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Резюме. Инфекционный мононуклеоз — широко распространенное заболевание, вызываемое некоторыми 

представителями семейства Herpesviridae. Острая форма инфекционного мононуклеоза развивается преиму-

щественно у детей и на уровне иммунного ответа сопровождается увеличением в периферической крови чис-

ла циркулирующих наивных CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов. Нормализация иммунологических показателей до-

стигается в течение 4–6 месяцев после выздоровления, что служит индикаторным показателем адекватного 

функционирования иммунной системы. «Рецепторы смерти» CD95 и DR3 участвуют в инициации апоптоза 

наивных Т-лимфоцитов, как в норме, так и при остром инфекционном мононуклеозе. Целью работы явилась 

оценка способности рецепторов CD95 и DR3 инициировать апоптоз наивных CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов у де-

тей с инфекционным мононуклеозом в период реконвалесценции. Материалом для исследования послужили 

образцы периферической крови детей, ранее перенесших инфекционный мононуклеоз. Забор крови прово-

дили повторно спустя 4–6 месяцев после заболевания. На момент проведения исследования у детей не выяв-

лялись клинические и лабораторные признаки инфекционного мононуклеоза. В качестве группы сравнения 

выступали дети, которые обследовались нами ранее в период развития у них острого инфекционного монону-

клеоза, а также условно здоровые дети. Выделение наивных CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов проводили методом 

негативной магнитной иммуносепарации. Для специфической стимуляции рецепторов CD95 и DR3 исполь-

зовали моноклональные антитела. Уровень апоптоза и экспрессию «рецепторов смерти» оценивали методом 

проточной цитофлуориметрии. Анализировали свежеизолированные клетки, а также клетки, культивиру-

емые с добавлением соответствующих моноклональных антител. Показано, что период выздоровления со-

провождался усилением апоптоза свежеизолированных наивных CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов по сравнению 

с острой фазой инфекционного мононуклеоза. При этом в обеих популяциях наивных Т-лимфоцитов наблю-

далось повышение восприимчивости CD95+ клеток к апоптозу. В культуре клеток стимуляция CD95 не при-

водила к изменению уровня апоптоза наивных CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов. В свежеизолированных наивных 

CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитах DR3+ клетки были резистентными к апоптозу, а в процессе культивирования их 

сенситивность изменялась в зависимости от субпопуляционной принадлежности. Так, в культуре наивных 

CD4+ Т-лимфоцитов DR3 не участвовал в передаче проапоптотического сигнала. В культуре наивных CD8+ 

Т-лимфоцитов DR3+ клетки усиливали апоптоз клеток, не экспрессирующих этот рецептор. При этом акти-

вация DR3 моноклональными антителами в культуре вызывала гибель DR3+ наивных CD8+ Т-лимфоцитов, 
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что закономерно сопровождалось снижением проапоптотической активности этих клеток и приводило к ин-

гибированию апоптоза суммарного пула наивных CD8+ Т-лимфоцитов. Таким образом, функциональная 

способность рецепторов CD95 и DR3 участвовать в инициации апоптоза наивных Т-лимфоцитов у детей в пе-

риод реконвалесценции инфекционного мононуклеоза различается и зависит от их принадлежности к наи-

вным CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитам.

Ключевые слова: CD95, DR3, апоптоз, наивные Т-лимфоциты, CD4, CD8, инфекционный мононуклеоз.

ROLE OF CD95 AND DR3 RECEPTORS IN NA VE T-LYMPHOCYTES APOPTOSIS IN CHILDREN WITH 

INFECTIOUS MONONUCLEOSIS DURING CONVALESCENCE
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Abstract. Infectious mononucleosis is a widespread disease caused by certain members of Herpesviridae family. Acute 

infectious mononucleosis develops predominantly in children and is accompanied by an increase of the number of circu-

lating naive CD4+ and naive CD8+ T-lymphocytes in the peripheral blood. The normalization of immunological param-

eters is achieved within 4–6 months after recovery and that is an indicator of a proper functioning of the immune system. 

CD95 and DR3 death receptors are involved in the initiation of apoptosis of naive T-lymphocytes in healthy people and 

in patients with infectious mononucleosis. The aim of the study was to evaluate the ability of CD95 and DR3 receptors 

to initiate apoptosis of naive CD4+ and naive CD8+ T-lymphocytes in children with infectious mononucleosis during con-

valescence. The material for the study was the samples of the peripheral blood of children who previously had infectious 

mononucleosis. The blood sampling was carried out again after 4–6 months after the disease. At the time of the study, 

children did not display clinical and laboratory signs of infectious mononucleosis. Same children who were examined 

earlier in the period of the development of acute infectious mononucleosis, as well as relatively healthy children were used 

as the comparison groups. Isolation of naive CD4+ and naive CD8+ T-lymphocytes was performed by negative magnetic 

immunoseparation. For specific stimulation of CD95 and DR3 receptors monoclonal antibodies were used. The level 

of apoptosis and expression of death receptors were evaluated by flow cytometry. Freshly isolated cells were analyzed, 

as well as cells cultured with the addition of appropriate monoclonal antibodies. It was shown that the recovery period 

was accompanied by increased apoptosis of freshly isolated naive CD4+ and naive CD8+ T-lymphocytes compared with 

the acute phase of infectious mononucleosis. Thus in both populations of naive T-cells showed an increase of CD95+ cells’ 

susceptibility to apoptosis. CD95 stimulation in the cell culture did not lead to the change in the level of apoptosis of naive 

CD4+ and naive CD8+ T-lymphocytes. The freshly isolated naive CD4+ and naive CD8+ T-lymphocytes DR3+ cells were 

resistant to apoptosis, and in the process of cultivating their sensitivity varied depending on the subpopulation belonging. 

