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Резюме. Целью исследования было изучение фенотипа эффекторных Т-лимфоцитов у больных хроническим 

вирусным гепатитом С (ХВГС) до и после лечения препаратами прямого противовирусного действия в зависи-

мости от генотипа вируса. Обследовано 50 больных ХВГС без признаков цирроза печени. Диагноз устанавлива-

ли на основании эпидемиологических и клинико-лабораторных данных при обнаружении специфических се-

рологических маркеров ХВГС и РНК вируса гепатита С (ВГС) в соответствии с рекомендациями Европейской 

ассоциации по изучению печени (EASL, 2016). Содержание РНК ВГС определяли методом количественной по-

лимеразной цепной реакции в реальном времени. Степень фиброза печени у больных ХВГС оценивали с помо-

щью ультразвуковой эластографии. Лечение больных осуществляли в течение 3 месяцев препаратами прямого 

противовирусного действия согласно рекомендациям EASL 2016 г. В контрольную группу вошли 46 практичес-

ки здоровых лиц, у которых во время профилактического осмотра были исключены выраженные хроничес кие 

заболевания различных органов и систем, отсутствовали жалобы на состояние здоровья и определялись соот-

ветствовавшие норме показатели клинического и биохимического анализов крови при отсутствии маркеров 

к вирусным гепатитам В и С, антител к описторхисам; факт злоупотребления алкоголем в анамнезе отрицался. 

Исследование субпопуляционного состава хелперных и цитотоксичес ких Т-лимфоцитов осуществляли мето-

дом прямой иммунофлуоресценции цельной периферической крови. Нами получен 100% устойчивый виру-

сологический ответ у больных с 1, 2 и 3 генотипами ХВГС без признаков цирроза печени при применении 

терапии Софосбувиром (400 мг) и Даклатасвиром (60 мг) в течение 12 недель. Установлено, что у больных ХВГС 

в зависимости от генотипа ВГС были обнаружены характерные особенности в фенотипическом составе эф-

фекторных Т-лимфоцитов до и после лечения препаратами прямого противовирусного действия. При геноти-

пах 1 и 3 ВГС у больных повышалось содержание терминально-дифференцированных эффекторных (TEMRA) 

Т-хелперов и эффекторной памяти (EM). Только у пациентов с генотипом 2 ВГС в крови понижался уровень 
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Т-хелперов EM. Независимо от генотипа ВГС снижалось относительное количество Т-хелперов центральной 

памяти (CM). Уровень эффекторных субпопуляций цитотоксических Т-лимфоцитов у больных ХВГС соответ-

ствовал контрольным уровням или превышал их в зависимости от генотипа ВГС. У больных с генотипом 1 ВГС 

уровень всех исследуемых субпопуляций эффекторных цитотоксических Т-лимфоцитов был равен контроль-

ным значениям. У пациентов с генотипом 2 ВГС в периферической крови повышалось количество наивных 

цитотоксических Т-клеток и CM. У больных с генотипом 3 ВГС в крови было увеличено содержание наивных 

цитотоксических Т-лимфоцитов, CM и TEMRA. Наибольшая вирусная нагрузка была выявлена у больных 

ХВГС с генотипом 1 ВГС. Фиброз печени был наиболее выражен у больных ХВГС с генотипами 2 и 3 ВГС. Через 

3 месяца лечения препаратами прямого противовирусного действия у больных ХВГС независимо от генотипа 

ВГС сохранялось сниженное содержание Т-хелперов CM. Дополнительно к этому у пациентов с генотипами 1 

и 3 ВГС выявлялось понижение количества наивных Т-хелперов, а у больных с генотипами 2 и 3 ВГС нормали-

зовывалось содержание наивных цитотоксических Т-лимфоцитов.

Ключевые слова: хронический вирусный гепатит С, вирус гепатита С, генотип, Т-лимфоциты, фенотип, лечение.
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Abstract. The aim of the study was to investigate the phenotype of effector T lymphocytes in patients with chronic viral hepa-

titis C (CVHC) before and after of treatment with direct antiviral drugs depending on the genotype of the virus. 50 patients 

with CVHC without signs of liver cirrhosis were examined. The diagnosis was made on the basis of epidemiological and clini-

cal laboratory data as recommended by the European Association for the Study of the Liver when specific serological markers 

of CHCV and RNA of hepatitis C virus (HCV) were detected (EASL, 2016). The determination of HCV RNA was carried out 

by the method of quantitative polymerase chain reaction in real time. The degree of liver fibrosis in patients with CVHC was 

assessed using ultrasound elastography. Patients were treated for 3 months with direct antiviral drugs according to the recom-

mendations of the European Association for the Study of the Liver (2016). The control group included 46 practically healthy 

individuals with severe chronic diseases of various organs and systems excluded during a routine examination, no health com-

plaints, having normal clinical and biochemical blood tests in the absence of markers for viral hepatitis B and C, antibodies 

to opisthorchis and denying history of alcohol abuse. The study of the subpopulation composition of helper and cytotoxic 

T lymphocytes was carried out by direct immunofluorescence of whole peripheral blood. We obtained a 100% sustained viro-

logical response in patients with 1, 2 and genotypes of CHCV without signs of liver cirrhosis when using therapy with Sofos-

buvir (400 mg) and Daclatasvir (60 mg) for 12 weeks. It was found that in CVHC patients were found characteristic features 

in the phenotypic composition of effector T lymphocytes before and after treatment with direct antiviral drugs in depending 

on the genotype of HCV. Patients with HCV genotypes 1 and 3 had an increase in the content of terminal differentiated ef-

fector (TEMRA) T helpers and effector memory (EM). Only patients with HCV genotype 2 had a decrease in the level of EM 

T-helper cells in the blood. A decrease in the relative number of T helpers of central memory (СM) was independent of the 

