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IX Всероссийская школа по клинической иммунологии
«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»

28 января – 3 февраля 2018 года 
Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:
• Министерство здравоохранения Российской Федерации Российская Академия Наук
• Северо-Западное отделение медицинских наук
• Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека
• Комитет по науке и высшей школе Правительства Санкт-Петербурга
• Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
• Администрация Псковской области
• ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России
• Институт экспериментальной медицины 
• НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора
• Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им.акад. И.П. Павлова
• Российское научное общество иммунологов
• Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
• Российское цитокиновое общество
• Ассоциация специалистов и организаций лабораторной службы «Федерация Лабораторной 

Медицины»
• Санкт-Петербургское региональное отделение Российской Ассоциации Аллергологов и Клинических 

Иммунологов
В программе школы:

• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Ежедневная культурная программа
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Всем слушателям будут выданы удостоверения о тематическом усовершенствовании 
установленного образца и зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru получат  

14 зачетных единиц (кредитов) по специальности: «аллергология и иммунология»
Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера 
тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru

Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru

XVI Всероссийская школа по клинической иммунологии

«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»
25 – 31 января 2026 года

Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:

Слушатели, зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru, 
получат зачетные единицы

Министерство здравоохранения 
Российской Федерации 

Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
Администрация Псковской области

*****
ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России

Институт экспериментальной медицины
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора

Первый Санкт-Петербургский государственный 
медицинский университет им. акад. И.П. Павлова

*****
Российское научное общество иммунологов

Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
Российское цитокиновое общество

Ассоциация специалистов и организаций 
лабораторной службы «Федерация Лабораторной Медицины»

Санкт-Петербургское региональное отделение Всероссийской Общественной
Организации – Ассоциации Аллергологов и Клинических Иммунологов
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Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно (железнодорожный вокзал, аэропорт)

Российская Академия Наук Федеральная служба по надзору 
в сфере защиты прав потребителей 

и благополучия человека
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Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 644-63-12,  e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 
197101, Санкт-Петербург, а/я 130, СПб РО РААКИ

Заявки подавать до 31 декабря 2025 года.Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, 
академик РАН Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера
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Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:
• Министерство здравоохранения Российской Федерации Российская Академия Наук
• Северо-Западное отделение медицинских наук
• Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека
• Комитет по науке и высшей школе Правительства Санкт-Петербурга
• Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
• Администрация Псковской области
• ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России
• Институт экспериментальной медицины 
• НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора
• Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им.акад. И.П. Павлова
• Российское научное общество иммунологов
• Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
• Российское цитокиновое общество
• Ассоциация специалистов и организаций лабораторной службы «Федерация Лабораторной 

Медицины»
• Санкт-Петербургское региональное отделение Российской Ассоциации Аллергологов и Клинических 

Иммунологов
В программе школы:

• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Ежедневная культурная программа
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Всем слушателям будут выданы удостоверения о тематическом усовершенствовании 
установленного образца и зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru получат  

14 зачетных единиц (кредитов) по специальности: «аллергология и иммунология»
Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера 
тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru

Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru

Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 644-63-12,  e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 
197101, Санкт-Петербург, а/я 130, СПб РО РААКИ

Заявки подавать до 31 декабря 2025 года.Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, 
академик РАН Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера

IX Всероссийская школа по клинической иммунологии
«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»
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• Комитет по науке и высшей школе Правительства Санкт-Петербурга
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• НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора
• Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им.акад. И.П. Павлова
• Российское научное общество иммунологов
• Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
• Российское цитокиновое общество
• Ассоциация специалистов и организаций лабораторной службы «Федерация Лабораторной 

Медицины»
• Санкт-Петербургское региональное отделение Российской Ассоциации Аллергологов и Клинических 

Иммунологов
В программе школы:

• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Ежедневная культурная программа
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Всем слушателям будут выданы удостоверения о тематическом усовершенствовании 
установленного образца и зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru получат  

14 зачетных единиц (кредитов) по специальности: «аллергология и иммунология»
Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
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Тел./факс: (812) 233-08-58
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www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru

XVI Всероссийская школа по клинической иммунологии

«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»
25 – 31 января 2026 года

Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:

Слушатели, зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru, 
получат зачетные единицы

Министерство здравоохранения 
Российской Федерации 

Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
Администрация Псковской области

*****
ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России

Институт экспериментальной медицины
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора

Первый Санкт-Петербургский государственный 
медицинский университет им. акад. И.П. Павлова

*****
Российское научное общество иммунологов

Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
Российское цитокиновое общество

Ассоциация специалистов и организаций 
лабораторной службы «Федерация Лабораторной Медицины»

Санкт-Петербургское региональное отделение Всероссийской Общественной
Организации – Ассоциации Аллергологов и Клинических Иммунологов

В программе школы:
• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно (железнодорожный вокзал, аэропорт)

Российская Академия Наук Федеральная служба по надзору 
в сфере защиты прав потребителей 

и благополучия человека
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Медицины»
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• 3-разовое питание
• Ежедневная культурная программа
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Всем слушателям будут выданы удостоверения о тематическом усовершенствовании 
установленного образца и зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru получат  

14 зачетных единиц (кредитов) по специальности: «аллергология и иммунология»
Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера 
тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru

Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru
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e-mail: totolian@spbraaci.ru

Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
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Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 644-63-12,  e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 
197101, Санкт-Петербург, а/я 130, СПб РО РААКИ

Заявки подавать до 31 декабря 2025 года.Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, 
академик РАН Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера

IX Всероссийская школа по клинической иммунологии
«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»

28 января – 3 февраля 2018 года 
Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:
• Министерство здравоохранения Российской Федерации Российская Академия Наук
• Северо-Западное отделение медицинских наук
• Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека
• Комитет по науке и высшей школе Правительства Санкт-Петербурга
• Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
• Администрация Псковской области
• ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России
• Институт экспериментальной медицины 
• НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора
• Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им.акад. И.П. Павлова
• Российское научное общество иммунологов
• Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
• Российское цитокиновое общество
• Ассоциация специалистов и организаций лабораторной службы «Федерация Лабораторной 

Медицины»
• Санкт-Петербургское региональное отделение Российской Ассоциации Аллергологов и Клинических 

Иммунологов
В программе школы:

• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Ежедневная культурная программа
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Всем слушателям будут выданы удостоверения о тематическом усовершенствовании 
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В программе школы:
• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
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в сфере защиты прав потребителей 

и благополучия человека

IX Всероссийская школа по клинической иммунологии
«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»

28 января – 3 февраля 2018 года 
Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:
• Министерство здравоохранения Российской Федерации Российская Академия Наук
• Северо-Западное отделение медицинских наук
• Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека
• Комитет по науке и высшей школе Правительства Санкт-Петербурга
• Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
• Администрация Псковской области
• ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России
• Институт экспериментальной медицины 
• НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора
• Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им.акад. И.П. Павлова
• Российское научное общество иммунологов
• Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
• Российское цитокиновое общество
• Ассоциация специалистов и организаций лабораторной службы «Федерация Лабораторной 

Медицины»
• Санкт-Петербургское региональное отделение Российской Ассоциации Аллергологов и Клинических 

Иммунологов
В программе школы:

• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Ежедневная культурная программа
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Всем слушателям будут выданы удостоверения о тематическом усовершенствовании 
установленного образца и зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru получат  

14 зачетных единиц (кредитов) по специальности: «аллергология и иммунология»
Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера 
тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru

Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru
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Зам. председателя СПб РО РААКИ, 
академик РАН Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера
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«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»
25 – 31 января 2026 года

Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:

Слушатели, зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru, 
получат зачетные единицы

Министерство здравоохранения 
Российской Федерации 

Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
Администрация Псковской области

*****
ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России

Институт экспериментальной медицины
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора

Первый Санкт-Петербургский государственный 
медицинский университет им. акад. И.П. Павлова

*****
Российское научное общество иммунологов

Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
Российское цитокиновое общество

Ассоциация специалистов и организаций 
лабораторной службы «Федерация Лабораторной Медицины»

Санкт-Петербургское региональное отделение Всероссийской Общественной
Организации – Ассоциации Аллергологов и Клинических Иммунологов

В программе школы:
• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно (железнодорожный вокзал, аэропорт)

Российская Академия Наук Федеральная служба по надзору 
в сфере защиты прав потребителей 

и благополучия человека
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Зам. председателя СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера 
тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru

Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru
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• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии
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• Ежедневная культурная программа
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно
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197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
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Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
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Министерство здравоохранения 
Российской Федерации 

Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
Администрация Псковской области

*****
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Институт экспериментальной медицины
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Первый Санкт-Петербургский государственный 
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*****
Российское научное общество иммунологов

Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
Российское цитокиновое общество

Ассоциация специалистов и организаций 
лабораторной службы «Федерация Лабораторной Медицины»

Санкт-Петербургское региональное отделение Всероссийской Общественной
Организации – Ассоциации Аллергологов и Клинических Иммунологов
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Российская Академия Наук Федеральная служба по надзору 
в сфере защиты прав потребителей 

и благополучия человека
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Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
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ГАММА-ДЕЛЬТА (γδγδ) T-КЛЕТКИ: ПРОИСХОЖДЕНИЕ, 
ФЕНОТИП, ФУНКЦИИ
Соколов Д.И.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт акушерства, гинекологии и репродуктологии имени 
Д.О. Отта», Санкт-Петербург, Россия  
ФБУН «Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени 
Пастера» Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, 
Санкт-Петербург, Россия 

Резюме. Важнейшей функцией γδТ-клеток является контроль за реакциями врожденного и адап-
тивного иммунитета. Эти клетки также участвуют в противобактериальном, противовирусном, 
противоопухолевом иммунитете, регулируют воспаление, определяют гомеостаз барьерных тканей, 
регулируют взаимодействие клеток в зоне маточно-плацентарного контакта и осуществляют надзор 
за течением беременности, участвуют в патогенезе аутоиммунных заболеваний, участвуют в раноза-
живлении, поддерживают целостность эпителия. За последние годы в литературе появилось большое 
количество данных о многообразии субпопуляций γδT-клеток, порой противоположных, или даже 
антагонистических, роли этих субпопуляций в физиологических и патологических процессах. По-
этому целью настоящего обзора явилась систематизация данных о биологии γδT-клеток, их проис-
хождении, фенотипе, функциях и способах применения в клинике. В обзоре изложены современные 
представления о происхождении γδТ-клеток, стадиях их внутритимической дифференцировки, воз-
можностях внетимической трансдифференцировки одних субпопуляций в другие. В обзоре приведе-
на современная классификация субпопуляций γδТ-клеток человека, основанная на экспрессии γ- и 
δ-цепей Т-клеточного рецептора, описаны фенотип и свойства наиболее распространенных попу-
ляций Vδ1, Vδ2, Vδ3 Т-клеток. Приведена классификация γδТ-клеток человека, основанная на про-
дукции ими цитокинов и экспрессии внутриклеточных мессенджеров, подробно описаны свойства 
и функции наиболее изученных субпопуляций: γδT1, γδT17, γδNKT, γδTreg, γδTAPC, γδTfh. В обзоре 
особое внимание уделяется фенотипу различных популяций, секреции ими цитокинов, приводятся 
данные об экспрессии поверхностных рецепторов γδТ-клеток человека и их функциях. В частности, 
рассмотрены особенности строения и лиганды γδТ-клеточного рецептора, а также рецепторы, кон-
тролирующие их активность (LIRB1/ILT2, KIR2DL1, KIR2DL2/3, KIR2DL4, KIR2DS1, KIR2DS2, 
KIR3DL2, KLRD1, NKG2A, NKG2C, NKG2D, NKG2F, NKp30, NKp44, NKp46, KLRC3, DNAM1, 
KLRG1/MAFA, FcγRIII, BTLA, PD1, TIGIT, VISTA, LAG3, TIM3, CTLA-4, 2B4, NK1 (NK28), KLRB1, 
TLR1, TLR2, TLR3, TLR5, TLR6, TLR7, TLR8), цитотоксичность в отношении клеток-мишеней, хе-
мокиновые CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, CCR9, CCR10, CXCR1, CXCR2, CXCR3, 
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CXCR4, CXCR5, цитокиновые и адгезионные рецепторы. В обзоре приведена информация об уча-
стии субпопуляций γδТ-клеток человека в различных физиологических и патологических процессах, 
отмечена их неоднозначная роль в надзоре за опухолевым ростом. На основании описанных данных 
приводятся сведения о возможных перспективах применения γδТ-клеток в терапии некоторых за-
болеваний.

Ключевые слова: gdT-клетки, лимфоциты, фенотип, цитотоксичность, цитокины, дифференцировка

GAMMA DELTA (γδγδ) T CELLS: ORIGIN, PHENOTYPE, 
FUNCTIONS
Sokolov D.I.
D. Ott Research Institute of Obstetrics, Gynecology and Reproductology, St. Petersburg, Russian Federation  
Saint Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The primary function of γδT cells is to regulate the responses of innate and adaptive immune 
systems. These cells also play a role in antibacterial, antiviral and antitumor immune responses, regulate 
inflammation, maintain homeostasis in barrier tissues, control cell interactions in the uteroplacental interface, 
monitor pregnancy progression, contribute to the pathogenesis of autoimmune disorders, participate in wound 
repair, and maintain epithelial integrity. Over recent years, numerous data were presented on the diversity of 
γδT cell subpopulations and its role in physiological and pathological processes, sometimes being controversial, 
or even antagonistic. Hence, the purpose of this review was to systematize data on the biology of γδT cells, 
including their origin, phenotype, functions, and approaches to their clinical application. The article presents 
modern concepts regarding the origin of γδT cells, stages of their intrathymic differentiation, and extra-thymic 
potential for trans-differentiation of some subpopulations. The review presents a modern classification of 
human γδT cells based on expression of γ- and δ-chains of the T cell receptor, their phenotype and describes the 
properties of the most common populations of Vδ1, Vδ2, Vδ3 T cells. Classification of human γδT cells based on 
their cytokine production and expression of intracellular messengers is proposed, the properties and functions 
of the most studied subpopulations are described in details: γδT1, γδT17, γδNKT, γδTreg, γδTAPC, γδTfh. 
The review pays special attention to the phenotype of various populations, their ability for cytokine secretion, 
and provides data on expression of surface receptors of human γδT cells and their functions. In particular, the 
structural features and ligands of the γδT cell receptor, are addressed as well as specific receptors controlling 
their activity (LIRB1/ILT2, KIR2DL1, KIR2DL2/3, KIR2DL4, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR3DL2, KLRD1, 
NKG2A, NKG2C, NKG2D, NKG2F, NKp30, NKp44, NKp46, KLRC3, DNAM1, KLRG1/MAFA, 
FcyRIII, BTLA, PD1, TIGIT, VISTA, LAG3, TIM3, CTLA-4, 2B4, NK1 (NK28), KLRB1, TLR1, TLR2, 
TLR3, TLR5, TLR6, TLR7, TLR8), cytotoxicity against target cells, chemokines CCR1, CCR2, CCR3, 
CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, CCR9, CCR10, CXCR1, CXCR2, CXCR3, CXCR4, CXCR5, cytokine and 
adhesion receptors. The review provides information on the participation of human γδT cell subpopulations 
under various physiological and pathological conditions, and their role in the tumor surveillance. On this basis, 
possible prospects for usage of γδT cells in the treatment of distinct diseases are also discussed.

Keywords: gdT cells, lymphocytes, phenotype, cytotoxicity, cytokines, differentiation

Работа поддержана грантом РНФ 25-24-00028.

Введение
Среди Т-лимфоцитов выделяют две субпо-

пуляции: 1) классические Т-лимфоциты, экс-
прессирующие Т-клеточный рецептор (TCR) из 
α- и β-цепей (αβT); 2) γδТ-клетки экспрессиру-

ющие γδTCR, общее количество которых по раз-
ным оценкам составляет от 0,5% до 5,0% от всех 
Т-лимфоцитов [298]. Несмотря на такую немно-
гочисленность, представительство в определен-
ных тканях и органах γδT-клеток выглядит до-
вольно значительным. Установлено, что их доля 
от всех Т-лимфоцитов в децидуальной оболочке 
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и в слизистой кишечника составляет около 60%, 
в lamina propria – превышает 40%, в коже – от 15% 
до 30% [50, 165, 249]. По разным данным в крови 
доля γδТ-клеток может составлять от 5% до 15% 
от всех Т-лимфоцитов, увеличиваясь при различ-
ных инфекциях до 50%  [263]. γδТ-клетки также 
располагаются в селезенке, печени, в слизистой 
оболочке дыхательного и репродуктивного трак-
та  [62, 196]. Важнейшей функцией γδТ-клеток 
является контроль за реакциями врожденного 
и адаптивного иммунитета  [31, 146]. Эти клет-
ки также участвуют в противобактериальном, 
противовирусном, противоопухолевом иммуни-
тете [95, 142, 196], регулируют воспаление, опре-
деляют гомеостаз барьерных тканей  [187, 196], 
регулируют взаимодействие клеток в зоне маточ-
но-плацентарного контакта и осуществляют над-
зор за течением беременности [86, 234], участву-
ют в патогенезе аутоиммунных заболеваний [173, 
174], участвуют в ранозаживлении, поддержива-
ют целостность эпителия [238].

Распознавание антигена γδТ-клетками не за-
висит от презентации антигена в составе молекул 
MHC, что расширяет их возможности в реализа-
ции различных реакций иммунного ответа  [10, 
264]. Благодаря этому γδТ-клетки воспринимают 
более широкий спектр антигенов, включая экзо-
генные и эндогенные, аутоантигены и чужеродные 
вещества [147, 212, 219], стресс-индуцированные 
антигены, фосфоантигены и другие непептидные 
молекулы. При этом, в отличие от αβT-клеток, 
для участия в регуляции иммунного ответа γδТ-
клетки могут быть активированы единственным 
сигналом  [48]. γδТ-клетки могут распознавать 
микроорганизмы и инфицированные или транс-
формированные клетки хозяина [79] и проявлять 
прямую цитотоксическую активность за счет вы-
свобождения гранзимов и перфоринов, вовлече-
ния Fas/FasL или TRAIL рецепторов, продукции 
TNFα [106]. Более того, они также могут генери-
ровать клетки памяти, действуя как адаптивные 
иммунные Т-клетки [141]. 

С другой стороны, γδТ-клетки имеют рецеп-
торы врожденного иммунитета, обеспечивая 
раннюю иммунную защиту даже при отсутствии 
предварительного воздействия антигена  [147, 
212]. Они реализуют неспецифическую цито-
токсичность в отношении мишеней, опосре-
дованную рецепторами естественных килле-
ров (NKR – natural killer cell receptor) [140, 301], 
антителозависимую зависимую клеточную ци-
тотоксичность (АЗКЦ)  [90]. Установлено, что 
γδT-клетки могут фагоцитировать частицы и 
действовать как профессиональные антигенпре-
зентирующие клетки  [7]. Эти клетки секрети-

руют множество цитокинов  [298] и определяют 
активность множества клеток микроокружения, 
в том числе макрофагов, естественных киллеров, 
дендритных клеток и αβТ-лимфоцитов [29, 135]. 

За последние годы в литературе появилось 
большое количество данных о многообразии суб-
популяций γδT-клеток, порой противополож-
ных, или даже антагонистических, роли этих суб-
популяций в физиологических и патологических 
процессах; появились сведения о применении 
этих клеток в терапии в основном опухолевых 
заболеваний. Поэтому целью настоящего обзора 
явилась систематизация данных о биологии γδT-
клеток, их происхождении, фенотипе, функциях 
и способах применения в клинике.

1. Происхождение γδγδT-клеток
Наиболее полно происхождение и дифферен-

цировка γδТ-клеток изучены на мышиной моде-
ли [83]. С определенными допущениями полагают, 
что этапы их дифференцировки в тимусе человека 
имеют сходный характер. γδТ-клетки развивают-
ся в тимусе из Т-клеток-предшественников, про-
исходящих из гемопоэтических стволовых клеток 
костного мозга [204]. Механизмы рекомбинации 
γδTCR V(D)J подробно описаны в различных ра-
ботах [51, 97, 235, 296]. Большинство γδТ-клеток 
покидают тимус на стадии двойной негативной 
(DN) клетки (DN2-DN3). Некоторые γδТ-клетки 
проходят стадии DN и двойной позитивной 
(DP) клетки или DN, DP и однопозитивной (SP: 
CD4+ или CD8+) клетки [12, 159, 179]. В перифе-
рической крови человека обнаруживают DP и 
SP γδТ-клетки, при этом среди перечисленных 
фенотипов наиболее распространенным у че-
ловека являются CD8+γδТ-клетки  [214, 251]. На 
мышиной модели показано, что в условиях диф-
ференцировки в тимусе передача сигналов TCR 
без сигнала Notch способствует образованию 
γδТ-клеток. Наоборот, низкий сигнал TCR при 
одновременно сильном сигналинге через Notch 
способствует образованию αβТ-клеток  [294]. 
Дифференцировка γδТ-клеток человека может 
идти по Notch-независимому DN-пути, резуль-
татом которого будет образование зрелых DN и 
SP (CD8+) γδТ-клеток. Напротив, дифференци-
ровка γδТ-клеток человека по Notch-зависимому 
DP-пути приводит к образованию сначала не-
зрелых CD4+SP-клеток, а затем зрелых DP γδТ-
клеток [214, 250]. Следует отметить, что роль CD4 
или CD8 в распознавании антигена γδТ-клетками 
до сих пор не ясна.

Первоначально среди γδT-клеток выделяли 
две субпопуляции: Vδ1 и Vδ2 [4]. γδT-клетки впер-
вые обнаруживаются на 5-6-й неделе беременно-
сти в печени плода и через 8 недель в тимусе [143, 
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145]. В середине беременности продуцирующие 
IFNγ Vδ2 Т-клетки являются преобладающей 
популяцией [54, 282]. При рождении в тимусе и 
в пуповинной крови доминирующей популяци-
ей является Vδ1 Т-клетки  [265, 282]. Полагают, 
что Vδ2 Т-клетки подвергаются фенотипиче-
скому созреванию вскоре после рождения [265]. 
По мере взросления преобладающей субпопуля
цией в периферической крови становятся Vγ9Vδ2 
Т-клетки [144].

Особенности развития Vγ9Vδ2 Т-клеток в ти-
мусе к настоящему времени изучены недостаточ-
но. Развитие Vγ9Vδ2 Т-клеток сопровождается 
изменением экспрессии поверхностных рецеп-
торов, секреции хемокинов и внутриклеточной 
экспрессии факторов транскрипции. Выделяют 
следующие этапы дифференцировки γδТ-клеток 
в постнатальном тимусе: 1) клетки с фенотипом 
CD4+CD161-/low; 2) клетки с фенотипом CD4-

CD161-; 3) клетки с фенотипом CD4-CD161+ [144]. 
В периферической крови человека после 45 

лет снова происходит инверсия содержания суб-
популяций γδТ-клеток: количество Vδ1 Т-клеток 
увеличивается, а количество Vδ2 Т-клеток пада-
ет  [92]. Причины такого физиологического фе-
номена инверсии субпопуляций γδТ-клеток в 
течение жизни до сих пор не установлены. Следу-
ет отметить, что при различных патологических 
состояниях также наблюдается инверсия субпо-
пуляций γδТ-клеток в сторону преобладания Vδ1 
Т-клеток, например при системной красной вол-
чанке [292], раковых заболеваниях и инфекциях 
(гепатит С, CMV-инфекция, ВИЧ-инфекция [60, 
189]), и ее связывают с преимущественным раз-
множением одной из двух популяций при пато-
логическом процессе. Следует отметить, что ин-
версия в сторону преобладания Vδ1 обеспечивает 
физиологическое течение беременности, напро-
тив – преобладание у матери Vδ2 ведет к невына-
шиванию беременности [86].

После окончания дифференцировки γδТ-
клетки выходят из тимуса в периферическую 
кровь. В настоящее время среди циркулирую-
щих γδТ-клеток выделяют несколько субпопу-
ляций: 1) наивные γδТ-клетки; 2) γδТ-клетки, 
продуцирующие IFNγ (γδT1)  [260]; 3) γδТ-
клетки, продуцирующие IL-17 (γδT17); 4) γδТ-
клетки, продуцирующие IFNγ/IL-4 (γδNKT или 
CD56+γδT); 5) очень редкие CD4+γδТ-клетки; 
6) очень редкие CD8+γδТ-клетки. Также выде-
ляют (7) γδTreg-клетки, которые имеют фено-
тип CD73+FoxP3+Vδ1+ либо CD39+FoxP3+Vδ1+ 
и обнаружены в периферической крови, а так-
же в ткани опухоли пациентов с раком молоч-
ной железы  [163, 182] и раком толстой кишки; 

8) γδTAPC – антигенпрезентирующие клетки [16]; 
9) γδT2 (продуцирующие IL-4, у человека описа-
ны только при дифференцировке in vitro)  [260]; 
10) γδT1/γδT17 (продуцирующие как IFNγ, так и 
IL- 17); 11) γδTfh-клетки  [6]; 12) γδT9 (продуци
рующие IL-9, у человека описаны только при 
дифференцировке in vitro) [180].

