Субпопуляционный состав регуляторных Т-клеток периферической крови у ВИЧ-инфицированных пациентов с дискордантным ответом на антиретровирусную терапию
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Инфекция вирусом иммунодефицита человека (ВИЧ) характеризуется прогрессивным опустошением пула CD4+ Т-лимфоцитов. Назначение антиретровирусной терапии (АРТ) приводит к подавлению репликации вируса и последующему увеличению численности CD4+ Т-лимфоцитов в крови больного (стандартный ответ на лечение) [3]. Вместе с тем, у 20-30% ВИЧ-инфицированных пациентов развивается дискордантный ответ на АРТ, при котором, несмотря на эффективное подавление вирусной нагрузки, отмечается низкая способность к восстановлению числа периферических CD4+ Т-клеток 
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[10, 17]
. При этом у пациентов с дискордантным ответом на АРТ по сравнению с больными, стандартно отвечающими на лечение, дефицит CD4+ Т-лимфоцитов более выражен 
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.
Регуляторные Т-клетки (Treg) представляют собой субпопуляцию CD4+ Т-лимфоцитов. Они выполняют важную функцию поддержания аутотолерантности и иммунного гомеостаза 
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. Однако их роль при ВИЧ-инфекции и, особенно, при развитии дискордантного ответа на терапию остается малопонятной. Большинство исследований построено на оценке корреляционных связей между относительным или абсолютным числом Treg в крови пациентов и общепринятыми для характеристики заболевания параметрами: числом CD4+ Т-лимфоцитов, уровнем вирусной нагрузки, показателями активации клеток 
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. При этом представленные разными авторами данные крайне противоречивы, что может быть связано, как с неоднородностью популяции Treg, так и с отсутствием надежных и специфичных маркеров для их идентификации 
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.
Существует две большие популяции Treg – тимические и периферические клетки 
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. Важным их отличием является экспрессия изоформ поверхностной молекулы CD45. Почти все тимические Treg несут фенотип наивных клеток (CD45RA+), а популяция периферических Treg – клеток памяти (CD45R0+) [25]. Известно, что мишенью ВИЧ являются не все субпопуляции CD4+ Т-лимфоцитов: вирус избирательно инфицирует Т-клетки эффекторной памяти 
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. Регуляторные Т-клетки входят в состав пула CD4+ Т-лимфоцитов, и следовательно, могут быть заражены ВИЧ 
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. Кроме того, они могут разделять фенотипические характеристики субпопуляций конвенциональных CD4+ Т-лимфоцитов. Исходя из этого, оценка субпопуляционного состава Treg представляет собой несомненный интерес. Следует отметить, что среди пациентов с дискордантным ответом на лечение такие исследования ранее не проводились.
Целью настоящей работы была оценка субпопуляционного состава регуляторных Т-клеток у ВИЧ-инфицированных пациентов с дискордантным ответом на лечение.

Материалы и методы. План и проведение работы были одобрены этическим комитетом Пермского краевого центра по борьбе со СПИД и инфекционными заболеваниями (рег. № комитета IRB00008964). Каждый участник исследования подписал информированное согласие. Были обследованы ВИЧ-инфицированные пациенты (n=41) и неинфицированные относительно здоровые добровольцы (n=23). Все ВИЧ-зараженные больные до начала лечения имели уровень CD4+ Т-клеток в крови менее 200 мкл-1 и находились на АРТ более двух лет. Исходя из эффективности ответа на лечение, пациенты были разделены на две группы: 1) субъекты с числом периферических CD4+ Т-лимфоцитов более 350 мкл-1 (стандартный ответ на терапию, n=22) и 2) больные с количеством CD4+ Т-клеток крови менее 350 мкл-1 (дискордантный ответ на лечение, n=19).