HCV genotype. The level of effector subpopulations of cytotoxic T lymphocytes in patients with CVHC was consistent with or 

exceeded control levels in depending on the genotype of HCV. The level of all investigated subpopulations of effector cytotoxic 

T lymphocytes in patients with HCV genotype 1 was equal to the control values. The number of naïve cytotoxic T cells and 

CM in peripheral blood in patients with HCV genotype 2 was increased. The content of naïve cytotoxic T lymphocytes, CM 

and TEMRA in patients with genotype 3 HCV in the blood was increased. The highest viral load was detected in patients with 

CVHC with genotype 1 HCV. Liver fibrosis was most pronounced in patients with CVHC infection with HCV genotypes 2 

and 3. After 3 months of treatment with direct antiviral drugs the patients with CVHC had a reduced content of CM T help-

ers regardless of the HCV genotype. In addition, patients with HCV genotypes 1 and 3 had a decrease in the number of naïve 

T helpers and patients with HCV genotypes 2 and 3 had a normalization of the content of naïve cytotoxic T lymphocytes.

Key words: chronic viral hepatitis C, hepatitis C virus, genotype, T lymphocytes, phenotype, treatment.

Введение

Одной из основных причин хронических за-

болеваний печени является инфекция, вызван-

ная вирусом гепатита С (ВГС). К настоящему 

времени число инфицированных ВГС людей 

в мире составляет более 185 млн человек [8, 

25, 26]. Хроническая инфекция ВГС часто со-

провождается развитием цирроза печени, ге-

патоцеллюлярного рака, печеночной недоста-

точности и, как следствие, тесно связана с не-

благоприятным исходом заболевания [12, 28, 
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33]. Качество оказания медицинской помощи 

больным хроническим вирусным гепатитом С 

(ХВГС) значительно улучшилось благодаря со-

временным методам диагностики, лечения 

и профилактики. Поставлена задача по устра-

нению ВГС с помощью целенаправленных тера-

певтических стратегий в течении 15–20 лет, хотя 

прогнозируется, что вторичная смертность, свя-

занная с ВГС-инфекцией, еще будет расти в те-

чение следующих 20 лет [2, 9, 26]. В связи с этим 

появляется необходимость изучения механиз-

мов развития инфекции ВГС для разработки 

стратегии предотвращения как самого заболева-

ния, так и его осложнений

Известно, что развитие и исход инфекционно-

го процесса, вызванного ВГС, зависит от состоя-

ния иммунной системы [1, 3, 28, 31]. Вероятно, 

именно иммунитет конкретного человека опре-

деляет исход хронической инфекции — от мини-

мальных гистологических изменений до обшир-

ного фиброза и цирроза, с гепатоцеллюлярной 

карциномой или без нее. Ранее были показаны 

особенности иммунных изменений при вирус-

ных гепатитах и других вирусных инфекциях 

с выделением типов иммунного реагирования, 

которые реализуются в широком диапазоне — 

от отсутствия какой-либо реакции до выражен-

ных изменений в иммунной системе, связанных 

с развитием иммунодефицитных состояний или 

гиперреактивных [1].

Ключевую роль в механизмах противовирус-

ного иммунитета (в том числе, и при ВГС) игра-

ют Т-лимфоциты. В исследовании Luxenburger H. 

и соавт. (2018) показано, что особенности разви-

тия Т-клеточного ответа у больных ХВГС тесно 

связаны с клиническим течением инфекци-

онного процесса [23]. Причем отрицательный 

вирусный клиренс определялся выраженным 

ответом со стороны Т-хелперов и цитотоксиче-

ских Т-лимфоцитов. Обнаружено, что у больных 

ХВГС под действием инфекционного процесса 

развивается ремоделирование фенотипического 

состава Т-лимфоцитов, которое, прежде всего, 

реализуется в снижении количества наивных 

Т-клеток [34]. При этом предполагается, что 

относительное «старение» Т-лимфоцитов при 

ХВГС определяется как формированием специ-

фических эффекторных клеток, так и повышен-

ной чувствительностью наивных Т-клеток к апо-

птозу за счет повышенной экспрессии рецептора 

PD1 [30, 34].

В ряде исследований отмечается, что терапия 

ВГС препаратами прямого противовирусного 

действия практически всегда приводит к полной 

элиминации вируса и выздоровлению пациен-

тов [2, 12]. Причем эффективность лечения по-

вышается при определении генотипа ВГС [16, 

17]. Однако влияние самой терапии на иммун-

ные реакции, в том числе с учетом генотипа ВГС, 

остается неисследованным. После проведенной 

терапии интенсивность воспалительного про-

цесса и фиброза печени снижается, но не устра-

няется, остаются нарушения со стороны специ-

фического Т-клеточного ответа [13, 22]. Все это 

определяет тот факт, что лечение ВГС не приво-

дит к формированию эффективного защитного 

иммунитета, следствием чего могут быть повтор-

ные инфекции. В связи с этим появляется необ-

ходимость изучения показателей Т-клеточного 

иммунитета у больных ХВГС до и после лечения.

Таким образом, целью исследования было из-

учение фенотипа эффекторных Т-лимфоцитов 

у больных ХВГС до и после лечения препарата-

ми прямого противовирусного действия в зави-

симости от генотипа вируса.

Материалы и методы

Под наблюдением в клиническом гастро-

энтерологическом отделении НИИ медицин-

ских проблем Севера (г. Красноярск) находи-

лись 50 больных ХВГС в возрасте 43,4±8,6 лет 

(28 мужчин и 22 женщины). Диагноз устанавли-

вали на основании эпидемиологических и кли-

нико-лабораторных данных при обнаружении 

специ фических серологических маркеров ХВГС 

и РНК ВГС по рекомедациям Европейской ас-

социации по изучению печени (EASL) [18, 19]. 