2. Фенотип γδγδТ-клеток
Различные субпопуляции γδТ-клеток экс-

прессируют на своей поверхности множество 
различных рецепторов (табл. 1, 2 и 3), определя-
ющих их функциональную активность. Судьба 
циркулирующих в кровотоке γδТ-клеток опреде-
ляется комбинацией хемокинов в микроокруже-
нии, экспрессируемых этими клетками, и моле-
кул адгезии и хемокиновых рецепторов, которые 
контролируют миграцию в кожу, слизистую обо-
лочку и кишечник, а также определяют, останут-
ся ли эти клетки в качестве резидентных клеток 
или вернутся в циркуляцию.

У человека на основании расположения, экс-
прессии δ-цепей, экспрессии определенных ге-
нов, фенотипа и функций выделяют следующие 
популяции γδТ-клеток: 1) Vδ1  – эти клетки об-
наружены в небольших количествах в кровотоке, 
а также составляют внушительную долю среди 
Т-лимфоцитов в печени, селезенке, кишечни-
ке, дерме и экспрессируют различные варианты 
γ-цепей: Vγ2; Vγ3; Vγ4; Vγ5; Vγ8; Vγ9; 2) Vδ2 – у 
взрослого человека до 45 лет это мажорная суб-
популяция в периферической крови, клетки 
которой экспрессируют Vγ9-цепь; 3) Vδ3  – эти 
γδТ-клетки находятся в печени и в кишечнике, 
а также в незначительных количествах обнару-
жены в периферической крови, экспрессируют 
Vγ2- и Vγ3-цепи  [103, 261] и распознают те же 
лиганды, что и Vδ1 [198]; 4) Vδ4, Vδ6, Vδ7 – эти 
клетки обнаружены в периферической крови 
пациентов с лимфомой и экспрессируют Vγ1-
цепь [257]. Полагают, что для Vδ1 в большей сте-
пени характерны функции клеток адаптивного 
иммунитета и способность образовывать клетки 
«подобные памяти», тогда как для Vδ2 более ха-
рактерны признаки клеток врожденного имму-
нитета [40, 190]. 

Так же как и среди αβT-лимфоцитов, среди 
γδT-лимфоцитов выделяют следующие субпо-
пуляции: 1) Tnaive – наивные клетки с фенотипом 
CD45RA+CD27+; 2) TCM  – клетки центральной 
памяти с фенотипом CD45RA-CD27+, не облада-
ющие эффекторными свойствами и экспресси-
рующие рецепторы для миграции в лимфатиче-
ские узлы; 3) TEM – клетки эффекторной памяти 
с фенотипом CD45RA-CD27-; 4) TEMRA  – терми-
нально дифференцированные клетки с феноти-
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ТАБЛИЦА 1. ПОВЕРХНОСТНЫЕ РЕЦЕПТОРЫ γδγδТ-КЛЕТОК

TABLE 1. RECEPTORS ON THE CYTOPLASMIC MEMBRANE OF γδT CELLS

Рецептор
Receptor

Популяция γδγδТ
γδT population

Лиганд
Ligand

Функция
Function

γδγδTCR

Указанные лиганды 
описаны преимущественно 

для Vδδ1 и Vδδ2, редко 
для других популяций 

γδγδT- клеток
These ligands are described 

mainly for Vδ1 and Vδ2, 
rarely for other populations of 

γδT cells

Annexin A2 [98, 138],
CD1a [258], CD1d [134], 

CD1c [206];
BTN3A1 [171, 210], 
BTN2A1 [100, 200], 
BTNL3 [100, 268];

EPCR [267];
EphA2;

HLA-A24 [34], HLA-B27-ci [46], 
HLA-A2 [225], HLA-A*24:2 

[105], HLA-A2/MART-1 [10];
hMSH2 [220];

MR-1;
bacillus Calmette-Guérin  

Protein Antigen [279];
MICA/B, ULBP4 [75]

staphylococcal  
enterotoxin A [207];

mycobacterium tuberculosis 
Superantigen [278];

listeriolysin O peptide [76]
peptide from Tetanus  

toxin [82, 111]

При связывании 
с лигандом инициирует 

пролиферацию, секрецию 
цитокинов (IL-2, IFNγγ, IL-17), 

цитоттоксичность [224]
Upon binding to the ligand, it 
initiates proliferation, cytokine 
secretion (IL-2, IFNg, IL-17), 

cytotoxicity [224]

CD2 (LFA-2) Vγ9Vδ2 [139] CD58, CD48 [156] Адгезия
Adhesion

CD3 γδT Т-лимфоцитарный маркер
T lymphocytic marker

Проведение сигнала 
в случае соединения γδγδTCR 

с лигандом
Conducting a signal in the case 

of binding of γδTCR with 
a ligand

CD4 Vδ3 [41, 134] Нет данных
No data

Нет данных
No data

CD8 Vδ3 [41, 134] Нет данных
No data

Нет данных
No data

CD11a/CD18 
(LFA-1) Vγ9Vδ2 [139] ICAM-1, ICAM-2,  

ICAM-3 [23, 24, 156]
Адгезия
Adhesion

CD16 (FcγγRIII) Vδ1, Vδ2, Vδ3 [60, 123, 244] IgG

Антителозависимая 
клеточная клеточная 

цитотоксичность
Antibody-dependent cellular 

cytotoxicity

CD25 (IL-2Rαα)

γδγδT в составе PBMC [226], 
Vδδ1, Vδδ2 [127], γδγδT в составе 

PBMC [226]
γδγδT as part of PBMC [226], 
Vδδ1, Vδδ2 [127], γδγδT as part 

of PBMC [226]

IL-2 Пролиферация
Proliferation

CD27 Vδ2 [42] CD70
Дифференцировка, 

клональная экспансия
Differentiation, clonal expansion

CD28 Vδ2Vγ9 [256] CD80, CD86
Дифференцировка, 

пролиферация
Differentiation, proliferation
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Рецептор
Receptor

Популяция γδγδТ
γδT population

Лиганд
Ligand

Функция
Function

CD30 γδT-клеточная лимфома [74] 
γδT cell lymphoma [74] TRAF2, TRAF5

Активирует в клетке-
мишени NF-κκB
Activates NF-kB  
in the target cell

CD38 Vδ1 [109], Vδ3 [41] CD31 Продукция цитокинов
Cytokine production

CD39 Vδ1, Vδ3 [41, 128] АТФ, АДФ, UTP и UDP
ATP, ADP, UTP and UDP

Эктонуклеотидаза, 
которая катализирует 

гидролиз γγ- и ββ-фосфатных 
остатков трифосфо- 

и дифосфонуклеозидов 
до производного 

монофосфонуклеозида
Ectonucleotidase, 

catalyzes the hydrolysis 
of γ- and β-phosphate 

residues of triphospho- and 
diphosphonucleosides to 

a monophosphonucleoside 
derivative

CD45 γδT Панлейкоцитарный маркер
Panleukocytic marker

CD52 Vδ1 [109]

ITIM (ингибирующий мотив 
иммунорецепторов на 

основе тирозина), несущий 
лектин, связывающий 

сиаловую кислоту 
SIGLEC10

ITIM (tyrosine-based 
immunoreceptor inhibitory 

motif), carrying lectin binding 
sialic acid SIGLEC10

Маркер зрелых 
лимфоцитов, снижает 
вероятность адгезии

Marker of mature lymphocytes, 
reduces adhesion

CD70 Vδ2 [42] CD27
Дифференцировка, 

клональная экспансия
Differentiation, clonal expansion

CD71 Vδ1 [109] Трансферрин 
Transferrin

Транспорт трансферрина 
в клетку путем эндоцитоза

Transferrin transport into 
the cell by endocytosis

CD73 Vδ1, Vδ2 [8, 27] АМФ
AMP

Преобразования AМФ 
в аденозин

Conversion of AMP 
to adenosine

CD56 Vδ1 [60], Vδ3 [134]

Neural cell adhesion 
molecule (NCAM), маркер 

принадлежности к 
субпопуляции γδγδNKT

Neural cell adhesion molecule 
(NCAM), a marker of belonging 

to the γδNKT subpopulation

CD57 Vδ1 [60]

Маркер терминальной 
дифференцировки [164]

A marker of terminal 
differentiation [164]

Таблица 1 (продолжение)
Table 1 (continued)
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Рецептор
Receptor

Популяция γδγδТ
γδT population

Лиганд
Ligand

Функция
Function

CD69

γδγδT в составе PBMC [60, 
226], Vδδ1, Vδδ2 [127]

γδT as part of PBMC [60, 226], 
Vδ1, Vδ2 [127].

Gal-1

Маркер ранней активации 
лимфоцитов, регулирует 

секрецию IFNγ, IL-17 
и IL- 22 [33]

A marker of early activation 
of lymphocytes, regulates the 
secretion of IFNg, IL-17 and 

IL-22 [33]

CD80/CD86 Vδ1, Vδ2 [127] CTLA-4, CD28

Модулирование активности 
клетки-мишени

Modulating the activity 
of the target cell

CD95 (Fas) Vδ1 [221] CD95L

Маркер готовности клетки 
к апоптозу

A marker of cell readiness 
for apoptosis

CD95L (FasL) Vδ1 [221] CD95 Апоптоз
Apoptosis

CD103 Vδ1, Vδ3 (mRNA) [41], 
Vδ1 [109]

Е-кадгерин 
E-cadherin

Адгезия к эпителию
Adhesion to the epithelium

CD107a Vδ1 [60] Vδ1 Vδ2, Vδ3 
(mRNA) [41]

Маркер дегрануляции 
в результате активации 

клетки
A marker of degranulation as 

a result of cell activation

CD122 (IL-2Rββ) Vδ1 [109] (mRNA) IL-2 Пролиферация
Proliferation

CD137 Vδ1, Vδ2, Vδ3 [41] CD137L

Маркер активации, 
костимуляторная молекула 
для активации макрофагов 
и дендритных клеток [169]

An activation marker, 
a costimulatory molecule for the 
activation of macrophages and 

dendritic cells [169]

CD161 Vδ1, Vδ2, Vδ3 [41] LLT-1 Ингибирование
Inhibition

CD226 Vδ1, Vδ2, Vδ3 [41] (mRNA) CD112, CD155

Адгезия, помогает в лизисе 
клеток гепатоцеллюлярной 

карциномы [239]
Adhesion, helps in the lysis 
of hepatocellular carcinoma 

cells [239]

CD247 Vδ1 [109] (mRNA) γδTCR

CD ζζ-цепь, образует с γδγδTCR 
гетеродимер [32]

CD ζ is a chain that forms a 
heterodimer with γδTCR [32]

CD272 (BTLA) Vδ2 [118]
CD160, вирус герпеса, 

LIGHT
CD160, herpes virus, LIGHT

При связывании с CD160, 
вирус герпеса – ингибиция, 

при связывании 
с LIGHT [166]

When binding to CD160, 
herpes virus is inhibited when 

binding to LIGHT [166]

Таблица 1 (продолжение)
Table 1 (continued)
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Рецептор
Receptor

Популяция γδγδТ
γδT population

Лиганд
Ligand

Функция
Function

CD357 γδTreg [3] Vδ1, Vδ3 
(mRNA) [41] GITRL

Активация, пролиферация, 
выработка цитокинов, 

защита от апоптоза
Activation, proliferation, 

cytokine production, protection 
from apoptosis

HLA-DR Vδ1 [109], Vδ2 [81, 127], 
Vδ3 [134] αβαβTCR

Презентация или 
кросспрезентация антигенов 

как CD4+, так и CD8+ αβαβТ-
лимфоцитам [14, 151]
Presentation or cross-

presentation of antigens 
to both CD4+ and CD8+ 

αβT lymphocytes [14, 151]

CD85J  
(ILT2, LILRB1) Vγ9Vδ2 [125] Молекулы MHC класса I

MHC Class I molecules
Ингибирование

Inhibition

TRAIL Vδ1, Vδ2 [262]
TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-R2 
(DR5), TRAIL-R3 (DcR1), 

TRAIL-R4 (DcR5)

Связывание с DR4 или 
DR5 инициирует апоптоз 

мишени, связывание 
с DcR1 или DcR5 позволяет 
мишени избегать апоптоза
Binding to DR4 or DR5 initiates 
apoptosis of the target, binding 

to Ddr1 or Ddr 5 allows the 
target to avoid apoptosis

Notch Vδ2 [73]
Notch ligands (Delta-like-1, 
Delta-like-3, Delta-like-4; 

Jagged 1, Jagged 2)

Стимуляция 
пролиферации, стимуляция 

цитотоксичности 
в отношении опухолевой 

клетки
Stimulation of proliferation, 
stimulation of cytotoxicity 

against a tumor cell

Таблица 1 (окончание)
Table 1 (continued)

пом CD45RA+CD27-, экспрессирующие рецеп-
торы для возвращения в очаги воспаления: они 
слабо представлены в лимфатических узлах, хотя 
в изобилии присутствуют в очагах воспаления, 
и проявляют эффекторные функции  [52, 203]. 
Эти субпопуляции γδТ-клеток обладают разной 
пролиферативной активностью, а TCM обладают 
способностью дифференцироваться антигенне-
зависимым образом в TEM и TEMRA [19]. Например, 
установлено, что в некоторых опухолях находят-
ся Vδ1 Т-клетки с фенотипом TCM или TEM и Vδ2 
Т-клетки с фенотипом TEM или TEMRA [131, 132].

2.1. γδγδTCR и его лиганды
Рецептор γδTCR, экспрессируемый этими 

клетками и определяющий их принадлежность к 
отдельному подклассу Т-лимфоцитов, не требует 
презентации антигена в составе MHC. Несмо-

тря на это некоторые субпопуляции γδТ-клеток 
сохранили способность распознавания некото-
рых молекул локуса MHC (HLA) своими γδTCR 
(табл. 1) вне зависимости от наличия пептида в 
составе MHC  [10, 46]. Полагают, что такие γδТ-
клетки являются аллореактивными [5, 291]. В ли-
тературе не удалось найти достаточно убедитель-
ной информации о возможных корецепторах, 
необходимых для распознавания по аналогии 
αβTCR. Одним из возможных кандидатов на 
функцию корецептора при распознавании анти-
гена γδTCR считают бутирофилины и бутирофи-
линоподобные молекулы (Btnl/BTNL)  [268], а 
также CD27 и NKG2D [195]. Полагают, что про-
стого связывания γδTCR с родственным ему ан-
тигеном достаточно для активации γδТ-клетки. 
Следует отметить, что аффинность большинства 
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ТАБЛИЦА 2. ХЕМОКИНОВЫЕ РЕЦЕПТОРЫ НА γδγδТ-КЛЕТКАХ

TABLE 2. CHEMOKINE RECEPTORS ON γδT CELLS

Рецептор
Receptor CD

Популяция 
γδγδТ

γδT population

Лиганд
Ligand

Итог взаимодействия рецептора 
с лигандом

Result of the interaction of the receptor  
with the ligand

CCR1 CD191 Vδ1, Vδ2 [71]

CCL3 (MIP-1α), CCL5 
(RANTES), CCL7 

(MCP-3),  
CCL23 (MPIF-1)

Миграция в зону воспаления [35]
Migration to the inflammatory zone [35]

CCR2 CD192 Vδ1, Vδ2

Миграция в опухоли: поджелудочная 
железа [39], легкие [47], предстательная 
железа, печень, молочная железа [117]

Migration to tumors: pancreas [39], lungs [47], 
prostate, liver, mammary gland [117]

CCR3 CD193 Vδ1, Vδ2 [71]

CCL11 (eotaxin), 
CCL26 (eotaxin-3), 

CCL7 (MCP-  3), CCL13 
(MCP- 4), CCL5 

(RANTES)

Миграция в зону воспаления
Migration to the area of inflammation

CCR4 CD194 Vδ1, Vδ2 [299]

CCL2 (MCP-1), 
CCL4 (MIP-1), CCL5 
(RANTES), CCL17 

(TARC), CCL22

Миграция в лимфатические узлы
Migration to the lymph nodes

CCR5 CD195 Vδ1 [47], 
Vδ2 [71]

 CCL3 (MIP-1α), CCL4 
(MIP-1β) и CCL5 
(RANTES) [71]

Миграция в поджелудочную железу [39], 
в полость сустава при ревматоидном 

артрите [154], миграция в легкие 
при опухоли [47], миграция в зону 

воспаления [71]
Migration to the pancreas [39], to the joint cavity 

in rheumatoid arthritis [154], migration  
to the lungs in tumors [47], migration  

to the inflammatory zone [71]

CCR6 CD196 Vδ1 (Tγδ17), 
Vδ1, Vδ2 [71] CCL20 (MIP-3α) 

Миграция в эпидермальный слой 
кожи [65], миграция в слизистые 

оболочки [61, 114], миграция 
в поджелудочную железу [39], миграция 

в легкие при опухоли [47]
Migration to the epidermal layer of the skin [65], 
migration to the mucous membranes [61, 114], 

migration to the pancreas [39], migration  
to the lungs in case of a tumor [47]

CCR7 CD197 Vδ1, Vδ2 [71] CCL19 и CCL21 Миграция в лимфатические узлы [71]
Migration to the lymph nodes [71]

CCR9 CDw199 Vδ2 CCL25

Тонкий кишечник, эпидермальный  
слой кожи [183, 248]

The small intestine, the epidermal layer  
of the skin [183, 248]

CCR10

γδγδТ мышь, 
Vδδ1 человек 
γδγδТ mouse, 
Vδδ1 human

CCL27  
(CTACK) [65, 85]

Миграция в эпидермальный  
слой кожи [94, 165]

Migration into the epidermal layer  
of the skin [94, 165]

CXCR1 
(IL8Rαα) CD128 Vδ1 [71] CXCL5, CXCL6, CXCL8 Миграция в зону воспаления [96]

Migration to the inflammatory zone [96]

CXCR2 
(IL8Rββ) CD182 Vδ1, Vδ2 [71] IL-8, CXCL2, CXCL3, 

CXCL5, CXCL1
Миграция в зону воспаления

Migration to the area of inflammation
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Рецептор
Receptor CD

Популяция 
γδγδТ

γδT population

Лиганд
Ligand

Итог взаимодействия рецептора 
с лигандом

Result of the interaction of the receptor  
with the ligand

CXCR3 CD183 Vδ1, Vδ2 CXCL10, CXCL11

Миграция в полость сустава при 
ревматоидном артрите [154], 

трансэндотелиальная миграция [183], 
миграция в зону воспаления [71]

Migration to the joint cavity in rheumatoid 
arthritis [154], transendothelial migration [183], 

migration to the inflammatory zone [71]

CXCR4 CD184 Vδ1, Vδ2 SDF-1/CXCL12 Трансэндотелиальная миграция [183]
Transendothelial migration [183]

CXCR5 CD185 Vδ1, Vδ2 [71] RANTES, MIP-1α,  
MIP-1β

Миграция в фоликулы лимфатических 
узлов [15]

Migration to the follicles of lymph nodes [15]

Таблица 2 (окончание)
Table 2 (continued)

γδTCR к антигенам низкая, но благодаря высо-
кой плотности молекул γδTCR на поверхности 
клетки создается высокая авидность связывания 
с антигеном [31]. Исходя из этой концепции, для 
γδTCR антигенами могут быть практически лю-
бые молекулы, присутствующие на поверхности 
клеток или в окружающем внеклеточном про-
странстве. В этом смысле аналогии между мы-
шиной моделью и человеком несостоятельны, 
экспериментальные модели наподобие моделей с 
трансгенными мышами для подтверждения срод-
ства антигена определенным рецепторам в чело-
веческой модели невозможны. 

Тем не менее на сегодняшний день из-
вестно несколько лигандов для человеческого 
γδTCR: молекулы локуса HLA  – HLA-A24  [34], 
HLA- B27- ci [46], HLA-A2 [225], HLA-A∗24:2 [105], 
HLA-A2/MART-1 [10]; структурные аналоги мо-
лекулы локуса HLA  – CD1a  [258], CD1d  [134], 
CD1c  [206], MICA/B, ULBP4; бутирофилины 
BTN3A1, BTN2A1, BTNL3; суперантигены неко-
торых бактерий и другие молекулы (табл.  1).

Т-лимфоциты, экспрессирующие αβTCR, 
распознают фрагменты антигена в составе ком-
плекса антигенпредставляющих молекул глав-
ного комплекса гистосовместимости. Помимо 
молекул локуса HLA у человека функцию анти-
генпрезентации выполняют молекулы семейства 
CD1 (CD1a, CD1b, CD1c и CD1d) и рецептор 
MR1 (MHC class I-related). Эти рецепторы необ-
ходимы для распознавания липидных антигенов 
Т-клетками [205, 252] и экспрессируются на по-
верхности некоторых профессиональных анти-
генпрезентирующих клеток: В-лимфоциты, ден-
дритные клетки [11] и клетки Лангерганса. 

Рецептор MR1 экспрессируется клетками в 
условиях метаболического стресса, раковыми 
клетками, инфицированными бактериями клет-
ками [107, 241, 284]. MR1 связывает метаболиты, 
полученные в результате бактериального биосин-
теза рибофлавина или фолиевой кислоты  [112, 
124]. Поскольку млекопитающие не обладают 
способностью синтезировать витамины группы 
В, эти небольшие молекулы действуют как инди-
катор бактериальной инфекции [112]. MR1 пре-
зентирует метаболиты витаминов группы B лим-
фоцитам MAIT (Mucosal-associated invariant 
T  cells)  – это Т-клетки, экспрессирующие ин-
вариантную α-цепь TCR и локализованные в 
слизистой оболочке  [236]. Логика распознава-
ния антигена в комплексах αβTCR-липид-CD1 
и αβTCR-метаболит-MR1 такая же, как и для 
обычного взаимодействия αβTCR с молекулами 
локуса HLA [252]. Несмотря на это, установлено, 
что некоторые аутореактивные αβTCR, рестрик-
тированные по молекулам CD1a и CD1c, могут 
напрямую контактировать с этими антигенпре-
зентирующими молекулами, не вступая в кон-
такт с липидом, расположенным «внутри» этих 
молекул  [11, 277]. Установлено, что Vδ1, Vδ2 и 
Vδ3 Т-клетки связываются с тетрамерами MR1, 
так же не касаясь метаболита в составе этого ре-
цептора [198].

