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ПОВЫШЕННЫЙ ПРОЛИФЕРАТИВНЫЙ ОТВЕТ 
ВЫСОКОДИФФЕРЕНЦИРОВАННЫХ  
CD57+NKG2C+NK-КЛЕТОК, ЭКСПРЕССИРУЮЩИХ NKG2А
Алексеева Н.А., Вавилова Ю.Д., Коваленко Е.И.
ФГБУН «Институт биоорганической химии имени академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова» 
Российской академии наук, Москва, Россия

Резюме. При инфекции цитомегаловируса (HCMV) в периферической крови увеличивается со-
держание так называемых адаптивных NK-клеток с фенотипом CD57+NKG2C+, способных при 
повторной встрече с антигеном проявлять специализированную функциональную активность, на-
правленную на контроль инфекции. Кроме того, адаптивные NK-клетки характеризуются противо-
опухолевым цитотоксическим действием и высокой продолжительностью жизни. В связи с этим, 
HCMV- специфичные адаптивные NK-клетки представляют интерес в качестве терапевтического 
агента. Специфичность адаптивных NK-клеток к HCMV определяется в первую очередь распознава-
нием вирусных пептидов, представленных неклассической молекулой гистосовместимости первого 
класса HLA-E, активирующим рецептором NKG2C. Однако, будучи высоко дифференцированны-
ми, адаптивные CD57+NKG2C+ клетки, как правило, хуже пролиферируют в ответ на растворимые 
стимулы по сравнению с менее дифференцированными NK-клетками, вследствие чего затруднено 
их накопление in vitro. Помимо активирующего рецептора NKG2C, адаптивные NK-клетки экспрес-
сируют рецепторы семейства KIR, но большей частью не экспрессируют ингибирующий рецептор 
NKG2A, также способный распознавать молекулу HLA-E, презентирующую пептид HCMV. Несмо-
тря на то, что в целом в субпопуляции NK-клеток с фенотипом CD57+NKG2C+ HCMV- серопози-
тивных доноров уровень экспрессии NKG2A сильно снижен, у ряда индивидов в этой фракции на-
блюдалась значительная доля NKG2A-позитивных клеток. На примере индивида с высокой долей 
NKG2A+ в популяции NK-клеток CD57+NKG2C+ и высоким титром антител к HCMV мы показали, 
что при стимуляции IL-2 в сочетании с фидерными клетками K562-mbIl21 NK-клетки субпопуля-
ции CD57+NKG2C+NKG2A+ проявляют повышенную пролиферативную активность в сравнении с 
CD57+NKG2C+NKG2A-, а также обладают более высоким уровнем экспрессии адаптерной молекулы 
FcεRIγ, принимающей участие в сигнальной трансдукции активирующих рецепторов NKp30, NKp46 
и CD16. Таким образом, NKG2A-позитивные CD57+NKG2C+ клетки могут быть потенциальными 
предшественниками адаптивных NK-клеток и обеспечивать их накопление при инфекции HCMV. 
При этом оба рецептора, и ингибирующий NKG2A, и активирующий NKG2C, участвуют в регуляции 
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NK-клеточного ответа на инфекцию HCMV. Полученные в этой работе данные позволяют углубить 
знания в области дифференцировки HCMV- специфичных NK-клеток, а также расширить ряд под-
ходов к накоплению высокоцитотоксичных адаптивноподобных NK-клеточных эффекторов in vitro.

Ключевые слова: NK-клетки, рецептор NKG2А, CD57+NKG2C+NK-клетки, пролиферативный ответ,  
адаптивные NK-клетки, ЦМВ

INCREASED PROLIFERATIVE RESPONSE OF HIGHLY 
DIFFERENTIATED CD57+NKG2C+NK CELLS EXPRESSING 
NKG2A
Alekseeva N.A., Vavilova Yu.D., Kovalenko E.I.
Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation

Abstract. During infection with cytomegalovirus (HCMV), the content of so-called adaptive NK cells with 
the CD57+NKG2C+ phenotype increases in the peripheral blood, capable of exhibiting specialized functional 
activity aimed at controlling the infection upon repeated encounter with the antigen. In addition, adaptive NK 
cells are characterized by antitumor cytotoxic effects and long lifespan. In this regard, HCMV- specific adaptive 
NK cells are of interest as a therapeutic agent. The specificity of adaptive NK cells to HCMV is determined 
primarily by the recognition of viral peptides presented by the non-classical class I histocompatibility 
molecule HLA-E, by means of the activating receptor NKG2C. However, being highly differentiated, adaptive 
CD57+NKG2C+ cells tend to proliferate less well in response to soluble stimuli compared to less differentiated 
NK cells, making their accumulation in vitro difficult. In addition to the activating receptor NKG2C, adaptive 
NK cells express receptors of the KIR family, but mostly do not express the inhibitory receptor NKG2A, which 
is also capable of recognizing the HLA-E molecule presenting the HCMV peptide. Despite the fact that, in 
general, in CD57+NKG2C+NK cells from HCMV- seropositive donors, NKG2A expression is greatly reduced, 
in a number of individuals a significant proportion of NKG2A-positive cells was observed in this fraction. Using 
the example of an individual with a high proportion of NKG2A+ in the population of CD57+NKG2C+NK cells 
and a high titer of antibodies to HCMV, we showed that when stimulated with IL-2 in combination with 
K562- mbIl21 feeder cells, NK cells of the CD57+NKG2C+NKG2A+ subpopulation exhibit increased 
proliferative activity in comparison with CD57+NKG2C+NKG2A-, and also have a higher level of expression 
of the adapter molecule FcεRIγ, taking part in signal transduction of activating receptors NKp30, NKp46 
and CD16. Thus, NKG2A-positive CD57+NKG2C+ cells may be potential precursors of adaptive NK cells 
and mediate their accumulation during HCMV infection. The data obtained in this work allows us to deepen 
knowledge in the field of differentiation of HCMV- specific NK cells, as well as expand the range of approaches 
to the accumulation of highly cytotoxic adaptive-like NK cell effectors in vitro.

Keywords: NK cells, NKG2A receptor, CD57+NKG2C+NK cells, proliferative response, adaptive NK cells, HCMV
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Введение
Традиционно NK-клетки считаются клетка-

ми врожденного иммунитета, для которых ха-
рактерны неспецифические антиген-независи-
мые иммунные реакции. Активация NK-клеток 
регулируется балансом сигналов, исходящих от 
активирующих и ингибирующих рецепторов, в 
присутствии определенных цитокинов. Ингиби-
рующие рецепторы NK-клеток семейства KIR и 

рецептор NKG2A, распознают «свои» молекулы 
главного комплекса совместимости HLA класса I 
(HLA-I), обеспечивая сохранность собственных 
нормальных клеток [8]. Лигандом NKG2A явля-
ется молекула HLA-E, способная презентировать 
лидерную пептидную последовательность моле-
кул HLA-A, -B и -С. Измененные клетки, которые 
избегают T-клеточного иммунного надзора за счет 
снижения уровня экспрессии HLA-I, также пере-
стают экспрессировать HLA-E и становятся уяз-
вимыми перед лицензированными NK-клетками 
NKG2A+. Однако некоторые раковые клетки, в 
частности клетки множественной миеломы спо-
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собны продуцировать пептиды, имитирующие 
лидерную последовательность молекул HLA-I, и 
предотвращать цитотоксическую реакцию NK-
клеток [5]. Ряд вирусных геномов также содержит 
закодированные в них последовательности пеп-
тидов, обладающих сродством к антиген-презен-
тирующей борозде HLA-E. Одним из таких ви-
русов является цитомегаловирус (HCMV), белки 
которого кодируют ряд пептидов, которые могут 
презентироваться в составе HLA-E и способство-
вать подавлению цитотоксической реакции по-
средством NKG2A [9]. В то же время NK-клетки 
играют важную роль в противовирусной иммун-
ной защите, в том числе от HCMV. Более поло-
вины населения мира инфицировано HCMV (до 
100% в отдельных странах) [1]. У большинства 
людей HCMV персистирует в течение всей жиз-
ни, однако эта инфекция обладает потенциалом 
реактивации, особенно у людей с ослабленным 
иммунитетом (при СПИДе, после иммуносу-
прессивной и противоопухолевой терапии, в ре-
зультате реакции реципиента на трансплантат. 
Контакт с вирусом стимулирует формирование 
особой субпопуляции NK-клеток, которая ре-
агирует на HCMV. Это NK-клетки с фенотипом 
NKG2C+, обладающие свойствами иммунологи-
ческой памяти [2]. Адаптивные NK-клетки памя-
ти обладают высокой степенью дифференциров-
ки и экспрессируют углеводный антиген CD57, 
рецепторы KIR, но большей частью негативны 
по NKG2A [3]. Они отличаются увеличенной 
продолжительностью жизни и потенцией про-
дуцировать IFNg, а также повышенным уровнем 
антитело-зависимой цитотоксичности, благода-
ря чему могут стать перспективной основой для 
создания противораковых эффекторов. Однако 
из-за высокой степени дифференцировки адап-
тивные NK-клетки обладают низким уровнем 
экспрессии рецепторов к растворимым стиму-
лам, что затрудняет их накопление in vitro. Ранее 
нами было показано, что NK-клетки субпопуля-
ции CD57-NKG2C+CD56dim, сохраняя функцио-
нальные свойства адаптивных клеток, обладают 
повышенным пролиферативным потенциалом 
и, по-видимому, являются предшественника-
ми адаптивных клеток CD57+NKG2C+NKG2A-. 
Одной из таких активно пролиферирующих по-
пуляций-предшественников может быть и суб-
популяция CD57+NKG2C+NKG2A+. Экспрессия 
NKG2A характерна для менее дифференциро-
ванных клеток, которые способны отвечать ак-
тивной пролиферацией на растворимые стимулы 
благодаря высокой плотности экспрессии цито-
киновых рецепторов и более высокой аффин-
ности связывания этими рецепторами своих ли-
гандов-цитокинов. В данной работе мы показали 
связь между экспрессией NKG2A на поверхности 