Фиброз печени изучался методом сдвиговолно-

вой транзиторной эластометрии с применением 

ультразвуковых систем Aixplorer (Франция) или 

Siemens Acuson S2000 (Германия). Оценка фибро-

за проводилась по шкале METAVIR. Выделялось 

4 степени фиброза в зависимости от выявляемых 

показателей эластичности печени: F0 — фиброз 

отсутствует (≤ 5,8 кПа); F1 — портальный и пе-

рипортальный фиброз без септ (5,9–7,2 кПа); 

F2 — портальный и перипортальный фиброз 

с единичными септами (7,3–9,5 кПа); F3 — пор-

тальный и перипортальный фиброз со множе-

ственными мостовидными порто-портальными 

и порто-центральными септами (9,6–12,5 кПа); 

F4 — цирроз (≥ 12,6 кПа).

Лечение больных ХВГС осуществляли на ос-

новании рекомендаций EASL 2016 г. [18]. Все 50 

пациентов с проводимой терапией были «наив-

ными» (ранее не лечились противовирусными 

препаратами) и не имели цирроза печени (ста-

дия F0–F3 по METAVIR). 19 больных с ХВГС 

имели 1 генотип вируса С (у 11 больных опре-

делялся фиброз печени F0–F1 по METAVIR, 

у 4 лиц — фиброз F2 по METAVIR, у 4 больных — 

фиброз F3 по METAVIR), у 15 пациентов диа-

гностировался 2 генотип вируса С (у 6 лиц был 

обнаружен фиброз печени F0–F1 по METAVIR, 

у 3 пациентов — фиброз F2 по METAVIR и у 6 

больных — фиброз F3 по METAVIR), 3 генотип 

вируса С был выявлен у 16 человек (у 8 паци-

ентов регистрировали фиброз печени F0–F1 

по METAVIR, у 3 лиц — фиброз F2 по METAVIR, 

у 5 больных — фиброз F3 по METAVIR). Все 

50 человек получали препараты прямого про-
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тивовирусного действия Софосбувир (400 мг) 

и Даклатасвир (60 мг) 1 раз в сутки в течение 

12 недель. Клинический и лабораторный конт-

роль с определением количества РНК вируса 

гепатита С методом полимеразной цепной ре-

акции (ПЦР) осуществляли до начала лечения 

ХВГС, через 4 недели терапии, в момент оконча-

ния лечения и через 24 недели после окончания 

терапии. Приверженность приема препаратов 

оценивалась с использованием теста Мориски–

Грина (Morisky–Green Test) [15].

В контрольную группу вошли 46 практически 

здоровых лиц, у которых во время профилакти-

ческого осмотра были исключены выраженные 

хронические заболевания различных органов 

и систем, отсутствовали жалобы на состояние 

здоровья и определялись соответствовавшие 

норме показатели клинического и биохимичес-

кого анализов крови при отсутствии маркеров 

к вирусным гепатитам В и С, антител к опистор-

хисам; факт злоупотребления алкоголем в анам-

незе отрицался.

Определение содержания РНК ВГС осу-

ществляли методом количественной ПЦР в ре-

альном времени на приборе Biorad CFX96 Real 

Time System (BioRad Laboratories, США) с по-

мощью тест-системы Abbott RealTime HCV test® 

(Abbott, США). Генотип ВГС определяли с по-

мощью набора VERSANT® HCV Amplification 

2.0 (LiPA) (Siemens, Германия). Степень фибро-

за печени у больных ХВГС оценивали с помо-

щью ультразвуковой эластографии на аппарате 

FibroScan 502 (Echosens, Франция).

Исследование субпопуляционного состава 

хелперных и цитотоксических Т-лимфоцитов 

осуществляли методом прямой иммунофлуо-

ресценции цельной периферической крови 

с использованием моноклональных антител 

(Beckman Coulter, США), меченных FITC (fluo-

rescein isothiocyanate), ECD (phycoerythrin-Texas 

Red-X), APC (allophycocyanin), AA700 (alexa fluor 

700) и AA750 (alexa fluor 750) в следующей па-

нели: CD45RO-FITC/CD62L-ECD/CD4-APC/

CD3-AA700/CD45-AA750. Распределение анти-

тел по каналам флуоресценции проводили в со-

ответствие с принципами формирования пане-

лей для многоцветных цитофлуориметрических 

исследований [7]. Пробоподготовку выполняли 

по стандартной методике [29]. Анализ окра-

шенных клеток проводили на проточном цито-

флуориметре Navios (Beckman Coulter, США) 

Рисунок. Вирусная нагрузка у больных ХВГС 

с разными генотипами ВГС

Figure 1. Viral load in patients with CVHС related 
to various HCV genotypes

Таблица 1. Фенотипический состав CD4+ Т-лимфоцитов у больных ХВГС до лечения в зависимости 

от генотипа ВГС (Ме [Q1–Q3])

Table 1. Phenotypic profile of CD4+ T lymphocytes in patients with CVHC before treatment related to HCV genotype 
(Ме [Q1–Q3])

Показатели

Parameters

Контроль

Control
n = 46

Больные ХВГС/Patients with CVHC
Генотип 1

Genotype 1
n = 18

Генотип 2

Genotype 2
n = 15

Генотип 3

Genotype 3
n = 17

CD3+CD4+, 109/L
0,83 (0,56–1,16) 0,94 (0,84–1,15) 0,73 (0,62–0,84) 0,95 (0,80–1,31)

p2 = 0,013 p3 = 0,013
CD3+CD4+CD45RО–CD62L+, % 14,6 (12,4–18,5) 12,0 (8,6–15,6) 14,8 (10,9–19,5) 14,0 (8,4–15,7)