Thus in the culture of naive CD4+ T-lymphocytes DR3 was not involved in the transfer of pro-apoptotic signal. In the cul-

ture of naive CD8+ T-lymphocytes DR3+ cells were possible to increase the apoptosis of DR3-negative cells. At the same 

time the DR3 activation by monoclonal antibodies in the culture caused the death of DR3+ naive CD8+ T-lymphocytes 

that naturally associated with decreased proapoptotic activity of these cells and resulted in inhibition of apoptosis of total 

pool of naive CD8+ T-lymphocytes. Thus, the functional ability of CD95 and DR3 receptors to trigger an apoptosis of na-

ive T-lymphocytes in children during convalescence of infectious mononucleosis varied and depended on their belonging 

to naive CD4+ or naive CD8+ T-lymphocytes.

Key words: CD95, DR3, apoptosis, naïve T-lymphocytes, CD4, CD8, infectious mononucleosis.

Введение

В настоящее время в педиатрической прак-

тике проблема инфекционного мононуклеоза 

(ИМ) является одной из наиболее актуальных. 

Инфекционный мононуклеоз — полиэтиоло-

гичное заболевание, чаще всего вызываемое ви-

русом Эпштейна–Барр (ВЭБ), цитомегалови-

русом (ЦМВ) и герпесвирусом человека 6 типа 

(ВГЧ 6). Данными возбудителями инфицирова-

но более 90% мирового населения, однако сим-

птомы острого заболевания развиваются редко, 

чаще всего у детей и подростков [6].

Иммунный ответ при остром ИМ характе-

ризуется увеличением числа специфических 

противовирусных CD4+ и, в большей степени, 

CD8+ Т-лимфоцитов периферической крови 

[7, 10, 11]. Абсолютное содержание наивных 

Т-клеток, являющихся предшественниками 

эффекторных Т-лимфоцитов, также возрастает 

в течение острой стадии заболевания [1, 12, 14]. 

Снижение абсолютного количества наивных 

CD4+ (нТх) и СD8+ (нЦТЛ) Т-лимфоцитов в этот 

период является неблагоприятным признаком 

и свидетельствует о хронизации инфекции [13, 

15]. Содержание наивных Т-лимфоцитов в кро-
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ви зависит от уровня апоптоза покоящихся и де-

лящихся клеток [9]. На молекулярном уровне 

инициация клеточной гибели Т-лимфоцитов 

реализуется с участием так называемых «рецеп-

торов смерти» [3].

В период реконвалесценции ИМ наблюдает-

ся нормализация иммунологических показате-

лей в течение 4–6 месяцев. Однако у части детей, 

перенесших острый ИМ, отклонения показате-

лей клеточного звена иммунитета продолжают 

выявляться спустя полгода и более, что связы-

вают с формированием вторичного иммуно-

дефицита. Выявление признаков нарушения 

работы иммунной системы в эти сроки, в том 

числе на молекулярном уровне, требует прове-

дения активных мероприятий, направленных 

на подавление инфекционного процесса и вос-

становление иммунологических функций [1].

Ранее нами показано, что у детей в норме 

и при остром течении ИМ члены белкового се-

мейства «рецепторов смерти» CD95 (Fas, Apo-1) 

и DR3 (LARD, Apo-3) играют неоднозначную 

роль в инициации апоптоза иммунокомпетент-

ных клеток, в том числе наивных Т-лимфоцитов 

[2, 4]. При остром ИМ наблюдали снижение 

уровня апоптоза нЦТЛ после активации рецеп-

торов CD95 и DR3. Уровень апоптоза нТх при 

заболевании не изменялся [5, 8]. Функциональ-

ная направленность рецепторов CD95 и DR3 

в отношении наивных Т-лимфоцитов детей 

с ИМ в период реконвалесценции не известна.

Целью данного исследования явилась апо-

птоз-ассоциированная оценка последствий ак-

тивации рецепторов CD95 и DR3 для наивных 

CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов у детей с ИМ в пе-

риод реконвалесценции.

Материалы и методы

Данная работа явилась заключительным 

этапом в изучении вклада рецепторов CD95 

и DR3 в апоптоз наивных Т-лимфоцитов у детей 

при ИМ. В исследовании приняли участие дети 

в возрасте от 9 до 16 лет, ранее переболевшие 

острым ИМ. Материалом для исследования по-

служили образцы периферической крови. За-

бор крови проводили повторно спустя 4–6 ме-

сяцев после заболевания по согласованию 

с родителями или опекунами, а также с разре-

шения этического комитета. На момент забора 

материала у детей не выявлялись клинические 

и лабораторные признаки ИМ. В качестве груп-

пы сравнения выступали те же дети, которые 

обследовались нами ранее в период развития 

острого ИМ, а также условно здоровые дети со-

поставимого пола и возраста (результаты опу-

бликованы в предыдущих работах) [5, 8].