высокодифференцированных NK-клеток с фе-
нотипом адаптивных CD57+NKG2C+ и сероло-
гическим HCMV- положительным статусом ин-
дивидов. На примере индивида с высокой долей 
NKG2A+ в популяции CD57+NKG2C+ и высо-
ким титром антител к HCMV мы показали, что 
при стимуляции IL-2 в сочетании с фидерными 
клетками K562-mbIl21 NK-клетки субпопуляции 
CD57+NKG2C+NKG2A+ проявляют повышен-
ную пролиферативную активность в сравнении с 
CD57+NKG2C+NKG2A-, а также обладают более 
высоким уровнем экспрессии адаптерной моле-
кулы FcεRIγ.

Материалы и методы
NK-клетки для последующих эксперимен-

тов получали методом негативной магнитной 
сепарации из периферических мононуклеаров 
(PBMC) крови здоровых добровольцев, давших 
информированное согласие на участие в исследо-
вании. PBMC выделяли посредством центрифу-
гирования клеток крови в градиенте плотности. 
Серологический HCMV- статус доноров опреде-
ляли посредством иммуноферментого анализа с 
использованием набора для детекции IgG анти-
тел к HCMV (АО «Вектор-Бест», Новосибирск, 
Россия). Фенотип полученных NK-клеток ex vivo 
исследовали методом проточной цитометрии, 
окраску проводили моноклональными антите-
лами CD57-VioBlue, NKG2C-FITC, NKG2A-PE 
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Германия), 
CD56-PE-Сy7 (Sony Biotechnology, США). Ана-
лиз клеток проводили на проточном цитометре 
MACSQuant 10 (Miltenyi Biotec), оснащенном 
тремя лазерами: 405 нм, 488 нм и 635 нм. Даль-
нейшую обработку данных проводили в програм-
ме FlowJo X (TreeStar Williamson Way, Ashland, 
OR, USA). Часть полученных клеток окрашива-
ли моноклональными антителами CD56-BV421 
(eBioscience, США), NKG2C-FITC, NKG2A-
PEVio770 (Miltenyi Biotec) и CD57-PE (Sony 
Biotechnology) и сортировали с помощью кле-
точного сортировщика (FACSVantage DiVa, BD, 
США) на субпопуляции CD57+NKG2C+NKG2A- 
и CD57+NKG2C+NKG2A+ в лунки 96-луночного 
планшета по 100 клеток. Далее клетки культиви-
ровали в течение 17 дней в среде, состоящей из 
20% x-vivo (Lonza, Швейцария) и 80% DMEM 
(Панэко, Россия) с добавлением 10% FBS 
(HyClone), 2 mM пирувата натрия, 2 mM глута-
мина и 1% антибиотика-антимикотика (Sigma-
Aldrich) при стимуляции IL-2 (100 ед./мл) и пред-
варительно облученными (100 Гр) фидерными 
клетками K562-mbIL21 (37  °C, 5%   CO2). Про-
лиферативную активность оценивали, рассчи-
тывая коэффициент экспансии по следующей 
формуле: K(t) = N(t)/N(0), где K – коэффициент 
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экспансии в момент времени t, N(t) – число кле-
ток в культуре в момент времени t, N(0) – число 
клеток в культуре в начальный момент времени. 
Статистический анализ данных проводили в про-
грамме GraphPad Prism 7 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, 
USA). T-test Стьюдента применялся при анализе 
нормально распределенных данных, в противном 
случае применялся U-критерий Манна–Уитни. 
Данные представлены в виде среднее ± стандарт-
ное распределение (SD) (* p < 0,05; ** p < 0,01; 
***p < 0,005; **** p < 0,001).