CD3+CD4+CD45RО+CD62L+, %
19,2 (16,7–23,0) 12,4 (11,5–17,4) 12,5 (7,9–15,4) 14,3 (12,1–15,1)

p1 < 0,001 p1 < 0,001 p1 < 0,001

CD3+CD4+CD45RО+CD62L–, %

10,6 (9,0–13,1) 15,6 (13,1–19,8) 7,8 (6,6–9,0) 12,4 (10,6–16,4)

p1 < 0,001
p1 = 0,010
p2 < 0,001

p1 = 0,037
p3 < 0,001

CD3+CD4+CD45RО–CD62L–, %

0,29 (0,12–0,95) 2,33 (0,84–4,77) 0,70 (0,29–1,38) 1,47 (0,60–2,17)

p1 < 0,001 p2 = 0,021
p1 < 0,001
p3 = 0,044

Примечание. p1 — статистически значимые различия с показателями контрольной группы; p2 — статистически значимые различия 
с показателями больных с генотипом 1 ВГС; p3 — статистически значимые различия с показателями больных с генотипом 2 ВГС.
Note. p1 — statistically significant differences versus controls; p2 — statistically significant differences versus patients with genotype 1 HCV; 
p3 — statistically significant differences versus patients with genotype 2 HCV.
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Центра коллективного пользования КНЦ СО 

РАН. Обработку полученных цитофлуориме-

трических результатов осуществляли с помо-

щью программ Navios Software v. 1.2 и Kaluza 

v. 2.1.1 (Beckman Coulter, США). Т-хелперы (Th) 

и цитотоксические Т-клетки (Tcyt) в зависимо-

сти от уровней экспрессии CD45RO и CD62L 

разделяли на четыре основные субпопуля-

ции: «наивные» клетки с фенотипом CD45RО–

CD62L+, клетки центральной (СМ) и эффектор-

ной (ЕМ) памяти (фенотипы CD45RО+CD62L+ 

и CD45RО+CD62L– соответственно), а также 

«терминально-дифференцированные» эффек-

торные клетки (TEMRA, CD45RО–CD62L–). 

В каждой пробе анализировали не менее 50 000 

лимфоцитов.

Все исследования выполнены с информиро-

ванного согласия испытуемых и в соответствии 

с Хельсинкской декларацией Всемирной ассоци-

ации «Этические принципы проведения науч-

ных медицинских исследований с участием че-

ловека» с поправками 2000 г. и «Правилами кли-

нической практики в Российской Федерации», 

утвержденными приказом Минздрава РФ № 266 

от 19.06.2003.

Описание выборки производили с помо-

щью подсчета медианы (Ме) и интерквартиль-

ного размаха в виде 1 и 3 квартилей (Q1–Q3). 

Достоверность различий между показателями 

независимых выборок оценивали по непара-

метрическому критерию Манна–Уитни (Mann–

Whitney U test). Достоверность различий пока-

зателей в группах больных до и после лечения 

(связанные выборки) определяли по критерию 

Вилкоксона (Wilcoxon matched pairs test). Для ис-

следования силы взаимосвязей показателей вы-

числялся коэффициент ранговой корреляции 

по Спирмену (Spearman rank R). Статистический 

анализ осуществляли в пакете прикладных про-

грамм Statistica 8.0 (StatSoft Inc., 2007).

Результаты

Лечение Софосбувиром и Даклатасвиром 

в течение 12 недель у наивных больных ХВГС 

без цирроза печени позволило получить 100%-

ный устойчивый вирусологический ответ (УВО, 

определяется через 6 месяцев после окончания 

лечения) у всех пациентов, принявших уча-

стие в исследовании. То есть мы не получили 

различий в ответе на лечение Софосбувиром 

и Даклатасвиром у пациентов с 1, 2 и 3 генотипа-

ми вируса С.

Вирусная нагрузка у больных ХВГС в зависи-

мости от генотипа ВГС представлена на рис. 1. 

Обнаружено, что у больных с генотипом 1 ВГС 

уровень вирусной нагрузки выше, чем у пациен-

тов с генотипами 2 и 3 ВГС. После лечения пре-

паратами прямого противовирусного действия 

только среди больных с генотипом 2 ВГС обна-

ружены два пациента, у которых выявляется ви-

русная нагрузка (7,60 × 104 МЕ/мл и 1,40 × 106 МЕ/

мл). С помощью теста Мориски–Грина оба паци-

ента были признаны некомплаентными. В связи 

с этим анализ особенностей фенотипа эффек-

торных Т-лимфоцитов после лечения для этих 

двух пациентов не производился.

При исследовании иммунологических показа-

телей у больных ХВГС в зависимости от генотипа 

ВГС обнаружено, что у пациентов с генотипом 2 

ВГС в периферической крови понижено абсолют-

ное количество CD3+CD4+-лимфоцитов относи-

тельно уровней, выявленных у больных с геноти-

пами 1 и 3 ВГС (табл. 1). Независимо от генотипа 

Таблица 2. Фенотипический состав CD4– Т-лимфоцитов у больных ХВГС до лечения в зависимости 

от генотипа ВГС (Ме [Q1–Q3])

Table 2. Phenotypic profile of CD4– T lymphocytes in patients with CVHC before treatment related to HCV genotype 
(Ме [Q1–Q3])

Показатели

Parameters

Контроль

Control
n = 46

Больные ХВГС/Patients with CVHC
Генотип 1

Genotype 1
n = 18

Генотип 2

Genotype 2
n = 15

Генотип 3

Genotype 3
n = 17

CD3+CD4–, 109/L 0,55 (0,37–0,80) 0,49 (0,42–0,79) 0,67 (0,49–0,78) 0,72 (0,67–1,02)

CD3+CD4–CD45RО–CD62L+, %
5,9 (3,7–9,1) 7,1 (6,6–8,2) 10,2 (6,7–13,6) 9,1 (6,9–11,5)

p1 = 0,021 p1 = 0,035

CD3+CD4–CD45RО+CD62L+, %
2,6 (1,8–3,8) 3,7 (2,5–4,8) 5,0 (3,6–6,0) 4,4 (2,3–5,7)

p1 = 0,003 p1 = 0,036
CD3+CD4–CD45RО+CD62L–, % 8,4 (6,2–11,6) 8,0 (5,9–10,3) 9,8 (7,5–12,6) 8,7 (6,0–13,5)