Ход работы полностью соответствовал опи-

санному ранее. Популяции нТх и нЦТЛ вы-

деляли методом негативной магнитной им-

муносепарации с применением коммерческих 

наборов серии EasySep («Stemcell Technologies», 

Великобритания) согласно инструкции произ-

водителя. Чистоту выделения наивных Т-кле-

ток оценивали методом проточной цито-

флуориметрии с применением панели флуо-

ресцентно меченых антител. Чистота выделения 

наивных Т-лимфоцитов составила более 98%. 

Изолированные нТх и нЦТЛ культивировали 

раздельно в концентрации 1 × 106 клеток/мл 

в среде RPMI-1640 («ПанЭко», Россия) с до-

бавлением 10% эмбриональной телячьей сы-

воротки («PAA Laboratories», Австрия) и 2 mM 

L-глутамина («ПанЭко», Россия) при 37°С и 5% 

СО2. Специфическую активацию клеток прово-

дили мышиными моноклональными антитела-

ми (МКА) против CD95 человека (изотип IgМ, 

клон CH-11, «Beckman Coulter», США) либо 

против DR3 человека (клон JD3, изотип IgG1 

kappa, «eBioscience», США) в концентрации 

200 нг/мл. Контрольные наивные Т-клетки ин-

кубировали с добавлением фосфатно-солевого 

буфера (рН = 7,4).

Оценку уровня апоптоза и экспрессии ре-

цепторов CD95 и DR3 проводили методом 

проточной цитофлуориметрии. Использовали 

проточный цитофлуориметр BD FACS Canto II 

(«Becton, Dickinson and Company», США). На-

стройки напряжения на фотоумножителях 

и настройки компенсации флуоресценции оп-

тимизировали с помощью коммерческих набо-

ров «Cytometry set up and tracking beads» и «Anti-

mouse Ig, k/negative control compensation particles 

set» («BD Biosciences», США). Уровень фонового 

свечения для флуоресцентно меченых антител 

определяли с применением соответствующих 

изотипических контролей. Сбор данных прово-

дили в программе FACSDiva («BD Biosciences», 

США). В каждом образце анализировали 

30 000 клеток. Анализировали клетки в четырех 

вариантах: свежеизолированные, культивируе-

мые контрольные, культивируемые с добавле-

нием анти-CD95 МКА и культивируемые с до-

бавлением анти-DR3 МКА.

Уровень апоптоза наивных Т-лимфоцитов 

определяли с применением флуоресцентно 

меченых антител Annexin V-FITC (AV) («eBio-

scien ce», США) и 7-аминоактиномицином-D 

(7AAD) («BD Pharmigen», США). В зависимости 

от двойного окрашивания лимфоциты разли-

чали как живые (AV–7AAD–), в ранней стадии 

апоптоза (AV+7AAD–) и в поздней стадии апо-

птоза (AV+7AAD+). Определяли процент жи-

вых клеток, клеток в ранней и поздней стадии 

апоптоза от общего числа клеток в гейте лим-

фоцитов. В дальнейшем гейты живых и ранне-

апоптотических Т-лимфоцитов анализировали 

раздельно.
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В каждом гейте определяли поверхностную 

экспрессию CD95 и DR3. Применяли флуорес-

центно окрашенные антитела CD95–PE-Cy7 

и DR3–PE («eBioscience», США). Подсчитывали 

процент живых и находящихся в ранней стадии 

апоптоза CD95–, CD95+, DR3– и DR3+ клеток 

от общего количества клеток в гейте лимфоци-

тов. Плотность экспрессии молекул на поверх-

ности наивных Т-лимфоцитов оценивали ис-

ходя из средней интенсивности флуоресценции 

несущих рецепторы клеток (MFI).

Статистический анализ проводили с приме-

нением парного и непарного t-критерия Стью-

дента либо парного и непарного критерия Уил-

коксона. Для оценки влияния условий куль-

тивирования Т-лимфоцитов на исследуемые 

параметры использовали дисперсионный ана-

лиз с повторными измерениями либо критерий 

Фридмана, а также модель логистической ре-

грессии со смешанными эффектами. Значения 

«p» при множественных сравнениях корректиро-

вали с помощью поправки Холма–Бонферрони. 

Значения p < 0,05 считали статистически значи-

мыми. В тексте результаты представляли с указа-

нием 95%-ного доверительного интервала (ДИ) 

разницы средних в абсолютных значениях.

Результаты
Оценка уровня апоптоза и экспрессии 

рецепторов CD95 и DR3 в свежеизолированных 

нТх детей с ИМ в период реконвалесценции

Выздоровление после ИМ сопровождалось 

снижением количества живых нТх и увеличением 

числа клеток в ранней стадии апоптоза по сравне-

нию с острым периодом заболевания. Количество 

живых нТх снижалось в 1,27 раза (ДИ = 3,76–

26,47%, р = 0,016), а содержание клеток в ранней 

стадии апоптоза увеличивалось в 2,08 раза (ДИ = 

6,65–23,82%, р = 0,004). Процент нТх в поздней 

стадии апоптоза не изменялся (рис. 1А).

При сравнении реконвалесцентов и условно 

здоровых детей различий в процентах живых 

и апоптотирующих свежеизолированных нТх 

выявлено не было (рис. 2А).

