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Резюме 

При острой вирусной инфекции, вызванной вирусом SARS-CoV-2, 

отмечается снижение уровня Т-лимфоцитов в периферической крови 

пациентов, что, по-видимому, тесно связано с нарушениями 

функционировании тимуса, которые могут сохраняться длительное время 

после перенесенного заболевания. Поэтому целями данного исследования 

явились изучение уровня Т-клеточных эксцизионных колец (TREC, от англ. 

«T-cell receptor excision circles»), а также оценка состояние иммунной системы 

пациентов на основе скрининга по основным субпопуляциям лимфоцитов 

периферической крови человека после перенесенного COVID-19. Были 

сформированы следующие группы пациентов: пациенты, которые были 

обследованы через 6-12 месяцев после перенесенного острого COVID-19 с 

нормальным содержанием TREC (TRECn, n=109); пациенты, которые также 

были обследованы через 6-12 месяцев после перенесенного острого COVID-

19, но обладавшие сниженным содержанием TREC в периферической крови 

(TREClow, n=29); условно здоровые добровольцы (HC, n=18). Для оценки 

уровней TREC применяли набор реагентов «TREC/KREC-AMP PS», для 

выявления основных субпопуляций лимфоцитов использовали многоцветную 

проточную цитометрию. Обследованные группы достоверно не различались 

по уровню CD3+ клеток. Однако, в случае CD4+ Т-клеток было обнаружено, 

что обе группы пациентов TREClow и TRECn длительное время сохраняют 

сниженное относительное содержание этих клеток в циркулирующей крови по 

сравнению с контрольными значениями (40,8% (31,6; 50,1) и 46,4% (40,0; 53,0) 

против 53,5% (47,36; 56,9) при p<0,001 и р=0,004, соответственно). 

Абсолютное содержание CD4+ Т-лимфоцитов у TREClow пациентов было 

снижено как НС, так и TRECn (701 кл/1мкл (478; 807) против 1005 кл/1мкл 

(700; 1419) при р=0,020 и 876 кл/1мкл (661; 1046) при р=0,008, 

соответственно). Содержания CD8+ Т-лимфоцитов было достоверное 

увеличено в обеих группах пациентов после острого COVID-19 – 29,4% (20,7; 
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39,7) в группе TREClow,  26,5% (21,1; 32,7) в группе TRECn против 21,3% 

(17,1; 26,0) в группе сравнения при p=0,024 и р=0,026, соответственно. Кроме 

того, в группе TRECn абсолютное содержание CD8+ Т-клеток достоверно 

превосходило значения контроля (508 кл/1мкл (372; 622) против 356 кл/1мкл 

(247; 531) при р=0,044). Полученные нами результаты указывают факт 

нарушения функционирования Т-клеточного звена приобретенного 

иммунитета у пациентов после перенесенной коронавирусной инфекции, 

которые могут быть тесно связаны с процессами созревания и 

дифференцировки Т-клеток в тимусе. Длительное снижение уровня TREC в 

циркуляции может оказывать существенные влияния на состояние иммунной 

системы пациентов и нуждается в проведении иммунокоррегирующей 

терапии. 

 

Ключевые слова: проточная цитометрия; уровень ТРЕК; Т-

лимфоциты; Т-хелперы; цитотоксические Т-лимфоциты; пост COVID-19. 
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Abstract 

Acute COVID-19 is a viral infection caused by a severe acute respiratory 

syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) that results in dramatically decreased 

peripheral blood CD3+ T cell count apparently due to alterations of thymic T cell 

maturation, that can persist long term afterwards. Therefore, we analyzed the levels 

of peripheral blood TRECs (T-cell receptor excision circles), and investigated the 

main alterations in peripheral blood T cell subsets in COVID-19 convalescents. We 

performed molecular quantification of TRECs with «TREC/KREC-AMP PS» kit 

and flow cytometric analysis of peripheral blood lymphocytes from three groups of 

patients. The first group contained 109 samples from COVID-19 convalescents (6-

12 month post-acute COVID-19) with normal levels of TRECs (TRECn); the second 

was formed from COVID-19 convalescents (6-12 month post-acute COVID-19) 

with decreased levels of TRECs (TREClow, n=29), and healthy control group (HC, 

n=18). We noticed no significant differences between all three groups in CD3+ T 

cell relative and absolute numbers. However, CD4+ T cell frequencies were 

decreased in TREClow and TRECn groups compared to HC (40,8% (31,6; 50,1) and 

46,4% (40,0; 53,0) vs. 53,5% (47,36; 56,9), p<0,001 and р=0,004, respectively). 