CD3+CD4–CD45RО–CD62L–, %

6,5 (4,1–10,0) 9,7 (5,2–11,5) 6,1 (3,3–10,0) 11,7 (6,1–15,6)

p1 = 0,030
p3 = 0,043

Примечание. p1 — статистически значимые различия с показателями контрольной группы; p2 — статистически значимые различия 
с показателями больных с генотипом 1 ВГС; p3 — статистически значимые различия с показателями больных с генотипом 2 ВГС.
Note. p1 — statistically significant differences versus controls; p2 — statistically significant differences versus patients with genotype 1 HCV; p3 — 
statistically significant differences versus patients with genotype 2 HCV.
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ВГС у обследованных пациентов процентное ко-

личество СМ Th было ниже контрольных значе-

ний. Относительное содержание EM Th у больных 

с генотипом 2 ВГС понижено в сравнении с кон-

трольными величинами, тогда как при генотипах 

1 и 3 ВГС выявляется повышение уровня данной 

фракции клеток. У больных с генотипами 1 и 3 

ВГС в крови количество TEMRA Th выше кон-

трольного диапазона, в то время как у обследован-

ных пациентов с генотипом 2 ВГС относительный 

уровень лимфоцитов с данным фенотипом ниже, 

чем у больных с другими генотипами ВГС.

У больных ХВГС до начала лечения в зави-

симости от генотипа вируса также выявляются 

изменения субпопуляционного состава CD4– 

Т-лимфоцитов (табл. 2). Так, у пациентов с ге-

нотипами 2 и 3 ВГС в периферической крови 

повышается процентное содержание наивных 

и СМ Tcyt относительно контрольных значений. 

Только у больных с генотипом 3 ВГС уровень 

содержания зрелых эффекторных клеток по-

пуляции TEMRA увеличивается относительно 

контрольного диапазона и уровня, выявленного 

у пациентов с генотипом 2 ВГС.

Таблица 3. Фенотипический состав CD4+ Т-лимфоцитов у больных ХВГС после лечения 

в зависимости от генотипа ВГС (Ме [Q1–Q3])

Table 3. Phenotypic profile of CD4+ T lymphocytes in patients with CVHC after treatment related to HCV genotype 
(Ме [Q1–Q3])

Показатели

Parameters

Контроль

Control
n = 46

Больные ХВГС/Patients with CVHC
Генотип 1

Genotype 1
n = 18

Генотип 2

Genotype 2
n = 15

Генотип 3

Genotype 3
n = 17

CD3+CD4+, 109/L

0,83 (0,56–1,16) 3,19 (2,61–3,53) 2,09 (1,71–2,42) 2,70 (2,38–3,02)

p1 < 0,001
p1 < 0,001
p2 = 0,019

0,72 (0,67–1,02)

CD3+CD4+CD45RО–CD62L+, %
14,6 (12,4–18,5) 8,7 (7,1–15,9) 10,7 (7,7–15,1) 10,6 (6,6–13,6)

p1 = 0,039 p1 = 0,041

CD3+CD4+CD45RО+CD62L+, %
19,2 (16,7–23,0) 13,5 (9,3–16,6) 16,1 (11,1–18,9) 13,8 (12,7–18,9)

p1 < 0,001 p1 = 0,042 p1 = 0,015

CD3+CD4+CD45RО+CD62L–, %
10,6 (9,0–13,1) 20,1 (14,2–25,6) 10,3 (8,4–11,7) 12,7 (11,8–15,1)

p1 < 0,001 p2 < 0,001 p2 = 0,026

CD3+CD4+CD45RО–CD62L–, %
0,29 (0,12–0,95) 1,81 (1,12–2,38) 1,0 (0,5–2,6) 1,0 (0,6–2,1)

p1 < 0,001 p1 = 0,027 p1 = 0,017

Примечание. p1 — статистически значимые различия с показателями контрольной группы; p2 — статистически значимые различия 
с показателями больных с генотипом 1 ВГС; p3 — статистически значимые различия с показателями больных с генотипом 2 ВГС.
Note. p1 — statistically significant differences versus controls; p2 — statistically significant differences versus patients with genotype 1 HCV; 
p3 — statistically significant differences versus patients with genotype 2 HCV.

Таблица 4. Субпопуляционный состав CD4– Т-лимфоцитов у больных ХВГС после лечения 

в зависимости от генотипа ВГС (Ме [Q1–Q3])

Table 4. Phenotypic profile of CD4– T lymphocytes in patients with CVHC after treatment related to HCV genotype 
(Ме [Q1–Q3])

Показатели

Parameters

Контроль

Control
n = 46

Больные ХВГС/Patients with CVHC
Генотип 1

Genotype 1
n = 18

Генотип 2

Genotype 2
n = 15

Генотип 3

Genotype 3
n = 17

CD3+CD4–, 109/L
0,55 (0,37–0,80) 1,63 (1,10–2,28) 2,01 (1,77–2,13) 2,64 (1,47–3,50)

p1 < 0,001 p1 < 0,001 p1 < 0,001
CD3+CD4–CD45RО–CD62L+, % 5,9 (3,7–9,1) 4,7 (3,5–7,9) 5,4 (3,9–9,3) 6,3 (5,1–9,7)

CD3+CD4–CD45RО+CD62L+, %
2,6 (1,8–3,8) 3,4 (2,2–4,9) 4,0 (2,7–7,8) 5,1 (3,4–9,7)

p1 = 0,046 p1 = 0,003
CD3+CD4–CD45RО+CD62L–, % 8,4 (6,2–11,6) 7,0 (4,0–9,6) 9,5 (7,0–18,8) 8,1 (5,2–15,0)