В период реконвалесценции процент свеже-

изолированных живых CD95+ нТх снижался 

в 1,31 раза (ДИ = 1,88–17,57%, р = 0,022) по срав-

нению с острым периодом заболевания. Про-

цент живых CD95– клеток, а также плотность 

экспрессии данного рецептора на мембране 

нТх не изменялись. На стадии выздоровления 

наблюдалось снижение процента живых DR3– 

нТх в 1,50 раза (ДИ = 10,68–34,43%, р = 0,003) 

и возрастание процента живых DR3+ клеток 

в 3,56 раза (ДИ = 4,58–10,30, р < 0,001). Также 

выявлено повышение плотности экспрессии 

DR3 в 2,11 раза (ДИ = 17,50–47,76, р = 0,002) 

на поверхности живых нТх у детей после пере-

несенного заболевания по сравнению с острой 

фазой ИМ (рис. 1Б–Г).

При сравнении свежеизолированных живых 

нТх условно здоровых детей и детей в период ре-

конвалесценции различий в экспрессии CD95 

и DR3 обнаружено не было (рис. 2Б–Г).

По сравнению с острым периодом ИМ при 

реконвалесценции процент раннеапоптоти-

ческих CD95– нТх возрастал в 2,35 раза (ДИ = 

2,68–11,24%, р = 0,006), а процент CD95+ кле-

ток — в 1,93 раза (ДИ = 3,40–13,15%, р = 0,005). 

При этом процент раннеапоптотических DR3– 

нТх увеличивался в 1,85 раза (ДИ = 3,54–17,66%, 

р = 0,009), а процент DR3+ клеток в 3,90 раза 

(ДИ = 2,68–6,59%, р < 0,001). Плотность экс-

прессии «рецепторов смерти» на мембране ран-

неапоптотических нТх при реконвалесценции, 

наоборот, снижалась в 1,99 раза (ДИ = 29,18–

1207,18, р = 0,023) и в 10,11 раза (ДИ = 92,02–

1571,47, р = 0,033) (для рецепторов CD95 и DR3 

соответственно) (рис. 1Б–Г).

При сравнении свежеизолированных нТх де-

тей после выздоровления с условно здоровыми 

детьми выявлено возрастание процента ранне-

апоптотических DR3– клеток у реконвалесцен-

тов в 1,81 раза (ДИ = 1,81–18,72%, р = 0,021). Дру-

гих отличий в экспрессии CD95 и DR3 не обна-

ружено (рис. 2Б–Г).

Оценка уровня апоптоза и экспрессии 

рецепторов CD95 и DR3 в свежеизолированных 

нЦТЛ детей с ИМ в период реконвалесценции

Как и в нТх, в свежеизолированных нЦТЛ 

детей в период выздоровления выявлены из-

менения уровня апоптоза клеток по сравнению 

с острым периодом ИМ. Реконвалесценция 

сопровождалась снижением процента живых 

нЦТЛ в 1,42 раза (ДИ = 5,98–31,89%, р = 0,011) 

и возрастанием процента клеток в ранней ста-

дии апоптоза в 2,01 раза (ДИ = 8,79–24,46%, р = 

0,002). Процент нЦТЛ в поздней стадии апопто-

за не изменялся (рис. 1А).

В свежеизолированных нЦТЛ детей после 

выздоровления выявлено возрастание процен-

та нЦТЛ в ранней стадии апоптоза в 1,45 раза 

(ДИ = 1,54–20,19%, р = 0,025) по сравнению 

с условно здоровыми детьми. Других различий 

в содержании нЦТЛ не обнаружено (рис. 2А).

В период реконвалесценции по сравнению 

с острым периодом ИМ изменения экспрессии 

CD95 и DR3 в живых нЦТЛ были аналогичны 

нТх. Реконвалесценция сопровождалась сни-

жением процента свежеизолированных живых 

CD95+ нЦТЛ в 1,56 раза (ДИ = 5,07–22,49%, р = 

0,007), тогда как процент живых CD95– кле-

ток и плотность экспрессии данного рецепто-

ра не изменялись. Процент живых DR3– нЦТЛ 

при выздоровлении снижался в 1,72 раза (ДИ = 

12,25–35,59%, р = 0,003), а процент живых DR3+ 
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клеток возрастал в 3,04 раза (ДИ = 3,65–9,32%, 

р = 0,001). Также выявлено увеличение плот-

ности экспрессии DR3 в 2,25 раза (ДИ = 21,44–

50,01, р < 0,001) на мембране живых нЦТЛ у ре-

конвалесцентов (рис. 1Б-Г).

У детей после выздоровления выявлено уве-

личение плотности экспрессии CD95 в 1,05 раза 

(ДИ = 68,34–93,83, р < 0,001) и снижение плот-

ности экспрессии DR3 в 1,54 раза (ДИ = 17,92–

70,61, р < 0,001) на поверхности живых нЦТЛ 

по сравнению с условно здоровыми детьми. 

В данных группах сравнения других различий 

в экспрессии «рецепторов смерти» не обнару-

жено (рис. 2Б-Г).

