 10 мМ  HEРES
(«Flow», Великобритания), 100 мкг/мл гентамици�
на, без митогена или с добавлением 10 мкг/мл фито�
гемагглютинина (ФГА) (Difco «BD») в течение 24 ч
при температуре 37° и 5% СО

2.
 После инкубации раз�

деляли клетки и культуральную жидкость. Клетки
суспендировали (106 в 1мл) в буфере (“Caltag”,
США), содержащем аннексин V�FITC, в течение 10
мин,  затем подвергали проточной цитофлуоримет�
рии на цитометре Epics XL («Beckman Coulter»,
Франция). Анализировали параметры зеленой
(FITC � 530 нм) флюоресценции в гейте лимфоци�
тарных клеток.

Концентрацию TNFα и растворимого рецептора
к нему (sTNF�55Р) определяли в супернатантах
культуры мононуклеарных лейкоцитов с помощью
твердофазного иммуноферментного анализа в соот�
ветствии с инструкцией, прилагаемой производите�
лем тест�систем («Procon», Россия и «Cytimmune»,
США соответственно). Оптическую плотность ра�
створов регистрировали на микропланшетном фото�
метре Multisсan EX («ThermoLabSystems», Финлян�
дия). Концентрацию TNFα и рTNF�55Р рассчиты�
вали по калибровочной кривой.

Оценку нормальности распределения получен�
ных результатов по каждой величине проводили с
помощью критерия Колмогорова�Смирнова. Для
статистической обработки данных применяли t�кри�
терий Стьюдента (в случае нормального распреде�
ления) и U�тест Манна�Уитни (при отклонении рас�
пределения от нормального). Различия считали до�
стоверными при значении р<0,05.

Результаты и обсуждение
В механизмах Т�киллинга вирусинфицирован�

ных клеток ключевое значение имеет рецептор�опос�
редованная клеточная гибель [5]. В результате оцен�
ки уровня экспрессии Fas�рецептора лимфоцитарны�
ми клетками периферической крови было обнару�
жено увеличение содержания CD95+�лимфоцитов у
пациентов с ХГ�С по сравнению со средними значе�
ниями аналогичного параметра у здоровых лиц
(Табл.). Повышение количества Fas�положительных
клеток у больных можно рассматривать, по нашему
мнению, как адекватную реакцию организма, направ�
ленную на элиминацию инфектогена. Однако нали�
чие на поверхности клетки Fas�рецептора вовсе не
означает обязательной реализации клеткой заложен�
ной программы гибели. Для этого необходимо свя�
зывание рецептора со специфическим лигандом, в
качестве которого могут выступать Fas�L цитоток�
сических Т�лимфоцитов, NK�клеток, а также неко�
торые цитокины и антигены [7].

При исследовании реализации программируемой
клеточной смерти с помощью аннексинового теста
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Таблица.  ПОКАЗАТЕЛИ АПОПТОЗА, ПРОДУКЦИИ TNFα И РАСТВОРИМОГО TNFR=1 В ИНТАКТНОЙ И ФГА=СТИМУЛИРОВАННОЙ
КУЛЬТУРАХ ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ У БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКИМ ГЕПАТИТОМ С (M±m)

Интактная культура лимфоцитов крови 
ФГА-стимулированная культура 

лимфоцитов крови Характерис-

тика групп 

обследован-

ных 

Количество 

CD95+-лим-

фоцитов, % 

Количество 

апоптоти-

ческих 

клеток, % 

Содержа-

ние TNFα, 

пг/мл 

Содержание  

sTNFR-1, 

пг/мл 

Количество 

апоптоти-

ческих 

клеток, % 

Содержание 

TNFα, пг/мл 

Содержа-

ние 

sTNFR-1, 

пг/мл 

Здоровые 

доноры 
10,83±1,13 9,14±1,30 103,65±16,22 5,56±1,38 12,39±1,84 342,85±60,86 8,89±2,58 

Больные 

хроническим 

гепатитом С 

минимальной 

степени 

активности 

17,20±1,85* 9,11±0,94 36,70±3,37* 70,01±20,03* 6,56±0,80* 66,55±5,30* 22,50±5,61* 

Больные 

хроническим 

гепатитом С 

умеренной 

степени 

активности 

14,50±1,94* 11,56±2,35 39,48±2,92* 34,02±8,24* ** 8,32±1,09* 96,70±11,49* ** 26,07±7,08* 

Примечание:
* = показаны достоверные различия по сравнению с аналогичными параметрами у здоровых доноров;
** – по сравнению с аналогичными параметрами у пациентов с хроническим гепатитом С минимальной степени активности.