Furthermore, Th cell levels were decreased in TREClow patients vs. HC and TRECn 

groups (701 cell/1µL (478; 807) vs. 1005 cell/1µL (700; 1419), р=0,020, and 876 

cell/1µL (661; 1046), р=0,008, respectively). Finally, both groups of COVID-19 

convalescents had increased frequencies of circulating CD8+ T cells – 29,4% (20,7; 

39,7) in TREClow group, 26,5% (21,1; 32,7) in TRECn group vs. 21,3% (17,1; 26,0) 

in healthy controls (p=0,024 and р=0,026, respectively). In TRECn group, CD8+ T 

cell count was elevated vs. control range (508 cell/1µL (372; 622) vs. 356 cell/1µL 

(247; 531), р=0,044). Thus, COVID-19 convalescents (6-12 month post-acute 

COVID-19) showed an imbalance in CD4+ and CD8+ T cell level even at 6–12 

months post-acute SARS-CoV-2 infection, and the observed changes in peripheral 

blood T cells could be closely related to the alterations in thymic T cell maturation 

and differentiation. Such a long-term decline in TREC levels in the circulation may 
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have a profound impact on immune system functions and requires 

immunocorrection therapy. 

 

Keywords: flow cytometry; TRECs level; T cells; Th cells; CD8+ T cells; 

post COVID-19. 
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1 Введение 1 

Одной из отличительных характеристик острой вирусной инфекции, 2 

вызванной инвазией вируса SARS-CoV-2, является выраженное снижение 3 

уровня лимфоцитов в периферической крови пациентов, что уже отмечалось в 4 

самых первых исследованиях. Так, в рамках общего пула лейкоцитов 5 

периферической крови у больных COVID-19 отмечалось снижение Т-6 

лимфоцитов по мере увеличение тяжести заболевания, тогда как повышение 7 

доли этих клеток могло рассматриваться в качестве благоприятного признака 8 

[23]. Более того, содержание Т-лимфоцитов в периферической крови 9 

находилось в обратной зависимости от концентраций IL-6 и IL-10, уровень 10 

которых при инфицировании SARS-COV-2 возрастал по мере увеличения 11 

тяжести течения заболевания [11]. Пониженный уровень Т-лимфоцитов в 12 

динамике наблюдений, равно как и CD3+CD4+ и CD3+CD8+ клеток, был 13 

характерен для больных тяжелой формой течения заболевания при сравнении 14 

со средней тяжестью [22]. Кроме того, была обнаружена зависимость между 15 

уровнем Т-клеток в циркуляции и тяжестью течения COVID-19, выраженной 16 

в баллах шкалы APACHE III [21]. Столь же важные результаты были получены 17 

при оценке степени зрелости CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов, циркулирующих в 18 

периферической крови пациентов в острой фазе заболевания, выявившие, в 19 

первую очередь, снижение уровня «наивных» Т-клеток обеих популяций 20 

[9,20,25,24].  21 

Снижение уровня «наивных» Т-клеток, обладающих широким спектром 22 

уникальных специфичностей Т-клеточных рецепторов, характерно для 23 

различных вирусные и бактериальные инфекции, которые негативно влияют 24 

на функцию тимуса за счет прямого воздействия на клетки микроокружения 25 

тимуса, как это было показано для SARS-CoV-2 [31], или за счет системных 26 

эффектов растворимых факторов, высвобождаемых в кровоток, таких как 27 

глюкокортикоиды и провоспалительные цитокины [13,16]. Именно поэтому 28 

анализ содержания «наивных» Т-клеток, прошедших антиген-зависимую 29 
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дифференцировку в тимусе и вышедших в периферическую кровь, может быть 30 

важнейшим методов для оценки эффективности тимопоэза. Для этих целей 31 

традиционно применяют несколько методических подходов, включая анализ 32 

экспрессии CD31, позволяющих выявить циркулирующие «ранние 33 

тимические мигранты» с фенотипом CD31+CD45R0–CD62L+ [18] при 34 

помощи проточной цитометрии или определение уровня Т-клеточных 35 

эксцизионных колец (TREC, от англ. «T-cell receptor excision circles») [5]. 36 

TREC – это внехромосомные продукты кругового вырезания молекул ДНК 37 

при перестройке генов Т-клеточных рецепторов (TCR) в ходе соматической 38 

рекомбинации ДНК, которые образуются при созревании Т-клеток в тимусе. 39 

Кольцевые молекулы TREC образуются в дважды-негативных тимоцитах 40 

(DN4тимоциты) на этапе перестройки α-цепи TCR при рекомбинации 41 

элементов δRec и ψJα с последующей делецией локуса TCRδ. TREC 42 

обнаруживаются в тимоцитах и «наивных» Т-лимфоцитах при помощи 43 

методов молекулярной биологии, что делает данный подход к анализу 44 

эффективности функционирования тимуса удобным для использования в 45 

клинической лабораторной диагностике [1]. При оценке уровней молекул 46 

TREC у больных COVID-19 обнаружено их достоверное снижение по 47 

сравнению со здоровыми людьми [6]. При этом не только показана прямая 48 

корреляция уровней TREC с количеством CD3+ клеток, но и достоверное 49 

снижение количества молекул TREC у больных с тяжелым течением 50 

заболевания по сравнению со средней тяжестью течения в группе лиц в 51 

возрасте 30-49 лет [5]. 52 

Именно поэтому целью данного исследования явилось изучение уровня 53 

TREC, а также состояние иммунной системы пациентов на основе скрининга 54 

по основным субпопуляциям лимфоцитов периферической крови человека в 55 

норме и после перенесенной COVID-19 инфекции. 56 

2 Материалы и методы 57 
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Характеристика пациентов. 58 