Забор венозной крови проводили натощак в пробирки, покрытые ЭДТА. Плазму крови отделяли от форменных элементов центрифугированием. Вирусную нагрузку ВИЧ определяли посредством разветвленной ДНК-гибридизации набором «Versant HIV-1 RNA 3,0 assay b» на анализаторе Versant 440 (Siemens, Германия) в соответствии с инструкцией производителя. Численность CD4+ Т-лимфоцитов в периферической крови оценивали с использованием коммерческого набора Immunocytometry Systems (BDIS) Simultest™ (Becton Dickinson, США) на проточном цитофлюориметре FACSCalibur (Becton Dickinson, США). Мононуклеарные клетки выделяли путем центрифугирования двукратно разведенной фосфатно-солевым буферным раствором Дульбекко (DPBS, Gibco, США) периферической крови в градиенте плотности Диаколла (1,077 г/мл, Диаэм, Россия). Выделенные клетки собирали, дважды отмывали раствором DPBS, подсчитывали в камере Горяева, после чего подвергали контролируемому замораживанию в жидком азоте в среде, содержащей 90% термоинактивированной эмбриональной телячьей сыворотки (Gibco, Южная Америка) и 10% диметилсульфоксида (AppliChem, Германия) до момента использования. Перед проведением иммунофенотипирования клетки размораживали. Подсчет жизнеспособных клеток (окраска трипановым синим) проводили на приборе Vi-CELL XR Cell Counter (Beckman Coulter, США) с использованием программного обеспечения Vi-CELL XR 2.04 (Beckman Coulter, США).
Идентификацию субпопуляций Т-лимфоцитов проводили на проточном цитофлюориметре Fortessa (Becton Dickinson, США) с использованием моноклональных антител, специфичных к поверхностным молекулам CD3-AF700, CD25-BUV395, CD127-BV786, CCR7-PE-Cy7 (Becton Dickenson, США), CD45RA-BV650 (Biolegend, США), CD4-Qdot605, внутриклеточной молекуле FOXP3-PE (eBioscience™, США) и витального красителя LIVE/DEAD® Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (Invitrogen, США). Среди CD4+ Т-лимфоцитов выявляли наивные клетки (CD45RA+CCR7+), клетки центральной (CD45RA–CCR7+) и эффекторной (CD45RA–CCR7–) памяти и терминально-дифференцированные эффекторы (CD45RA+CCR7–). В каждой субпопуляции определяли регуляторные Т-клетки, к которым относили лимфоциты с фенотипом CD25+CD127lowFOXP3+. Рассчитывали относительные и абсолютные величины.
Полученные данные представлены в виде медиан и интерквартильных размахов (25-75 персентиль), либо средних величин и их ошибки. Достоверность различий определяли на основе критерия U-Манна-Уитни и t-критерия Стьюдента.

Результаты исследования. Субъекты всех обследованных групп не отличались между собой по возрасту и половому составу (таблица 1). Среди ВИЧ-инфицированных больных преобладал половой путь заражения вирусом. К моменту обследования пациенты со стандартным и дискордантным ответом на АРТ не различались по длительности инфекции и продолжительности лечения. Концентрация ВИЧ в крови пациентов составила менее 50 копий/мл (предел чувствительности тест-системы), что свидетельствовало о вирусологической эффективности АРТ. Абсолютное количество CD4+ Т-лимфоцитов у ВИЧ-инфицированных субъектов обеих групп было существенно снижено по сравнению с соответствующим показателем здоровых добровольцев. Так как критерием разделения пациентов на группы была численность периферических CD4+ Т-лимфоцитов, более глубокий дефицит этих клеток был установлен у лиц с дискордантным ответом на АРТ.
Оценка абсолютного числа CD4+ Т-лимфоцитов среди наивных элементов, клеток центральной, эффекторной памяти и терминально-дифференцированных эффекторов показала следующее. У ВИЧ-инфицированных пациентов было установлено статистически значимое снижение численности клеток во всех субпопуляциях по сравнению с соответствующими показателями здоровых лиц (рисунок 1). При этом у пациентов с дискордантным ответом на АРТ дефицит CD4+ Т-клеток в каждой из субпопуляций был более выражен, чем в обеих группах сравнения.