Молекулы CD1a [258], CD1c [206], CD1d [134] 
являются лигандами γδTCR Vδ1 Т-клеток. γδТ-
клетки амплифицируются в ответ на распозна-
вание γδTCR-лигандов, поэтому γδТ-клетки не 
только обладают характеристиками клеток врож-
денного иммунитета, но и участвуют в реакциях 
адаптивного иммунитета [266, 270]. В отличие от 
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ТАБЛИЦА 3. РЕЦЕПТОРЫ γδγδТ-КЛЕТОК, РЕГУЛИРУЮЩИЕ ИХ АКТИВНОСТЬ

TABLE 3. RECEPTORS OF γδT CELLS REGULATING THEIR ACTIVITY

Рецептор
Receptor CD Популяция γδγδТ

γδT population
Лиганд
Ligand

Итог взаимодействия рецептора 
с лигандом

Result of the interaction of the receptor 
with the ligand

LIRB1/ILT2 CD85J Vγ9Vδ2 [139] HLA-G [139], HLA-I,  
UL-18 (CMV) [156]

Ингибирование [139]
Inhibition [139]

KIR2DL1 CD158a γδT cell HLA-C2 [280] Ингибирование цитотоксичности
Inhibition of cytotoxicity

KIR2DL2/3 CD158b γδ cell [167, 280], 
Vδ1 [41]

HLA-C1,  
HLA-C2 [167, 280]

Ингибирование цитотоксичности
Inhibition of cytotoxicity

KIR2DL4 
(mRNA) CD158D Vδ1, Vδ2, 

Vδ3 [41] HLA-G Ингибирование
Inhibition

KIR2DS1 CD158h Vδ1, Vδ2 [184]
sHLA-I [184], HLA-C2 

(C*02, C*04, C*05, 
C*06) [167]

Активация [156], при связывании 
с sHLA-Cw4 или sHLA-I – 

апоптоз [184]
Activation [156], when binding to  

sHLA-Cw4 or sHLA-I – apoptosis [184]

KIR2DS2 CD158j Vδ1, Vδ2 [184]
sHLA-I [184], 
HLA-A*1101,  

HLA-C C1 [167]

Активация [156], при связывании с 
sHLA-Cw3 или sHLA-I – апоптоз [184]

Activation [156], when binding to  
sHLA-Cw3 or sHLA-I – apoptosis [184]

KIR3DL2 
(mRNA) CD158K Vδ1, Vδ2, 

Vδ3 [41]

Молекулы MHC  
класса I

MHC class I

Ингибирование
Inhibition

KLRD1 CD94 Vδ1 [60, 109] HLA-E

Корецептор для NKG2A и NKG2С, 
в зависимости от этого проводит 

в клетку ингибирующий или 
активирующий сигнал

The coreceptor for NKG2A and 
NKG2C, depending on the receptor, 
conducts an inhibitory or activating 

signal into the cell

NKG2A CD159a Vδ1 (mRNA) [41], 
Vδ2 [199] HLA-E Ингибирование

Inhibition

NKG2C CD159c Vδ1, Vδ2 [60, 
109], Vδ3 [41] HLA-E Активация

Activation

NKG2D CD314

Vδ1 [60, 109], 
Vγ9Vδ2 [222], 

Vδ2 [292],  
Vδ3 (mRNA) [41]

MICA/B [272]
ULBP4 [108]

Активация, цитотоксичность
Activation, cytotoxicity

NKG2F (mRNA) Vδ1 [109] Нет данных
No data

Нет данных
No data

NKp30 
Vδ1 [109], 

Vδ2 [292], Vδ1, 
Vδ3 (mRNA) [41]

B7-H6 [156] Активация
Activation

NKp44 Vδ1 [109, 292] B7-H6 [156] Активация
Activation

NKp46 CD335
Vδ1 [109], 
Vδ2 [292],  

Vδ3 (mRNA) [41]
B7-H6 [156] Активация

Activation

KLRC3 (mRNA) Vδ1 [109] Нет данных
No data

Ген семейства NKG2, влияет 
на экспрессию NKG2E [295]

Gene of the NKG2 family affects  
the expression of NKG2E [295]
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Рецептор
Receptor CD Популяция γδγδТ

γδT population
Лиганд
Ligand

Итог взаимодействия рецептора 
с лигандом

Result of the interaction of the receptor 
with the ligand

DNAM1 CD226 Vδ2 [199] Nectin-2 (CD112),  
PVR (CD155)

Активация
Activation

KLRG1/MAFA Vδ2 [199] E-сadherin, N-сadherin Ингибирование [295]
Inhibition [295]

FcγγRIII CD16 Vδ1, Vδ2, 
Vδ3 [60] IgG

Антителозависимая клеточная 
цитотоксичность

Antibody-dependent cellular cytotoxicity

BTLA CD272 Vδ2 [199] CD270  
(TNFRSF14, HVEM) [69]

Ингибирование
Inhibition

PD1 CD279
Vδ2 [199], 

Vδ1, Vδ2 [292] 
Vδ3 [41]

PD-L1 (CD274),  
PD-L2 (CD273) [229]

Ингибирование
Inhibition

TIGIT
Vδ2 [199], Vδ1, 
Vδ2 [60] Vδ3 
(mRNA) [41]

Nectin-2 (CD112),  
PVR (CD155) [209], 

Nectin-2 (CD113) [229]

Ингибирование
Inhibition

VISTA Vδ2 [199] PSGL-1 [271] Ингибирование
Inhibition

LAG3 CD223 Vδ2 [199], Vδ1 и 
Vδ3 (mRNA) [41] LSECtin [209] Ингибирование

Inhibition

TIM3
Vδ2 [199], Vδ1, 
Vδ2 [60], Vδ1, 

Vδ3 (mRNA) [41]
Ceacam-1 [209] Ингибирование

Inhibition

CTLA-4 CD152
Vδ1, Vδ2 [127], 

Vδ1, Vδ3 
(mRNA) [41]

CD80/CD86 Ингибирование
Inhibition

CD28 Vδ1, Vδ2 [127] CD80/CD86 Активация
Activation

2B4 CD244 Vδ1, Vδ2 [60] CD48 Активация/ингибирование
Activation/inhibition

NK1 (NK28) CD160 Vδ1, Vδ2 [60] CD270  
(TNFRSF14, HVEM)

Ингибирование
Inhibition

KLRB1 CD161 Vδ3 [134], 
Vδ1 [109] LLT1 [101] Ингибирование

Inhibition

TLR1, TLR2, 
TLR3, TLR5, 
TLR6, TLR7, 
TLR8 

Vδ1 [263], 
Vδ2 [44]

Молекулярные 
паттерны, 

ассоциированные 
с опасностью (DAMP), 

или молекулярные 
паттерны, 

ассоциированные 
с патогенами (PAMP)

Danger-associated 
molecular patterns 

(DAMPs) or pathogen-
associated molecular 

patterns (PAMPs)

Активация/ингибиция
Activation/inhibition

IL-2Rαα CD25 IL-2 Пролиферация
Proliferation

IL-2Rββ (mRNA) CD122 Vδ1 [109] IL-2 Пролиферация
Proliferation

Таблица 3 (окончание)
Table 3 (continued)
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αβTCR, который распознает чужеродный пеп-
тид в составе молекулы локуса MHC, рецептор 
γδTCR Vδ1 Т-клеток взаимодействует с рецеп-
тором CD1a, не касаясь антигена в составе этой 
молекулы  [11]. В результате такого связывания 
инициируется пролиферация γδТ-клеток, про-
дукция ими цитокинов IL-2, IFNγ, IL-17, клетка 
приобретает эффекторные свойства и способна 
лизировать клетку-мишень за счет перфорин- и 
Fas-опосредованной цитотоксичности [224].

Молекулы, родственные белкам семейства 
B7 – бутирофилины (BTN3A1 (CD277), BTN2A1, 
BTNL3). Этим молекулы экспрессируются клет-
ками в различных тканях  [206] и отвечают за 
стимуляцию γδТ-клеток фосфоантигенами  – 
органическими молекулами, содержащими пи-
рофосфат  [72]. Фосфоантигены появляются в 
раковых клетках или в клетках, зараженных, 
бактериями  [210]. Внутриклеточные фосфоан-
тигены связываются с цитозольным доменом 
B30.2 BTN3A1 [210]. После этого BTN3A1 взаи-
модействует с BTN2A1, который своим экстра-
клеточным доменом взаимодействует с Vγ9. Та-
кой механизм распознавания внутриклеточного 
пирофосфата называется «изнутри наружу» и до-
казан для Vγ9Vδ2TCR  [200]. Передача сигнала в 
этом случае зависит от параллельного взаимодей-
ствия γδTCR с рецептором CDR3 на поверхности 
клетки-мишени  [100]. Установлено, что BTNL3 
аналогично взаимодействует с Vγ4TCR [146, 268].

Таким образом, общей закономерностью для 
γδТ-клеток является отсутствие необходимости 
непосредственного контакта γδTCR с фрагмен-
том антигена в составе антигенпредставляющих 
рецепторов, что в корне отличается от механизма 
распознавания в случае с αβTCR.

Аннексин A2 – индуцируемый стрессом фос-
фолипидсвязывающий белок, участвующий в 
онкогенезе, регуляции окислительно-восста-
новительного потенциала и заживлении ран. 
Экспрессия Аннексина A2 на мембране клеток 
является сигналом опасности для γδТ-клеток, 
которые защищают хозяина от рака и инфекций. 
В результате распознавания Аннексина А2 при 
помощи γδTCR γδТ-клетка активируется и про-
лиферирует [98, 138]. 

Установлено, что Vγ4Vδ5 и Vγ9Vδ1 Т-клеток 
распознают на некоторых раковых клетках, а так-
же зараженных цитомегаловирусом эндотелиаль-
ных клетках, рецептор эфрина A2 (EphA2: ephrin 
receptor A2) и рецептор эндотелиального белка 
С (EPCR: endothelial protein C receptor) соответ-
ственно [220]. Результатом такого распознавания 
является активация γδT-клетки.

Ядерный белок hMSH2 (human MutS homo
logue  2) является критическим элементом си-
стемы репарации несоответствий ДНК и может 
экспрессироваться на поверхности эпителиаль-
ных опухолевых клеток. Этот белок распознает-
ся γδTCR и NKG2D, что приводит к клеточной 
цитотоксичности в отношении опухолевых кле-
ток [38]. Рецептор γδTCR напрямую также спосо-
бен распознавать антигены различных бактерий 
(табл.  1). Более того, итогом такого распознава-
ния может стать прямая цитотоксичность γδT-
клеток в отношении зараженных бактериями 
клеток [279].

2.2. Рецепторы, контролирующие цитотоксич-
ность γδγδТ-клеток в отношении мишени

γδТ-клетки обладают выраженной цитоток-
сичностью в отношении инфицированных и 
трансформированных клеток независимым от 
МНС образом. Они могут напрямую распозна-
вать опухолевые клетки через свои γδTCR или 
рецепторы группы NKR. γδТ-клетки способны 
секретировать IFNγ и TNFα, выполнять функ-
ции презентации антигена для активации αβТ-
лимфоцитов (субпопуляция γδTAPC), могут эф-
фективно воздействовать на клетки-мишени 
благодаря АЗКЦ [219], реализуемой за счет экс-
прессии CD16 [60].

Рецепторы MICA и MICB (MHC class I chain-
related proteins A and B) и ULBP (UL16-binding 
proteins)  – поверхностные гликопротеины, от-
носятся к белкам семейства MHC I класса. Эти 
рецепторы не связаны с β2-микроглобулином, 
не презентируют антиген, не проводят сигнал в 
клетку, начинают экспрессироваться клетками 
при стрессе, а также экспрессируются раковы-
ми клетками  [37, 232]. Взаимодействие рецеп-
торов NKG2D естественных киллеров, цито-
токсических Т-лимфоцитов  [66,  188,  301] или 
γδТ-клеток [136] с клетками-мишенями, экспрес-
сирующими MICA, MICB или ULBP, приводит к 
прямой цитотоксичности лимфоцитов в отноше-
нии мишени. Помимо NKG2D Т-клетки Vδ1 спо-
собны распознавать MICA/B также при помощи 
γδTCR [75]. Установлено, что γδTCR и NKG2D не 
конкурируют за связывание MICA/B, распозна-
вая разные сайты связывания этих молекул. Ре-
зультатом взаимодействия NKG2D с его лиганда-
ми будет являться цитотоксичность γδТ-клетки в 
отношении мишени за счет гранул с перфорином, 
гранзимом [217, 280], Fas/FasL-опосредованного 
механизма, продукции цитокинов  [224] либо за 
счет механизмов взаимодействия рецепторов 
смерти TRAIL/TRAILR  [253, 255]. Некоторые 
клетки, например трофобласт, способны избегать 



912

Sokolov D.I.
Соколов Д.И.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

цитотоксичности γδТ-клеток путем интернализа-
ции их рецептора NKG2D [242].

При бактериальных инфекциях количество 
γδТ-клеток в периферической крови может уве-
личиваться до 50% от общего количества цирку-
лирующих Т-клеток  [263]. Помимо эндогенных 
антигенов γδТ-клетки распознают экзогенные 
антигены на поверхности инфицированных бак-
териями или вирусами клеток, в составе про-
стейших или бактерий  [79]. Результатом такого 
распознавания будет уничтожение бактерии или 
инфицированных клеток за счет высвобождения 
гранул, содержащих перфорин, гранзим, грану-
лизин и дефензины [53, 57], сопровождающееся 
продукцией цитокинов [77] и иницией воспале-
ния. Для распознавания экзогенных антигенов 
γδТ-клетки используют как γδTCR, так и TLR, 
NOTCH, NKG2D [13, 263]. В зависимости от па-
тогена γδТ-клетки могут приобретать свойства 
одного из описанных выше и характерных для 
них подклассов и продуцировать IFNγ и TNFα 
в ответ на внутриклеточные патогены либо про-
дуцировать IL-4, IL-5, IL-13 во время иммунных 
реакций на паразитов, либо продуцировать IL- 17 
для защиты от внеклеточных бактерий и гри-
бов [78]. 

Взаимодействие лигандов с γδTCR в ком-
бинации с взаимодействием соответствующих 
лигандов с TLR1, TLR2, TLR3, TLR5 или TLR6 
приводит к активации γδТ-клеток, продукции 
цитокинов, хемокинов, инициации ими адаптив-
ного иммунного ответа при бактериальной или 
вирусной инфекции. Установлено, что лиганды 
TLR3 и TLR7 способны косвенным образом сти-
мулировать лизис раковых клеток γδТ-клетками. 
Более того, лиганды TLR8 устраняют подавля-
ющую активность проникающих в опухоль Vδ1 
Т-клеток в отношении αβТ-клеток и дендритных 
клеток [263].

Как Vδ1, так и Vδ2 Т-клетки проникают в опу-
холи и участвуют в иммунологическом надзоре 
за трансформированными клетками и облада-
ют цитотоксичностью в их отношении. Помимо 
описанных уже NKR в элиминировании опухо-
лей также принимают участие Notch-рецепторы, 
играющие роль в модуляции антигенспецифиче-
ской пролиферации γδТ-клеток, их способности 
лизировать опухолевые мишени и секретировать 
IFNγ при стимуляции [73]. В свою очередь опу-
холевые клетки обладают различными способа-
ми реализации механизмов резистентности, в 
том числе подавляющими активность γδТ-клеток 
за счет лигандов для контрольных точек BTLA, 
PD1, TIGIT, VISTA, LAG3, TIM3, CTLA-4, 2B4, 
NK1 (NK28), KLRB1, которые экспрессируют

ся различными субпопуляциями γδТ-клеток  
(табл.  3)  [60,  130,  170,  223]. Связывание TRAIL 
γδТ-клеток с его рецепторами на поверхности 
клетки-мишени, в том числе опухолевой клетки, 
такими как TRAIL-R1 (DR4) и TRAIL-R2 (DR5), 
индуцирует апоптоз мишени благодаря актива-
ции каскада каспаз  [253, 255]. Шеддинг DR4 и 
DR5, а также экспрессия рецепторов-обманок 
TRAIL-R3 (DcR1) и TRAIL-R4 (DcR5) позволяет 
опухолевым клеткам избегать цитотоксичности 
со стороны γδТ-клеток  [45, 115, 150, 162, 172]. 
В отношении опухолевых клеток γδT-клетки 
способны реализовывать АЗКЦ. Это связано с 
экспрессией Vδ1, Vδ2, Vδ3 Т-клетками FcγRIII 
(CD16) [90, 119]. Установлено, что в отношении 
инфицированных вирусом клеток АЗКЦ реали-
зуется преимущественно Vδ2 Т-клетками  [123, 
244], а в отношении раковых клеток  – преиму-
щественно Vδ1 Т-клетками [119].

2.3. Рецепторы, контролирующие активность 
γδγδТ-клеток

NKR – рецепторы, экспрессируемые естествен
ными киллерами, которые по их функции разде-
ляют на активирующие и ингибирующие  [247]. На 
γδТ-клетках обнаружена экспрессия некоторых 
из них (табл. 3). Для Vδ1-клеток кишечника в за-
висимости от наличия или отсутствия воспаления 
описана разная экспрессия мРНК и белков  [60, 
109]: 1) в физиологических условиях эти клет-
ки экспрессируют мРНК активирующих NKR: 
NKG2D, NKG2C, NKG2F, KLRC3; мРНК NCR 
(natural cytotoxicity receptors): NKp46 и NKp44, а 
также мРНК CD122, CD247(CD3ζ); 2) в услови-
ях воспаления эти клетки содержат мРНК CD71, 
CD52, CD161, NKG2C и белков перфорин, 
NKG7 (natural killer cell granule protein  7), гран-
зим B. Ранее показано, что у здоровых доноров 
γδТ-клетки (точнее их субпопуляции Vδ1 и Vδ2) 
не экспрессируют NKp44 и NKp46 [199]. По дан-
ным других исследователей, повышенная цито-
токсичность γδT-клеток в отношении опухолей 
коррелирует с повышенной экспрессией NKp30 
и NKp46  [153, 222]. Обнаружены субпопуляции 
Vδ1 и Vδ2 [254, 292], экспрессирующие рецепто-
ры NKp30, NKp44, NKp46 на поверхности мем-
браны при системной красной волчанке  [292], 
ишемической болезни сердца [127]. 

Помимо активирующих рецепторов, γδT-клет
ки, как и NK-клетки, экспрессируют на своей 
поверхности ингибирующие рецепторы, кото-
рые, взаимодействуя со своими лигандами на 
поверхности клеток-мишеней, снижают их цито-
токсичность. К таким парам рецепторов относят 
KIR2DL1 (γδT) / HLA-C2 (мишень) и KIR2DL3 
(γδT)  /  HLA-C1 (мишень)  [242]. Так же как и у 
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NK-клеток, у γδT-клеток растворимый sHLA-G 
ингибирует пролиферацию, а также ингибирует 
секрецию IFNγ, индуцированную фосфоантиге-
ном. Этот эффект связан с экспрессией Vγ9Vδ2 
Т-клетками ILT2, так как ILT4 и KIR2DL4 они не 
экспрессируют [139]. Как и в случае с естествен-
ными киллерами для Vδ1 или Vδ2 Т-клеток уста-
новлено, что связывание KIR2DS1 или KIR2DS2 
с растворимым sHLA-I приводит к апоптозу. Так-
же установлено, что апоптоз γδТ-клеток может 
быть инициирован и другими парами лиганд-
рецепторных взаимодействий с растворимыми 
формами молекул локуса HLA: sHLA-Cw3  – 
KIR2DS2, sHLA-Cw4 – KIR2DS [184]. 

Vδ2 Т-клетки экспрессируют несколько ак-
тивирующих рецепторов, включая NKG2D, 
DNAM1, NKp30  [199], CD28  [127]. Т-клетки 
Vδ2 экспрессируют ингибирующие рецепторы 
и контрольные точки иммунитета NKG2A [199], 
CTLA-4  [127], KLRG1, BTLA, PD1, TIGIT, 
VISTA и на низком уровне экспрессируют LAG3 
и TIM3  [199], CD160, 2B4  [60] (табл.  2). Кон-
трольные точки играют важное значение в ре-
гуляции активности γδТ-клеток. Например не-
благоприятный прогноз и снижение пятилетней 
выживаемости пациентов с меланомой корре-
лирует с увеличением количества LAG3+ Vδ2 
Т-клеток [70].

Vδ2 Т-клетки в условиях in vitro после добав-
ления антигена повышают экспрессию PD-1. 
Повышенная экспрессия этого рецептора Vδ2 
Т-клетками обнаружена при различных рако-
вых заболеваниях  [26, 55, 84, 89]. Блокада PD1 
способна усиливать цитотоксичность и про-
дукцию IFNγ, хотя некоторые исследователи не 
подтвердили влияния блокады на функцию γδТ-
клеток  [88, 89, 237]. Соэкспрессия различных 
контрольных точек на одной и той же γδТ-клетке 
снижает секрецию ими IFNγ, TNFα [273] и может 
влиять на успех терапии при помощи блокады 
контрольных точек  [126, 273]. Вышеуказанные 
данные свидетельствуют в пользу многообразия 
пересечения путей внутриклеточных сигналов 
от различных активирующих и ингибирующих 
рецепторов, способных по-разному изменить по-
ведение γδТ-клеток.

Таким образом, NKR и другие рецепторы, 
контролирующие активность γδТ-клеток, мо-
гут экспрессироваться в различных комбина-
циях в зависимости от типа субпопуляции и ее 
локализации, а также в зависимости от наличия 
или отсутствия патологического процесса. Это 
многократно увеличивает количество способов 
регуляции локального воспаления и системного 
иммунного ответа этими клетками.

3. Продукция цитокинов γδγδT-клетками
Установлено, что, подобно αβТ-лимфоцитам, 

γδТ-клетки могут дифференцироваться в различ-
ные эффекторные клетки и продуцировать ши-
рокий спектр хемокинов и цитокинов, включая 
IFNγ, TNFα, IL-17, IL-21 и IL-22 [230]. Продук-
ция цитокинов γδТ-клетками обычно определяет 
их принадлежность к эффекторным (IL-8, IL-17, 
IFNγ, TNFα) или регуляторным (IL-4, IL-10, 
TGF-β) популяциям  [178], о чем указано выше. 
В дополнение к этому следует отметить, что при 
активации эффекторные γδТ-клетки продуциру-
ют провоспалительные цитокины в дополнение к 
своим цитотоксическим функциям [175]. Напри-
мер, γδT17 способны секретировать IL-1β, IL-6, 
IL-8, IL-23, TNFα, GM-CSF  [178]. γδТ-клетки 
периферической крови играют защитную роль во 
время беременности, секретируя блокирующий 
фактор, индуцируемый прогестероном (PIBF) и 
IL-10 [185].

В свою очередь цитокины, продуцируемые 
клетками микроокружения могут влиять на фе-
нотип, функции и дифференцировку γδT-клеток. 
Установлено, что IL-2 и IL-15 являются индукто-
рами цитотоксичности γδТ-клеток, а IL-2 и IL- 7, 
необходимы для выживания и пролиферации 
Т-клеток. IL-2 и IL-15 активируют дифференци-
ровку γδТ-клеток [197]. 

Установлена повышенная секреция IFNγ 
γδТ-клетками в присутствии IL-18 и IL-12 [243]. 
Активация цитотоксичности и секреции IFNγ 
γδT-клетками происходит в присутствии IL-12, 
IL-18, IL-21 и IL-36γ [219]. В присутствии IL-1β, 
IL-23  [201], TGF-β  [161] γδТ-клетки начинают 
секретировать IL-17. Другими исследователями 
установлено, что эффекторные свойства и ци-
тотоксичность γδТ-клеток подавляются в при-
сутствии IL-10 и TGF-β  [290]. Микроокружение 
опухолевой ткани способствует приобретению 
γδТ-клетками проопухолевого фенотипа  – это-
му могут способствовать цитокины TGF-β, IL-4, 
IL-21. Культивирование Vγ9Vδ2 и Vδ1 Т-клеток 
в присутствии TGF-β, IL-2 индуцирует экспрес-
сию FoxP3+ в этих клетках, что свидетельствует 
в пользу приобретения ими регуляторного фе-
нотипа [28]. На дифференцировку Vγ9Vδ2 и Vδ1 
Т-клеток в сторону регуляторного фенотипа так-
же влияет IL-21 [27]. Полученные в присутствии 
IL-21 γδT-клетки секретируют IL-8, IL-10 и аде-
нозин, привлекая тем самым MDSC (Myeloid-
derived suppressor cells) и нейтрофилы. 

4. Основные популяции γδγδT-клеток человека и 
их функции

Несмотря на множество работ, описываю-
щих свойства и функции γδТ-клеток в настоя-
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щее время отсутствует ясное понимание того, 
какие субпопуляции γδТ-клеток вносят вклад в 
противоинфекционную или противоопухолевую 
защиту. Более того, отмечено, что некоторые суб-
популяции могут способствовать росту опухолей 
или усугублению течения инфекционных заболе-
ваний. Указанные выше известные на сегодняш-
ний день субпопуляции γδТ-клеток даже внутри 
одной опухоли могут принадлежать к огромному 
количеству кластеров внутри субпопуляций Vδ1, 
Vδ2 или Vδ3 Т-клеток [203], что многократно ус-
ложняет понимание их роли в патогенезе того 
или иного заболевания. Тем не менее каждый 
из кластеров или субпопуляций γδТ-клеток об-
ладает определенным спектром экспрессии по-
верхностных молекул, продукцией цитокинов, 
которые будут определять их преимущественную 
роль в той или иной патологии. Поэтому далее 
мы будем рассматривать роль тех или иных по-
пуляций γδТ-клеток через призму их фенотипа 
и отмеченных исследователями особенностей 
функциональной активности.

4.1. VVδδ1, VVδδ2, VVδδ3 Т-клетки
Как уже отмечено выше, наиболее изученны-

ми у человека являются Vδ1, Vδ2 и Vδ3 Т-клетки. 
В  настоящее время исследователи сходятся во 
мнении, что общим и устоявшимся признаком 
для всех популяций этих клеток является экс-
прессия γ- и δ-субъединиц Т-клеточного рецеп-
тора. Все остальные параметры субпопуляций 
этих клеток могут быть различными в зависимо-
сти от множества параметров: особенности кле-
точного и цитокинового микроокружения, тип 
ткани, участие в физиологических или патологи-
ческих процессах. Данные, которые будут приве-
дены ниже в известной степени противоречивы, 
что связывают с трудностями выделения субпо-
пуляций этих клеток из тканей, разнообразием 
механизмов избегания иммунной защиты ин-
фекционными агентами и опухолевыми клетка-
ми, недостаточным количеством наблюдений. 

γδТ-клетки играют важную роль в выявлении 
и удалении опухолей, избегающих механизмы 
противоопухолевой защиты. Так, пациенты с 
дефицитом β2-микроглобулина реагировали на 
терапию ингибиторами контрольных точек им-
мунитета за счет проникновения в опухоль Vδ1 и 
Vδ3 Т-клеток с высоким цитотоксическим про-
тивоопухолевым потенциалом  [41]. γδТ-клетки, 
инфильтрирующие различные опухоли толстой 
кишки, экспрессируют Vδ1, Vδ2 или Vδ3 TCR и 
отличаются от циркулирующих γδТ-клеток. Бо-
лее того, пропорции этих клеток значительно ва-
рьируют в зависимости от типа опухоли и состоят 
из множества кластеров внутри одной субпопу-

ляции, выделенной из одной и той же опухоли. 
Среди клеток субпопуляции Vδ3 обнаружен кла-
стер, обладающий сниженными противоопухо-
левыми эффекторными функциями и экспрес-
сией несколько медиаторов, способствующих 
развитию опухоли [203].