В основной части исследования нами были обследованы три группы 59 

пациентов, в том числе группа контроля, в которую вошли условно здоровые 60 

добровольцы на момент обследования, не имевшие острых или обострения 61 

хронических воспалительных заболеваний (HC, n=18); группа пациентов, 62 

которые были обследованы через 6-12 месяцев после перенесенного острого 63 

COVID-19 с нормальным содержанием TREC (TRECn, n=109); а также группа 64 

пациентов, которые также были обследованы через 6-12 месяцев после 65 

перенесенного острого COVID-19, но обладавшие сниженным содержанием 66 

TREC в периферической крови (TREClow, n=29). Все три группы были в 67 

возрасте 45-65 лет и достоверно не отличались друг от друга по половому 68 

составу.  69 

Во второй части исследования анализировали 25 образцов 70 

периферической крови, полученных 25 пациентов, имевших в анамнезе 71 

перенесенный ранее COVID-19 и не менее 25% поражения легких, а также 72 

обострение хронических воспалительных заболеваний.  73 

Все пациенты были предварительно обследованы врачом терапевтом и 74 

иммунологом-аллергологом, для выявления сопутствующих заболеваний. Все 75 

обследованные пациенты подписывали информационное согласие на 76 

обследование. Все исследования были одобрены независимым локальным 77 

этическим комитетом при ГАУЗ ОТКЗ «Городская клиническая больница №1» 78 

г, Челябинска, протокол №8 от 11.04.2022 на базе которой проводились 79 

данные исследования. 80 

Определение уровней TREC в периферической крови. 81 

Взятие крови осуществляли в пробирку с антикоагулянтом ЭДТА. 82 

Экстракцию тотальной ДНК из лейкоцитарной фракции венозной 83 

периферической крови проводили с использованием набора «РИБО-преп» 84 
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(ЦНИИЭ, Москва, Россия). Для оценки уровней молекул TREC со всеми 85 

образцами тотальной ДНК проводили количественную мультиплексную Real-86 

time ПЦР с одновременной амплификацией целевого фрагмента ДНК TREC и 87 

фрагментов двух нормировочных генов HPRT и RPP30 с использованием 88 

набора реагентов «TREC/KREC-AMP PS» (ФБУН НИИ Пастера, СПб), 89 

согласно инструкции производителя. Количественную оценку содержания 90 

молекул TREC проводили с помощью метода построения стандартных кривых 91 

[7]. Анализ полученных данных осуществляли в сравнении со значениями 92 

нормы, установленными ранее для взрослых людей разных возрастных групп 93 

[4].  94 

Проточная цитометрия. 95 

Объектом исследования служила периферическая кровь, собранная в 96 

вакуумные пробирки с содержание К3ЭДТА в качестве антикоагулянта. 97 

Подготовку образцов для проведения проточной цитометрии осуществляли в 98 

день получения образцов (не более 6 часов после пункции локтевой вены). В 99 

рамках первой части исследования для выявления основных субпопуляций 100 

лимфоцитов периферической крови применяли реактивы компании Beckman 101 

Coulter (США) под коммерческим названием TetraChrome. Так, для 102 

определения абсолютного и относительного содержания Т-лимфоцитов 103 

(фенотип CD3+CD19-), B-лимфоцитов (фенотип CD3-CD19+), NK-клеток 104 

(фенотип CD3-CD56+CD16+) и T-NK лимфоцитов (фенотип 105 

CD3+CD56+CD16+) использовали следующую комбинацию флуорохром-106 

меченных моноклональных антител: CD45-FITC, CD56-RD1+CD16-PE, CD19-107 

ECD и CD3-PC5. Для выявления основных субпопуляций Т-клеток – Т-108 

хелперов с фенотипом CD3+CD4+ и цитотоксических Т-лимфоцитов с 109 

фенотипом CD3+CD8+ – использовали смесь антител, включавшую CD45-110 

FITC, CD4-RD1, CD8-ECD и CD3-PC5. Удаление эритроцитов из образцов 111 

проводили с использованием лизирующего раствора VersaLyse (Beckman 112 
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Coulter, США). Абсолютные значения указанных выше популяций 113 