При анализе численности Treg среди субпопуляций CD4+ Т-лимфоцитов различной степени зрелости были получены следующие данные (рисунок 2). У ВИЧ-инфицированных субъектов со стандартным ответом на АРТ и здоровых людей статистически значимые различия были установлены только при сравнении абсолютного количества Treg, несущих фенотип наивных элементов и клеток центральной памяти. При этом у больных с неэффективным восстановлением иммунитета на фоне АРТ численность Treg во всех субпопуляциях клеток была статистически значимо снижена, как по сравнению со здоровыми добровольцами, так и пациентами со стандартным ответом на лечение. Таким образом, у пациентов с дискордантным ответом на терапию абсолютное число регуляторных Т-клеток, как и CD4+ Т-лимфоцитов, понижено среди наивных элементов, клеток памяти и терминально-дифференцированных эффекторов.
Изменение процентного содержания Treg среди CD4+ Т-клеток различной стадии дифференцировки было следующим (рисунок 3). У здоровых добровольцев минимальная доля Treg была выявлена в субпопуляции наивных лимфоцитов. В процессе созревания клеток относительное количество Treg в каждой последующей субпопуляции постепенно увеличивалось, достигая максимального значения среди терминально-дифференцированных элементов. У ВИЧ-инфицированных пациентов, также как у здоровых людей, доля регуляторных клеток в субпопуляции наивных элементов оказалась наименьшей. Статистически значимые различия содержания Treg среди лимфоцитов данной субпопуляции были установлены только при сравнении показателей в группах больных со стандартным ответом на АРТ и здоровых лиц (P<0,05). У зараженных субъектов, независимо от эффективности ответа на лечение, процент Treg значительно увеличивался среди CD4+ Т-клеток центральной памяти по сравнению с его уровнем среди наивных элементов. При этом у больных обеих клинических групп относительное количество Treg в субпопуляции лимфоцитов центральной памяти было сопоставимо с соответствующим значением, выявленным у здоровых добровольцев (P>0,05).
Основные различия между субъектами обследованных групп были установлены на уровне клеток эффекторной памяти: при ВИЧ-инфекции в данной субпопуляции CD4+ Т-лимфоцитов существенно возрастает доля регуляторных клеток. Так, у больных со стандартным ответом на лечение относительное количество Treg среди CD4+ Т-клеток эффекторной памяти существенно превышало соответствующий показатель здоровых добровольцев (P<0,01). При этом у пациентов с дискордантным ответом на АРТ содержание Treg эффекторной памяти было сопоставимо с таковым, выявленным у субъектов, стандартно отвечающих на лечение (P>0,05), но статистически значимо превышало их уровень, установленный в группе здоровых лиц (P<0,001). Более того, у ВИЧ-позитивных больных, независимо от эффективности ответа на АРТ, доля Treg среди Т-клеток эффекторной памяти была сопоставима с таковой, обнаруженной у здоровых добровольцев среди терминально-дифференцированных элементов. Следует также отметить, что только у пациентов с дискордантным ответом на АРТ относительное число Treg в субпопуляции терминально-дифференцированных лимфоцитов существенно снижалось по сравнению с их уровнем среди клеток эффекторной памяти (P<0,001). Более того, если у здоровых людей доля терминально-дифференцированных Treg повышалась относительно их количества среди клеток эффекторной памяти, то у больных, стандартно отвечающих на лечение, относительное содержание Treg в обеих субпопуляциях почти не менялось. Вместе с тем, при сравнении доли Treg среди терминально-дифференцированных элементов статистически значимые различия были выявлены только между показателями в группах ВИЧ-зараженных пациентов (P<0,02). Таким образом, полученные нами данные свидетельствуют о том, что при ВИЧ-инфекции среди CD4+ Т-лимфоцитов эффекторной памяти существенно повышена доля регуляторных Т-клеток, а наличие дискордантного ответа на АРТ сопровождается значительным снижением их относительного количества в субпопуляции терминально-дифференцированных эффекторов.