Другие исследователи свидетельствуют о том, 
что проникающие в опухоль γδТ-клетки поло-
жительно связаны с выживаемостью пациентов 
при всех видах рака. Присутствие Т-клеток Vδ1 в 
нераковых тканях легких является предиктором 
устойчивой ремиссии, что связывают с их актив-
ностью даже после резекции опухоли  [129]. Vδ1 
Т-клетки, выделенные из опухолевых образова-
ний при колоректальном раке, характеризуются 
эффекторной и цитотоксической активностью, 
экспрессией мРНК гранулизина, перфорина, 
CD244 и NKp46  [203], повышенной по сравне-
нию с Vδ2 и Vδ3 Т-клетками экспрессией ре-
цепторов TIGIT, PD-1, CD38, CD39, CD103. Vδ2 
Т-клетки из тех же образований экспрессирова-
ли мРНК перфорина, гранзима K, гранзима B, 
рецепторов KLRG1, KLRC1 (NKG2A) и KLRB1 
(CD161) [203], а значит также обладали цитоток-
сическим потенциалом.

Несмотря на указанные выше факты, иссле-
дователи отмечают, что при некоторых опухо-
лях перевес в сторону увеличения соотношения 
Vδ1:Vδ2 способствует опухолевому росту  [269]. 
Некоторые исследователи считают, что складыва-
ющийся при раке перевес в сторону Vδ1 Т-клеток 
связан с повышенным содержанием IL-4 в опу-
холевом окружении. IL-4 стимулирует секрецию 
IL-10 Vδ1-клетками, который, в свою очередь, 
ингибирует активность Vδ2 Т-клеток [137].

Во время цитомегаловирусной (CMV) инфек-
ции и в меньшей степени Эпштейна–Барр (EBV) 
инфекции, Т-клетки Vδ1 являются медиаторами 
противовирусного иммунного ответа [104]. Уста-
новлено, что Vγ3Vδ1 TCR может напрямую вза-
имодействовать с комплексом HLA-DR во время 
CMV-инфекции [49].

γδТ-клетки участвуют в противогрибковом 
иммунитете. Они могут избирательно реаги-
ровать на Candida albicans, продуцируя высо-
кие уровни IL-17 [59]. Субгеномная репликация 
вируса гепатита С (HCV) подавляется Vγ9Vδ2 
Т-клетками за счет секреции IFNγ. Хронический 
гепатит B сопровождается снижением циркули-
рующих Vδ2 Т-клеток, продукции ими IFNγ и 
цитотоксичности [1].

Установлено, что вакцинация БЦЖ индуци-
рует быструю пролиферацию Vδ2 Т-клеток [1] и 
продукцию перфорина [226]. Стимуляция моно-
нуклеаров периферической крови при помощи 
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M.  tuberculosis ранее вакцинированных БЦЖ 
пациентов приводит к большей пролиферации 
Т-клеток Vδ2 и продукции мононуклеарами IFNγ 
по сравнению с невакцинированными контроль-
ными группами [227].

Роль Т-клеток Vδ3 остается неясной из-за 
плохого понимания их происхождения и функ-
циональной роли. Они могут экспрессировать 
CD4 или CD8, хотя большинство из них дваж-
ды отрицательные DN (CD4-CD8-) γδТ-клетки, 
которые заселяют эпителий кишечника и lamina 
propria (от 3% до 7%) в норме и при патологии 
(например, целиакия), печень. Vδ3 Т-клетки 
также обнаруживают в периферической кро-
ви, их количество составляет всего 0,2% от 
всех Т-лимфоцитов  [134]. На основе экспрес-
сии CD56, CD161, CD28, HLA-DR, NKG2D и 
способности распознавать CD1d-клетки Vδ3-
субпопуляции, как правило, относят к клеткам 
неспецифической врожденной защиты  [134]. 
Т-клетки Vδ3 экспрессируют CD16 и способны 
к реализации АЗКЦ  [134]. Показано, что Vδ3 
Т-клетки контролируют созревание дендритных 
клеток. Vδ3 Т-клетки в определенных условиях 
приобретают свойства Т-хелперов (Th) 1, Th2 и 
Th17; реализуют цитотоксичность в отношении 
CD1d+ клеток [134]. Количество Vδ3 Т-клеток в 
периферической крови увеличивается у паци-
ентов с системной красной волчанкой  [202] и 
при CMV-инфекции [43], ВИЧ-инфекции [233], 
HCV-инфекции и других вирусных инфекци-
ях  [189]. В печени Vδ3 Т-клетки цитотоксичны 
в отношении как инфицированных, так и неин-
фицированных вирусом клеток, являясь одним 
из мощных механизмов разрушения ткани [189]. 

4.2. γδγδT1-клетки
Клетки γδT1, продуцирующие IFNγ и TNFα, 

обнаруживают как в периферической крови, так 
и в различных тканях, включая опухоли  [132, 
149]. Продукция этими клетками IFNγ может 
способствовать ингибированию опухолевого ро-
ста, поэтому γδT1 в литературе часто называют 
противоопухолевыми клетками, улучшающими 
прогноз течения заболевания. В основе противо-
опухолевой активности γδТ1 лежит способность к 
прямой или опосредованной описанными выше 
механизмами, или антителозависимой цитоток-
сичности. Противоопухолевую активность γδТ1 
связывают с секрецией ими IFNγ и TNFα, кото-
рые ингибируют ангиогенез, способствуют ак-
тивации Th1-клеток и дендритных клеток  [149]. 
Секреция TNFα и IFNγ Vγ9Vδ2-клетками обе-
спечивает контроль созревания дендритных кле-
ток. Такие дендритные клетки продуцирую цито-
кины IL-12, IL-1β, TNFα и IFNγ [64].

Дифференцировка в тимусе γδТ-клеток в 
γδT1- и γδT17-клетки, связана с распознаванием 
антигена Т-клеточным рецептором. Клетки, рас-
познающие антиген своим γδTCR, дифференци-
руются в γδT1, а не распознающие – в γδT17 [91]. 
В противоречие с этими данными получены 
свидетельства о том, что распознавание анти-
гена γδTCR необходимо для дифференцировки 
как γδT1, так и γδ T17  [158], а сильные сигналы 
через γδTCR подавляют дифференцировку в γδ 
T17  [228]. По данным других исследователей, 
CD27+γδТ-клетки в тимусе дифференцируются 
в γδT1, тогда как клетки CD27–γδТ-клетки  – в 
γδT17 [194].

Вместе с тем, установлена возможность диф-
ференцировки γδT1 в γδT17-клетки в ткани опу-
холи по мере ее прогрессирования благодаря ци-
токинам и клеткам микроокружения  [148, 192]. 
Такое перепрограммирование клетками опухолей 
γδT1 в γδT17-клетки может быть одним из меха-
низмов избегания опухолями иммунного надзо-
ра [274], что ставит под вопрос терапию опухолей 
при помощи Vδ1 T-клеток. На мышиной модели 
показано, что в основе перепрограммирования 
опухолевым микроокружением γδT1 в γδT17-
клетки может лежать изменение пути активации 
mTor. Установлено, что mTORC1 участвует в диф-
ференцировке γδT1 и γδT17, тогда как mTORC2 
был необходим для дифференцировки γδT17, но 
не γδT1. Истощение mTORC1 приводит к по-
вышенной экспрессии SOCS1, который, в свою 
очередь, подавляет экспрессию фактора транс-
крипции Eomes, что снижает продукцию клет-
ками IFNγ. Напротив, mTORC2 стимулирует 
дифференцировку γδT17 за счет подавления про-
дукции митохондриальных ROS (mitoROS) [285]. 

Полагают, что такая пластичность и способ-
ность приобретать свойства разных субпопуля-
ций γδТ-клеток связана с возможностью их по-
ляризации вне тимуса в зависимости от условий 
в микроокружении [113, 132]. Так, в присутствии 
разных цитокинов или их сочетаний Vy9Vδ2-
клетки поляризуются в γδT17-клетки либо в 
продуцирующие как IFNγ, так и IL-17 γδT1/
γδT17-клетки, либо продуцирующие как IFNγ, 
так и TNFα в γδT1-клетки, либо в продуцирую-
щие только IL-4 γδT2-клетки, причем для ини-
циации и поддержания их поляризации требу-
ются различные цитокины [18]. Для образования 
γδT17 у новорожденных необходимы IL-6, IL-1β 
и TGF-β, для образования γδT1/γδT17 дополни-
тельно необходим IL-23. Цитокины IL-23, IL- 1β 
и TGF-β необходимы для образования клеток 
памяти γδT1/γδT17 и клеток γδT17 [18]. В экспе-
риментах in  vitro стимуляция Vy9Vδ2 γδТ-клеток 
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различными индукторами приводила к образо-
ванию разных фенотипов этих клеток: культиви-
рование в присутствии изопентенилпирофосфа-
та (IPP), IL-12 и анти-IL-4 антител приводило к 
формированию γδT1 субпопуляции, а в присут-
ствии IPP, IL-4 и анти-IL-12 антител приводило 
к формированию γδT2 субпопуляции [260]. В ус-
ловиях in  vitro из популяции Vy9Vδ2 γδТ-клеток 
периферической крови в присутствии TGF-β и 
IL-15 можно получить FoxP3+γδTreg-клетки [25], 
а в присутствии IPP и IL-21 можно получить 
γδTfh-клетки, которые, благодаря продукции 
IL-4, IL-10 и CXCL13, способствуют созреванию 
В-клеток для выработки антител против чуже-
родных антигенов  [6]. Установлено, что в усло-
виях опухолевого роста IL-4 индуцирует превра-
щение противоопухолевых Vδ2, секретирующих 
IFNγ в Vδ1, продуцирующих IL-10 [137]. Такая же 
функциональная гетерогенность и пластичность 
γδТ-клеток наблюдается при инфекционных и 
аутоиммунных заболеваниях.

Такой широкий диапазон внетимической по-
ляризации свидетельствует об отсутствии границ 
между субпопуляциями γδТ-клеток и что цито-
кины микроокружения, определяя поляризацию 
γδТ-клеток, в конечном итоге определяют роль 
γδТ-клеток в физиологическом или патологиче-
ском процессе.

4.3. γδγδT17-клетки
Клетки γδT17 относят к врожденному звену 

иммунитета, они продуцируют IL-17, обладают 
провоспалительными свойствами, обеспечивают 
защиту от внеклеточных бактериальных и гриб-
ковых инфекций  [177, 191], участвуют в патоге-
незе множества аутоиммунных заболеваний и 
встречаются в периферической крови и в тканях 
у человека только при патологиях [283]. 

Человеческие γδТ-клетки способны продуци-
ровать IL-17 при определенных инфекциях [283], 
а также после поликлональной активации или 
после их культивирования с цитокинами IL-23 
и IL-6 или IL-7 [18, 152, 155]. Некоторые иссле-
дователи полагают, что у человека не существует 
специфической субпопуляции γδТ-клеток, се-
кретирующей исключительно IL-17. Эту функ-
цию в определенных условиях выполняют как 
Vγ9Vδ2 Т-клетки крови, так и Vδ1 Т-клетки в 
тканях. При этом обе субпопуляции продуци-
руют IFNγ и обладают цитотоксичностью  [18]. 
Большинство продуцирующих IL-17 γδТ-клеток 
экспрессируют CD161. Продуцирующие IL-17 
клетки с фенотипом CD28+CD27+CCR6+ и экс-
прессией генов RORC и IL23R обнаружены в по-
пуляции Vγ9Vδ2 Т-клеток периферической кро-
ви [208]. Отмечают также, что в печени здорового 

человека содержится Vδ3 популяция Т-клеток, 
продуцирующая IL-17 [134], а также RORyt+γδТ-
клетки, которые в основном принадлежат к по-
пуляции Vγ9Vδ2 [122].

При инфекциях γδT17-клетки секретируют 
IL-17, IFNγ и другие провоспалительные цито-
кины, активируют макрофаги и нейтрофилы [77, 
215]. Полагают, что в очагах воспаления нейтро-
филы не только проявляют свою бактерицид-
ную активность, но и регулируют функции γδТ-
клеток [240].

Нарушенная активация клеток γδT17 может 
привести к повреждению тканей [281], хрониче-
скому воспалению [287], аутоиммунным заболе-
ваниям, например псориазу  [22]. γδT17-клетки 
стимулируют рост опухолей и их метастазирова-
ние [36], что описано при раке печени, молочных 
желез, легких, колоректальном раке и раке желч-
ного пузыря [36, 93, 176].

Одним из механизмов избегания опухолями 
иммунного надзора является экспрессия ими 
BTNL2  [56], который стимулирует продукцию 
IL-17 γδТ-клетками  [218]. Это приводит к при-
влечению в микроокружение опухоли миелоид-
ных клеток-супрессоров (MDSC) [298], которые, 
в свою очередь, снижают насыщение CD8+Т-
клетками опухолевой ткани. Было показано, что 
γδТ-клетки, секретирующие IL-17, стимулируют 
рост опухоли у мышей за счет рекрутирования 
MDSC моноцитарного и гранулоцитарного про-
исхождения и индуцируют накопление и поля-
ризацию нейтрофилов, приводящие к развитию 
предметастатического иммуносупрессивного 
микроокружения [168]. Исследования показыва-
ют, что клетки γδT17 могут вносить значительный 
вклад в прогрессирование колоректального рака 
человека, вовлекая большее количество MDSC в 
микроокружение опухоли [56]. Установлено, что 
γδТ-клетки активируют звездчатые клетки под-
желудочной железы, приводя к секреции ими 
IL- 6. Это, в свою очередь, способствует развитию 
и прогрессированию протоковой аденокарцино-
мы поджелудочной железы  [213]. Рак молочной 
железы, инфильтрированный CD73+ регулятор-
ной субпопуляцией Vδ1 γδТ-клеток, проявляет 
свои иммуносупрессивные функции, продуци-
руя IL-10 [27]. IL-17 может способствовать росту 
опухоли, поддерживая ангиогенез при раке желч-
ного пузыря, раке желудка, немелкоклеточном 
раке легких, а также при других видах рака [176, 
275]. Клетки γδТ17 стимулируют ангиогенез и 
рост опухоли, индуцируя продукцию VEGF и 
Ang-2 клетками микроокружения  [211]. Следует 
отметить, что γδT17 устойчивы к терапии инги-
биторами контрольных точек иммунитета PD-1 и 
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TIM-3 [58], что в очередной раз свидетельствует 
в пользу неопределенных перспектив использо-
вания γδТ-клеток для терапии опухолей. Повы-
шенное количество γδT17 Т-клеток в опухоли 
коррелирует с плохим прогнозом, включая мета-
стазирование [58].

Нарушение продукции IL-17 связывают с па-
тогенезом грибковых инфекций у человека  [58]. 
Полагают, что нарушение продукции IL-17, в том 
числе γδT17, лежит в основе патогенеза канди-
дозных инфекций. Установлено, что γδТ-клетки 
крови человека, особенно Vδ1 от здоровых до-
норов, отвечают на культивирование с C. albicans 
пролиферацией, продукцией IL-17 и IFNγ и по-
вышением экспрессии RORC и TBX21 [58].

Преимущественная локализация γδT17 в тка-
нях накладывает определенные ограничения на 
исследования свойств этих клеток. Поэтому уча-
стие γδT17 в аутоиммунных заболеваниях челове-
ка обсуждается как экстраполяция результатов, 
полученных на мышиных моделях с одновре-
менным сравнением локализации этих клеток в 
тканях в случае доступности человеческого мате-
риала. Установлено, что кожа пациентов с псори-
азом обогащена популяцией Vγ9Vδ2, которая при 
стимуляции мигрирует из кровотока и начинает 
продуцировать IL-17  [114]. Также полагают ак-
тивное участие γδТ17 в ювенильном идиопатиче-
ском артрите, спондилоартрите [68]. Установлено 
также, что γδТ-клетки показали доминирующий 
профиль экспрессии IFNγ и IL-17 у пациентов с 
привычным невынашиванием [231]. 

4.4. γδγδNKT-клетки
γδNKT-клетки изучены к настоящему време-

ни недостаточно и в основном на мышиных мо-
делях  [17, 91, 158, 179, 194]. Популяция γδNKT 
(CD56+γδT) экспрессирует на высоком уровне 
CD56. Экспрессия CD56 делает их фенотип сход-
ным с фенотипом αβNKT-клеток. Созревание 
αβNKT-клеток и γδNKT-клеток в тимусе на ста-
дии DP дает возможность спекулировать о на-
личии у этих клеток единого предшественника. 
Однако в настоящее время из-за малочисленно-
сти этих клеток особенности их дифференциров-
ки крайне мало изучены. В 2024 году Shuanglinzi 
Deng и соавт. опубликовали работу, в которой 
сообщается об обнаружении γδТ-клеток с повы-
шенной экспрессией CD56 при с плоскоклеточ-
ном раке [47]. Эти клетки имели слабую экспрес-
сию PD-1, секретировали IFNγ, IL-17A и IL-22, 
экспрессировали CCR2, CCR5 и CCR6 и отвеча-
ли за реализацию воспаления [2].

4.5. γδγδTreg-клетки
Среди αβТ-клеток выделяют особую попу-

ляцию, отвечающую за регуляцию реакций им-

мунного ответа и поддержание иммунной толе-
рантности – Т-регуляторные лимфоциты (Treg). 
Среди γδТ-клеток также выделяют подобную 
популяцию γδTreg [178]. γδTreg-клетки обладают 
проопухолевыми свойствами  – они способству-
ют росту и метастазированию опухоли, нарушая 
функцию эффекторных клеток [289].

Полагают, что у человека дифференцировка 
эффекторных Vδ1 и Vδ2 Т-клеток в γδTreg проис-
ходит на периферии в определенном цитокино-
вом микроокружении (TGF-β, IL-2 и IL-15) [30, 
181, 286, 287]. Эта дифференцировка сопрово-
ждается экспрессией FoxP3 и гена IL-9 [30, 180]. 
Полагают, что витамин С является необходи-
мым компонентом превращения Т-клеток Vδ2 в 
FoxP3+γδTreg  [110]. Такие γδTreg проявляют су-
прессивную активность в отношении CD4+αβТ-
лимфоцитов. γδTreg-клетки секретируют GM-
CSF, IL-10, TGF-β, IL-17, экспрессируют CD39, 
CD73 и рецепторы контрольных точек  [181], 
благодаря которым реализуют свои супрессор-
ные и регуляторные функции. За счет продукции 
IL-4, IL-10 и TGF-β γδTreg ингибируют созрева-
ние дендритных клеток и подавляют активность 
эффекторных CD4+ и CD8+αβТ-клеток и NK-
клеток в отношении опухолей. При раке молоч-
ной железы выделенные из опухоли γδTreg спо-
собствуют развитию старения дендритных клеток 
с толерогенными функциями. Такие дендритные 
клетки подавляют дифференцировку Th1 и Th17, 
но способствуют развитию αβTreg-клеток  [216, 
289].

В периферической крови, а также в ткани 
опухоли пациентов с раком молочной железы 
и раком толстой кишки обнаруживают γδTreg-
клетки с фенотипом CD73+FoxP3+Vδ1+ либо 
CD39+FoxP3+Vδ1+  [163]. За привлечение γδTreg 
в ткань опухоли отвечает IP-10, секретируемый 
клетками рака молочной железы [289]. При этом 
γδТreg способствуют формированию специфиче-
ской для опухоли иммунной толерантности [99], 
подавляют реакции врожденного и адаптивного 
противоопухолевого иммунного ответа [288]. 

Поэтому повышенное содержание γδТreg-
клеток в ткани солидной опухоли, а также повы-
шенная продукция цитокинов, характерных для 
этих клеток, например IL-10, используются как 
маркеры течения опухолевого роста. Чем больше 
этих клеток в опухоли, тем хуже прогноз пятилет-
ней выживаемости, выше риск развития рециди-
ва рака молочной железы [133] и лимфомы [102]. 

В литературе также описаны и положитель-
ные свойства γδTreg. Так, было показано, что 
активированные Lactobacillus acidipiscis γδTreg 
могут подавлять аутореактивные клоны Th1- и 
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Th17-клеток  [193]. С другой стороны, недоста-
точная активация γδTreg бактериями Lactobacillus 
acidipiscis в кишечнике провоцирует дифферен-
цировку кишечных γδТ-клеток в клетки γδT17. 
Полагают, что миграция таких γδT17 в мозговые 
оболочки может лежать в основе депрессивного 
поведения [63, 300].

4.6. γδγδTAPC-клетки
Профессиональные антигенпрезентирую-

щие клетки (APC  – antigen presenting cell) по-
глощают антиген при помощи фагоцитоза (ма-
крофаги) или макропиноцитоза (дендритные 
клетки), расщепляют его и представляют в со-
ставе молекул локуса MHCII или MHCI наи-
вным αβТ-лимфоцитам [80]. Дендритные клетки 
(DC – dendritic cell) поглощают антигены в зоне 
инфекционного поражения или опухолевой тка-
ни, проходят стадию созревания, включающую 
активацию экспрессии костимулирующих моле-
кул перед миграцией в регионарные лимфатиче-
ские узлы. Взаимодействие CD40 на поверхности 
DC с CD40L на поверхности CD4+Т-лимфоцитов 
приводит к активации DC, которая необходима 
для приобретения ей антигенпрезентирующей 
функции. Такая активация при помощи костиму-
ляторных рецепторов называется лицензирова-
нием APC [9, 160].

Полагают, что одна из субпопуляций γδТ-
клеток, а именно Vγ9Vδ2TCR HLADR+, относится 
к профессиональным антигенпрезентирующим 
клеткам на основании экспрессии ими молекул 
локуса MHC класса II, костимулирующих моле-
кул  [16] и рецепторов к хемокинам для хоминга 
в лимфатические узлы (CCR7) [14], способности 
к кластеризации в зародышевых центрах фол-
ликулов В-клеток  [15]. Эти клетки способны 
захватывать антигены из интактных клеток при 
помощи фагоцитоза или трогоцитоза [186, 276] и 
презентировать или кросспрезентировать пере-
работанные антигены как CD4+, так и CD8+αβТ-
лимфоцитам  [14, 16, 151]. Экспрессия HLA-DR 
также обнаружена на Vδ1 Т-клетках  [109, 127] и 
Vδ3 Т-клетках  [134]. Стимуляция γδТ-клеток в 
опухолевой ткани лигандом Т-клеточного рецеп-
тора и последующее распознавание таким лим-
фоцитом опсонизированной антителами клет-
ки-мишени и реализация антитело-зависимой 
клеточной цитотоксичности лежит в основе ли-
цензирования γδTAPC [81]. 

Установлено, что активация Vy9Vδ2Т-клеток 
периферической крови в толстой и подвздош-
ной кишке бактериями в присутствии IL-15 пре-
вращает эти клетки в γδTAPC-клетки  [246], кото-
рые поляризуют CD4+

 Т-клетки исключительно 
в Th22, продуцирующие IL-22, но не в Th17, за 

образование которых отвечают APC миелоидно-
го происхождения. Полагают, что γδТAPC и мие-
лоидные APC передают принципиально разные 
сигналы CD4+Т-клеткам и что таким образом 
γδT-клетки защищают слизистую кишечника 
от гипервоспаления с привлечением нейтро-
филов  [87, 121]. В момент антигенпрезентации 
γδТ-клетки через молекулы CD28 или CTLA-4, 
являющиеся лигандами CD80/CD86 [127], могут 
стимулировать или подавлять активность αβТ-
лимфоцита. Однако γδТAPC неспособны продуци-
ровать цитокины, отвечающие за поляризацию 
наивных αβТ-лимфоцитов. Поэтому за поляри-
зацию в этом случае отвечает экспрессия γδТAPC 
клетками ICOSL (inducible T cell costimulator 
ligand) и продукция ими TNFα, которые, в свою 
очередь, стимулируют экспрессию CD4+Т-лим
фоцитами IL-22 и мРНК AHR [246]. 

Как уже отмечено выше, среди субпопуляции 
Vγ9Vδ2 Т-клеток периферической крови челове-
ка выделяют множество кластеров с разнообраз-
ными характеристиками. Один их таких класте-
ров клеток коэкспрессирует рецептор CD27 и его 
лиганд – CD70. Активация γδTCR фосфоантиге-
нами многократно усиливается в случае коакти-
вации γδТ-клетки по линии CD70/CD27. Такое 
лиганд-рецепторное взаимодействие определяет 
их жизнеспособность, индуцирует пролифера-
цию и секрецию Th1-подобных цитокинов  [42]. 
Установлено, что в момент презентации анти-
гена наивному CD4+αβТ-лимфоциту перекрест-
ное взаимодействие γδТAPC по линии CD27/CD70 
способствует поляризации Т-лимфоцита в сторо-
ну Th1 и продукции IFNγ [246]. 

Появление γδTAPC в периферической крови 
связывают с активным патологическим процес-
сом. Так, содержание циркулирующих γδTAPC 
было значительно выше у пациентов с активной 
стадией ревматоидного артрита. При этой пато-
логии γδTAPC присутствуют также и в синовиаль-
ной жидкости  [116]. Vy9Vδ2 Т-клетки способны 
приобретать характеристики антигенпрезентиру-
ющей клетки в условиях in vitro и презентировать 
антиген CD4+ и CD8+Т-лимфоцитам  [16, 245], 
что лежит в основе разработки методов их при-
менения в терапии опухолей.