было установлено, что уровень апоптоза в интактной
культуре лимфоцитов у пациентов с ХГС соответство�
вал норме (Табл.). После действия Т�клеточного ми�
тогена ФГА в культуре стимулированных лимфоци�
тов при хронической HCV�инфекции было зарегист�
рировано достоверное снижение содержания апоптоз�
ных клеток (Табл.). Ингибиция активационного апоп�
тоза лимфоцитов у больных ХГС, несмотря на высо�
кий уровень экспрессии Fas�рецептора, по�видимому,
является результатом нарушения естественной реа�
лизации программируемой клеточной гибели.

Цитокины считаются наиболее многочисленной
группой биологически активных веществ, влияние
которых на процесс гибели клетки в последние годы
интенсивно изучается и уже считается доказанным
[4]. Известно, что TNFα подает «сигнал смерти» че�
рез рецептор TNFR�1 (CD120a или р55), иницииру�
ющий взаимодействие смертельных доменов рецеп�
тора с адаптерными протеинами FADD (FasR�
associated death domain) и TRADD (TNFR�associated
death domain) и каспазой�8 [11]. Результаты настоя�
щего исследования свидетельствовали о снижении
конституциональной и ФГА�индуцированной спо�
собности мононуклеарных лейкоцитов больных ХГС
синтезировать TNFα. При этом минимальная сте�
пень активности HCV�ассоциированного гепатита
характеризовалась более выраженным угнетением

ФГА�стимулированной продукции данного цитоки�
на (табл.). Очевидно, что хроническая HCV�инфек�
ция сопровождается нарушением регуляции рецеп�
тор�зависимого апоптоза иммунокомпетентных кле�
ток, опосредованного TNFα.

Наряду с экспрессией мембранных рецепторов,
активация лимфоцитов также сопровождается син�
тезом растворимых форм рецепторных молекул, яв�
ляющихся мощными регуляторами активности ци�
токинов. Растворимый TNFR (sTNFR) продуциру�
ется при альтернативном сплайсинге, утрачивая ин�
трацеллюлярные и трансмембранные области. Этот
растворимый белок конкурирует с мембранно�лока�
лизованным рецептором в связывании лиганда и
может ингибировать TNF�опосредованный апоптоз
[10]. В связи с этим нами была проведена оценка со�
держания sTNFR�1 с молекулярной массой 55 kDa в
культуральных жидкостях мононуклеаров перифе�
рической крови. Анализ полученных данных пока�
зал, что ХГС сопровождается повышенной консти�
туциональной и ФГА�стимулированной продукци�
ей sTNFR�1 in vitro. Достоверно более высокий уро�
вень базальной секреции данного рецептора был
выявлен у больных ХГС с минимальной степенью
активности инфекционного процесса по сравнению
с соответствующим значением у пациентов с умерен�
ной степенью его активности (Табл.).
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Дисбаланс между уровнями экспрессии мемб�
ранной и растворимой форм рецептора может быть
обусловлен воздействием вирусных факторов, на�
правленных на супрессирование программируе�
мой гибели зараженной клетки, как защитной ре�
акции макроорганизма. Многие вирусы, влияя на
гены�промоторы, способны индуцировать синтез
мутантных (растворимых) форм рецепторов смер�
ти. Ранее было показано достоверное увеличение
содержания растворимой формы Fas�рецептора
(sFas) в сыворотке крови больных гепатитами В и
С [3].

Таким образом, хроническое течение гепатита С
сопровождается дизрегуляционными изменениями
продукции ключевого иммунорегуляторного цито�
кина – TNFα и экспрессии его рецептора, что может
обусловливать вирусиндуцированное нарушение
реализации рецептор�зависимого апоптоза иммуно�
компетентных клеток крови и способствовать дли�
тельной персистенции возбудителя.
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