Обсуждение результатов. Роль регуляторных Т-клеток при ВИЧ-инфекции, и особенно, при дискордантном ответе на лечение, остается малопонятной. Ряд исследователей связывает низкие темпы восстановления численности CD4+ Т-лимфоцитов на фоне проводимой АРТ с уровнем Treg в крови пациентов 
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. Однако данные работы построены на оценке связей между показателями дискордантного ответа на терапию и числом клеток с фенотипическими признаками Treg. Вместе с тем, представленные на сегодняшний день данные литературы показывают, что популяция регуляторных клеток крайне неоднородна 
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. Основным источником Treg является тимус, где под влиянием аутоантигенов формируется функционально зрелая популяция клеток. После выхода из тимуса Treg мигрируют на периферию, где осуществляют контроль за аутоиммунными реакциями 
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. Регуляторные клетки могут быть также генерированы за пределами тимуса из наивных предшественников, стимулированных чужеродными антигенами 
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. Популяция периферических Treg обеспечивает толерантность во взаимоотношениях «мать-плод» и, обладая выраженными супрессорными свойствами, играет важную роль в контроле над иммунной активацией и воспалением 
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. Как и конвенциональные CD4+ Т-лимфоциты, Treg можно разделить по фенотипическим признакам на функционально отличные субпопуляции – покоящиеся, активированные, наивные элементы, клетки памяти 
 ADDIN EN.CITE 
[5, 18]
.
В настоящей работе мы показали, что у ВИЧ-инфицированных пациентов с дискордантным ответом на АРТ по сравнению с субъектами, стандартно отвечающими на лечение, абсолютное число Treg, также как и CD4+ Т-лимфоцитов, было снижено во всех субпопуляциях различной степени зрелости: наивных клеток, клеток центральной, эффекторной памяти и терминально-дифференцированных эффекторов. Вместе с тем, доля Treg эффекторной памяти была существенно повышена по сравнению с таковой в остальных субпопуляциях CD4+ Т-лимфоцитов.
Увеличение доли Treg среди CD4+ Т-клеток может быть связано с более высокой их жизнеспособностью по сравнению с конвенциональными CD4+ Т-лимфоцитами [9]. Кроме того, повышенный запрос на Treg эффекторной памяти – основные клетки с выраженными супрессорными свойствами [22] – обусловлен, по-видимому, необходимостью постоянного контроля над персистирующей иммунной активацией, отмечаемой у ВИЧ-инфицированных больных [2]. Следует отметить, что результативность проявления супрессорных свойств Treg в значительной мере зависит от их соотношения с «отвечающими» клетками-мишенями 
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. Исходя из этого, именно относительное количество Treg будет иметь значение при подавлении активации CD4+ Т-клеток, абсолютное число которых существенно сокращается при ВИЧ-инфекции. Подтверждением этому может быть наличие у ВИЧ-инфицированных лиц, как правило, более высокого уровня активации CD8+ Т-лимфоцитов, чем CD4+ Т-клеток 
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.
Необходимо отметить, что Treg проявляют супрессивную активность не только в отношении CD4+ Т-клеток, но, в том числе, и среди CD8+ Т-лимфоцитов и клеток врожденного иммунитета 
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. Важным является то, что размер популяций названных выше клеток значительно превосходит численность самих регуляторных Т-лимфоцитов. Следовательно, уменьшение абсолютного количества Treg предполагает снижение способности подавления клеток-мишеней других популяций. Исходя из вышеизложенного, можно заключить, что при ВИЧ-инфекции размер пула регуляторных Т-клеток, по-видимому, является достаточным для контроля над активацией CD4+ Т-лимфоцитов, но, в то же время его может не хватать для сдерживания избыточной активации иммунокомпетентных клеток, не относящихся к популяции CD4+ Т-лимфоцитов. Этим частично можно объяснить повышенный уровень активации CD8+ Т-лимфоцитов и клеток врожденного иммунитета у больных с дискордантным ответом на АРТ по сравнению с таковым у лиц, стандартно отвечающих на лечение 
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.
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