4.7. γδγδTfh-клетки
Подавляющее количество данных в литерату-

ре по поводу субпопуляции γδTfh-клеток описа-
но на мышиной модели и свидетельствует в поль-
зу их способности влиять на продукцию антител 
иммунизированными или инфицированными 
мышами  [259]. Экстраполируя данные, полу-
ченные на мышах, исследователи полагают, что 
γδTfh-клетки человека могут влиять на реакции 
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гуморального иммунного ответа и влиять на со-
зревание B-лимфоцитов, и влиять на продукцию 
антител плазматическими клетками. Установ-
лено, что у пациентов с нейробластомой γδTfh-
клетки имеют фенотип наивных клеток с повы-
шенной экспрессией CD25, CD69, HLA-DR и 
CD40L, пониженной экспрессией CD278 (ICOS); 
они продуцируют повышенное количество IL-4 и 
IL-10, чем те же клетки у здоровых доноров. У па-
циентов с нейробластомой такие характеристики 
γδTfh-клеток сочетаются с повышенным содер-
жанием IgG в сыворотке крови [157].

Как уже отмечено выше, активация Vγ9Vδ2 
Т-клеток различными цитокинами приводит к 
поляризации их фенотипа в фенотип, подобный 
Th2 [260], Th17 [18], Tfh и Тreg [25]. Культивиро-
вание Vγ9Vδ2 Т-клеток в присутствии антигена 
и IL-21 определяет их поляризацию в сторону в 
сторону фенотипа Tfh  [25]. Полученные таким 
образом клетки γδТfh-клетки экспрессируют ре-
прессор транскрипции Bcl-6 [20], CD40L, CD278 
(ICOS), CXCR5, а также обеспечивают про-
дукцию IgM, IgG и IgA В-клеткам миндалин [6, 
20]. В  отличие от клеток αβTfn клетки γδTfn не 
продуцируют IL-21, но секретируют цитокины 
IL-2, IL-4 и IL-10, характерные для αβTh2. При 
этом внутри клеток γδTfn отсутствует экспрес-
сия GATA-3 и IL-13, также характерных для ха-
рактерные для αβTh2-клеток  [20]. Полагают, 
что γδTfh-клетки участвуют в регуляции созре-
вания B-клеток на ранних стадиях инфекций, 
до полного развития реакций адаптивного им-
мунного ответа, либо инициируют продукцию 
B-лимфоцитами на антигены, на которые отве-
чают γδТ-клетки [21].

5. Перспективы применения γδγδT-клеток
Существует два подхода к использованию γδТ-

клеток в лечении различных патологий: 1) изби-
рательное увеличение одной из популяций γδТ-
клеток в условиях in vivo; 2) клеточная терапия. 
В первом случае изменения содержания одной 
из популяций γδТ-клеток добиваются благода-
ря введению пациенту рекомбинантного IL-2 и 
фосфоантигена либо благодаря введению соот-
ветствующих антител. Во втором случае опухо-
левый рост подавляют благодаря введению паци-
енту аллогенных γδТ-клеток, генно-инженерных 
γδТ-клеток либо размноженных in vitro аутоло-
гичных γδТ-клеток [95, 120, 147]. Использование 
такого подхода ограничивается возможностью 
поляризации введенных в организм пациента в 
любой кластер γδТ-клеток, способных как эф-
фективно уничтожать раковые клетки, например 
γδT1  [298], так и способствовать росту опухоли, 
например γδT17-клетки  [297]. В связи с этим 

исследователям следует учитывать описанную 
выше внетимическую поляризацию γδТ-клеток 
в условиях микроокружения, которая в лучшем 
случае может свести к минимуму эффект от ис-
пользования γδT1 в терапии опухолей, а в худшем 
случае может способствовать накоплению γδT17-
клеток в опухолях. Использование терапии γδТ-
клетками с химерным антигенным рецептором 
(CAR) казалось многообещающим подходом, 
который мог бы исключить, или хотя бы снизить 
вероятность реакции трансплантат против хозя-
ина в случае использования CAR-αβT-терапии. 
Однако, по последним данным, использование 
CAR-γδT-терапии также имеет свои ограничения 
в силу низкой токсичности этих клеток в отноше-
нии некоторых опухолей, сниженной миграции в 
опухолевые ткани и повышенной склонности к 
приобретению толерантности [293]. Поэтому те-
рапия опухолей с применением γδT-клеток пока 
еще остается терапией второго плана [28, 67].

Заключение
Важнейшей функцией γδТ-клеток является 

контроль за реакциями врожденного и адаптив-
ного иммунитета. Эти клетки влияют на огромное 
число как физиологических, так и патологиче-
ских процессов. Благодаря собственному рецеп-
торному аппарату, буквальному копированию 
субпопуляционного состава αβТ-лимфоцитов 
и отсутствию необходимости реагировать анти-
генспецифически, а также благодаря способно-
сти презентировать антигены αβТ-лимфоцитам, 
контролировать активность клеток микроокру-
жения, включая дендритные клетки, макрофаги 
и B-лимфоциты, γδТ-клетки не только являются 
«сенсором чужого» и обладают прямой цитоток-
сичностью в отношении мишеней, но и контро-
лируют течение иммунного ответа, находясь, 
образно выражаясь, «над схваткой». Создается 
впечатление, что γδТ-клетки являются неким 
звеном на клеточном уровне, которое «разум-
но» управляет процессами, координирует и, в 
случае необходимости, корректирует их. Однако 
это предположение, скорее всего, ложное, и γδТ-
клетки, вероятно, являются одним из способов 
дублирования или компенсации «выпадающих» 
функций отдельных звеньев иммунологического 
надзора в сложном многообразии межклеточных 
взаимодействий и цитокиновых сетей. С другой 
стороны, зафиксировано множество случаев не-
адекватного соответствующей ситуации поведе-
ния γδТ-клеток в некоторых патологических про-
цессах. Например, при онкогенезе γδТ-клетки 
стимулируют рост опухолевых клеток, подавляя 
одновременно противоопухолевую активность 
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ТРАНСКРИПТОМИКА ЕДИНИЧНЫХ КЛЕТОК 
В ИССЛЕДОВАНИИ РАКА ПРОСТАТЫ
Акрамова Э.Р., Шарифьянова Ю.В., Гайнуллина Д.Х., 
Шмелькова П.Н., Калимуллина Л.И., Павлов В.Н., Еникеева К.И.
ФГБОУ ВО «Башкирский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Уфа, Республика Башкортостан, Россия

Резюме. Цель исследования – проанализировать современные достижения в области транскрип-
томных технологий, ориентированных на анализе единичных клеток с акцентом на их применение в 
исследовании опухолевого микроокружения и иммунного ландшафта при раке предстательной желе-
зы (РПЖ). Были проанализированы научные базы данных PubMed, Medline, Web of Science, Embase. 
РПЖ  – злокачественное новообразование, зависящее от гормонов андрогенного происхождения, 
которое поражает мочеполовую систему мужчин. Данные показывают, что у мужчин младше 40 лет 
РПЖ встречается крайне редко, в то время как наибольшее количество случаев наблюдается в воз-
растной группе от 50 до 70 лет. На сегодняшний день РПЖ является одним из наиболее распростра-
ненных онкологических заболеваний среди мужчин и представляет собой одну из основных причин 
смертности от рака. Согласно данным Глобальной онкологической обсерватории (GCO), в 2022 году 
по всему миру было зарегистрировано 1 467 854 новых случая РПЖ, что привело к 397 430 леталь-
ным исходам, связанным с этим заболеванием. РПЖ занимает четвертое место по заболеваемости 
и второе по смертности среди всех онкологических заболеваний у мужчин. В России РПЖ занимает 
вторую позицию по заболеваемости среди всех видов рака у мужчин, с зарегистрированными 52 712 
случаями на 2022 год, и четвертую по смертности, с 14 635 случаями. Глубокое понимание механизмов 
патогенеза и прогрессирования РПЖ имеет ключевое значение для эффективной диагностики и раз-
работки методов лечения. В обзоре представлен анализ транскриптомных техологий в разрешении 
единичных клеток в изучении клеточной гетерогенности при РПЖ. Также подробно представлена 
методология анализа, охарактеризована клеточная гетерогенность при РПЖ, описаны современные 
исследования в области транскриптомики единичных клеток при раке простаты, а также обозначе-
ны перспективные направления применения полученных результатов в клинической практике. Ре-
зультаты исследований в этой области имеют значительный потенциал для использования в качестве 
как прогностических, так и диагностических маркеров опухолевых процессов. Таким образом, работа 
подчеркивает важность изучения клеточной гетерогенности для совершенствования методов диагно-
стики и терапии рака простаты. Технологии исследования транскриптома единичных клеток предо-
ставляют уникальные возможности для углубленного понимания молекулярных и клеточных меха-
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низмов, лежащих в основе иммунного ответа при онкологических заболеваниях. Полученные данные 
могут стать основой для развития новых направлений в фундаментальной иммунологии, разработки 
инновационных терапевтических стратегий и внедрения персонализированного подхода к лечению 
рака простаты, что открывает перспективы для повышения эффективности терапии.

Ключевые слова: рак, простата, транскриптомика, секвенирование, scRNAseq, РНК, ДНК

SINGLE CELL TRANSCRIPTOMICS IN PROSTATE CANCER 
RESEARCH
Akramova E.R., Sharifyanova Yu.V., Gainullina D.Kh., 
Shmelkova P.N., Kalimullina L.I., Pavlov V.N., Enikeeva K.I.
Bashkir State Medical University, Ufa, Republic of Bashkortostan, Russian Federation

Abstract. The objective of our study was to review current advances in transcriptome technologies focused on 
single cell analysis with emphasis on their application in the study of the tumor microenvironment and immune 
landscape in prostate cancer (PCa). PubMed, Medline, Web of Science, and Embase scientific databases were 
analyzed. PCa is an androgen hormone-dependent malignant neoplasm that affects the male genitourinary 
system. Evidence shows that, in men under 40 years of age, PCa is extremely rare, while the highest number of 
cases occurs in the 50 to 70 age group. Today, PCa is one of the most common cancers among men and represents 
one of the leading causes of cancer-related deaths. According to the Global Cancer Observatory (GCO), 
there were 1,467,854 new cases of cancer worldwide in 2022, resulting in 397,430 deaths associated with the 
disease. PCa ranks fourth in terms of incidence and second in terms of mortality among all cancers in men. In 
Russia, PCa ranks second in incidence among all cancers in men, with 52,712 cases registered as of 2022, and 
fourth in mortality, with 14,635 cases. A thorough understanding of the mechanisms of the pathogenesis and 
progression of PCa is key to effective diagnosis and treatment development. This review presents an analysis 
of transcriptome-based techniques in single-cell resolution for studying cellular heterogeneity in PCa. The 
methodology of the analysis is also presented in detail, cellular heterogeneity in PCa is characterized, current 
research in the field of single cell transcriptomics in PCa is described, and promising applications of the results 
in clinical practice are also outlined. The results of research in this area have significant potential for use as both 
prognostic and diagnostic markers of tumor processes. Thus, the work emphasizes the importance of studying 
cellular heterogeneity to improve the methods of PCa diagnostics and therapy. Technologies for studying the 
transcriptome of single cells provide unique opportunities for in-depth understanding of the molecular and 
cellular mechanisms underlying the immune response in cancer. The data obtained may become the basis for 
the development of new directions in fundamental immunology, the development of innovative therapeutic 
strategies and a personalized approach to prostate cancer treatment, which opens prospects for improving the 
efficiency of treatment.

Keywords: cancer, prostate, transcriptomics, sequencing, single-cell RNA, RNA, DNA

Источник финансирования: программа стра-
тегического академического лидерства БГМУ 
«Приоритет-2030».

Введение
На сегодняшний день рак предстательной же-

лезы (РПЖ) является самым распространенным 
злокачественным заболеванием среди мужчин во 
всем мире и одной из основных причин их смерт-
ности от рака  [32]. РПЖ представляет собой 
клинически разнообразное заболевание. У не-
которых пациентов выявляются опухоли низкого 

риска, тогда как у других диагностируется заболе-
вание высокого риска с вероятностью рецидива, 
даже после применения современных методов 
лечения, таких как робот-ассистированная ра-
дикальная простатэктомия (РПЭ), андроген-де-
привационная и лучевая терапии.

Существует необходимость в более глубоком 
понимании и изучении биологии микроокруже-
ния РПЖ [13].

Технологии экспрессии генов на уровне от-
дельных клеток сделали возможным анализ ты-
сяч клеток в одном образце, что позволило глуб-
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же понять гетерогенность опухолевых клеток и 
сложную систему образования микроокружения 
злокачественной опухоли предстательной же
лезы. 

Для установления прогрессии злокачествен-
ной опухоли простаты важно иметь представ-
ление о конкретных типах клеток, образующих 
рак простаты. Решение этой задачи оказалось 
возможным в результате разработки и примене-
ния технологий секвенирования РНК (RNA-seq) 
единичных клеток (scRNA-seq) или отдельных 
ядер  – эффективного инструмента для понима-
ния роли клеток разных типов в прогрессирова-
нии рака простаты. Эти технологии позволяют 
представить распределение клеток конкретного 
типа, анализируя экспрессию генов в контексте 
тканевой структуры или крови. 

Методы и подходы в транскриптомике единич-
ных клеток

РНК-секвенирование единичных клеток вклю
чает несколько этапов [3, 4, 14, 16, 24, 31, 33].

1.	 Получение изолированных отдельных кле-
ток

Изолирование одиночных клеток биоло-
гического образца заключается в разделении 
клеток или их ядер в пространстве. Для этого 
обычно используют клеточные сортера, такие 
как CytoFLEX SRT (США), MACSQuant® Tyto 
(Германия), S3e Cell Sorter  – Bio-Rad (США) от 
различных коммерческих компаний [28, 37] или 
систему 10X Genomics (США), принцип работы 
которой заключается в том, что клетки связыва-
ются по одной с особыми гранулами в специаль-
ном микрофлюидном устройстве, а полученные 
комплексы затем упаковываются в отдельные 
масляные капли для дальнейшего анализа [41].

Также одним из решений изолирования чи-
стых популяций клеток является микродиссек-
ция с лазерным захватом. Этот подход позволяет 
работать с образцами фиксированной ткани или 
культурами фиксированных клеток, используя 
прямую визуализацию под микроскопом  [8]. 
Микроскоп, оснащенный лазером, позволяет 
аккуратно иссекать выбранные участки ткани, 
которые затем собираются в пробирку. Изоли-
рованные фрагменты могут быть использованы 
для дальнейшего анализа, включая исследования 
РНК, ДНК и протеомные исследования.

2.	 Подготовка и амплификация нуклеиновых 
кислот

Состоит из несколько этапов:
1.	 Изолированные единичные клетки под-

вергаются лизису для максимального извлечения 
молекул РНК. 

2.	 Для специфического анализа полиаде-
нилированных мРНК и предотвращения захвата 

рибосомной РНК обычно применяются поли(T)-
праймеры. Анализ неполиаденилированных 
мРНК, как правило, более сложен и требует спе-
циальных протоколов [10, 30]. 

3.	 После этого поли(T)-праймированная 
мРНК преобразуется в комплементарную ДНК 
(кДНК) с использованием обратной транскрип-
тазы. В зависимости от протокола scRNA-seq к 
праймерам для обратной транскрипции могут 
добавляться дополнительные нуклеотидные по-
следовательности, такие как адаптеры для NGS-
платформ, уникальные молекулярные иденти-
фикаторы для точной маркировки отдельных 
молекул мРНК и последовательности, сохраня-
ющие информацию о клеточном происхожде-
нии [17]. 

4.	 Затем небольшие объемы кДНК ампли-
фицируются либо с помощью ПЦР, либо, в неко-
торых случаях, с использованием транскрипции 
in vitro.

5.	 Подготовка библиотек, заключающаяся в 
маркировке нуклеотидным штрих-кодом для со-
хранения информации о клеточном происхожде-
нии [6].

3.	 Высокопроизводительное секвенирование
Следующим этапом после изоляции клеток 

является подготовка РНК к секвенированию.
Этот процесс включает в себя получение 

кДНК и ее расщепление на считываемые фраг-
менты, что похоже на стандартную подготовку 
к NGS-секвенированию, но с некоторыми из-
менениями. Ключевым отличием является необ-
ходимость индивидуальной маркировки каждой 
клетки, так как кДНК всех выделенных клеток 
затем необходимо объединить для достижения 
высокой производительности. Поэтому в каждую 
лунку планшета или на каждую гранулу, исполь-
зуемую в капельной технологии изоляции кле-
ток, добавляют уникальные олигонуклеотидные 
метки, синтезированные комбинаторным мето-
дом. После получения большого объема считы-
ваний фрагментов целевой кДНК, программное 
обеспечение позволяет распознавать подмноже-
ства этих считываний (ридов), относящиеся к 
единичным клеткам [42]. 

4.	 Анализ данных
Данные экспериментов scRNA-seq имеют ряд 

особенностей, которые требуют специальных 
подходов к биоинформатике. 

После проведения предварительной обработ-
ки данных, направленной на извлечение биоло-
гической информации и описание исследуемой 
биологической системы, осуществляется ком-
плексный анализ. Этот анализ включает несколь-
ко ключевых этапов [26]:
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1.	 Кластеризация клеток и построение тра-
екторий дифференцировки  – выявление групп 
клеток на основе схожести их транскриптомных 
профилей и определение путей их дифференци-
ровки в процессе развития. В результате форми-
руются группы клеток, объединенные общими 
паттернами экспрессии генов, что служит ос-
новой для дальнейшего биологического анали-
за  [15, 26]. Кластеризация данных позволяет не 
только идентифицировать уже известные типы 
клеток, характеризующиеся специфическими 
генами-маркерами, но и выявлять новые, ранее 
не описанные клеточные популяции. Этот под-
ход открывает возможности для более глубокого 
понимания клеточного разнообразия и обнару-
жения уникальных биологических особенностей, 
которые могут быть упущены при использовании 
традиционных методов анализа. Кластеризация 
клеток представляет собой один из ключевых 
этапов анализа single cell данных и часто служит 
первым значимым промежуточным результатом. 

Анализ дифференциальной экспрессии ге-
нов – идентификация генов, уровень экспрессии 
которых значимо различается между различными 
клеточными популяциями, что позволяет выя-
вить молекулярные механизмы, лежащие в осно-
ве их функциональных различий. Анализ диффе-
ренциальной экспрессии позволяет выявить, как 
различные клеточные популяции изменяют свою 
транскрипционную активность в ответ на кон-
кретные экспериментальные условия. Это помо-
гает понять молекулярные механизмы, лежащие 
в основе клеточных реакций, и выделить ключе-
вые гены, которые могут играть важную роль в 
этих процессах.

2.	 Исследование межклеточных взаимодей-
ствий – изучение коммуникации между клетка-
ми, включая анализ сигнальных путей и моле-
кулярных сетей, которые регулируют клеточное 
поведение и координацию в системе.

3. Оценка динамики клеточного цикла – мо-
ниторинг изменений в прохождении клетками 
различных фаз клеточного цикла, что позволяет 
понять закономерности пролиферации и диффе-
ренцировки в контексте изучаемой биологиче-
ской системы.

Таким образом, данные подходы не только 
углубляют понимание генной регуляции, но и 
связывают ее с клеточной гетерогенностью, что 
позволяет получить более полную картину био-
логических процессов на уровне отдельных кле-
ток [26].

Клеточная гетерогенность при раке простаты
В последние годы метод секвенирования РНК 

единичных клеток (scRNA-seq) находит все более 
широкое применение в различных научных дис-

циплинах, таких как иммунология, молекуляр-
ная биология и онкология.

Метод scRNA-seq открыл новые горизонты 
для одновременного анализа тысяч клеток в об-
разце, что позволило выявить гетерогенность и 
сложность опухолевых клеток  [1, 21, 35]. Этот 
подход также предоставляет уникальные воз-
можности для изучения регуляции, эволюции 
и взаимодействий отдельных клеток  [9, 19, 35, 
36, 38]. Понимание клеточной коммуникации и 
эволюции является важным шагом к осознанию 
роли различных компонентов опухоли и ее ми-
кроокружения, а также к формированию сети их 
взаимодействия [18].

Метод scRNA-seq становится все более по-
пулярным, его использование в исследованиях 
РПЖ ограничивается не только циркулирую-
щими опухолевыми клетками, но и иммортали-
зованными клеточными линиями  [22]. Приме-
нение scRNA-seq в изучении гетерогенности 
РПЖ позволяет создавать подробные клеточные 
транскрипционные профили, что в дальнейшем 
может помочь предсказать сигнальные пути и 
прояснить процессы дифференцировки, функ-
ций и развития клеток [18].

Опухолевая ткань предстательной железы со-
стоят из раковых клеток, стромальных клеток 
(включая фибробласты, связанные с опухолью – 
сancer-associated fibroblasts (CAF), гладкомышеч-
ных клеток, эндотелиальных клеток и перици-
тов) и иммунных клеток (миелоидные клетки: 
CD4+ и CD8+Т-клетки, NK-клетки и В-клетки). 
CAF обычно расположены на границах опухо-
ли. Гладкомышечные клетки, перициты и эндо-
телиальные клетки участвуют в формировании 
микрососудов. Микроокружение опухоли (TME) 
характеризуется иммуносупрессией: увеличени-
ем миелоидных клеток, снижением Т-клеток, 
активацией Treg, увеличением количества обе-
дненных CD56DIM NK-клеток и активацией 
В-клеток [22].

На данный момент актуальной задачей явля-
ется углубленное изучение микроокружения опу-
холи предстательной железы. Это направление 
может открыть новые перспективы для иденти-
фикации терапевтических мишеней и разработки 
эффективных методов лечения [32].

L. de Vargas Roditi et al. выявили в микро-
окружении опухоли простаты пять фенотипов 
Т-клеток (CD3+, CD45+) и пять фенотипов ма-
крофагов (CD68+, CD45+). Также были обна-
ружены три гранулоцитарных (CD24+/CD15+), 
один стромальный (SMA+, S100A4+), один 
В-клеточный (CD20+) и один эндотелиальный 
(CD31+) метакластеры. Эти метакластеры со-
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держали разнообразные клетки, характерные для 
большинства пациентов [5].

Исследование M.C.  Haffner показало, что 
большинство метастатических поражений при 
mCRPC (метастатическим кастрационно-рези-
стентным РПЖ, являющимся агрессивной фор-
мой заболевания, которое не поддается хирур-
гическому вмешательству и гормонотерапии и 
распространяющееся за пределы предстательной 
железы) сохраняют дифференцировку по линии 
предстательной железы, характеризующийся 
экспрессией маркеров эпителия предстательной 
железы: AR (андрогеновый рецептор), NKX3.1 
и PSA (простатический специфический анти-
ген) [2, 11, 20]. Однако терапия может вызывать 
изменения клеточной дифференцировки, при-
водящие к резистентности  [11]. У пациентов с 
mCRPC наблюдалась потеря экспрессии AR и 
усиление нейроэндокринной дифференцировки, 
что указывает на фенотипическую пластичность 
опухолей  [2]. Эти данные позволяют классифи-
цировать mCRPC на подгруппы, определяемые 
экспрессией AR, его генов-мишеней и нейроэн-
докринных маркеров [11].

Исследование, проведенное B. Dong et al., по-
казало, что повторная кластеризация эпители-
альных клеток из каждой опухоли в сочетании 
с анализом тепловой карты позволяет выделить 
субкластеры эпителиальных клеток в каждом 
образце. Эти субкластеры характеризировались 
высокой экспрессией маркеров люминальных 
клеток, таких как KRT8 и KRT18. В то же вре-
мя экспрессия генов, связанных с базальными 
клетками, нейроэндокринными (NE) и андро-
генными (AR) сигнатурами, демонстрировала за-
метную гетерогенность как внутри опухоли, так и 
между различными опухолями [7].

Single cell и рак простаты: текущие исследова-
ния

В исследовании B. Zhang et al. было показа-
но, что базальные и промежуточные эпители-
альные клетки экспрессируют гены, связанные 
с прогрессированием РПЖ, включая гены PIGR, 
MMP7 и AGR2. Анализ продемонстрировал, что 
люминальные эпителиальные клетки могут слу-
жить предшественниками, дифференцируясь 
в базальные или промежуточные. Онкогенные 
пути, такие как катаболизм липидов и метабо-
лизм жирных кислот, активны в этих клетках. 
Также обнаружено их тесное взаимодействие с 
нервными клетками, что может способствовать 
периневральной инвазии при РПЖ [39].

