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Открытие и углубленное изучение наличия и
распространения на клетках иммунной системы
(ИС) паттернразпознающих рецепторов расши�
рило представление о ее гомеостатической роли,
которая реализуется через функциональную ин�
теграцию врожденного и адаптивного иммуни�
тета [1]. При этом, выявлено, что свою основную
роль ИС проявляет через морфогенетическую
функцию, направленную на контроль соответ�
ствия клеточного и гуморального гомеостаза
организма его генотипу на определенном этапе
онтогенеза и в адекватных данным условиям
среды [2]. В этой связи основной стратегией ла�
бораторной иммунологии является разработка
и применение методов определения интенсив�
ности гомеостатической активации и последую�
щей пролиферации лимфоцитов как показатель
состояния ИС [3]. Перспективным при реализа�
ции данного направления может быть анализ
динамики плотности СD�структур на лимфоци�
тах крови, как остаточного признака предше�
ствующего иммуногенеза в лимфоидных орга�
нах. Известно, что после стимуляции лимфоци�
тов антигеном или митогеном, в них активиру�
ются метаболические процессы и на их поверх�
ности увеличивается плотность соответствую�
щих рецепторов, в том числе и СD�структур, а
следовательно и авидность к соответствующим
лигандам [4]. Нами предложен иммунногенез�
ный подход к тестированию пула активирован�
ных лимфоцитов крови по плотности СD�
структур на плазмолемме, отражающий функ�
циональное состояние клеток, предшествую�
щее взятию крови на анализ по их авидности
к эритроцитам барана (ЭБ) при постановке
реакции розеткообразования [5].

В этой связи целью нашей работы стало
изучение доли активированных лимфоцитов
крови человека и её изменение при краткос�
рочной холодовой инкубации in vitro

+�лимфоциты определяли
двумя способами: методом спонтанного розет�
кообразования (Е�РОК СП) и моноклональных
антител к СD�структурам (СD2, СD4, СD8 и
СD16), связанных с эритроцитами. В последнем
случае использовали эритроцитарный диагнос�
тикум (Витебск, Беларусь), состоящий из фикси�
рованных ЭБ, нагруженых моноклональными
антителами против соответствующих СD�
структур [7].

Для создания оптимального рецептор�ли�
гандного взаимодействия, приближенного к
внутренней среде организма человека, лимфо�
цитарные и эритроцитарные суспензии при�
готавливали на питательной смеси: среда 199;
10 % ЭТС; 0,2 мкг/мл глутамина; 0,02 мкг/мл
аспарагина; 20 мМ HEPES; 10 мМ 2�меркапто�
этанола; 100 мкг/мл гентамицина. Проводили
также щадящую фиксацию клеток глютаро�
вым альдегидом pH 7,2 в конечной концентра�
ции 0,6%/мл и приготовление препаратов, ми�
нимизирующее механическое повреждение
образовавшихся розеток. В 4�х местах препа�
рата анализировали 200 лимфоцитов, распре�
деляя их на статистические классы (КЛ) по ко�
личеству присоединивших ЭБ: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8 и более 8 (КЛ 0 ЭБ, КЛ 1 ЭБ и т.д.), считая
что авидность присоединения зависит от
плотности СD�структуры. Суспензию лимфо�
цитов, оставшуюся после первого исследова�
ния Е�РОК, инкубировали в холодильнике при
4°С в течение 24 часов, после чего образцы
лимфоцитов помещали в термостат на 1 час
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+�лимфоцитов крови обследованных экст�
ракорпоральной холодовой инкубацией клеток.
Перспективность, фундаментальность выбора
данной структуры состоит в том, что, во�пер�
вых, она представлена на всех Т�лимфоцитах и
большей части натуральных киллеров (НК).
Во�вторых, СD2�структура одной из первых
появляется на лимфоцитах при иммунопоэзе
и сохраняется на дифференцированных лим�
фоцитах. Данная динамика СD2�структуры на
лимфоцитах определена ее важной функцией:
обеспечение адгезии при клеточных взаимо�
действиях и проведение активирующего и ми�
тогенного сигнала в клетку альтернативо Т�
клеточному рецептору (ТКР) и другим мито�
генным структурам на НК и клетках других
тканей. Если учесть, что лигандом для СD2�
структуры является СD58 (LFA�3), который
распространен на всех ядросодержащих клет�
ках, то можно считать, что ее регуляторная
роль распространяется не только на лимфоци�
ты, но и на клетки других гистогенетических
рядов [4]. Функциональная значимость СD2�
структуры также обозначена ее высокой плот�
ностью на Т�лимфоцитах, которая составляет
83000�98000 на клетку, что почти на порядок
выше по сравнению с другими структурами [8].

В таблице 1 представлены данные выявления
количества Е�РОК и их авидных к ЭБ классам
лимфоцитов в зависимости от метода их опре�
деления. Нами было обнаружено, что при спон�
танном методе (Е�РОК СП) выявление СD2+�
лимфоцитов происходит полнее (на 4�5%), чем
при использовании МКАТ к СD2 структуре (Е�

+�популяции лимфоцитов. Более низкие
показатели СD2+�лимфоцитов, выявляемые с
помощью Е�РОК МКАТ СD2 варианта метода,
можно объяснить тем, что гибридомные МКАТ
специфичны к какой�либо случайной антиген�
ной детерминанте СD2. Ее афинность значи�
тельно уступает природным рецепторно�лиган�
дным связям (СD2 – СD58). Поэтому дальней�
ший анализ динамики авидных к ЭБ классов
СD2+�лимфоцитов мы проводили методом
спонтанного розеткообразования с ЭБ.