лимфоцитов были получены в одноплатформенной системе с использованием 114 

флуоресцентных частиц FlowCount™ (Beckman Coulter, США). Анализ 115 

образцов проводили на проточном цитофлуориметре Navios™ (Beckman 116 

Coulter, США), оснащенном 488 и 638 нм лазерами. В каждом образце 117 

анализировали не менее 10 000 лимфоцитов. 118 

Во второй части исследований проводили сравнение результатов 119 

анализа основных субпопуляций лимфоцитов периферической крови, 120 

полученных при использовании набора реагентов TetraChrome компании 121 

Beckman Coulter (США), а также наборов реагентов «Статус Флоу-1 тетра BR» 122 

и «Статус Флоу-2 тетра BR» производства компании «АлкорБио» (Россия). 123 

При помощи реагентов «Статус Флоу-1 тетра BR», состоявших их антител 124 

против CD3-FITC/CD8-PE/CD45-PerCP-Cy5.5/CD4-APC, определяли 125 

основные субпопуляции Т-клеток. Тогда как с использованием набора «Статус 126 

Флоу-2 тетра BR», включавшего антитела против CD45-PerCP-Cy5.5/CD3-127 

FITC/CD56+16-PE/CD19-APC определяли В- и NK-клетки. Удаление 128 

эритроцитов из образцов проводили с использованием лизирующего раствора 129 

«ВерсаФлоу» производства компании «АлкорБио» (Россия). Анализ образцов 130 

проводили на проточном цитофлуориметре Navios™ (Beckman Coulter, США), 131 

оснащенном 488 и 638 нм лазерами. В каждом образце анализировали не менее 132 

10 000 лимфоцитов. 133 

Статистическая обработка полученных результатов. 134 

Обработку данных проточной цитотмерии проводили при помощи 135 

программ Navios Software v.1.2 и Kaluza™ v.2.0 (Beckman Coulter, США). 136 

Статистическую обработку проводили при помощи программного 137 

обеспечения Statistica 8.0 (StatSoft, США) и R version 4.3.2 (2023-10-31 ucrt) 138 

Eye Holes RStudio version 2023.09.1+494 Desert Sunflower (The R Foundation, 139 

США). Результаты, полученные в ходе исследования абсолютного и 140 
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относительного содержания лимфоцитов в периферической крови выражали в 141 

виде медианы (Ме) и интерквартильного размаха (Q25 и Q75). Корреляционный 142 

анализ проводили с использованием критерия Спирмена. Проверку данных на 143 

соответствие типа распределения нормальному проводили при помощи 144 

критерия Шапиро-Уилка в каждой группе отдельно. Гомогенность дисперсий 145 

в группах проверяли при помощи критерия Фишера. Для сравнения трех групп 146 

пациентов применяли непараметрический критерий Краскела-Уоллиса. При 147 

сравнении результатов по относительному и абсолютному содежрания 148 

лимфоцитов, полученных при помощи реактивов компаний Beckman Coulter и 149 

АлкорБио, в двух связанных группах при соблюдении условий нормальности 150 

распределения значений и отсутствия в них значимых выбросов проводили 151 

при помощи парного теста Стьюдента. В случае нарушения условия 152 

нормальности распределения исследуемых параметров в группах или 153 

равенства дисперсий группы сравнивали при помощи критерия Вилкоксона 154 

для связанных наблюдений.  155 

3 Результаты 156 

При анализе относительного и абсолютного содержания CD3+ Т-157 

лимфоцитов периферической крови у пациентов сравниваемых групп и 158 

условно здоровых добровольцев нами не было отмечено достоверных 159 

различий по сравниваемым параметрам (рисунок 1). Так, у пациентов с низким 160 

уровнем TREC в периферической крови эти значения составили 72,4% (69,4; 161 

79,2) и 1251 кл/1мкл (1001; 1611), для группы с нормальных содержанием 162 

TREC – 76,1% (71,1; 80,7) и 1501 кл/1мкл (1180; 1765), а в группе контроля – 163 

77,5% (74,1; 80,0) и 1666 кл/1мкл (1033; 1926). Кроме того, в случае пациентов 164 

с нормальных содержанием TREC в периферической крови нами были 165 

выявлены положительные корреляции между относительным и абсолютным 166 

содержание CD3+ Т-лимфоцитов и уровнем TREC (r=0,258 при р=0,007 и 167 

r=0,215 при р=0,025, соответственно).  168 
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Анализ отдельных субпопуляций Т-лимфоцитов, выявленных в случае 169 