Y. Ou et al. исследовали девять генов, ассоци-
ированных с макрофагами M2 (SMOC2, PLPP1, 
HES1, STMN1, GPR160, ABCG1, MAZ, MYC, 
EPCAM), как потенциальные прогностические 

маркеры. Используя данные RNA-seq из когорта 
TCGA-PRAD (496 опухолевых и 52 нормальных 
образцов), полученные из информационного 
портала Genomic Data Commons (GDC) (https://
portal.gdc.cancer.gov) в атласе Tumor Cancer 
Genomic Atlas (TCGA), а также наборы данных 
GSE54691 и GSE116918. Авторы провели анализ 
дифференциально экспрессируемых генов, им-
мунной и стромальной оценки, а также изучи-
ли чистоту опухоли и инфильтрацию иммунных 
клеток. Дополнительно был проанализирован 
транскриптом единичных клеток из GSE137829. 
Результаты подтвердили, что макрофаги M2 спо-
собствуют пролиферации, инвазии и миграции 
клеток РПЖ [27].

J.C. Siefert et al. провели транскриптомный 
анализ единичных клеток резидентных макро-
фагов РПЖ человека, в результате чего были вы-
явлены три различные популяции в пораженной 
простате. Удивительно, но не было обнаружено 
значительных различий между макрофагами, вы-
деленными из опухолевых и неопухолевых участ-
ков образцов, полученных при простатэктомии. 
Хотя в опухолевой ткани были идентифицирова-
ны маркеры – CD68, PLAC8, CD2017, связанные 
с классическими фенотипами макрофагов M1 и 
M2, они не оказались ключевыми факторами, 
определяющими уникальные подтипы макрофа-
гов [31].

W. Liu et al. с помощью scRNA-seq выделили 
кластер клеток, ассоциированных с фибробла-
стами опухоли (CAF), состоящий из 783 клеток и 
определили 183 маркерных гена. Анализ межкле-
точной коммуникации выявил активное взаимо-
действие CAF с иммунными клетками. На основе 
7 генов (ASPN, AEBP1, ALDH1A1, BGN, COL1A1, 
PAGE4, RASD1) разработана модель прогноза без-
рецидивной выживаемости (bRFS), валидиро-
ванная на четырех когортах с использованием 
bulk РНК-секвенирования. Группа высокого ри-
ска по этой модели характеризовалась иммуносу-
прессивным микроокружением с повышенным 
уровнем М2-макрофагов, сниженным количе-
ством плазматических и CD8+Т-клеток и мень-
шей эффективностью иммунотерапии. Некон-
тролируемая кластеризация выявила три подтипа 
CAF: миофибробластоподобные (myCAFs), им-
мунные и воспалительные (iCAF) и антигенпре-
зентирующие (apCAFs) [23].

Исследование I. Heidegger et al. с использо-
ванием scRNA-seq выявило 27 подтипов клеток, 
включая эндотелиальные клетки с артериаль-
ными, венозными и ангиогенными сигнатура-
ми. Артериальные опухолевые эндотелиальные 
клетки (ОЭК) экспрессируют ген CXCL12 на вы-
соком уровне по сравнению с другими клетками 
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опухолевого микроокружения рака простаты, что 
связано с негативной прогностической ролью. 
Установлено взаимодействие CXCL12 с рецепто-
ром CXCR4 на ангиогенных клетках. Экспери-
менты in vitro и in vivo подтвердили роль CXCL12 
как мишени: ингибитор CXCR4-AMD3100 сни-
жал плотность и количество сосудов, пролифера-
цию и миграцию ОЭК. Результаты указывают на 
CXCR4/CXCL12 как потенциальную мишень для 
подавления ангиогенеза при РПЖ [12].

Z. Sun et al. в 2024 году предоставили новые 
идеи для борьбы с РПЖ и улучшения клиниче-
ских результатов, тем самым открывая новые 
возможности для индивидуальных альтернатив 
лечения. Была разработана инновационная про-
гностическая модель, заключающаяся в моди-
фикации гистонов и высокой прогностической 
эффективностью гена YWHAH в качестве воз-
можных диагностических и терапевтических 
биомаркеров РПЖ [34].

Перспективы и прикладное значение исследо-
ваний транскриптома единичных клеток при раке 
простаты

Методы транскриптомики применяют для 
создания атласов экспрессии генов в любых тка-
невых компартментах РПЖ, описывающих до-
рожную карту прогрессирования опухоли каче-
ственным и количественным образом [25].

Секвенирование РНК единичных клеток в ис-
следованиях рака может быть использован для 
идентификации редких субпопуляций и цирку-
лирующих опухолевых клеток (ЦОК); в опре-
делении гетерогенности опухоли и механизмов, 
связанных с онкогенезом, прогрессированием, 
метастазированием, эволюцией, рецидивом и ре-
зистентностью к терапии [40, 43]. 

Интегрируя клиническую патологическую 
информацию и данные секвенирования единич-
ных клеток, можно расшифровать новые диагно-
стические и прогностические биомаркеры и по-
тенциально терапевтически значимые типы или 
состояния клеток [29]. 

Например, в исследовании J.C. Siefert et al. 
генетические маркеры, специфично ассоцииро-
ванные с каждым кластером макрофагов, были 

использованы для создания генетической сиг-
натуры, которая оказалась тесно связанной как 
с безрецидивной, так и с метастазированной 
выживаемостью. Эти результаты подчеркивают 
важность тканеспецифичных подтипов макрофа-
гов в опухолевом микроокружении для прогрес-
сирования РПЖ и демонстрируют полезность 
профилирования транскриптомики единичных 
клеток в образцах опухолей человека как страте-
гии для разработки генетических классификато-
ров, способствующих прогнозированию течения 
заболевания у пациентов [31].

Предсказать эффективно прогноз при РПЖ, 
а также послужить индикатором для иммуноте-
рапии позволяет сигнатура, полученная от CAF 
(кластер клеток, ассоциированных с фибробла-
стами опухоли), стимулярующие ремоделиро-
вание внеклеточного матрикса, рост раковых 
клеток и ангиогенез, что приводит к ухудшению 
прогноза заболевания. Проведенное исследова-
ние также выявило три субпопуляции CAF с раз-
личными функциями в контексте РПЖ [23]. 

Выводы
Исследования транскриптома единичных 

клеток (scRNA-seq) при РПЖ открывают новые 
перспективы для понимания опухолевой биоло-
гии и разработки персонализированных подхо-
дов к лечению. Кроме того, scRNA-seq позволяет 
анализировать гетерогенность клеток в пределах 
одной опухоли, выявляя различные подтипы ра-
ковых клеток, которые могут иметь разные мо-
лекулярные профили и иммунный ответ на лече-
ние, а также может помочь выявить механизмы 
резистентности к терапии, позволяя исследовать, 
как отдельные единичные клетки адаптируются к 
лечению и какие молекулярные пути активиру-
ются. Анализ транскриптома единичных клеток 
может привести к открытию новых биомаркеров 
для диагностики и прогноза РПЖ. Сравнение 
транскриптомов клеток на разных стадиях забо-
левания может дать представление о том, как рак 
прогрессирует и какие молекулярные изменения 
происходят в ходе этого процесса.
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РОЛЬ МЕХАНИЧЕСКИХ СВОЙСТВ T-КЛЕТОК 
В ФОРМИРОВАНИИ ИММУННОГО ОТВЕТА
Горшков Г.С.1, Быков А.С.1, Свитич О.А.1, 2

1 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ (Сеченовский Университет), Москва, Россия  
2 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова», Москва, 
Россия

Резюме. Современные исследования в области иммунологии указывают на немаловажное зна-
чение механических факторов в формировании иммунного ответа. Механоиммунология, как но-
вое междисциплинарное направление, изучает влияние механических стимулов на поведение им-
мунных клеток, в частности T-лимфоцитов. Доказано, что жесткость микросреды, механические 
взаимодействия с внеклеточным матриксом, а также изменение мембранного натяжения спо-
собны модулировать активацию, миграцию, пролиферацию и эффекторные функции T-клеток. 
Оптимальная механическая среда способствует повышению T-клеточной активности, в то время 
как увеличение жесткости микросреды, изменение свойств внеклеточного матрикса, могут сни-
жать их функциональные возможности. Известные молекулы такие, как Piezo 1, интегрины, Yes-
ассоциированный белок, являются ключевыми регуляторами механотрансдукции в иммунных 
клетках. Постепенное развитие представлений об их участии в иммунном ответе свидетельствует 
о значительной сопряженности их модулирующих влияний, формирующих систему, обеспечиваю-
щую комплексное реагирование на механические стимулы. Механомодуляция приводит к измене-
нию внутриклеточной среды, выступая в качестве фактора, определяющего метаболический про-
филь T-клеток. Кроме того, исследования показывают, что механочувствительные сигнальные пути 
могут участвовать в регуляции межклеточных взаимодействий и адаптивного иммунного ответа, 
что предоставляет широкие возможности для модификации иммунных реакций. Понимание меха-
низмов механотрансдукции открывает перспективы для разработки новых терапевтических стра-
тегий. Механические сигналы могут быть использованы для повышения эффективности CAR-T-
клеток за счет оптимизации их активации, пролиферации и инфильтрации в опухолевую ткань, что 
особенно важно в лечении злокачественных новообразований, в частности солидных опухолей, где 
CAR-T-клеточная терапия сталкивается с серьезными ограничениями. Механоиммунологические 
подходы рассматриваются также в контексте лечения аутоиммунных заболеваний. Предполагается, 
что механочувствительные пути могут регулировать избыточную активацию T-клеток, препятствуя 
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развитию аутоиммунных процессов и патологической гиперактивации иммунной системы. Не ис-
ключено создание эффективных методик предотвращения реакций трансплантат-против-хозяина 
и отторжения трансплантата, а также методов лечения хронических инфекций. Спектр возможных 
фармакологических методик включает в себя применение активаторов и ингибиторов Piezo 1, ин-
тегринов и Yes-ассоциированного белка. Разрабатываются и биоинженерные подходы. Одним из 
перспективных направлений является использование наномоторов для ex vivo активации T-клеток, 
что может повысить эффективность клеточных иммунных технологий в лечении различных заболе-
ваний. Кроме того, настройка иммунных реакций с использованием механических свойств может 
позволить направленно регулировать иммунный ответ в зависимости от специфики патологическо-
го процесса.

Ключевые слова: иммунология, механоиммунология, T-клетка, механочувствительность, механотрансдукция,  
CAR-T-клеточная терапия, наномоторы

ROLE OF MECHANICAL PROPERTIES OF T CELLS IN SHAPING 
THE IMMUNE RESPONSE
Gorshkov G.S.a, Bykov A.S.a, Svitich O.A.a, b

a I. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, Russian Federation  
b I. Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation

Abstract. Recent studies in immunology highlight the critical role of mechanical factors in shaping the 
immune response. Mechanoimmunology, being an emerging interdisciplinary field, concerns the influence 
of mechanical stimuli on immune cell behavior, in particularly, T  lymphocytes. Microenvironment 
stiffness, mechanical interactions with the extracellular matrix, and changes in membrane tension 
are able to modulate T  cell activation, migration, proliferation, and effector functions. An optimal 
mechanical environment enhances T  cell activity, whereas increased stiffness of the microenvironment 
and alterations in extracellular matrix properties may reduce their functional capacity. Key molecules 
such as Piezo 1, integrins, and Yes-associated protein serve as central regulators of mechanotransduction 
in immune cells. The expanding knowledge on their role in immune interactions suggests a high degree 
of interconnected modulation, resulting into a system of coordinated responses to mechanical stimuli. 
Mechanomodulation alters the intracellular environment, acting as a determinant of metabolic profile of 
T cell populations. Moreover, these studies presume that mechanosensitive signaling pathways may regulate 
intercellular interactions and adaptive immune responses, offering broad opportunities for modifying 
immune reactions. Understanding the mechanotransduction mechanisms provides new prospects for the 
development of novel therapeutic strategies. Mechanical signals may be leveraged to enhance the efficacy 
of CAR-T cells by optimizing their activation, proliferation, and infiltration into tumor tissue, which 
is particularly important in treating malignant neoplasms, especially solid tumors, where CAR-T cell 
therapy faces significant limitations. Mechanoimmunological approaches are also being explored in the 
context of autoimmune disease treatment. It is hypothesized that mechanosensitive pathways may regulate 
excessive T  cell activation, preventing autoimmune processes and pathological hyperactivation of the 
immune system. Moreover, development of effective methods for preventing graft-versus-host disease and 
transplant rejection, as well as strategies for treating chronic infections, remains an important goal. The 
spectrum of potential pharmacological interventions includes the use of activators and inhibitors of Piezo 
1, integrins, and Yes-associated protein. Bioengineering approaches are also being actively developed. One 
promising direction involves the use of nanomotors for ex vivo T cell activation, which may improve the 
efficacy of cellular immunotherapy in various diseases. Furthermore, fine-tuning of immune responses 
via mechanical properties of the cells could provide a precise regulation of immune activity based on the 
specific characteristics of pathological processes.

Keywords: immunology, mechanoimmunology, T cell, mechanosensitivity, mechanotransduction, CAR-T cell therapy, nanomotors
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Введение
Традиционный иммунологический подход 

рассматривает иммунный ответ как результат 
взаимодействия между клетками посредством 
системы сигнальных молекул и рецепторов, ини-
циирующих активацию иммунокомпетентных 
клеток в ответ на чужеродные агенты. Согласно 
этому подходу, иммунная система реагирует на 
инфекционные агенты и другие угрозы организ-
ма путем активации клеток, что приводит к це-
ленаправленной защите от патогенов. Подобная 
модель, однако, не вполне полноценно способ-
на объяснить ряд наблюдаемых аутоиммунных 
процессов  [7, 85], парадоксальные иммунологи-
ческие явления при онкологии, например, от-
сутствие ответа на T-клеточную терапию при 
солидных опухолях  [11, 57, 76], феноменальное 
реагирование иммунных клеток на микросре-
ду [38, 52, 71] и ряд других свойственных иммун-
ной системе эффектов. Постепенное развитие 
смежных областей привело к понимаю того, что 
инициация и регуляция биохимических путей 
может осуществляться и посредством механиче-
ских стимулов [13, 41, 60]. Клетки способны ощу-
щать механическую жесткость своего окружения 
и собственных компонентов, изменяя ряд кле-
точных функций [37]. Кроме того, немаловажную 
роль в клеточном взаимодействии играют физи-
ческие силы, создаваемые клетками при помощи 
биохимических каскадов  [37, 83]. Рассмотрение 
подобной двунаправленной регуляторной систе-
мы в иммунологическом контексте послужило 
основанием к созданию особой области иммуно-
логи, именуемой механоиммунологией [2, 12, 17, 
48, 92, 96].

Клетки адаптивного иммунитета занимают 
центральное место в иммунном ответе. Они не 
только обеспечивают специфическое распозна-
вание антигенов, но и формируют долговремен-
ную иммунную память. Особое место в адаптив-
ном иммунном ответе занимают T-лимфоциты. 
Различные популяции T-клеток обеспечивают 
выполнение своей специфичной функции. Уни-
кальность Т-клеток заключается в их способно-
сти распознавать антигены в комплексе с молеку-
лами MHC, что обеспечивает высокую точность 
иммунного ответа [1]. Широкое распространение 
получают биоинженерный методики, связанные 
с T-клетками, в частности CAR-T-клеточная те-
рапия, основанная на генетической модифика-
ции T-клеток ex vivo [15, 81].

Накопленные за последние годы данные ука-
зывают на значительную роль механической 
регуляции в T-клеточном ответе  [2, 48, 82]. Ис-
следования показали, что механические сигналы 
могут модулировать миграцию, пролиферацию 
и дифференцировку T-клеток, а также изменять 

их способность к распознаванию антигенов. Не-
смотря на это механоиммунология, особенно в 
контексте T-лимфоцитов, является сравнитель-
но новой областью, ряд фундаментальных и при-
кладных медицинских вопросов в которой оста-
ется недостаточно изученным. Так, например, не 
до конца понятно место механической регуляции 
иммунных функций в патологических процессах 
при заболеваниях. До сих пор нет попыток уста-
навливать корреляции, которые подтверждали 
бы имеющиеся предположения. Кроме того, нет 
разработанных терапевтических методик, кото-
рые бы использовали новейшие фармакологи-
ческие достижения с целью механорегуляции 
T-клеточного ответа. Однако прогресс в данной 
области, видимый уже сейчас, позволяет утверж-
дать, что понимание реагирования T-клеток на 
механические стимулы может открыть новые го-
ризонты в иммунотерапии и лечении аутоиммун-
ных и онкологических заболеваний [34, 84, 104].

В связи с ростом числа исследований, проводи-
мых в данной области, возникает необходимость 
систематизации имеющихся знаний. Предпри-
нятые попытки, как правило, не рассматривают 
механоиммунологический вопрос с медико-фар-
макологической точки зрения [2, 12, 48, 66, 70]. 
Детальный анализ, включающий обзор суще-
ствующих исследований, посвященных влиянию 
механических факторов на Т-лимфоциты, анализ 
молекулярных и клеточных механизмов, через 
которые механические стимулы влияют на функ-
цию Т-клеток, исследование роли механических 
факторов в патогенезе различных заболеваний, 
а также обзор перспективных биоинженерных и 
фармакологических методик, способных оказы-
вать влияние на восприятие механических стиму-
лов, способствовал бы более быстрому развитию 
области и направил бы исследования в сторону 
изучения не только фундаментальных, но и при-
кладных аспектов механической регуляции.

Целью данного обзора является систематиза-
ция современных данных о механоиммунологии 
T-лимфоцитов, анализ ключевых механорегуля-
торных путей и их влияния на иммунный ответ. 
В работе рассматриваются основные механосен-
сорные свойства, вовлеченные в функциони-
рование T-клеток, а также их медицинская зна-
чимость. Отдельное место отведено анализу 
возможных фармакологических методик.

Механизмы механочувствительности
Рассмотрение механоиммунологии T-лим

фоцитов следует начать с краткого описания 
механизмов механочувствительности. Принято 
выделять следующие ключевые молекулы, уча-
ствующие в реакциях механосенсинга.

Piezo 1 – это механочувствительный ионный 
канал, который активируется в ответ на механи-
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ческое растяжение мембраны. Он представляет 
собой крупный трансмембранный белок, форми-
рующий тримерную структуру, которая реагирует 
на деформацию липидного бислоя. При меха-
ническом воздействии конформационные изме-
нения в структуре Piezo 1 приводят к открытию 
канала и входу ионов кальция в клетку. Это ини-
циирует каскад сигнальных событий, что, в свою 
очередь, приводит к изменению клеточной про-
лиферации, миграции и дифференцировки  [18, 
36, 97].

Интегрины представляют собой трансмем-
бранные рецепторы, связывающие внеклеточ-
ный матрикс с актиновым цитоскелетом клетки. 
Эти белки формируют фокальные контакты, ко-
торые участвуют в механотрансдукции  – про-
цессе преобразования механических сигналов 
в биохимические каскады. При механическом 
напряжении или изменении жесткости внекле-
точного матрикса интегрины активируются, что 
приводит к рекрутированию белков фокального 
адгезионного комплекса, таких как талин и вин-
кулин. Это запускает сигнальные пути за счет ак-
тивации киназы фокальной адгезии FAK и RhoA, 
регулируя клеточную адгезию, миграцию и акти-
вацию. Интегрины также взаимодействуют с дру-
гими механочувствительными путями, например 
с YAP/TAZ, что обеспечивает интеграцию меха-
нических сигналов с различными клеточными 
программами [32, 43, 106].

YAP (Yes-ассоциированный белок; механосен-
сор, механотрансдуктор)  – это транскрипцион-
ный кофактор, играющий важную роль в меха-
ночувствительной регуляции генной экспрессии. 
Он активируется в ответ на механические сигна-
лы, такие как натяжение клеточного цитоскелета, 
жесткость внеклеточного матрикса и межклеточ-
ные взаимодействия. В неактивном состоянии 
YAP удерживается в цитоплазме за счет фосфо-
рилирования киназами Hippo-пути, такими как 
LATS1/2. При механическом растяжении или 
увеличении клеточного напряжения этот тормо-
зящий механизм ослабляется, и YAP транслоци-
рует в ядро, где он взаимодействует с факторами 
транскрипции TEAD, активируя экспрессию ге-
нов, регулирующих пролиферацию, выживание и 
дифференцировку клеток [9, 44, 67].

Актин играет центральную роль в механо-
чувствительности, обеспечивая структурную 
поддержку клетки и реагируя на механические 
сигналы путем перестройки цитоскелета. Поли-
меризация и деполимеризация актина регулирует 
клеточную жесткость, миграцию и передачу ме-
ханических сигналов к ядру. Актиновый цито-
скелет взаимодействует с интегринами, Piezo 1 и 
YAP, формируя механическую систему, которая 
регулирует клеточный ответ на внешние воздей-

ствия. Изменения в организации актина могут 
модулировать активацию механочувствительных 
путей, что критически важно для ответа на меха-
нические стимулы [54, 77].

Активация T-клеток напряжением сдвига
Находясь в организме, T-клетки постоянно 

подвергаются воздействию напряжения сдвига, 
возникающего в кровотоке и лимфатической си-
стеме [3, 21, 22, 62]. Современные исследования 
показывают, что T-клетки способны реагировать 
на сдвиговое напряжение [19, 31, 74, 95]. Пони-
мание механизмов взаимодействия потоков жид-
кости и путей механочувствительности является 
ключевым фактором для объяснения наблюдае-
мых реакций. 

Обнаружено, что T-клетки способны допол-
нительно усиливать CD3/CD28-опосредованную 
активацию в ответ на действие напряжения сдви-
га жидкости [31, 74]. Исследования показали, что 
в клетках линии Jurkat и в человеческих CD4+, а 
также CD8+T-лимфоцитах при одночасовом воз-
действии постоянным и равномерным напряже-
нием сдвига жидкости 5 дин/см2 усиливается при-
ток ионов кальция через механочувствительные 
каналы Piezo 1. Предполагается, что, выступая в 
качестве вторичного мессенджера, ион кальция 
активирует кальциневрин, инициируя фосфо-
рилирование ZAP70. При этом усиливается экс-
прессия транскрипционных факторов NF-κB, 
NFAT и AP-1, а также увеличивается продукция 
цитокинов IL-2, TNFα, IFNγ  [31, 74]. Изучение 
динамики подобного стимула в течение 10 дней 
позволило установить, что максимум активации 
NF-κB наблюдался на 3-й день и даже на 7-й день 
уровень фосфорилирования NF-κB оставался 
значительно выше в клетках, подвергавшихся 
воздействию сдвигового напряжения [74]. Нема-
ловажно, что сразу после подобной сочетанной 
стимуляции происходило значимое повышение 
уровня фосфорилирования c-Fos, а также усиле-
ние ядерной транслокации NFATc1. Исследова-
тели также отмечают, что уровень усиления пере-
носа NFATc1 в ядро даже при воздействии только 
напряжением сдвига жидкости сопоставим с 
усилением соответствующей величины при сти-
муляции антителами к CD3/CD28 в статических 
условиях. Кроме того, воздействие напряжением 
сдвига жидкости значимо усиливало пролифера-
цию T-клеток, экспрессию CD107, гранзима B и 
перфорина в CD8+T-лимфоцитах [74].

Изначально предполагалось, что данное свой-
ство может лечь в основу объяснения синдрома 
высвобождения цитокинов у пациентов с гипер-
тензией, а также явления усугубления аутоим-
мунных заболеваний у данной группы пациен-
тов [31]. Однако в более позднем исследовании, 
основываясь на непостоянстве напряжения 
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сдвига крови и данных о невозможности акти-
вации T-клеток прерывистым потоком кальция, 
был сделан вывод о нецелесообразности такой 
идеи [74]. Между тем аналогичный механизм ак-
тивации, но под действием сил динамического 
давления частиц, наблюдается, по всей видимо-
сти, в исследованиях ex vivo активации T-клеток 
под действием наномоторов  [19, 95]. При этом 
очевидно, что движение наномотора представ-
ляет собой неравномерный процесс, а значит в 
данных работах наблюдалась активация T-клеток 
меняющимся механическим стимулом. Косвен-
но это подтверждает предположение об участии 
напряжения сдвига крови в аутоиммунных про-
цессах при гипертензии. Кроме того, активно 
обсуждается применение данного свойства для 
активации T-клеток ex vivo при T-клеточных те-
рапиях как возможного варианта дешевого по-
вышения их эффективности [31, 74]. Список ги-
потетических приложений можно продолжать. 
Сюда, например, могут входить и реакция транс-
плантат-против-хозяина, и отторжение транс-
плантата, при которых локальное уменьшение 
кровотока теоретически способно увеличить ве-
роятность приживления.

Стоит отметить, что до сих пор остается не-
понятной физиологическая роль указанного 
механизма. В представленных статьях часто на-
блюдалась значимое увеличение уровня актива-
ции различных факторов даже при воздействии 
только напряжением сдвига  [74]. Можно пред-
положить, что подобным путем в циркулирую-
щих биологических жидкостях создается фон 
активированных T-клеток. Помимо создания 
фона функционирующих T-клеток, активация 
посредством сдвигового напряжения, очевидно, 
упрощает включение клеточного ответа в био-
логических жидкостях. Это может означать, что 
попадание антигенов в кровь, лимфу и другие 
движущиеся физиологические жидкости распоз-
нается организмом как более серьезная угроза по 
сравнению с их нахождением в периферических 
тканях. Тем не менее по-прежнему неясен рабо-
чий диапазон напряжений сдвига Piezo 1.