Так, из таблицы 1 следует, что в первый день
инкубации (интактные лимфоциты) общее
количество СD2+�лимфоцитов составило
66,9±1,16%. Определение Е�РОК с учетом всех
авидных к ЭБ лимфоцитов более соответсвует
наличию СD2+�лимфоцитов в циркулирующей
крови, включающих популяции Т�лимфоцитов
и части НК. Долю оставшихся лимфоцитов со�
ставляет популяция В�лимфоцитов и «нулевых»
клеток, а также часть СD2+�лимфоцитов, плот�
ность рецептора на которых минимальна и
находится за пределами разрешающей способ�
ности метода. Следует отметить, что уровни
СD2+�клеток, выявленные методом спонтан�
ного розеткообразования с ЭБ (Е�РОК СП)
сравнимы с таковыми по данным непрямой
люминисценции и проточной цитометрии
[10]. Удержанию даже минимального количе�
ства ЭБ (1�2) СD2+�лимфоцитами способству�
ет агглютинация данного рецептора на цитоп�
лазматической мембране клеток с низкой
плотностью. Поэтому учет (КЛ 1 ЭБ и КЛ 2
ЭБ) как СD2+�лимфоцитов допустимы при
экспериментальных исследованиях количества
частот низко� и среднеавидных к ЭБ классов
лимфоцитов. В нашем исследовании измене�
ния этих авидных классов происходили на ста�
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+�лимфоцитов (КЛ

+�лимфоцитов связаны достоверные разли�
чия общего количества Е�РОК в разных груп�
пах обследованных доноров и изменения их
количества после холодовой инкубации. Этот
факт подкрепляет наше заключение, что имен�
но высокоавидные к ЭБ классы лимфоцитов
(КЛ

+�лимфо�
цитов (КЛ

+�
лимфоцитов в интактных (исходных) образцах
лимфоцитов в 3�х группах обследованных веро�
ятно связаны с разным иммунологическим со�
стоянием их иммунной системы. Так, в третьей
группе обследованных, в которую входили жен�
щины молодого и среднего возрастов без диаг�
ностированных патологий, уровни активиро�
ванных СD2+�лимфоцитов в интактных (исход�
ных) образцах лимфоцитов соответствовали их
физиологическим значениям. Большинство об�
следованных 1 и 2 групп составляли больные
среднего возраста с различной патологией (см.
материалы и методы). Поэтому значительные
отклонения количества активированных СD2+�
лимфоцитов в их исходных образцах крови, оче�
видно, связаны с определенным напряжением их
ИС, разным расположением органов нарушения
антигенструктурного гомеостаза и зависимым
от него направлением миграции активирован�
ных лимфоцитов для купирования патологии.
Обнаружена дихотомия избирательной мигра�
ции лимфоцитов в иммунную систему слизис�
тых (желудочно�кишечный, респираторный, мо�
чевой тракт), иммунную систему кожи, нервной
системы [12]. Поэтому можно предположить,
что в первой группе обследованных антигенст�
руктурные очаги находились в компетенции
иммунной системы кожи, нервной системы, к
которым направлялись активированные лимфо�
циты, увеличение количества которых происхо�
дило за счет их перераспределения, что мы и
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in vitro,

+�лимфоцитов в процессе модификации их
функционального состояния экстракорпораль�
ной холодовой инкубацией (таблица 3). У боль�
шинства женщин этой группы после холодовой
инкубации статистически не изменялось общее
количество Е�РОК и их активированной фрак�
ции (КЛ

+�лимфоцитов и их активированной фрак�
ции (КЛ +�
и СD16+�лимфоцитов остались стабильными и
даже с некоторой тенденцией к увеличению.
Сдвиг СD2+ субпопуляций наглядно отражают
регуляторные индексы. При этом наиболее ин�
формативным проявил себя СD2 регуляторный
индекс (РИ): отношения количества СD4+�лим�
фоцитов к сумме СD8+� и СD16+� лимфоцитов
(СD4+/СD8++СD16+) по сравнению с общепри�
нятым, мы его назвали Т�регуляторным индек�
сом (СD4+/СD8+). Так, в интактных образцах
лимфоцитов СD2 РИ среди общей популяции
СD2+�лимфоцитов равнялся 0,88±0,11 и еще
ближе приближался к единице (0,98±0,11) для их
активированной фракции (КЛ

+) и его супрессирующих � отрицательно
регирулирующих (СD8+ и СD16+). После холо�
довой инкубации соотношение регуляторных

+ и СD16+) до
0,57±0,09 для активированных фракций
(КЛ

in vitro

+/
СD8+) также снижается после холодовой инку�
бации. Например, Т�РИ в интактных образцах
лимфоцитов равнялся 1,79±0,20 и 2,04±0,17
для общих Е�РОК и их активированной фрак�
ции (КЛ

+�активированых лим�
фоцитов крови у человека (КЛ
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+�лимфоцитов (КЛ

+�лимфоци�
тов, определяемые в Е�РОК в основном опос�
редованы их активированной фракцией
(КЛ

in vitro
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