Т-хелперов на основании ко-экспрессии CD3 и CD4, а в случае 170 

цитотоксических Т-лимфоцитов – на основании наличия CD3 и CD8 на 171 

поверхностной мембране клеток, показал существенные различия между 172 

анализируемыми группами. Так, в случае CD4+ Т-клеток было обнаружено 173 

(рисунок 2), что обе группы пациентов, переболевших COVID-19, длительное 174 

время сохраняют сниженное относительное содержание этих клеток в 175 

циркулирующей крови по сравнению с контрольными значениями (40,8% 176 

(31,6; 50,1) в группе TREClow и 46,4% (40,0; 53,0) в группе с нормальным 177 

уровнем TREC против 53,5% (47,36; 56,9) в группе сравнения при p<0,001 и 178 

р=0,004, соответственно). Более того, сниженная концентрация TREC в крови 179 

была связана с более низким содержанием CD4+ Т-клеток в циркуляции 180 

(р=0,027) у пациентов, успешно перенесших COVID-19. Абсолютное 181 

содержание CD4+ Т-лимфоцитов в периферической крови пациентов с низким 182 

уровнем TREC было снижено по сравнению как с группой контроля, так и 183 

пациентами с нормальным содержанием TREC (701 кл/1мкл (478; 807) против 184 

1005 кл/1мкл (700; 1419) при р=0,020 и 876 кл/1мкл (661; 1046) при р=0,008, 185 

соответственно). Кроме того, у пациентов со сниженным содержанием TREC 186 

была выявлена обратная зависимость между концентраций CD4+ Т-клеток и 187 

уровнем TREC в циркуляции (r=–0,422 при р=0,022).  188 

Вместе с тем, при анализе содержания CD8+ Т-лимфоцитов 189 

периферической крови нами было показано (рисунок 3) достоверное 190 

увеличение процентного содержания этих клеток в обеих группах пациентов 191 

после острого COVID-19 (29,4% (20,7; 39,7) в группе TREClow и 26,5% (21,1; 192 

32,7) в группе с нормальным уровнем TREC против 21,3% (17,1; 26,0) в группе 193 

сравнения при p=0,024 и р=0,026, соответственно). Кроме того, в группе с 194 

нормальным уровнем TREC в циркулирующей крови абсолютное содержание 195 

CD8+ Т-клеток достоверно превосходило значения контроля (508 кл/1мкл 196 

(372; 622) против 356 кл/1мкл (247; 531) при р=0,044). Более того, нарушение 197 
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содержания CD4+ и CD8+ Т-клеток оказывали существенное влияние на 198 

соотношение CD4/CD8 в периферической крови пациентов, перенесших 199 

COVID-19, по сравнению со значениями, полученными для группы контроля. 200 

В обеих группах пациентов нами было отмечено достоверное снижение 201 

данного индекса (1,70 (0,90; 2,50) в группе TREClow и 1,80 (1,30; 2,40) в группе 202 

с нормальным уровнем TREC против 2,40 (2,00; 3,20) в группе сравнения при 203 

p=0,004 и р=0,005, соответственно. 204 

Кроме того, при исследовании лимфоцитов периферической крови 205 

пациентов, перенесших COVID-19, нами была проведена оценка CD19+ В-206 

лимфоцитов и CD3-CD56+ натуральных киллеров. В случае В-клеток у 207 

пациентов с нормальным уровнем TREC в крови отмечено достоверное 208 

увеличение доли клеток данной популяции (11,8% (8,6; 16,2) против 9,3% (6,5; 209 

13,5) при р=0,032), тогда как по другим показателям достоверных отличий 210 

показано не было. Более того, как относительное, так и абсолютное 211 

содержание CD3-CD56+ НК-клеток у пациентов вне зависимости от уровней 212 

TREC в крови находилось в пределах значений контрольной группы (данные 213 

не приведены). 214 

В рамках проведенного анализа пациентов (n=25), перенесших COVID-215 

19, нами была предпринята попытка сравнения моноклональных антител, 216 

полученных от разных фирм-производителей. Как показано в таблице, 217 

применение антител производства компании Beckman Coulter (США) и 218 

компании ООО «АлкорБио» (Россия) позволяло получить результаты, 219 

достоверных различий между которыми отмечено не было с использованием 220 

двух независимых критериев оценки. Сравнение непрерывных данных в двух 221 

связанных группах при соблюдении условий нормальности распределения 222 

значений и отсутствия в них значимых выбросов проводили при помощи 223 

парного теста Стьюдента (p1). В случае нарушения условия нормальности 224 

распределения исследуемых параметров в группах или равенства дисперсий 225 
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группы сравнивали при помощи критерия Вилкоксона для связанных 226 

наблюдений (p2). Проведенный анализ выявил отсутствие достоверных 227 

различий между сравниваемыми моноклональными антителами для 228 

проточной цитометрии, что позволило получить воспроизводимые результаты 229 

в рамках проведенного нами исследования. 230 

Также нами была проведена оценка взаимосвязи результатов 231 

показателей клеточного иммунитета пациентов, перенесших COVID-19, 232 

полученных при использовании антител, произведенных компанией 233 

«АлкорБио» (Россия) и компанией «Beckman Coulter» (США). С помощью 234 

корреляционного анализа установлено наличие достоверных высоких 235 

положительных взаимосвязей между результатами, полученными при помощи 236 

антител двух разных фирм-производителей, по всем ключевым субпопуляция 237 

лимфоцитов периферической крови (рисунок 4). 238 

4 Обсуждение 239 

Полученные нами результаты указывают факт нарушения 240 

функционирования Т-клеточного звена приобретенного иммунитета у 241 

пациентов после перенесенной коронавирусной инфекции, которые могут 242 

быть тесно связаны с процессами созревания и дифференцировки Т-клеток в 243 

тимусе. Длительное снижение уровня TREC в циркуляции может оказывать 244 

существенные влияния на состояние иммунной системы пациентов и 245 

нуждается в проведении иммунокоррегирующей терапии.  246 

При остром COVID-19 наблюдается нарушения как с 247 

субпопуляционном составе, так и в функциональной активности широчайшего 248 

спектра клеток организма человека, включая клетки иммунной системы и, в 249 

особенности, Т-лимфоциты [19,34,38]. Снижение функции тимуса и, как 250 

следствие, снижение выхода «наивных» Т-клеток может усугубить 251 

лимфопению у пациентов с острым заболеванием COVID-19 и увеличить 252 

время, необходимое для восстановления количества и функции 253 
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циркулирующих Т-клеток после выздоровления. Так, при острой инфекции, 254 