Результаты и обсуждение
Рецепторы NKG2C и NKG2A способны рас-

познавать молекулу HLA-E на поверхности за-
раженных клеток, экспрессия которой индуци-

руется HCMV. Таким образом, NKG2A и NKG2C 
играют важную роль в регуляции инфекции 
HCMV. Мы оценили взаимосвязь между сероло-
гическим статусом индивидов (наличие HCMV- 
специфичных IgG) и уровнем экспрессии этих 
рецепторов в общей популяции NK-клеток, а 
также оценили долю клеток NKG2A+ в субпо-
пуляции CD57+NKG2C+, соответствующей по 
фенотипу адаптивным NK-клеткам. В иссле-
довании приняли участие 36 индивидов, 12 из 
которых были серонегативны, а 24 – серопози-
тивны по IgG к HCMV (HCMV-  и HCMV+ со-
ответственно) (рис.  1А). Распределение титров 
IgG-антител к HCMV в плазме крови серопо-
зитивных доноров представлено на рисунке 1b 
В популяции NK-клеток HCMV+ индивидов на-

Рисунок 1. Анализ HCMV инфицированности доноров, принявших участие в исследовании и анализ фенотипа NK-
клеток этих доноров
Примечание. A – распределение доноров, принявших участие в исследовании, по HCMV- статусу; B – титр антител к HCMV 
в плазме HCMV- серопозитивных индивидов, принявших участие в исследовании; C – доля клеток NKG2C+ в популяции 
NK- клеток HCMV- серопозитивных (HCMV+) и серонегативных (HCMV-) индивидов; D – доля клеток CD57+NKG2C+ в популяции 
NK- клеток HCMV+ и HCMV- индивидов; E – доля клеток NKG2A+ в популяции NK-клеток HCMV+ и HCMV- индивидов; F – доля 
клеток NKG2A+CD57+NKG2C+HCMV+ и HCMV- индивидов. Данные представлены в виде среднее ± SD, статистический анализ 
нормально распределенных данных проводился посредством t-теста Стьюдента, ненормально распределенных данных – 
U-тест Манна–Уитни, ** p < 0,01, **** p < 0,001.
Figure 1. Analysis of HCMV infection among the donors who took part in the study and analysis of these donors’ NK cell phenotype 
of these donors
Note. A, distribution of donors who took part in the study according to their HCMV status; B, titers of HCMV- specific antibodies in the plasma of 
HCMV- seropositive individuals who took part in the study; C, proportion of NKG2C+ cells in the NK cell population of HCMV- seropositive (HCMV+) 
and seronegative (HCMV- ) individuals; D, proportion of CD57+NKG2C+ cells in the population of NK cells of HCMV+ and HCMV-  individuals; E, 
proportion of NKG2A+ cells in the population of NK cells of HCMV+ and HCMV- individuals; F, proportion of NKG2A+ cells in CD57+NKG2C+ subset 
of NK cells from HCMV+ and HCMV- individuals. Data are presented as mean ± SD, statistical analysis of normally distributed data was carried out 
using Student’s t-test, non-normally distributed data – Mann–Whitney U test, ** p < 0.01, **** p < 0.001.
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Рисунок 2. Сортировка и экспансия субпопуляций NK-клеток
Примечание. A – схема гейтирования при сортировке NK-клеток на субпопуляции CD57+NKG2C+NKG2A- и CD57+NKG2C+NKG2A+; 
B – коэффициент экспансии культур CD57+NKG2C+NKG2A- и CD57+NKG2C+NKG2A+NK-клеток, данные представлены в виде 
среднее ± SD, статистический анализ проведен посредством непараметрического теста Манна–Уитни, * p < 0,05,  
** p < 0,01; C, D, E – уровень экспрессии цепи FcεεRIγγ в клетках субпопуляцияй NK-клеток CD57- (C), CD57+NKG2C+NKG2A+ (D) 
и CD57+NKG2C+NKG2A- (E) ex vivo.
Figure 2. Sorting and expansion of NK cell subsets
Note. A, gating scheme for sorting NK cells into CD57+NKG2C+NKG2A- and CD57+NKG2C+NKG2A+ subsets; B, expansion coefficient of 
CD57+NKG2C+NKG2A- and CD57+NKG2C+NKG2A+NK cell cultures, data are presented as mean ± SD, statistical analysis was carried out using 
the non-parametric Mann–Whitney test, * p < 0.05, ** p < 0.01; C, D, E, expression level of the FcεRIγ chain in CD57- (C), CD57+NKG2C+NKG2A+ 
(D) and CD57+NKG2C+NKG2A- (E) NK cell subsets ex vivo.