Рисунок 1. Разница содержания живых и апоптотических клеток, а также экспрессии рецепторов 

CD95 и DR3 среди нТх и нЦТЛ детей с ИМ в период реконвалесценции по сравнению с периодом 

острого заболевания

Figure 1. The difference between the content of live and apoptotic cells and the expression of CD95 and DR3 
receptors among nTh and nCTL in children with infectious mononucleosis (IM) during convalescence compared with 
the period of acute illness
Примечания. На рисунке приведены разности параметров детей в период реконвалесценции и в период острого ИМ. 
Крупным знаком обозначены медианы выборок. А) Разница процента живых наивных Т-лимфоцитов, клеток в ранней 
и поздней стадиях апоптоза. Б) Разница процента CD95– и CD95+ клеток среди живых и апоптотирующих наивных 
Т-лимфоцитов. В) Разница процента DR3– и DR3+ клеток среди живых и апоптотирующих наивных Т-лимфоцитов. 
Г) Разница плотности экспрессии CD95 на поверхности CD95+ наивных Т-лимфоцитов и DR3 на поверхности DR3+ 
наивных Т-лимфоцитов. Для наглядности указаны значения в интервале [–1000; +1000].
Notes. The figure shows the difference between the parameters in children during convalescence and acute IM. The large 
sign marks the sample median. A) The difference between the percentages of live naive T-lymphocytes, cells in the early 
and late stages of apoptosis. B) The difference between the percentage of CD95– and CD95+ cells in live and apoptotic naive 
T-lymphocytes. C) The difference between the percentages of DR3– and DR3+ cells in live and apoptotic naive T-lymphocytes. 
D) The difference between densities of the CD95 expression on the surface of CD95+ naive T-lymphocytes and DR3 expression 
on the surface of DR3+ naive T-lymphocytes. For clarity the values listed in the range [–1000; +1000].
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По сравнению с периодом острого ИМ при 

реконвалесценции процент раннеапоптоти-

ческих CD95– нЦТЛ увеличивался в 2,46 раза 

(ДИ = 4,10–12,09%, р = 0,002), а процент ранне-

апоптотических CD95+ клеток в 1,79 раза (ДИ = 

4,36–12,70%, р = 0,002). Процентное содержа-

ние DR3– и DR3+ нЦТЛ в ранней стадии апоп-

тоза при выздоровлении также возрастало в 1,71 

и 4,29 раза (ДИ = 5,05–15,42%, р = 0,002 и ДИ = 

2,98–9,80%, р = 0,003) соответственно. Плот-

ность экспрессии CD95 на мембране нЦТЛ 

в ранней стадии апоптоза, наоборот, снижа-

лась в 1,98 раза (ДИ = 52,12–1155,98, р = 0,023) 

на фоне отсутствия изменений плотности экс-

прессии DR3 (рис. 1Б-Г).

По сравнению с условно здоровыми детьми 

у реконвалесцентов наблюдалось повышение 

процента свежеизолированных раннеапопто-

тических CD95– и CD95+ нЦТЛ в 1,44 и 1,46 раза 

(ДИ = 0,27–9,87%, р = 0,046 и ДИ = 1,11–11,59%, 

р = 0,021) соответственно. Процент раннеапоп-

тотических DR3– нЦТЛ возрастал в 1,58 раза 

(ДИ = 2,31–16,98%, р = 0,013), а процент ран-

неапоптотических DR3+ клеток, а также плот-

ность экспрессии CD95 и DR3 не изменялись 

(рис. 2Б-Г).

Влияние активации рецепторов CD95 

и DR3 на апоптоз нТх детей с ИМ в период 

реконвалесценции

У детей в период реконвалесценции куль-

тивирование контрольных нТх приводило 

к снижению процента живых и раннеапоп-

тотических клеток в 1,22 и в 1,50 раза (ДИ = 

3,00–24,32%, р = 0,008 и 2,98–18,17%, р = 0,003) 

соответственно, по сравнению со свежеизо-

лированными клетками. Процент нТх в позд-

ней стадии апоптоза, наоборот, возрастал 

в 3,31 раза (ДИ = 7,45–31,29%, р < 0,001). Схожие 

результаты были получены при специфической 

активации рецепторов CD95 и DR3. При добав-

лении анти-CD95 МКА процент живых и ран-

неапоптотических нТх снижался в 1,24 раза 

и в 1,64 раза (ДИ = 3,22–28,63%, р = 0,10 и ДИ = 

5,14–20,46%, р < 0,001), соответственно, а про-

цент нТх в поздней стадии апоптоза возрастал 

в 3,50 раза (ДИ = 8,28–39,52%, р = 0,001). Добав-

ление анти-DR3 МКА приводило к снижению 

процентного содержания живых и раннеапоп-

тотических нТх в 1,23 раза и в 1,34 раза (ДИ = 

2,82–24,15%, р = 0,008 и ДИ = 1,06–16,26%, р = 

0,015) соответственно. Процент нТх в поздней 

стадии апоптоза при этом возрастал в 2,87 раза 

(ДИ = 4,99–28,83%, р = 0,002) (рис. 2А).

При активации CD95 различий в экспрес-

сии данного рецептора живыми и апоптотиру-

ющими нТх обнаружено не было. Как в куль-

тивируемом контроле, так и при добавлении 

анти-CD95 МКА наблюдалось уменьшение 

процента живых CD95+ клеток. В контроле 

процент живых CD95+ нТх снижался в 1,26 раза 

(ДИ = 2,95–18,00%, р = 0,003), а при активации 

CD95 в 1,31 раза (ДИ = 1,23–16,28%, р = 0,013). 