вызванной SARS-CoV-2, низкой содержание TREC или их полное отсутствие 255 

в циркуляции служит одним из показателей неблагоприятного исхода 256 

заболевания, что было показано в целой серии независимых исследований. 257 

Так, в исследовании Khadzhieva M.B. et al. (2021) было показано, что при 258 

развитии респираторного дистресс-синдрома у больных COVID-19 уровни 259 

концентраций TREC и KREC значительно ниже, чем у больных без 260 

респираторного дистресс-синдрома [17]. Низкий уровень TREC у больных 261 

COVID-19 в острый период заболевания является критерием 262 

неблагоприятного исхода, тогда как повышение концентрации TREC и KREC 263 

определяется благоприятным исходом данного инфекционного заболевания 264 

[33]. Сравнительно недавно было показано, что тимус человека является 265 

мишенью для вируса SARS-CoV-2, а функция тимуса существенно 266 

нарушается после заражения, поэтому мониторинг активности тимуса может 267 

быть важным маркером для прогнозирования тяжести и прогрессирования 268 

заболевания [31]. Наши собственные результаты также указывают на тот факт, 269 

что нарушения в работе тимуса сохраняются и после успешно перенесенного 270 

острого периода данного заболевания, что указывает на важности анализа 271 

функциональной активности тимуса после острой фазы инфекции. Более того, 272 

«замедленное» или «отсроченное» восстановление функции тимуса может 273 

способствовать развитию вторичных инфекций, которые могут усугубить 274 

тяжесть заболевания как в острой фазе [10], а также способствовать 275 

сохранению симптомов, связанных, например, с реактивацией герпесвируса в 276 

период реконвалесценции [14]. Все это приводит к тому, что у пациентов 277 

после острой короновирусной инфекции отмечаются различные нарушения в 278 

работе иммунной системы, которые можно разделить на несколько подтипов 279 

[3], что нуждается в проведении иммунокоррекции [2]. 280 

Следует также отметить и тот факт, что нарушение процесса развития Т-281 

клеток в тимусе может сказаться не только на снижении возможностей 282 
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организма в распознавании инфекционных агентов, но и влиять на 283 

формирование центральной толерантности к собственным антигенам 284 

организма, вызывая выход в кровоток аутореактивных клонов Т-лимфоцитов 285 

в следствие нарушения механизмов селекции. Взаимосвязь между вирусными 286 

инфекциями и развитием аутоиммунных патологических процессов, включая 287 

ревматоидный артрит, рассеянный склероз, диабет 1 типа и системная красная 288 

волчанка, в настоящее время хорошо описана [36,37]. Более того, уже 289 

сообщалось о случаях развитии псориатического артрита на фоне 290 

перенесенного COVID-19 [12,27], системной красной волчанки [26,29], а 291 

также других органно-специфических и системных аутоиммунных 292 

заболеваний [8,30,32].  293 

В настоящее время все чаще появляются работы, описывающие 294 

существенные изменения в составе циркулирующих иммунных клеток у 295 

пациентов после перенесенного COVID-19, которые сохраняются длительное 296 

время (как минимум от 3 до 7-9 месяцев, а то и 12 месяцев после острой фазы 297 

заболевания). В первую очередь следует остановиться на Т-лимфоцитах, 298 

отвечающих за все многообразие клеточных реакций специфического 299 

иммунитета. Нами было показано снижение уровня CD4+ Т-клеток на фоне 300 

повышение содержания CD8+ Т-лимфоцитов в циркулирующей крови в 301 

период после острой инфекции, вызванной SARS-CoV-2, причем выявленные 302 

изменения сохранялись у обследованных пациентов в интервале 6-12 месяцев 303 

после выздоровления. Так, относительное содержание CD4+ Т-клеток в 304 

периферической крови у переболевших COVID-19 (как в легкой, так и в 305 

тяжелой форме и выработавших вирус-специфические антител) было 306 

достоверно снижено относительно контрольных значений, тогда как уровень 307 

CD8+ Т-лимфоцитов был достоверно повышен [28]. Анализ пациентов спустя 308 

6 месяцев после острой инфекции SARC-CoV-2 показал, что у больных, 309 

которые длительное время находились в условиях стационара и которым 310 

потребовалось около 4 месяцев для выздоровления (группа LCR, от англ. 311 
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«long-time clinically recovered), в циркуляции повышался уровень CD4+ Т-312 