CD3+CD4–CD45RО–CD62L–, %
6,5 (4,1–10,0) 7,6 (2,9–11,5) 9,0 (4,6–18,8) 13,5 (4,6–14,3)

p1 = 0,011

Примечание. p1 — статистически значимые различия с показателями контрольной группы; p2 — статистически значимые различия 
с показателями больных с генотипом 1 ВГС; p3 — статистически значимые различия с показателями больных с генотипом 2 ВГС.
Note. p1 — statistically significant differences versus controls; p2 — statistically significant differences versus patients with genotype 1 HCV; 
p3 — statistically significant differences versus patients with genotype 2 HCV.
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С помощью корреляционного анализа уста-

новлено, что у больных с генотипом 1 ВГС со сте-

пенью вирусной нагрузки отрицательно взаимо-

связан относительный уровень Th-эффекторной 

памяти (r = –0,53, р = 0,030) и положительно — 

содержание наивных Th (r = 0,58, р = 0,014) и на-

ивных Tcyt (r = 0,44, р = 0,042). У больных с гено-

типом 2 ВГС со степенью вирусной нагрузки от-

рицательно коррелируют относительные уровни 

CM Tcyt (r = –0,62, р = 0,043) и TEMRA Tcyt (r = 

–0,68, р = 0,037). У пациентов с генотипом 3 ВГС 

корреляционных взаимосвязей между степенью 

вирусной нагрузки и субпопуляционным соста-

вом Т-лимфоцитов не обнаружено.

После лечения препаратами прямого противо-

вирусного действия у больных ХВГС в перифери-

ческой крови повышается абсолютное содержа-

ние CD3+CD4+-лимфоцитов (табл. 3). При этом 

у больных с генотипом 2 ВГС по сравнению 

с больными с генотипами 1 и 3 ВГС обнаружи-

вается минимальный уровень клеток с указан-

ным фенотипом. У больных с генотипами 1 и 3 

ВГС процентное количество наив ных Т-хелперов 

снижено относительно контрольного диапазона. 

Независимо от генотипа вируса гепатита С у об-

следованных пациентов снижается содержание 

Т-хелперов центральной памяти и повышается 

уровень «терминально-дифференцированных» 

Т-хелперов по сравнению с контрольными зна-

чениями. Только у больных с генотипом 1 ВГС 

после проведенного лечения в крови повышается 

количество EM Th как относительно контроль-

ного диапазона, так и уровней, выявленных у па-

циентов с генотипами 2 и 3 ВГС.

После проведенного лечения у больных ХВГС 

независимо от генотипа ВГС в крови повыша-

ется абсолютное количество цитотоксических 

Т-лимфоцитов (табл. 4). При этом у больных 

с генотипами 2 и 3 ВГС выявляется повышение 

процентного содержания СМ Tcyt относитель-

но контрольного диапазона, и только у больных 

с генотипом 3 ВГС в результате проведенного ле-

чения увеличивается уровень TEMRA Tcyt.

При сравнении субпопуляционного состава 

Т-лимфоцитов крови у больных ХВГС до и че-

рез 3 мес. лечения обнаружено, что у пациентов 

с генотипом 1 ВГС возрастает абсолютное со-

держание как Т-хелперов (р = 0,028), так и ци-

тотоксических Т-клеток (р = 0,027), а также 

увеличивается процентный уровень TEMRA 

Th (см. табл. 1–4). У больных с генотипом 2 ВГС 

в результате проведенного лечения также увели-

чивается абсолютное содержание Th (р = 0,015) 

и Tcyt (р = 0,031). Кроме того, у лиц данной груп-

пы через 3 мес. лечения наблюдается снижение 

процентного количества наивных Tcyt (р = 0,040) 

и увеличение содержания зрелых эффекторов 

популяции TEMRA Tcyt (р = 0,029). У больных 

с генотипом 3 ВГС в результате проведенного ле-

чения выявляется только повышение абсолют-

ного количества Th (р = 0,024) и Tcyt (р = 0,009).

Обсуждение

Высокая эффективность лечения больных 

с хроническим вирусным гепатитом С препара-

тами прямого противовирусного действия в на-

шем исследовании соответствует современным 

данным. За короткое время произошла револю-

ция в терапии данной патологии [21].

В процессе формирования эффекторных 

субпопуляций Т-лимфоциты проходят два эта-

па развития: антиген-независимая дифферен-

цировка в тимусе и антиген-зависимая диф-

ференцировка в периферических органах им-

мунной системы [4, 11]. Первый этап завершет-

ся выходом из тимуса в циркуляцию наивных 

Т-лимфоцитов, на втором этапе (после актива-

ции специфичес ким антигеном и антиген-за-

висимой дифференцировки) происходит фор-

мирование клеток центральной памяти и эф-

фекторной памяти, а также зрелых эффектор-

ных клеток популяции TEMRA [4, 20]. Процесс 

дифференцировки Т-лимфоцитов можно кон-

тролировать по изоформе рецептора CD45, ко-

торый представляет собой трансмембранный 

белок с тирозинфосфатазной активностью. 

Внеклеточная белковая часть CD45 кодирует-

ся 7 экзонами. В наивных Т-лимфоцитах в этот 

участок рецептора входят все домены, что обо-

значается как CD45RA (с молекулярной массой 

в 220 kDa). В процессе антиген-зависимой диф-

ференцировки осуществляется альтернативный 

сплайсинг участков РНК, в результате которого 

теряется часть внеклеточных доменов молекулы 

CD45 и она трансформируется через переход-

ные формы в CD45R0 (с молекулярной массой 

в 180 kDa) [4, 11]. TEMRA Т-лимфоциты также 

экспрессируют CD45RA [4, 32]. Следовательно, 

Т-лимфоциты, экспрессирующие CD45R0, опре-

деляются как Т-клетки памяти (CM и EM), тогда 

как не экспрессирующие данную молекулу от-

носятся к «наивным» и TEMRA.