Процент живых CD95– нТх в обоих случаях 

не изменялся. Обнаружено снижение плотно-

сти экспрессии CD95 на мембране живых нТх 

при культивировании по сравнению со свеже-

изолированными клетками. В контроле плот-

ность экспрессии снижалась в 1,28 раза (ДИ = 

27,05–152,08, р = 0,002), а при активации CD95 

в 1,21 раза (ДИ = 6,25–131,56, р = 0,019). Как 

в контроле, так и при специфической активации 

CD95 процент CD95– и CD95+ нТх в ранней ста-

дии апоптоза не изменялся. При этом в обоих 

случаях культивирование приводило к сниже-

нию плотности экспрессии рецептора на мем-

бране раннеапоптотических клеток: в контро-

ле — в 1,30 раза (ДИ = 34,65–179,08, р = 0,002), 

а при добавлении анти-CD95 МКА — в 1,25 раза 

(ДИ = 6,75–151,18, р = 0,021) (рис. 2Б, Г).

Как в контроле, так и при активации DR3 

в пуле живых нТх снижался процент DR3– 

и DR3+ клеток, а плотность экспрессии DR3 

не изменялась по сравнению со свежеизоли-

рованными нТх. В контроле процент живых 

DR3– клеток снижался в 1,19 раза (ДИ = 0,85–

19,67%, р = 0,026), а процент живых DR3+ нТх — 

в 1,42 раза (ДИ = 1,70–5,12%, р < 0,001). При до-

бавление анти-DR3 МКА процент живых DR3– 

и DR3+ нТх также снижались в 1,19 раза (ДИ = 

1,13–19,96%, р = 0,026) и в 1,32 раза (ДИ = 1,24–

4,65%, р < 0,001). В пуле раннеапоптотических 

нТх независимо от стимуляции DR3 культиви-

рование сопровождалось снижением процента 

DR3– клеток на фоне отсутствия различий про-

цента DR3+ нТх. Процент раннеапоптотических 

DR3– нТх снижался в контроле в 1,45 раза (ДИ = 

0,09–13,02%, р = 0,042), а при добавлении анти-

DR3 МКА в 1,29 раза (ДИ = 1,57–14,68%, р = 

0,011). Также в обоих случаях культивирование 

приводило к снижению плотности экспрессии 

DR3 на мембране нТх в ранней стадии апопто-

за. В контроле плотность экспрессии рецептора 

снижалась в 1,23 раза (ДИ = 6,55–31,88, р = 0,001), 

а при добавлении анти-DR3 МКА в 1,33 раза 

(ДИ = 2,41–27,74, р = 0,012) (рис. 2В, Г).

Влияние активации рецепторов CD95 

и DR3 на апоптоз нЦТЛ детей с ИМ в период 

реконвалесценции

При культивировании нЦТЛ детей в пери-

од выздоровления после острого ИМ нами вы-

явлено снижение процента живых и раннеапо-

птотических нЦТЛ и возрастание процента кле-

ток в поздней стадии апоптоза в контроле и при 

активации CD95. В контроле процент живых 

и раннеапоптотических нЦТЛ снижался в 1,22 

и 1,83 раза (ДИ = 0,56–16,25%, р = 0,023 и ДИ = 
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Рисунок 2. Содержание живых и апоптотических клеток, а также экспрессия рецепторов CD95 и DR3 

среди нТх и нЦТЛ детей с ИМ в период реконвалесценции

Figure 2. Percantage of live and apoptotic cells and also the expression of CD95 and DR3 receptors among naive 
T-helpers (nTh) and naive cytotoxic T-lymphocytes (nCTL) in children with infectious mononucleosis (IM) during 
convalescence
Примечания. * — статистически значимые различия при сравнении со свежеизолированными клетками (p < 0,05); 
** — статистически значимые различия при сравнении со свежеизолированными нТх и нЦТЛ условно здоровых детей 
(p < 0,05). Данные представлены как среднее значение показателя и стандартное отклонение. А) Процент живых 
наивных Т-лимфоцитов, клеток в ранней и поздней стадиях апоптоза. Б) Процент CD95– и CD95+ клеток среди живых 
и апоптотирующих наивных Т-лимфоцитов. В) Процент DR3– и DR3+ клеток среди живых и апоптотирующих наивных 
Т-лимфоцитов. Г) Плотность экспреcсии CD95 на поверхности CD95+ наивных Т-лимфоцитов и плотность экспрессии DR3 
на поверхности DR3+ наивных Т-лимфоцитов.
Notes. * — statistically significant differences compared with freshly isolated cells (p < 0,05); ** — statistically significant 
differences compared with freshly nTh and nCTL of relatively healthy children (p < 0,05). Data are presented as the mean 
and standard deviation. A) The percentage of live naive T-lymphocyte, cells in the early and the late stages of apoptosis. 
B) The percentage of CD95– and CD95+ cells in live and apoptotic naive T- lymphocytes. C) The percentage of DR3– and DR3+ 
cells in live and apoptotic naive T-lymphocytes. D) The density of CD95 expression on the surface of CD95+ naive T-cells and DR3 
expression on the surface of DR3+ naive T-lymphocytes.
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8,07–22,91%, р < 0,001) соответственно, по сравне-

нию со свежеизолированными Т-лимфоцитами. 

Процент клеток в поздней стадии апоптоза воз-

растал в 2,47 раза (ДИ = 9,36–28,22%, р < 0,001). 