лимфоцитов как по сравнению с контролем, так и пациентами, время 313 

выздоровления которых составляло 1-2 месяца (группа SCR, от англ. «short-314 

time clinically recovered») [39]. При анализе уровня дифференцировки Th 315 

клеток было показано, что в группе SCR содержание Th центральной памяти 316 

с фенотипом CD45RO+CD27+ было снижено относительно значений контроля 317 

и пациентов группы LCR. Тогда как в случае CD8+ Т-лимфоцитов у SCR было 318 

показано снижение уровня «наивных» CD45RO–CD27+ клеток и прирост 319 

CD45RO+CD27− клеток эффекторной памяти в циркулирующие крови 320 

относительно значений, полученных для двух других групп сравнения. В 321 

рамках другого исследования было отмечено увеличение доли зрелых 322 

эффекторных клеток с фенотипом CD45RA+CCR7− в периферической крови 323 

у выздоравливающих пациентов [35], причем в случае CD8+ цитотоксических 324 

Т-клеток это еще было связано с увеличением доли зрелых перфорин- и 325 

гранзим-экспрессируюших лимфоцитов. В рамках другого исследования было 326 

показано, что уровень «наивных» CD45RA+CCR7+ Th достоверно не 327 

различался между группой переболевших пациентов и контролем. Тогда как 328 

Th центральной памяти с фенотипом CD45RA–CCR7+ у переболевших 329 

COVID-19 были снижены почти в 2 раза, а уровень CD45RA–CCR7– Th 330 

эффекторной памяти был достоверно повышен по сравнению с контролем 331 

[15]. Важно отметить, что минимальные значения «наивных» Th в 332 

циркуляции, которые были достоверно ниже значений контроля, были 333 

характерны для пациентов, переболевших COVID-19 в тяжелой форме. Более 334 

того, именно у тяжелых больных отмечались минимальные значения 335 

CD45RA–CCR7+ Th в циркуляции, тогда как CD45RA–CCR7– Th были 336 

представлены на высоком уровне. Тогда как односильное содержание указных 337 

популяций клеток у пациентов, перенесших COVID-19 в легкой и средней 338 

форме, достоверно от контроля не отличались.  339 

5 Заключение 340 
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Собственные результаты, а также анализ данных литературы 341 

свидетельствуют о наличие существенных изменений в функционировании Т-342 

клеточного звена системы приобретенного иммунитета после острой фазы 343 

COVID-19. В настоящее время идет первичное накопление фактологического 344 

материала по изменениям в иммунной системе человека, вызванным SARS-345 

CoV-2, а также определение тех промежутков времени, на которых указанные 346 

изменения могут влиять на эффективность функционирования иммунной 347 

системы на уровне всего организма. По-видимому, анализ функционирования 348 

тимуса как центрального органа иммунной системы, отвечающего за 349 

формирования различных субпопуляций Т-лимфоцитов, при помощи 350 

нескольких независимых методов исследования поможет выявить пациентов, 351 

находящихся в группах риска и требующих проведения специфической 352 

иммунотерапии, целью которой должно являться полное восстановление 353 

системы иммунитета.  354 

Работа выполнена по теме Гос. заданий ИИФ УрО РАН 355 

«Иммунофизиологические и патофизиологические механизмы регуляции и 356 

коррекции функций организма» № гос. регистрации 122020900136-4, НИИВИ 357 

«ВИРОМ» «Изучение механизмов формирования хронической вирусной 358 

инфекции у пациентов с постковидным синдромом и нарушением функций 359 

иммунной системы. Разработка патогенетических подходов к эффективной 360 

профилактике и иммунокоррекции выявленных нарушений у пациентов с 361 

«постковидным синдромом» № гос. регистрации 124031800093-5., ФГБНУ 362 

«Институт экспериментальной медицины» FGWG-2022-0005, № гос. 363 

регистрации № 122020300186-5, Гос. задание «Изучение механизмов 364 

формирования иммунного ответа на новую коронавирусную инфекцию, 365 

вызванную SARS-CoV2 у населения Северо-Западного Федерального округа» № 366 

гос. регистрации 121030200299-3, ФБУН «Санкт-Петербургский научно-367 

исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени 368 

Пастера».369 
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ТАБЛИЦЫ 

Таблица 1.  Анализ субпопуляционного состава лимфоцитов периферической 

крови пациентов, перенесших COVID-19 (n=25), при помощи 

моноклональных антител производства компаний «АлкорБио» и Beckman 

Coulter. 

Table 1. Flow cytometric analysis of peripheral blood lymphocytes from COVID-

19 convalescents based on monoclonal antibodies, manufactured by “AlcorBio” and 

Beckman Coulter Inc. 

Популяция 

лимфоцитов 

 

Lymphocytes subsets 

 

Антитела 

производства 

Алкор Био 

 

antibodies, 

manufactured by 

“AlcorBio” 

 

Антитела 

производства 

Beckman Coulter 

 

antibodies, 

manufactured by 

Beckman Coulter 

Inc. 

 

 

T-лимфоциты 

(CD3+CD19-)  

 

T cells (CD3+CD19-) 

% 
76,8 (70,3; 79,2) 75,3 (68,8; 79,6) 

p1=0,84

5 

# 
1270 (922; 1817) 1173 (1019; 1755) 

p1=0,93

4 

B-лимфоциты 

(CD3-CD19+)  

 

B cells (CD3-CD19+) 

% 
9,0 (6,7; 10,9) 9,3 (8,0; 11,5) 

p2=0,93

8 

# 
152 (101; 214) 150 (104; 220) 

p1=0,77

2 
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NK-клетки 

(CD3-CD16+CD56+) 

 

NK-cells (CD3-

CD16+CD56+) 

% 
11,8 (9,1; 18,1) 10,7 (6,6; 15,2) 

p1=0,57

6 

# 

228 (150; 327) 196 (121; 2730) 
p2=0,59

4 

T-хелперы 

(CD3+CD4+) 

 

Th cells (CD3+CD4+) 

% 
51,4 (47,2; 57,5) 51,9 (45,3; 56,9) 

p1=0,69

1 

# 
790 (679; 1234) 790 (648; 1162) 

p1=0,85

9 

цитотоксические Т-

клетки 

(CD3+CD8+) 

 

CD8+ T cells 

(CD3+CD8+) 