Другой молекулой, которая экспрессируется 

на Т-лимфоцитах, определяя их субпопуляцию, 

является CD62L. Данная молекула является 

L-селектином, который определяет миграцию 

клеток в периферические лимфоидные орга-

ны, так как его лигандами на эндотелии явля-

ются GlyCAM-1 (молекула клеточной адгезии, 

экспрессированная на эндотелии лимфоуз-

лов), MadCAM-1 (белок эндотелия в лимфоид-

ной ткани, ассоциированной с кишечником) 

и CD34 (белок эндотелиальных клеток) [4, 6, 24]. 

Соответственно, CD62L-рецептор экспрессиру-

ется на наивных Т-лимфоцитах и CM-клетках 

(определяя их миграцию в периферичес кую лим-

фоидную ткань) и не экспрессируется на EM-

клетках и TEMRA (их функция выполняется вне 

лимфоидных органов) [6, 20, 32].

Исходя из состава рецепторных молекул на по-

верхности Т-лимфоцитов, можно определить, 

что до начала проведения терапии препаратами 
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прямого противовирусного действия у больных 

ХВГС с генотипами 1 и 3 ВГС в периферичес-

кой крови по сравнению с контрольными зна-

чениями понижается процентное содержание 

Т-хелперов CM и повышается количество EM 

и TEMRA. Только у больных ХВГС с генотипом 1 

ВГС выявляются взаимосвязи между содержа-

нием Т-хелперов и величиной вирусной нагруз-

ки: положительная связана с уровнем наивных 

CD4+ Т-лимфоцитов и отрицательная — с коли-

чеством Т-хелперов EM. Данные взаимосвязи от-

ражают развитие следующих механизмов реаги-

рования Т-хелперов на инфекционный процесс. 

Во-первых, ВГС 1 генотипа стимулирует антиген-

независимую дифференцировку Т-хелперов и их 

выход из тимуса в кровь. При этом экспрессия 

CD62L-рецептора позволяет им быстро мигри-

ровать в периферическую лимфоидную ткань, 

что, соответственно, не приводит к повышению 

их количества в крови. Во-вторых, по пуляция 

Т-хелперов EM преимущественно представлена 

зрелыми эффекторными клетками, которые осу-

ществляют активный синтез и секрецию цито-

кинов, а также экспрессию на мембране эффек-

торных молекул [4]. Их количество определяется 

механизмами антиген-зависимой дифференци-

ровки, причем именно у больных ХВГС с гено-

типом 1 ВГС обнаружена наиболее выраженная 

вирусная нагрузка. При генотипе 2 ВГС наблю-

даются наиболее низкие значения абсолютного 

количества Т-хелперов, выявляемые у больных 

ХВГС, а также понижение уровней CD4+-клеток 

CM и EM.

Фенотипический состав цитотоксических 

Т-лимфоцитов периферической крови у боль-

ных ХВГС с генотипом 1 ВГС до начала лече-

ния препаратами прямого противовирусного 

действия аналогичен значениям контрольной 

группы. Между тем у больных данной группы 

выявляется положительная корреляционная 

связь величины вирусной нагрузки с уровнем 

наивных Tcyt, что, по-видимому, определяется 

механизмами стимуляции антиген-независи-

мой дифференцировки. При генотипе 2 ВГС вы-

является повышение количества наивных и CM 

Tcyt. Кроме того, у лиц данной группы обнару-

жены отрицательные взаимосвязи величины ви-

русной нагрузки с уровнями CM и EM Tcyt, что 

характеризует наличие стимуляции антиген-за-

висимой дифференцировки и формирования 

специфического Т-клеточного ответа при ин-

фекционном процессе. У больных с генотипом 3 

ВГС до начала проведения терапии препаратами 

прямого противовирусного действия в крови от-

носительно контрольных значений повышаются 

уровни наивных Tcyt, CM и TEMRA. При этом 

необходимо учитывать, что уровень экспрессии 

перфоринов и гранзимов в цитотоксических 

Т-лимфоцитах повышается при их дифферен-

цировке от наивных (минимальное внутрикле-

точное содержание), через Т-клетки CM и EM 

до TEMRA (максимальное количество) [5]. 

Следовательно, при генотипе 3 наблюдается 

наиболее выраженный эффекторный ответ ци-

тотоксических Т-лимфоцитов.

Через 3 месяца лечения препаратами прямо-

го противовирусного действия у больных ХВГС 

наблюдается повышение абсолютного содержа-

ния Т-хелперов в периферической крови (при 

генотипе 1 ВГС — в 3,4 раза, при генотипе 2 — 

в 2,9 раза, при генотипе 3 — в 2,8 раза). При этом 

при генотипе 1 и 3 ВГС выявляется снижение 

процентного количества наивных Т-хелперов 

и центральной памяти, но на фоне повышения 

уровней Т-хелперов EM и TEMRA. У больных 

с генотипом 2 ВГС после лечения обнаружено 

снижение уровня Т-хелперов CM и повышение 

содержания TEMRA. Кроме того, у больных 

ХВГС через 3 месяца лечения препаратами пря-

мого противовирусного действия наблюдается 

повышение абсолютного количества цитоток-

сических Т-лимфоцитов (при генотипе 1 ВГС — 

в 3,3 раза, при генотипе 2 — в 3,0 раза, при гено-

типе 3 — в 3,7 раза). Причем при генотипе 1 ВГС 

отсутствуют изменения в процентном содержа-

нии наивных и эффекторных Tcyt относитель-

но контрольных значений (как и до лечения). 

При генотипе 2 ВГС у больных после лечения 

обнаружено снижение содержания наивных Tcyt 

и повышение уровня TEMRA относительно по-

казателей, которые выявлялись у данной груп-

пы обследованных до лечения. У больных ХВГС 

с генотипом 3 ВГС после терапии препаратами 

прямого противовирусного действия сохраня-

ются особенности соотношения эффекторных 

цитотоксических Т-лимфоцитов, которые вы-

являлись до лечения: повышение процентно-

го количества цитотоксических Т-клеток CM 

и TEMRA.