Культивирование нЦТЛ с добавлением анти-

CD95 МКА приводило к снижению процента 

живых и раннеапоптотических клеток в 1,32 

и 1,75 раза (ДИ = 3,38–19,04%, р = 0,002 и ДИ = 

6,29–23,38%, р < 0,001) соответственно. Процент 

клеток в поздней стадии апоптоза при актива-

ции CD95 увеличивался в 2,74 раза (ДИ = 10,42–

33,69%, р < 0,001). При специфической активации 

DR3 культивирование нЦТЛ не сопровождалось 

изменением процента живых клеток. Однако 

процент раннеапоптотических нЦТЛ снижался 

в 1,75 раза (ДИ = 7,31–22,16%, р < 0,001). При этом 

процент клеток в поздней стадии апоптоза воз-

растал в 2,09 раза (ДИ = 4,79–23,65%, р < 0,001) 

(рис. 2А).

Как в культивируемом контроле, так и при до-

бавлении анти-CD95 МКА в пуле живых клеток 

снижался процент только CD95+ нЦТЛ. В кон-

троле процент живых CD95+ нЦТЛ снижался 

в 1,24 раза (ДИ = 3,04–11,87%, р = 0,017), а при ак-

тивации CD95 в 1,41 раза (ДИ = 0,55–9,37%, р < 

0,001) по сравнению со свежеизолированными 

Т-лимфоцитами. Процент живых CD95– клеток 

в обоих случаях не изменялся. Культивирование 

сопровождалось снижением плотности экспрес-

сии CD95 на мембране живых нЦТЛ. В контроле 

плотность экспрессии данного рецептора сни-

жалась в 1,22 раза (ДИ = 21,64–115,62, р = 0,001), 

а при добавлении анти-CD95 МКА — в 1,32 раза 

(ДИ = 53,44–147,42, р < 0,001). При культиви-

ровании нЦТЛ процент CD95– и CD95+ клеток 

в ранней стадии апоптоза снижался по сравне-

нию со свежеизолированными Т-лимфоцитами 

вне зависимости от активации CD95. В контро-

ле процент раннеапоптотических CD95– нЦТЛ 

снижался в 1,82 раза (ДИ = 2,68–10,25%, р < 

0,001), а процент раннеапоптотических CD95+ 

клеток — в 1,84 раза (ДИ = 4,27–13,79%, р < 

0,001). При добавлении анти-CD95 МКА про-

цент CD95– клеток в ранней стадии апопто-

за понижался в 1,65 раза (ДИ = 1,94–9,51%, p < 

0,001), а процент раннеапоптотических CD95+ 

нЦТЛ — в 1,83 раза (ДИ = 4,36–13,88%, p < 0,001). 

Как в контроле, так и при активации CD95 плот-

ность экспрессии рецептора на мембране ранне-

апоптотических нЦТЛ уменьшалась. В контро-

ле плотность экспрессии снижалась в 1,20 раза 

(ДИ = 7,25–124,86, р = 0,017), а при добавлении 

анти-CD95 МКА — в 1,32 раза (ДИ = 41,76–

159,38, р < 0,001) (рис. 2Б, Г).

Стимуляция рецептора DR3 при культиви-

ровании нЦТЛ сопровождалась изменением 

его экспрессии в живых клетках. В контроле 

наблюдалось снижение процента живых DR3– 

нЦТЛ в 1,19 раза (ДИ = 0,97–13,00%, р = 0,043) 

и DR3+ клеток в 1,31 раза (ДИ = 1,95–3,28%, р < 

0,001) по сравнению со свежеизолированными 

Т-лимфоцитами. Культивирование с добав-

лением анти-DR3 МКА сопровождалось сни-

жением только процента живых DR3+ клеток 

в 1,28 раза (ДИ = 0,74–3,62%, р < 0,001). Плот-

ность экспрессии рецептора DR3 на мембране 

живых клеток при культивировании снижа-

лась только при его активации в 1,16 раза (ДИ = 

0,30–16,51, р = 0,045). В контроле различий об-

наружено не было. В пуле раннеапоптотичес-

ких нЦТЛ выявлено снижение процента 

DR3– и DR3+ клеток вне зависимости от ус-

ловий культивирования. В контроле процент 

ранне апоптотических DR3– нЦТЛ снижался 

в 1,78 раза (ДИ = 5,75–17,02%, р < 0,001), а при 

добавлении анти-DR3 МКА — в 1,66 раза (ДИ = 

4,86–16,13%, р < 0,001). Процент DR3+ нЦТЛ 

в ранней стадии апоптоза в контроле сни-

жался в 2,00 раза (ДИ = 1,73–6,48%, р < 0,001), 

а при активации рецептора — в 2,07 раза (ДИ = 

1,86–6,62%, р < 0,001). Плотность экспрессии 

DR3 на мембране раннеапоптотических нЦТЛ 

не изменялась вне зависимости от добавления 

анти-DR3 МКА (рис. 2В, Г).

Обсуждение

Нами показано, что в период реконвалесцен-

ции у детей с острым ИМ наблюдалось измене-

ние восприимчивости наивных Т-лимфоцитов 

к апоптозу, в инициации которого неодно-

значную роль играли рецепторы CD95 и DR3. 

Их функциональная направленность зависела 

от популяционной принадлежности наивных 

Т-клеток (нТх или нЦТЛ).

В период выздоровления при изолированном 

культивировании нТх апоптозу подвергались 

преимущественно CD95+ клетки. При этом сти-

муляция клеток анти-CD95 МКА не оказывала 

влияние на уровень апоптоза суммарного пула 

нТх. Ранее нами показано, что CD95 проявляет 

аналогичные свойства в нТх детей с острым ИМ. 