Механозависимость миграции
Миграция T-лимфоцитов является ключевым 

процессом в поддержании иммунного гомео-
стаза и эффективного иммунного ответа. Она 
включает несколько видов, которые регулиру-
ются различными молекулярными механизмами. 
Интегрин-зависимая миграция характеризуется 
взаимодействием интегринов с внеклеточным 
матриксом и связана ретроградным поток акти-
на [6, 33, 68, 72, 79, 87]. Она представляет собой 
ключевой процесс, при помощи которого реали-
зуется в том числе и проникновение T-клеток че-
рез эндотелий [75]. В последние годы установле-

на возможность перемещения T-лимфоцитов без 
прикрепления к внеклеточному матриксу. Оно 
получило название интегрин-независимой ми-
грации  [5, 45, 69, 93]. Исследователи отмечают, 
что данные два механизма движения не являются 
взаимоисключающими и могут реализовываться 
одновременно.

Удалось установить, что интегрин-зависимая 
хемокиновая миграция T-лимфоцитов является 
механозависимым процессом [49]. Было показа-
но, что при стимуляции хемокином происходит 
фосфорилирование FAK, приводящее к форми-
рованию фокальных контактов. Наблюдаемое 
далее локальное увеличение натяжения мембра-
ны обуславливает активацию ионного канала 
Piezo 1 и приток ионов кальция внутрь Т-клеток. 
Активация кальпаина способствует полимери-
зации F-актина и привлечению интегринов к 
переднему краю. Интегриновая индукция запу-
скает PI3K/Akt-сигнальный путь, активирую-
щий Rho ГТФазу. Увеличивается полимеразция 
F-актина, и за счет актомиозиновых сокращений 
F-актин ретроградно перемещается в заднюю 
часть клетки, что позволяет клеткам двигать-
ся по градиенту хемокинов вперед. В недавнем 
исследовании было также показано снижение 
миграционной способности T-клеток в ориен-
тированном пространстве по сравнению с гео-
метрически неправильным, что, возможно, свя-
зано с воздействием внеклеточного матрикса на 
мембрану T-клеток [73]. Логично предположить, 
что в геометрически неправильном пространстве 
сила натяжения мембраны выше, что облегчает 
открытие канала Piezo 1.

Подобное участие механизма механотран-
сдукции в T-клеточной миграции открывает 
новые возможности для объяснения снижения 
миграционной способности T-клеток при ряде 
патологических состояний, связанных с измене-
нием плотности их окружения. Так, например, 
при хронических инфекциях и заболеваниях, а 
также при опухолевых процессах возможно из-
менение внеклеточного матрикса, что усложняет 
образование фокальных контактов и миграцию 
T-лимфоцитов в очагах воспаления и возле опу-
холевых клеток [11, 52, 91].

Кроме того, участие Piezo 1 в миграции T-лим
фоцитов позволяет использовать данный ка-
нал в качестве инновационной терапевтической 
мишени. Например, при лечении аутоиммун-
ных заболеваний возможно снижение миграции 
T-клеток за счет разобщения внешних и вну-
тренних активационных процессов посредством 
ингибирования Piezo 1. Усиление миграционной 
способности T-клеток за счет активации Piezo 1 
гипотетически может способствовать улучше-
нию проникновения T-клеток внутрь опухоли 
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и, как следствие, повышению эффективности 
T-клеточных терапий. Уже существует ряд фар-
макологических методик, направленных на ука-
занный канал, однако до сих пор их применение 
в рамках иммунологического контекста не об-
суждалось [42]. 

Не очень ясны также механизмы интегрин-
независимой миграции. Исследования показали, 
что T-клетки сохраняют способность к миграции 
даже в отсутствие фокальных контактов. Ключе-
вую роль в подобном виде перемещения играет, 
по-видимому, геометрия окружения [69]. Нельзя 
исключать возможность участия в данном про-
цессе Piezo 1, так как различная пространствен-
ная топология, очевидно, влияет на величину 
поверхностного натяжения. В одном из недавних 
исследований было установлено, что на суспен-
зированных эритроцитах увеличение угла накло-
на микропипетки приводило к сильному входу 
кальция через Piezo 1, коррелирующему с по-
током F-актина в область притока кальция [88]. 
Вероятно, могут существовать неустановлен-
ные механизмы сопряжения активации Piezo  1 
и перемещения F-актина, которые, в частности, 
обуславливают и миграционную способность не-
адгезированных T-клеток в геометрически не-
стандартном окружении.

Жесткость микросреды
Жесткость внеклеточного матрикса суще-

ственно меняется в различных тканях и при раз-
личных состояниях  [20, 26, 27, 51, 56, 59]. При 
сравнении здоровых легких и костного мозга 
жесткость изменяется от 0,4 кПа до 7-10 кПа со-
ответственно  [59]. Между нормальными и опу-
холевыми тканями она может варьировать от 
0,5 кПа до 48 кПа [56].

Оказалось, что T-клетки способны восприни-
мать жесткость микросреды. Многие исследова-
тели сходятся во мнении, что ключевую роль в 
восприятии жесткости микросреды играет YAP. 
В мягкой среде YAP1, фосфорилированный по 
Ser397, связывается с IQGAP1 в цитоплазме, что 
способствует взаимодействию IQGAP1 и фосфо-
рилированного NFAT1, в результате чего NFAT1 
не перемещается в ядро [55]. В жесткой же среде 
уровень фосфорилирования YAP1 по Ser397 сни-
жен  [55]. Уменьшается взаимодействие IQGAP1 
и NFAT1, что дает возможность кальциневрину 
дефосфорилировать остатки серина и треонина 
NFAT1, влияя на его транслокацию в ядро  [55]. 
Подобная регуляция при переходе от жестко-
го окружения к мягкому хорошо согласуется со 
снижением активации T-клеток. Было показано, 
что в активированных CD8+T-клетках, увеличи-
вается экспрессия YAP1, что, по всей видимости, 
способствует ограничению активации цитоток-
сических T-лимфоцитов для предотвращения 
чрезмерных эффектов  [46]. При нокауте YAP1 в 

этих клетках происходило увеличение экспрес-
сии воспалительных цитокинов и повышалась 
цитотоксичность. Кроме того, YAP1 влияет на 
Treg-клетки. В условиях дефицита YAP1 наблю-
дается снижение иммунносупрессивной функ-
ции Treg-лимфоцитов  [4, 61]. Индукция YAP1 
усиливает активацию сигнальных путей, опосре-
дованных TGF-β и SMAD в Treg-клетках [61]. 

В недавнем исследовании обнаруживается 
еще один интересный результат. Ингибирование 
YAP1 приводило к более выраженной активации 
T-клеток в геометрически неправильном про-
странстве по сравнению с ориентированным [73]. 
Особенно ярко это проявлялось в изменении 
профиля таких маркеров, как PD1, CD44, CD69, 
а также цитокинов IL-2 и IFNγ. Примечательно, 
что в свете обсуждений о возможности участия 
Piezo 1 в активации YAP1 [30, 103] наблюдаемое 
явление гипотетически может свидетельство-
вать о превалирующей роли оси Piezo 1-YAP1 в 
T-клеточной регуляции по сравнению с другими 
активирующими YAP механизмами. Косвенно 
это указывает на участие Piezo 1 в сигнальном 
пути Hippo, однако не исключено существование 
других механизмов механочувтсвительности, за-
действующих YAP.

Не менее важным аспектом подобного вида 
регуляции иммунного ответа является YAP-
индуцированное метаболическое перепрограм-
мирование активированных T-клеток [4, 55]. При 
нокауте YAP наблюдается увеличение гликолити-
ческой способности, усиление митохондриаль-
ного дыхания, увеличение скорости потребления 
кислорода, резервной дыхательной способности.

Стоит, однако, отметить, что YAP-опосре
дованная активация T-клеток в жестком микро-
окружении влияет, скорее на пролиферацию и 
дифференцировку, чем на исполнение цитоток-
сических функций. В солидных опухолях, не-
смотря на жесткое микроокружение цитотокси-
ческие функции T-лимфоцитов снижены, что 
связно, вероятно, с ухудшением презентации 
антигена [25, 56].

Обсуждение данного механизма проводится в 
основном в контексте воспалительных и аутоим-
мунных процессов. Предполагается, что ингиби-
рование цитотоксических функций при переходе 
от воспаленного микроокружения к невоспален-
ному защищает ткани от аутоиммунитета, опос-
редованного Т-клетками [17]. Так, например, на 
модели мышей было показано, что более быстрое 
развитие диабета 1-го типа наблюдается у мышей 
с отсутствием YAP в T-клетках, который по пред-
положению исследователей, реагируя на мягкую 
микросреду должен подавлять аутоиммунный 
процесс [55]. 

Использование субстратов различной жест-
кости открывает также возможности для акти-
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вации T-клеток ex vivo, что может способство-
вать повышению эффективности T-клеточных 
терапий  [34,  99]. Использование ингибиторов 
и активаторов YAP в лабораторных условиях и в 
качестве лекарственных препаратов также может 
служить методикой модуляции T-клеточного от-
вета.

Иммунный синапс
Цитотоксические T-лимфоциты образуют им-

мунные синапсы с клетками-мишенями для их 
уничтожения за счет «окутывания» антиген-пре-
зентирующих клеток  [65, 66, 70]. Цитолитиче-
ские факторы, такие как перфорины и гранзимы, 
высвобождаются непосредственно в синапс, что 
усиливает уничтожение клеток-мишеней и ми-
нимизирует побочный ущерб за счет ограничения 
диффузии гранзимов и перфоринов. Миозин II и 
динеин совместно способствуют антероградному 
транспорту литических гранул  [10, 16], причем 
первый управляет антероградным движением ли-
тических гранул от задней части клетки к ядру, а 
последний отвечает за транспортировку литиче-
ских гранул вокруг ядра и к синапсу [58, 65].

Было установлено, что синапсы цитотокси-
ческих T-клеток можно разделить на две зоны: 
периферический ободок, в котором преобладает 
положительная средняя кривизна, и внутреннюю 
часть, характеризующуюся отрицательно изо-
гнутыми углублениями, разделенными плоскими 
или положительно изогнутыми гребнями и ре-
льефами [23]. Имеющиеся данные позволяют ут-
верждать, что усиление цитотоксической функ-
ции T-лимфоцитов связано с волнообразным 
контуром центральной части иммунологических 
синапсов из-за образования ряда локальных вы-
пуклостей, которые более чувствительны к пер-
форину [14, 23]. 

За счет актомиозина формируются силы, при-
кладываемые к клетке-мишени, в результате чего 
увеличивается натяжение мембраны, что спо-
собствует образованию пор перфорина, доступу 
гранзима к цитоплазме клетки-мишени и унич-
тожению клетки-мишени  [65, 66, 70]. Эти силы 
увеличивают образование пор перфорина также 
и за счет увеличения натяжения и изменения то-
пографии мембраны целевой клетки. Возникаю-
щие противоположно силы натяжения мембра-
ны T-лимфоцита увеличиваются от периферии к 
центру и, по всей видимости, достигают макси-
мума в центре, где и происходит высвобождение 
цитолитических факторов.

Несмотря на данные об активации цитоток-
сических T-лимфоцитов за счет напряжения 
сдвига, реализуемой через Piezo 1  [74], в недав-
нем исследовании было показано, что при ин-
гибировании данного белкового канала наблю-
дается увеличение тянущей силы и снижение 
ремоделирования актина в иммунологических 

синапсах  [63]. Исследователи связали данные 
эффекты с угнетением пути сигнализации, про-
ходящему по оси Piezo 1 – Grhl 3 – Rnf 114 [63]. 
Хотя на первый взгляд это кажется противоре-
чивым, такое сочетание явлений возможно, если 
предположить, что Piezo 1 в цитотоксических 
T-лимфоцитах выполняет роль переключателя. 
Изначально натяжение мембраны цитотокси-
ческого T-лимфоцита увеличивается вследствие 
миграции актина к краям иммунологического 
синапса, что необходимо для реализации киллер-
ной функции. Однако по мере увеличения мем-
бранного натяжения происходит активация Piezo 
1, которая служит для ограничения избыточного 
иммунного ответа и переводит цитотоксический 
T-лимфоцит из киллерного состояния в фоновое. 
В этом случае повышение экспрессии перфорина 
и гранзима B за счет активации Piezo 1 обеспечи-
вает накопление цитолитических факторов вну-
три клетки.

Эффективность уничтожения клеток-мише-
ней обеспечивается за счет кластеризации ак-
тиновых нитей. Исследователи утверждают, что 
кластеры сильнее деформируют клетку-мишень, 
оставляя при этом больше пространства для де-
грануляции литических агентов [66, 89].

На формирование иммунного синапса могут 
оказывать влияние внешние условия. Так, на-
пример, на поверхности с более высокой жест-
костью был замедлен транспорт ЦОМТ (Центр 
организации микротрубочек) к центру иммунной 
клетки  [37]. В геометрически ориентированном 
пространстве снижается содержание актина в 
активированных T-клетках, что может нарушать 
формирование иммунного синапса [73].

Фармакологические и биоинженерные методики 
модуляции механочувствительсноти T-клеток и их 
потенциальное значение

Описанные механоиммунологические меха-
низмы, взаимодействуя друг с другом, оказыва-
ют широкий спектр разносторонних эффектов. 
Один и тот же каскад может лежать в основе не-
скольких механических свойств T-клеток и опре-
делять явления при различных заболеваниях. 
Важным аспектом практического применения 
данных знаний является поиск методик модуля-
ции механоиммунологических процессов. Име-
ющиеся достижения (табл. 1) дают надежду на 
возможность создания препаратов и модерниза-
цию уже известных методик, однако их приме-
нение в рамках клинической медицины все еще 
требует изучения.

Обнаружен агонист механочувтсвительного 
канал Piezo 1 – Yoda 1. Механизм действия дан-
ного агониста достоверно неизвестен. Послед-
ние данные свидетельствуют о том, что Yoda  1 
связывается с Piezo 1 в трансмембранных областях 
канала между повторами А и B и стабилизирует 
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открытые каналы. Исследователи отмечают 
низкую эффективность Yoda 1 и предполагают 
возможность наличия неактивных сайтов связы-
вания. Несмотря на это, использование Yoda 1 в 
качестве методики для ex vivo активации T-клеток 
может потенциально способствовать повышению 
эффективности T-клеточной терапии [35, 84, 90].

Разработаны также ингибиторы Piezo 1. Суще-
ствует 2 различных механизма блокировки. Один 
из них реализуется за счет связывания с компо-
нентами мембраны или встраивания в нее, что 
либо препятствует локальному увеличению по-
верхностного натяжения мембраны вблизи ион-
ного канала, либо увеличивает сжимающее дав-
ление на ионный канал, сдерживая его открытие 
или способствуя его стабилизации в закрытом 
состоянии [42, 86, 94, 102]. При этом не происхо-
дит непосредственного связывания ингибитора с 
компонентами Piezo 1. Среди подобных веществ 
упоминаются гадолиний, рутениевый красный, 
механотоксин GsMTx4, полученный из яда та-
рантула, бета-амилоиды Aβ1-40 и Aβ1-42, а также 
маргариновая кислота [42, 86]. Они, как правило, 
являются неселективными ингибиторами Piezo 
1, что означает возможность наличия серьезных 
побочных эффектов при их применении. Тем не 
менее их использования в качестве дополнитель-
ных компонентов при лечении локализованных 
аутоиммунных заболеваний, при трансплантаци-
ях на поверхности органа или в качестве ex vivo 
метода может быть перспективной методикой 
для повышения эффективности лечения аутоим-
мунных процессов, а также снижения взаимных 
иммунных реакций в системе трансплантат-хо-
зяин. 

Другой механизм основан на связывании ин-
гибиторов непосредственно с Piezo 1 [42, 86, 94, 
102]. Вещества, действующие подобным спо-
собом, как правило, являются антагонистами 
Yoda  1, при этом довольно часто точный меха-
низм их действия неизвестен. В данную группу 
входят такие вещества, как Dooku 1, Тубеймо-
зид  I, сальвианоловая кислота B и, по всей ви-
димости, эсцин  [42, 50, 86]. Обладая большей 
селективностью по сравнению с веществами пре-
дыдущей группы, они имеют больший потенциал 
при местном использовании, однако вероятность 
их удачного системного применения остается та-
кой же низкой.

Существуют также и биоинженерные мето-
дики. Выше уже упоминалась активации Piezo 1 
в T-клетках посредством наномоторов. В in vitro 
исследованиях на наномоторах Au-Zn в виде 
трубок и шиповатых наномоторах Pd-Au было 
показано увеличение активации T-клеток по-
средством Piezo 1  [19, 95]. Движение системы в 
первом случае осуществлялось за счет реакции 
цинка с водой, в то время как во втором случае 

использовали реакцию разложения перекиси во-
дорода. Более дешевым способом представляется 
воздействие потоком жидкости [31, 42, 74]. Наи-
более очевидное применение данной методики – 
ex vivo активация T-клеток при T-клеточных те-
рапиях. 

Известно множество ингибиторов YAP. Боль-
шинство из них влияют на взаимодействие YAP 
и TEAD. К ним относятся вертепорфин, CA3, 
Super-TDU, TED-347, GNE-7883, IAG933  [29, 
80, 98, 100, 101]. Проникновение данных веществ 
в клетку, по всей видимости, осуществляется пу-
тем пассивной диффузии вследствие их липо-
фильности. Их изучение в контексте иммунных 
клеток порой приводит к неожиданным резуль-
татам. Было показано, что вертепорфин пода-
вляет Th17-клетки, что реализуется через иной 
механизм, не связанный с YAP  [8]. Изучаются 
также и непрямые ингибиторы YAP. Так, напри-
мер, TDI-011536 и TRULI рассматриваются в 
качестве супрессоров LATS киназ [39, 40]. BAY-
593, воздействуя на RhoA, способен блокировать 
сопряжение интегринов и YAP [24]. Существуют 
и другие вещества, подавляющие действие YAP, а 
также стратегии его непрямой блокировки [100]. 
Применение ингибиторов YAP представляет со-
бой перспективное направление в контексте 
противоопухолевых терапий и лечения хрони-
ческий инфекций. Их использование в качестве 
средств, способствующих увеличению цитоток-
сической активности CD8+T-лимфоцитов мо-
жет усиливать подавленный иммунитет  [46]. За 
счет угнетения иммуносупрессивной функции 
Treg-клеток возможно поддержание активности 
цитотоксической функции на более длительном 
промежутке времени [61]. Тем не менее остаются 
непонятными методики избегания избыточного 
иммунного ответа.

К активаторам YAP относят PY-60. Про-
никая сквозь мембрану клеток, он ингибирует 
аннексин A2, препятствующий ядерной транс-
локации YAP  [78]. Это способствует усилению 
YAP-опосредованного ответа. Изучение данного 
активатора в отношении иммунных клеток не 
проводилось. Тем не менее можно предположить, 
что за счет угнетения цитотоксичности, наблюда-
емого при активации YAP [46, 61], лекарственные 
средства на основе PY-60 могли бы использовать-
ся при лечении аутоиммунных заболеваний, а 
разработка поддерживающих методик представ-
ляется перспективным направлением в контек-
сте трансплантации.

Стоит, однако, отметить, что как ингибито-
ры, так и активаторы YAP при их применении в 
составе лекарственных средств могут обладать 
широким спектром побочных эффектов за счет 
отсутствия селективности к типу клеток. Важной 
задачей является поиск методики селективной 
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доставки, при которой молекулы активатора или 
ингибитора высвобождались бы вблизи T-клеток. 
Разработка подобной методики способствовала 
бы снижению выраженности побочных эффек-
тов и повышала бы эффективность по отноше-
нию к основному применению.

Еще одной логически вытекающей методикой 
является активация T-клеток жесткими подлож-
ками. Использование жесткости субстрата в каче-
стве лабораторной методики активации T-клеток 
может способствовать повышению эффективно-
сти T-клеточных терапий  [34, 99]. Интересным 
вопросом остается возможность модуляции вне-
клеточного матрикса внутри организма с целью 
создания благоприятных условий для усиления 
T-клеточного ответа. Не понятно, однако, какие 
условия можно считать благоприятными. Жест-
кое внеклеточное микроокружение, как было 
упомянуто выше, способствует пролиферации и 
дифференцировке T-клеток, но препятствует ис-
полнению цитотоксических функций [11, 25, 56]. 
Увеличение жесткости внеклеточного матрикса 
внутри организма в этом случае приведет к уси-
лению пролиферации и дифференцировки, но 
не к повышению эффективности T-клеточного 
ответа. Более перспективной в этом плане вы-
глядит гипотетическая методика, основанная на 
модуляции T-клеточного ответа за счет парал-
лельного введения растворимых молекул, имити-
рующих жесткий внеклеточный матрикс. Подоб-
ный подход позволит, с одной стороны, усилить 
пролиферацию и дифференцировку T-клеток. 

С другой стороны, за счет растворимости моле-
кул они не станут препятствием для презентации 
антигенов T-клеткам. Возможен и другой подход. 
Исследователи установили, что увеличение жест-
кости мембраны опухолевой клетки стимулирует 
цитотоксический иммунный ответ [47]. Целена-
правленное уплотнение мембраны опухолевых 
клеток является одной из перспективных мето-
дик повышения эффективности T-клеточной те-
рапии [47].

Более разработанными представляются ин-
гибиторы и активаторы интегринов, в частности 
LFA-1  [53, 64, 105]. Одним из последних дости-
жений в этой области является обнаружение ин-
гибирующей активности GDF-15 за счет редук-
ции адгезии T-клеток [28].

Заключение
Современные достижения в области механо-

иммунологии указывают на существенную зна-
чимость механочувствительности в формирова-
нии T-клеточного иммунного ответа. Высокая 
степень сопряжения механизмов обеспечивает 
широкий спектр механических свойств, влияю-
щих на активацию, пролиферацию, дифферен-
цировку и эффекторные функции T-лимфоцитов 
(рис.  1). Детальное изучение этих процессов от-
крывает новые возможности для развития меди-
цинских и фармакологических приложений, а 
также для поиска инновационных биоинженер-
ных подходов к иммунотерапиям.

Рисунок 1. Механизмы механочувствительности и их участие в T-клеточном иммунном ответе
Figure 1. Mechanisms of mechanosensitivity and their involvement in the T cell immune response
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Значительный прогресс достигнут в понима-
нии того, как жесткость микроокружения регули-
рует сигнальные каскады в T-клетках. Выявлены 
ключевые медиаторы (интегрины, YAP, транс-
крипционные факторы, актин), играющие цен-
тральную роль в передаче механических стимулов 
подобной природы. Показана и значимость кана-
ла Piezo 1 в механизмах механочувствительности 
T-клеток. Регуляция кальциевого потока посред-
ством мембранного натяжения оказывается зна-
чимой в миграции и активации под действием 
напряжения сдвига. Эти открытия создают ос-
нову для разработки новых стратегий модуляции 
иммунного ответа, что особенно важно в контек-
сте аутоиммунных заболеваний, онкологии и ре-
генеративной медицины. 

Текущие фармакологические методики предо-
ставляют возможности для создания лекарствен-
ных препаратов, способных воздействовать на 
механочувствительные пути. Применение акти-
ваторов и ингибиторов Piezo 1, YAP, LFA-1 может 
стать основой для иммуномодуляторов, способ-
ных подавлять гиперактивированные иммунные 
ответы при аутоиммунных заболеваниях или, на-
против, усиливать T-клеточную активность при 
терапии онкологий. 

Значительный потенциал имеет развитие био-
инженерных методик. Последние исследования 
указывают на возможность разработки искус-
ственных матриксов с целью управления актива-
цией T-лимфоцитов. Современные достижения 

в области нанотехнологий расширяют перспек-
тивы в создании методик модуляции T-клеток 
ex vivo.

Несмотря на значительные успехи, остается и 
ряд нерешенных вопросов. Не в полной мере изу-
чены механизмы механочувствительности T-кле
ток в сложных физиологических условиях, при-
ближенных к организму. Обнаруженные in  vitro, 
многие механоиммунологические свойства тре-
буют детального изучения на клинически значи-
мых моделях in vivo. Кроме того, не исследован и 
фармакологический аспект. Имеющиеся веще-
ства часто обладают низкой эффективностью и 
неизвестной фармакокинетикой. Применение 
ряда из них не было опробовано на T-клеток и 
предполагает большое количество побочных эф-
фектов. 