% 
24,0 (19,7; 27,5) 21,8 (17,1; 26,5) 

p1=0,93

0 

# 

351 (250; 580) 347 (251; 531) 
p1=0,98

3 

Соотношение CD4/CD8  

 

CD4/CD8 ratio 

 

2,3 (1,7; 2,7) 2,4 (2,0; 3,0) 
P2=0,84

6 

Примечание: результаты приведены в виде % в рамках общей популяции Т-

лимфоцитов, а также виде абсолютного (#) содержания клеток в 1 μl цельной 

крови, результаты представлены в виде медианы и интерквантильного размаха 

(Med (Q25; Q75), Для сравнения полученных выборок использовали парной 

теста Стьюдента (p1) или критерий Вилкоксона для связанных наблюдений 

(p2). 
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Note: the obtained data are presented as % of cells within total lymphocyte subset 

(%), as well as absolute numbers (#, the number of cells per 1 μL of whole peripheral 

blood), and are shown as median and quartile ranges (Med (Q25; Q75). The 

statistical analysis was performed with the Student’s t-test (p1) or Wilcoxon test 

(p2). 
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РИСУНКИ 

 

Рисунок 1. Содержание CD3+ клеток периферической крови у пациентов 

после острого COVID-19 с разными уровнями TREC. 

Figure 1. Peripheral blood T cell frequencies in COVID-19 convalescents with 

varying TRECs levels. 

 

Результаты приведены в виде % от общего числа лимфоцитов и абсолютных 

значений (кол-во клеток в 1 μl цельной крови), и представлены в виде медианы 

и интерквантильного размаха (Med (Q25; Q75); для сравнения полученных 

выборок использовали непараметрический критерий Краскела-Уоллиса. 

Здесь и далее: белые круги – группа контроля (HC, n=18); черные круги – 

пациенты, перенесшие COVID-19, с нормальным содержанием TREC (TRECn, 

n=109); черные квадраты - пациенты, перенесшие COVID-19, со сниженным 

содержанием TREC (TREClow, n=29). 

The obtained data are presented as % of cells within total lymphocyte subset (%, 

left), as well as absolute numbers (#, the number of cells in 1 μL of whole peripheral 

blood, right). Each dot represents individual subjects, and horizontal bars depict the 

group medians and quartile ranges (Med (Q25; Q75)). The statistical analysis was 

performed with the Mann–Whitney U test. 
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Here and on the Figures 2 and 3: white circles denote healthy control group (HC, 

n = 18); black circles – convalescent COVID-19 individuals with normal levels of 

TRECs (TRECn, n=109); black squares – convalescent COVID-19 individuals with 

low levels of TRECs (TREClow, n=29). 

 

Рисунок 2. Содержание CD3+CD4+ клеток периферической крови у 

пациентов после острого COVID-19 с разными уровнями TREC. 

Figure 2. CD4+ T cells frequencies in peripheral blood samples from COVID-19 

convalescents with different levels of TRECs. 

 

Результаты приведены в виде % от общего числа лимфоцитов и абсолютных 

значений (кол-во клеток в 1 μl цельной крови), и представлены в виде медианы 

и интерквантильного размаха (Med (Q25; Q75); для сравнения полученных 

выборок использовали непараметрический критерий Краскела-Уоллиса. 

The obtained data are presented as % of cells within total lymphocyte subset (%, 

left), as well as absolute numbers (#, the number of cells in 1 μL of whole peripheral 

blood, right). Each dot represents individual subjects, and horizontal bars depict the 

group medians and quartile ranges (Med (Q25; Q75)). The statistical analysis was 

performed with the Mann–Whitney U test.  
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Рисунок 3. Содержание CD3+CD8+ клеток периферической крови у 

пациентов после острого COVID-19 с разными уровнями TREC. 

Figure 3. CD8+ T cells frequencies in peripheral blood samples from COVID-19 

convalescents with different levels of TRECs. 

 

Результаты приведены в виде % от общего числа лимфоцитов и абсолютных 

значений (кол-во клеток в 1 μl цельной крови), и представлены в виде медианы 

и интерквантильного размаха (Med (Q25; Q75); для сравнения полученных 

выборок использовали непараметрический критерий Краскела-Уоллиса. 

The obtained data are presented as % of cells within total lymphocyte subset (%, 

left), as well as absolute numbers (#, the number of cells in 1 μL of whole peripheral 

blood, right). Each dot represents individual subjects, and horizontal bars depict the 

group medians and quartile ranges (Med (Q25; Q75)). The statistical analysis was 

performed with the Mann–Whitney U test. 
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Рисунок 4. Сравнение относительного содержания основных субпопуляций 

лимфоцитов периферической крови пациентов, перенесших COVID-19, 

выявленных при помощи моноклональных антител производства компаний 

«АлкорБио» (Россия) и «Beckman Coulter» (США). Для исследования силы 

взаимосвязей показателей вычислялся коэффициент ранговой корреляции по 

Спирмену.  

Figure 4. Significant correlations between flow cytometric data based on 

monoclonal antibodies, manufactured by “AlcorBio” and Beckman Coulter Inc. 

Correlation analysis was performed using Spearman’s correlation coefficient. 
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