У практически здоровых доноров, наоборот, 

изолированные CD95+ нТх человека не облада-

ют повышенной чувствительностью к апоптозу, 

в том числе, CD95-индуцированному [5]. Мы 

полагаем, что на стадии выздоровления, как 

и в острый период ИМ, CD95 является корецеп-

торной молекулой, повышающей восприимчи-

вость экспрессирующих его нТх к апоптозу.

Как и в нТх, в культуре нЦТЛ в период рекон-

валесценции CD95+ нЦТЛ проявляли высокую 

сенситивность к апоптозу, однако его уровень 

также не изменялся при активации рецептора 

CD95. Сходная картина наблюдалась ранее при 

исследовании условно здоровых детей. Наобо-

рот, в период острого ИМ CD95+ нЦТЛ прояв-

ляли резистентность к апоптозу, а стимуляция 
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анти-CD95 МКА вызывала его ингибирование 

в составе суммарной фракции нЦТЛ [5]. Таким 

образом, в период реконвалесценции ИМ анти-

апоптотический потенциал рецептора CD95 

снижался на фоне частичного усиления его 

цитотоксической направленности, что рассма-

тривается нами как элемент «нормализации» 

функциональных свойств рецептора.

При реконвалесценции DR3+ нТх в культуре 

были восприимчивы к апоптозу. Стимуляция 

рецептора DR3 не оказывала влияния на уро-

вень апоптоза суммарной фракции наивных 

CD4+ Т-клеток. Вместе с тем, ранее показано, 

что у практически здоровых детей и в острый 

период ИМ DR3+ нТх проявляли резистент-

ность к апоптозу и подавляли его развитие 

в DR3– клетках при специфической активации 

рецептора [8]. Таким образом, в период выздо-

ровления резко падает антиапоптотическая 

роль рецептора DR3 в составе нТх.

В культуре нЦТЛ, полученных у детей в пе-

риод реконвалесценции ИМ, выявлена способ-

ность DR3+ клеток усиливать апоптоз наивных 

Т-клеток, не экспрессирующих данный рецеп-

тор. Сами DR3+ нЦТЛ к апоптозу были рези-

стентны. Однако добавление анти-DR3 МКА 

вызывало гибель DR3+ клеток, что сопрово-

ждалось снижением их потенциально проапоп-

тогенных свойств в отношении других субпо-

пуляций нЦТЛ и закономерным ингибирова-

нием апоптоза суммарной фракции наивных 

Т-лимфоцитов. Предыдущие исследования 

показали, что аналогичные свойства рецептора 

DR3 проявляются в культуре нЦТЛ, получен-

ных у детей в период острого ИМ. У практи-

чески здоровых детей в культуре DR3+ нЦТЛ, 

наоборот, проявляли сенситивность к апопто-

зу, а специфическая активация рецептора DR3 

приводила к усилению их проапоптогенных 

свойств [8]. Следовательно, как в острый период 

ИМ, так и на стадии реконвалесценции функ-

циональная роль рецептора DR3 сходна.

Нами обнаружено, что по сравнению с ост-

рым периодом заболевания у реконвалесцентов 

свежеизолированные нТх и нЦТЛ отличались 

более выраженной сенситивностью к апоптозу. 

Изменялось относительное содержание этих 

популяций наивных Т-лимфоцитов, фенотипи-

чески различающихся по экспрессии рецепто-

ров CD95 и DR3. Повышение восприимчивости 

клеток к апоптозу сопровождалось снижением 

относительного содержания CD95+ и увеличе-

нием числа DR3+ наивных Т-клеток. При этом 

как нТх, так и в нЦТЛ возрастала плотность 

экспрессии одного из «рецепторов смерти» — 

DR3. Таким образом, у детей в период выздо-

ровления повышение уровня апоптоза наивных 

Т-лимфоцитов было обусловлено возрастанием 

чувствительности CD95+ Т-клеток к апоптозу. 

В то же время, DR3-экс прессирующие клетки 

проявляли выраженную резистентность к ин-

дукции клеточной смерти.

Усиление апоптоза наивных Т-клеток в пе-

риод реконвалесценции ИМ, по-видимому, 

является одним из механизмов снижения коли-

чества циркулирующих наивных CD4+ и CD8+ 

Т-лимфоцитов, возрастающего в острой стадии 

заболевания. У детей в период выздоровления 

степень выраженности апоптоза свежеизолиро-

ванных нТх достигала значений, присущих ус-

ловно здоровым детям. В свежеизолированных 

нЦТЛ детей в период реконвалесценции уро-

вень апоптоза, наоборот, превышал значения 

данного показателя в группе сравнения. В ходе 

исследования нами показано, что у детей в пе-

риод выздоровления после ИМ рецепторы CD95 

и DR3 могут участвовать в регуляции апоптоза 

наивных Т-лимфоцитов. Их роль различается 

в зависимости от фенотипической принадлеж-

ности клеток.

Усиление восприимчивости наивных Т-кле-

ток к апоптозу, в том числе при специфической 

активации рецепторов CD95 и DR3, можно 

рассматривать как дополнительный иммуно-

логический показатель, свидетельствующий 

о нормализации функционирования Т-клеточ-

ного звена иммунитета после перенесенного 

заболевания.
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