блюдалось более высокое содержание NKG2C+ и 
CD57+NKG2C+NK-клеток, что свидетельствует 
о циркуляции в крови этих людей HCMV- спец-
ифичных эффекторов (рис. 1C, D). Кроме того, 
для HCMV- серопозитивных индивидов была ха-
рактерна более низкая доля NKG2A+ клеток как в 
общей популяции NK-клеток, так и в субпопуля-
ции CD57+NKG2C+ (рис. 1E, F). Таким образом, 
при инфекции HCMV в периферической крови 
происходило накопление NKG2A-негативных 
NK-клеток, однако у некоторых HCMV+ инди-
видов (6 из 24) доля NKG2A+ клеток в субпопу-
ляции CD57+NKG2C+ была сравнима с таковой у 
HCMV- индивидов (рис. 1F). 

Поскольку для NKG2A-экспрессирующих 
NK-клеток характерна более интенсивная 
пролиферация в ответ на стимуляцию, по 
сравнению с более зрелыми NK-клетками, 
нами было проведено сравнение экспан-
сии субпопуляций CD57+NKG2C+NKG2A+ и 
CD57+NKG2C+NKG2A-. NK-клетки для дан-
ного эксперимента были выделены из кро-
ви индивида, обладающего высокой долей 

клеток NKG2A+ в популяции CD57+NKG2C+ 
(30,4%, рис. 1F), а также высоким титром анти-
тел к HCMV (17,75 U/ml, рис.  1B). Клеточные 
культуры были выращены из 100 NK-клеток 
с фенотипом CD57+NKG2C+NKG2A- или 
CD57+NKG2C+NKG2A+, предварительно отсо-
ртированных в лунки 96-луночного планшета, 
при стимуляции IL-2 и фидерными клетками 
K562-mbIL21 (рис. 2A). В культурах NK-клеток 
CD57+NKG2C+NKG2A+ наблюдался более высо-
кий уровень экспансии в сравнении с культурами 
NKG2A-негативных CD57+NKG2C+ клеток (рис. 
2B). Таким образом, даже во фракции высокодиф-
ференцированных NK-клеток экспрессия NKG2A 
маркировала NK-клетки с более высоким проли-
феративным потенциалом. Также было оценено 
внутриклеточное содержание адаптерной цепи 
FcεRIγ в NK-клетках CD57+NKG2C+NKG2A- и 
CD57+NKG2C+NKG2A+ ex vivo. Эта молекула не-
обходима для проведения сигнала ряда активи-
рующих рецепторов NK-клеток, в частности, ре-
цепторов натуральной цитотоксичности NKp30 
и NKp46. Различий между NK-клеточными 
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субпопуляциями CD57-NKG2C+NKG2A+ и 
CD57+NKG2C+NKG2A+ по уровню экспрес-
сии FcεRIγ выявлено не было (рис.  2C,  D). 
В то же время часть клеток субпопуляции 
CD57+NKG2C+NKG2A- имела низкий уровень 
экспрессии FcεRIγ (рис. 2E). Высокий уровень 
FcεRIγ характерен для зрелых клеток [4], но в 
популяции адаптивных NK-клеток уровень экс-
прессии этой адаптерной цепи снижен [6]. Не-
давно было показано, что при пролиферации 
NK-клеток повышается активность комплекса 
mTOR (mammalian target of rapamycin), который, 
в свою очередь, способствует повышению уровня 
экспрессии FcεRIγ [7]. Следовательно, высокий 

уровень экспрессии молекулы FcεRIγ в субпо-
пуляции CD57+NKG2C+NKG2A+ указывает на 
интенсивную метаболическую активность этих 
клеток, ассоциированную с их высоким проли-
феративным потенциалом. Активно пролифе-
рирующие CD57+NKG2C+NKG2A+ NK-клетки 
представляют особый интерес в контексте изуче-
ния путей дифференцировки NK-клеток в адап-
тивное состояние. Благодаря своей повышенной 
пролиферативной активности эти клетки могут 
стать основой для получения высокодифферен-
цированных эффекторов для иммунотерапии с 
использованием NK-клеток.