Изменение в количестве эффекторных суб-

популяций Т-лимфоцитов в крови у больных 

ХВГС до и после лечения препаратами прямо-

го противовирусного действия также можно 

рассматривать с позиций концепции иммун-

ного истощения. В настоящее время под им-

мунным истощением понимается снижение 

количества или функциональной активности 

антиген-специфических Т-лимфоцитов в усло-

виях длительной персистенции антигена [10]. 

Показано, что при ХВГС повышается уровень 

апоптоза Т-лимфоцитов, снижается цитокин-

продуцирую щая активность CD4+ и CD8+ 

T-лимфоцитов, а также киллерная активность 

цитотоксичес ких Т-лимфоцитов [14, 27]. В на-

шем исследовании у больных ХВГС до начала 

лечения препаратами прямого противовирус-

ного действия, исходя из количественного со-

става эффекторных Т-лимфоцитов в крови, вы-

раженного иммунного истощения не обнару-

жено, в частности уровень TEMRA Т-хелперов 

и цитотоксических Т-лимфоцитов либо соот-

ветствует контрольным значениям, либо превы-
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шает их. Единственным показателем, который 

в крови больных ХВГС независимо от генотипа 

ВГС снижен по сравнению с контрольным диа-

пазоном, является процентное содержание CM 

Т-хелперов. Наихудший вариант обнаружен при 

генотипе 2 ВГС: у пациентов данной группы от-

носительно контрольного диапазона и показате-

лей больных с генотипом 1 и 3 ВГС понижено со-

держание EM Th. Через 3 месяца лечения пони-

женный уровень CM Th в крови у больных ХВГС 

сохраняется, при этом у пациентов с генотипами 

1 и 3 ВГС выявляется снижение количества на-

ивных Т-хелперов. У больных с генотипами 2 и 3 

ВГС содержание наивных Tcyt становится рав-

ным контрольным значениям. Можно предпо-

ложить, что до начала лечения у больных ХВГС 

состояние иммунного истощения преимуще-

ственно определялось не количественными из-

менениями эффекторных Т-лимфоцитов в кро-

ви, а их функциональной активностью. После 

лечения количество пониженных относительно 

нормы показателей возрастает, тогда как вы-

раженного увеличения уровней эффекторных 

субпопуляций Т-лимфоцитов не выявляется. 

Следовательно, на фоне элиминации ВГС вос-

становления реактивности иммунной системы 

не наблюдается.

Заключение

Нами получен 100% УВО у «наивных» больных 

с 1, 2 и 3 генотипами ХВГС без признаков цирроза 

печени при применении терапии Софосбувиром 

(400 мг) и Даклатасвиром (60 мг) в течение 12 

недель. У больных ХВГС в зависимости от ге-

нотипа ВГС обнаружены характерные особен-

ности в фенотипическом составе эффекторных 

Т-лимфоцитов до и после лечения препаратами 

прямого противовирусного действия. При гено-

типах 1 и 3 ВГС у больных повышалось содер-

жание Т-хелперов EM и TEMRA. Только у па-

циентов с генотипом 2 ВГС в крови понижался 

уровень Т-хелперов EM. Независимо от генотипа 

ВГС было снижено относительное количество 

Т-хелперов CM. Уровень эффекторных субпопу-

ляций цитотоксических Т-лимфоцитов у боль-

ных ХВГС соответствовал контрольным значе-

ниям или превышал их в зависимости от гено-

типа ВГС. У больных с генотипом 1 ВГС уровень 

всех исследуемых субпопуляций эффекторных 

цитотоксических Т-лимфоцитов был равен кон-

трольным значениям. У пациентов с генотипом 2 

ВГС в периферической крови повышалось коли-

чество наивных и CM цитотоксических Т-клеток. 

У больных с генотипом 3 ВГС в крови было уве-

личено содержание наивных цитотоксических 

Т-лимфоцитов, CM и TEMRA. Необходимо отме-

тить, что наибольшая вирусная нагрузка выявля-

лась у больных ХВГС с генотипом 1 ВГС. Только 

у этой группы больных количество наивных 

Т-хелперов и цитотоксических Т-лимфоцитов 

в крови было положительно взаимосвязано 

с уровнем вирусной нагрузки. У пациентов с ге-

нотипом 2 ВГС содержание Т-хелперов CM и EM 

отрицательно коррелировало с уровнем вирусной 

нагрузки. В то же время фиброз печени был наи-

более выражен у больных ХВГС с генотипами 2 

и 3 ВГС: фиброз тяжелой степени у данных групп 

больных выявлялся в 37,5 и 38,4% соответствен-

но, против 23,1% у пациентов с генотипом 1 ВГС. 

Через 3 месяца лечения препаратами прямого 

противовирусного действия у больных ХВГС не-

зависимо от генотипа ВГС сохранялось снижен-

ное содержание Т-хелперов CM. Кроме этого, 

у пациентов с генотипами 1 и 3 ВГС выявлялось 

понижение количества наивных Т-хелперов, 

а у больных с генотипами 2 и 3 ВГС наблюдалась 

нормализация содержания наивных цитоток-

сических Т-лимфоцитов. Предполагается, что 

до начала лечения препаратами прямого противо-

вирусного действия состояние иммунного исто-

щения, связанного с длительной персистенцией 

вируса в организме, преимущественно определя-

ется сниженной функциональной активностью 

эффекторных субпопуляций Т-лимфоцитов, 

а не их количеством. Однако концепция иммун-

ного истощения подтверждается состоянием 

Т-клеточного иммунитета у больных ХВГС после 

лечения: через 3 месяца эффективной терапии 

(практически при полной элиминации вируса 

из организма) восстановления иммунной систе-

мы не происходит.
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