Таким образом, механоиммунология пред-
ставляет собой быстро развивающуюся область. 
Изучение механизмов механочувствительности 
иммунных клеток указывает на их возможное 
участие в патологических процессах и открывает 
перспективы для модернизации или создания 
новых подходов к лечению широкого спектра 
заболеваний. Дальнейшее изучение фармаколо-
гических и биоинженерных стратегий механо-
модуляции иммунных функций может привести 
к созданию современных лекарственных препа-
ратов и терапевтических методик, учитывающих 
внутреннюю среду.
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ПЕРСПЕКТИВЫ СОЗДАНИЯ НОВЫХ ЛЕЧЕБНО-
ПРОФИЛАКТИЧЕСКИХ СРЕДСТВ НА ОСНОВЕ 
СИМБИОТИЧЕСКИХ ШТАММОВ БАКТЕРИЙ ДЛЯ 
КОРРЕКЦИИ НАРУШЕНИЙ ИММУННОЙ РЕГУЛЯЦИИ, 
ОПОСРЕДОВАННОЙ КИШЕЧНОЙ МИКРОБИОТОЙ ПРИ 
COVID-19
Бухарин О.В.1, Перунова Н.Б.1, 2, Тимохина Т.Х.2, Костоломова Е.Г.2, 
Паромова Я.И.2, Иванова Е.В.1, Полянских Е.Д.2, Марков А.А.2
1 Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза Уральского отделения Российской академии наук – 
обособленное структурное подразделение ФГБУН «Оренбургский федеральный исследовательский центр» 
Уральского отделения Российской академии наук, г. Оренбург, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Тюменский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Тюмень, Россия

Резюме. Современные исследования роли кишечной микробиоты у животных и человека показы-
вают, что микроорганизмы являются важным фактором, определяющим здоровье хозяина, и участву-
ют в патогенезе различных инфекционных и неинфекционных заболеваний. В настоящее время ак-
тивно исследуются механизмы формирования функциональной оси «кишечник – легкие» при новой 
коронавирусной инфекции COVID-19, где желудочно-кишечный тракт может являться входными во-
ротами инфекции, указывая на вовлечение кишечной микробиоты в инфекционный процесс. С од-
ной стороны, изменение микробиоты пациентов (дисбиоз), инфицированных вирусом SARS-CoV-2, 
является одним из факторов развития вторичной бактериальной инфекции, сепсиса, системного вос-
паления и полиорганной недостаточности. С другой стороны, нарушение микробиоты кишечника 
способствует развитию тяжелого течения и летального исхода у пациентов из-за двунаправленной 
связи кишечной микробиоты через систему иммунитета посредством цитокинов. Показана связь сте-
пени тяжести COVID-19 у пациентов с уровнем цитокинов и выявлением в кишечном биотопе опре-
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деленных видов «провоспалительных» или «противовоспалительных» бактерий. Иммунологические 
нарушения у пациентов с COVID-19 также опосредованы изменением профиля метаболома на фоне 
дисбиотических нарушений микробиоты. Связь между составом микробиоты кишечника, уровнями 
цитокинов и воспалительными маркерами позволяет предположить, что микробиом кишечника вли-
яет на развитие и течение коронавирусной инфекции, а «симбиотический потенциал» нормобиоты 
может быть использован для разработки мер профилактики и реабилитации пациентов. Этому может 
способствовать развитие исследований в направлении проблемы симбиоза человека и микробиоты. 
Ряд ключевых механизмов изучения интеграции бифидобактерий и лактобацилл с хозяином, опос-
редованные системой иммунитета, гормонов и нейромедиаторов, открывают новые перспективы для 
медицины, включая получение новых пробиотических штаммов различной целевой установки для 
лечебно-профилактической коррекции нарушенных функций организма. Изучение микросимбио-
ценоза, как одного из векторов ассоциативного симбиоза, позволило разработать метод межмикроб-
ного распознавания «свой-чужой», где в качестве тестовой распознающей культуры используются 
бифидобактерии, т. к. для «своих» штаммов характерен синергизм (поддержка), тогда как при встрече 
с «чужой клеткой» – антагонизм. Именно этот фундаментальный механизм можно использовать при 
отборе «своих» для хозяина штаммов, пригодных для создания пробиотической композиции. 

Ключевые слова: COVID-19, микробиота, ось «кишечник – легкие», симбиоз, бифидобактерии, иммунный ответ, 
пробиотики

PROSPECTIVES OF NOVEL THERAPEUTIC AND 
PROPHYLACTIC MEDICATIONS BASED ON SYMBIOTIC 
BACTERIAL STRAINS FOR CORRECTION OF IMMUNE 
DISORDERS MEDIATED BY INTESTINAL MICROBIOTA 
IN COVID-19
Bukharin O.V.a, Perunova N.B.a, b, Timokhina T.K.b, Kostolomova E.G.b, 
Paromova Ya.I.b, Ivanova E.V.a, Polyanskih E.D.b, Markov A.A.b
a Institute of Cellular and Intracellular Symbiosis, Orenburg Federal Research Centre, Ural Branch, Russian Academy 
of Sciences, Orenburg, Russian Federation  
b Tyumen State Medical University, Tyumen, Russian Federation

Abstract. Recent studies on the role of intestinal microbiota in animals and humans show that the 
microorganisms are an important determinant of host health, participating in the pathogenesis of various 
infectious and non-infectious diseases. Currently, the effects of functional gut-lung axis are being actively 
investigated in the new coronavirus (COVID-19) infection. Gastrointestinal tract may be the point of entry 
for infection, suggesting involvement of intestinal microbiota in the infectious process. On the one hand, 
the changes in gut microbiota (dysbiosis) in SARS-CoV-2 patients may be among the factors contributing 
to development of secondary bacterial infection, sepsis, systemic inflammation and multi-organ failure. On 
the other hand, impaired gut microbiota contributes to severe clinical course and mortality in patients due 
to bidirectional coupling of the gut microbiota with immune system via cytokine network. The studies have 
shown a link between the severity of COVID-19 in patients, cytokine levels, and presence of distinct types of 
pro- and anti-inflammatory bacteria in the intestinal biotope. Immune abnormalities in COVID-19 patients 
are also mediated by altered metabolome profile associated with dysbiotic microbiota. The relations between 
gut microbiota composition, cytokine levels and inflammatory markers suggests that the gut microbiome 
may influence the progression of coronavirus infection. Therefore, the “symbiotic potential” of normobiotic 
microbiota may be used to develop prevention and rehabilitation strategies for the patients. This approach may 
be facilitated by the studies of human-microbiota symbiosis. A number of key mechanisms for studying the 
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integration of Bifidobacteria and Lactobacilli with the host mediated by the immune system, hormones and 
neurotransmitters are opening new perspectives for medicine, including development of differently targeted 
probiotic strains for therapeutic and preventative correction of impaired functions within the organism. The 
studies of microsymbiocenosis, being a vector of associative symbiosis have enabled a technical approach 
for intermicrobial “friend or foe identification”, where bifidobacteria are used as a diagnostic culture, since 
“friendly” strains are characterised by synergism (support). By contrary, encountering the “foreign cells” leads 
to antagonism. This fundamental mechanism may be used for choosing the “host-friendly” bacteria strains 
eligible for design of a probiotic compositions.

Keywords: COVID-19, microbiota, gut-lung axis, symbiosis, Bifidobacteria, immune response, probiotic

Introduction 
The emergence of the new COVID-19 coronavirus 

infection has posed the problems connected to 
quick diagnostics and provision of health care to 
patients. Currently, intensive study of the clinical 
and epidemiological features of the disease and the 
development of new means of its prevention and 
treatment continues. In this regard, it is of interest to 
discuss the role of microbiota in the new COVID-19 
coronavirus infection and the possibility of using 
symbiotic relations between humans and microbiota 
in the development of therapeutic and preventative 
measures.

The relation of patients’ gut microbiota with new 
COVID-19 coronavirus infection

Currently, the association of the gut microbiota 
with various human pathologies is receiving particular 
attention from researchers  [20, 61, 62] due to 
the COVID-19 pandemic. A number of recent 
publications indicate that the severity of the course 
and consequences of COVID-19 are associated with 
the intestinal microbiota of infected patients  [2, 16, 
71]. 

SARS-CoV-2 virus can travel from the lungs 
to gastrointestinal biotopes  [58]. It was found that 
coronavirus RNA was detected not only in respiratory 
secretions but also in the faeces of patients for more 
than one month after the onset of the disease [75]. In 
addition to acute respiratory syndrome, many patients 
with COVID-19 had extrapulmonary manifestations 
(nausea, vomiting, loss of appetite, diarrhoea)  [14, 
63], liver dysfunction and exacerbation of chronic 
inflammatory bowel disease [32]. Moreover, in some 
cases, signs of intestinal disorders in patients appeared 
even before pneumonia was detected [42].

The gastrointestinal tract is thought to play a key 
role in the development of infection, in particular 
through higher expression of ACE2 receptors on 
intestinal enterocytes compared to lung tissue 
cells  [28,  40,  57,  76]. The binding of the virus to 
human ACE2 indicates that significant amounts of 
SARS-CoV-2 virus capable of regulating amino acid 

transport, affecting the quantitative and qualitative 
composition of the intestinal microbiota and inducing 
inflammation may be present in the intestine, 
especially in colonocytes  [30, 64]. All this confirms 
that the gastrointestinal tract may be the point of 
entry of infection and indicates the involvement of 
the intestinal microbiota in the infectious process in 
the new COVID-19 coronavirus infection and the 
formation of a functional gut-lung axis [4, 65]. The link 
between the gastrointestinal tract and the respiratory 
tract has also been shown in studies on the effect of 
respiratory viral infections on the composition of the 
intestinal microbiota with the subsequent development 
of intestinal dysbiosis  [27]. Thus, patients with 
COVID-19 had significant microecological disorders 
in the large intestine compared to the control group, 
characterised by an increase in the proportion of 
opportunistic microorganisms associated with a 
decrease in the level of representatives of normal 
microbiota [21,  74]. It is noted that the composition 
of the gut microbiome was significantly altered 
in patients with COVID-19 compared to patients 
without the coronavirus infection, regardless of 
whether they were taking medication. Gut dysbiosis 
persisted even after SARS-CoV-2 was eliminated, 
and respiratory symptoms disappeared. A pilot study 
by Chinese scientists found changes in the gut micro
biome in patients with COVID-19 compared with 
the control group, characterised by an increase in the 
number of fungal pathogens of the genus Candida and 
Aspergillus [3, 82].

To date, disruption of the gut microbiota is thought 
to contribute to the severe course and fatal outcome 
of novel COVID-19 coronavirus infection because 
of the bidirectional coupling of the gut microbiota 
with the immune and respiratory systems  [3]. The 
formation of microecological disorders leads to 
increased permeability of the large intestine and, as 
a consequence, appears to be one of the factors in the 
development of secondary bacterial infection, sepsis, 
systemic inflammation and multi-organ failure  [24, 
52,  56]. Large intestinal dysbiosis has also been 
found to be associated with various chronic human 
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conditions such as asthma, arthritis, obesity and type 2 
diabetes [4, 31, 67]. Previously, bacterial translocation 
from the gut to the lungs has been identified in sepsis 
and acute respiratory distress syndrome [17].

Immune regulation impairment mediated by intes
tinal microbiota in COVID-19

Changes in the microbiota of patients infected 
with SARS-CoV-2 virus are naturally accompanied by 
immunological rearrangements and the suppression 
of T-cell immunity [66, 81]. A number of researchers 
have shown a correlation between the severity of 
COVID-19 in patients and the level of cytokines, 
which, in turn, have been associated with the detection 
of certain types of “pro-inflammatory” or “anti-
inflammatory” bacteria in the intestinal biotope [37, 
43, 46, 51, 78], confirming the role of the microbiota in 
immune dysregulation. The composition of patients’ 
gut microbiota has been found to be associated with 
plasma concentrations of aspartate aminotransferase 
(AST), chemokine receptor (CXCL10), CRP and 
lactate dehydrogenase (LDH)  [78]. On the other 
hand, the induction of mediators of the inflammatory 
cascade further aggravates gut dysbiosis by disrupting 
the immune homeostasis of the biotope and the 
relationship between the resident microbiota and the 
gut immune system, leading to excessive pathological 
inflammation or chronic inflammatory diseases. 
This is supported by a study of blood samples from 
COVID-19 patients which showed a correlation 
between gut dysbiosis, the increased quantity of 
inflammatory mediators and the severity of systemic 
inflammation [5, 36, 78].

Immunological disorders in patients with 
COVID-19 are also mediated by changes in the 
metabolome profile that occur naturally against the 
background of dysbiotic microbiota disorders  [19]. 
Short-chain fatty acids (SCFAs), bile acids, amino 
acids, carbohydrates, and neurotransmitters are 
known to be among the significant immunoregulatory 
metabolites of the microbiota [34, 48]. Recent studies 
have demonstrated the ability of butyrate produced by 
the gut microbiota to affect the membrane receptor 
ACE2, inactivate viral spike protein and inhibit 
SARS-CoV-2 virus replication  [41]. A decrease in 
or disappearance of butyrate-producing bacteria 
in the biotope, along with an increase in pro-
inflammatory mediators (C-reactive protein, IL-6 
and sIL2R), has been found in patients in severe and 
critical conditions  [59]. Other studies have shown 
the ability of ursodeoxycholate produced by bacteria 
of the genus Collinsella to block virus attachment to 
ACE2 receptors  [53] and inhibit pro-inflammatory 
cytokines  [38], preventing the development of 
cytokine storm  [1]. The blocking of cytokine storm 
was also found on the model of Bacteroidetes bacteria 

through inhibition of toll-like receptor 4 (TLR4) and 
signalling pathways related to the ACE2 receptor [22, 
70]. The disruption of the biosynthesis of SCFAs 
and L-isoleucine, associated with high levels of 
CRP and CXCL10 in plasma, was attributed to the 
disappearance of the bacterium Faecalibacterium 
prausnitzii [44, 77, 79]. It was found that amino acids 
produced by bacteria were positively correlated with 
high levels of pro-inflammatory cytokines (CXCL9, 
CXCL10, IFNγ and IL-6) and negatively correlated 
with low levels of cytokines IL-9 and IL- 17 in 
COVID-19. The content of biogenic amines had 
a positive correlation with low levels of cytokines 
CCL22, IL-12 and IL-13, but negatively correlated 
with high levels of pro-inflammatory cytokines (IL- 6 
and IL-10)  [48]. Other microbial neurotransmitters 
such as tryptophan and polygammaglutamic acid 
(gamma-PGA) stimulated dendritic cells to polarise 
CD4+ cells towards Th1 [29].

L.B. Giron et al. found a decrease in citrulline 
(a marker of intestinal function), an increase in 
succinic acid (a marker of dysbiosis) and an increase 
in the kynurenine/tryptophan ratio in severe 
COVID-19. Citrulline was inversely correlated with 
IL-6, while succinic acid level and kynurenine/
tryptophan ratio were positively correlated with IL-6 
concentration [26].

Disruption of intestinal barrier integrity is 
considered to be one of the key inducers of systemic 
inflammation in COVID-19, as it promotes trans
location of microbial cells or their components 
into the systemic bloodstream and stimulation of 
proinflammatory cytokine secretion, and may lead 
to the development of a cytokine storm  [55, 72]. 
Lipopolysaccharides (LPS), peptidoglycan (PGN), 
zonulin, β-glucan and lipopolysaccharide binding 
protein (LBP) have been found to be indicators 
of intestinal barrier dysfunction in the plasma of 
COVID-19 patients associated with the regulation 
of immune response  [25]. It is known that zonulin, 
β-glucan and LBP are positively correlated with 
factors of systemic inflammation and immune 
activation, including CRP, IL-6 and IL-10. In ad
dition, increased permeability and microbial translo
cation may contribute to microbiota-mediated 
myeloid inflammation. As expected, levels of mono
cyte and neutrophil inflammatory markers (soluble 
CD14 (sCD14) and myeloperoxidase (MPO)) 
were elevated in the group of patients with severe 
COVID-19 compared to the group of patients with 
mild COVID-19 and the control group. In addition, 
plasma concentrations of pro-inflammatory cytokines 
IFNγ, IL-6, IL-8, MCP-1, macrophage inflammatory 
protein MIP-1α, MIP-1β, and TNFα were elevated 
in COVID-19 patients [55].
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Role of normal microbiota in the formation of 
biotope immune homeostasis

It is known that the physiological role of the gut 
microbiota, and, first of all, of the normal microbiota 
(bifido- and lactobacilli) is largely related to the 
ability of prokaryotes to regulate the development 
and function of the innate and adaptive human im
mune system  [49]. Intestinal microsymbionts inf
luence the secretion of antimicrobial peptides, 
pro- and anti-inflammatory cytokines, compete 
for nutrients and habitat, thus contributing to 
the maintenance of homeostasis  [47]. One of the 
mechanisms of microbiota immune regulation is the 
ability to influence the production of a certain type of 
regulatory molecules – cytokines as growth factors and 
stimulation/suppression of their synthesis  [15, 39]. 
Some pathogenic and opportunistic bacteria secrete 
enzymes that allow microorganisms to cleave basic 
types of organic macromolecules. It is known that sig
nalling molecules of the intestinal microbiota (short-
chain fatty acids such as butyrate, acetate, propionate, 
and secondary bile acids) are able to regulate pro- and 
anti-inflammatory responses in the human body [50]. 
Immune homeostasis of the intestine is regulated 
by T-reg cells which are ultimately controlled by 
members of the normal human microbiota (bifido- 
and lactobacilli) through the toll-like receptor (TLR) 
system and nucleotide binding receptors (NOD) [60]. 
Inactivation of cytokines (antipeptide activity)  [3], 
which are the product of activated T-lymphocytes, 
macrophages, dendritic cells, may entail significant 
disturbances in the mechanisms of innate and adaptive 
immunity. The balance of these regulatory molecules 
is important for human homeostasis, as cytokines 
participate in the regulation of the immune response 
during infection [12]. The production of cytokines in 
response to the presence of microorganisms implies 
not only indirect (through the regulation of immunity), 
but also direct contact of bacteria with these 
signalling molecules. This fact has significance in the 
development of complications in the new COVID-19 
coronavirus infection, since one of the mechanisms 
of pathogenesis is the generation of a cytokine storm. 
The excessive immune response to the virus (cytokine 
storm) eventually causes multi-organ failure and 
patient mortality; therefore, a balanced immune 
response is needed, where an over- or under-reactive 
immune system response may equally exacerbate 
complications such as pneumonia and ARDS in 
new COVID-19 coronavirus infection. Healthy gut 
microbiome may be critical for maintaining optimal 
immune system function.

The management of microecological disorders of 
intestinal microbiota via bifidobacteria and lactoba
cilli normalises immune reactions and may be one of 

the ways to prevent complications, as well as reduce the 
risks of SARS-CoV-2 disease. Thus, administration 
of probiotic strains such as Bifidobacterium lactis to 
healthy elderly volunteers resulted in a significant 
increase in the proportion of mononuclear leukocytes 
and NK cells [23]. It is known that the composition 
of intestinal microbiota, primarily normobiota 
(bifido- and lactobacilli), has a great influence 
on the effectiveness of pulmonary immunity  [6]. 
Animal experiments have shown that the ability to 
eliminate pathogens in the lungs was impaired in 
mice deprived of gut microbiota  [18]. Disruption 
of the gut microbiota (dysbiosis) by the widespread 
use of antibiotics may also have an effect similar to 
that observed in population studies showing that 
inappropriate and uncontrolled use of antibacterial 
drugs such as penicillins, cephalosporins, macrolides 
and quinolones correlates with an increased risk of 
lung cancer in humans [7].

The use of probiotic medicines based on 
Lactobacillus and Bifidobacterium cultures has 
demonstrated positive results in the realisation 
of anti-inflammatory and immunoregulatory 
response of the organism [73]. It was found that the 
administration of some strains of probiotic bacteria 
(Lacticaseibacillus rhamnosus, Bifidobacterium lactis 
and Bifidobacterium breve) to experimental animals 
promotes the proliferation of T-reg-lymphocytes, 
suppressing inflammatory and allergic reactions in 
the organism [20], and administration of lactobacilli 
(Lacticaseibacillus casei Shirota or Lacticaseibacillus 
rhamnosus GG) to patients with cystic fibrosis leads to 
improvement of their condition [73].

Prospects for the development of targeted probiotics
It is now assumed that probiotic bacteria can 

be used for preventative or therapeutic purposes 
of inducing hormonal and immune changes in the 
body, since the participation of normobiotics (on 
the model of lactobacilli) in the regulation of the 
production of the neuropeptide hormone, oxytocin, 
has been proved [54, 69]. These studies are of interest 
because oxytocin is considered to be one of the 
possible candidates for the treatment of COVID-19. 
Oxytocin is known to be able to exert a dual action: to 
mobilise the immune defence potential and suppress 
excessive reactions of innate immunity, to limit pro-
inflammatory (cytokine storm) and oxidative stress 
reactions by reducing cytokine levels. It has been 
suggested that even if oxytocin does not have a direct 
antiviral action, it still has sufficient mechanisms that 
may make it effective against COVID-19 through im
munomodulatory, cardioprotective, antidiabetic and 
anabolic functions  [35]. A number of studies have 
shown that some strains of normobiota (living cells 
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and their components) are able to stimulate oxytocin 
and have immunoregulatory activity [54].

Of particular interest for COVID-19 treatment 
and prevention is nitric oxide (NO), which is a key 
signalling molecule that acts as a modulator of the 
host response in viral infections [68, 80]. At the same 
time, the microbiota is one of the sources of nitric 
oxide production directly  [45] or indirectly through 
the induction of immune cells [10].

One of the problems arising in the use of biological 
medicines (synbiotics, probiotics, etc.) is the gradual 
decrease in the level of their antagonistic activity [11, 
26], which ultimately affects the therapeutic and 
preventive efficacy of drugs. Also, one of the reasons 
for the low levels of effectiveness or its absence of 
probiotics is their foreignness to microorganisms [13]. 
Currently, as an alternative, for the correction of 
human dysbiosis, it is proposed to use one’s own strains 
of bifidobacteria (autostrains), that are biocompatible, 
due to which they effectively form a biofilm with other 
representatives of the indigeneous microbiota under 
the conditions of microsymbiocenosis, in contrast to 
industrial strains of bacteria, which are not always able 
to colonise the human intestine [33].

When creating a consortium of microorganisms 
of probiotic action, bacterial strains are also selected 
without taking into account their biocompatibility in 
the composition, which can lead to suppression of 
microorganism viability and loss of their practically 
significant properties.

Two described biological universal phenomena of a 
fundamental nature contribute greatly to the solution 
of these problems: 1) associative symbiosis  [9]; 
2) bacterial persistence [8]. 

The study of microsymbiocenosis as one of the 
vectors of associative symbiosis allowed developing a 
method of intermicrobial “friend or foe” identification, 
where bifidobacteria are used as a diagnostic culture, 
since “friendly” strains are characterised by synergism 
(support), whereas encountering a “foreign cell” leads 
to antagonism. This fundamental mechanism may be 
used for choosing the “host-friendly” bacteria strains 
eligible for the creation of a probiotic composition. In 
this regard, one of the priority directions in the design 
of microbial compositions of pro- and synbiotics may 
be the use of the phenomenon of microbial “friend or 

foe” identification, which has proven itself well for the 
assessment of foreignness of E. coli strains [12].

As for another fundamental phenomenon, per
sistent potential of bacteria which fulfils the role of 
a “microbial biotarget”, these adaptation charac
teristics may be used to solve an equally important 
task, the assessment of biocompatibility of microbial 
cultures, since preliminary studies have shown their 
full suitability for the specified purpose. Based on 
the method of intermicrobial identification, the 
principle of biocompatibility of probiotic cultures of 
microorganisms was formulated based on the oppo
sitional (amplification/suppression) phenomenon 
of regulatory relations of microsymbionts, where 
it is possible to apply quantitative determination 
of the degree of biocompatibility of cultures based 
on the adaptive potential (biofilm formation and 
anti-lysozyme test) of bacteria. Such a two-in-
one combination  – inclusion of biocompatibility 
assessment of microsymbionts with simultaneous 
determination of “friend-foe”  – can form the basis 
for selection of probiotic strains and formation of new 
drug compositions based on them [10, 12]. 

Conclusion
Thus, modern studies of the role of intestinal micro

biota in animals and humans show that the intestinal 
microbiota is an important factor determining 
health, influencing immunity, participating in the 
pathogenesis of various infectious and non-infectious 
diseases. The pronounced contribution of the 
intestinal microsymbiocenosis is realised through the 
maintenance of a number of physiological functions 
and the formation of homeostasis of the host 
organism. The association between gut microbiota 
composition, cytokine levels and inflammatory 
markers in COVID-19 patients suggests that the gut 
microbiome influences the severity of the course of 
coronavirus infection. A number of key mechanisms 
for studying the integration of bifidobacteria and 
lactobacilli with the host, mediated by the system of 
immunity, hormones and neurotransmitters, open 
new perspectives for medicine, including obtaining 
new probiotic strains of different targeting for 
therapeutic and prophylactic correction of disturbed 
body functions.
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ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ ТЕРАПЕВТИЧЕСКОЙ 
ЭФФЕКТИВНОСТИ ОКИСЛЕННОГО ДЕКСТРАНА ПРИ 
НАРУШЕНИЯХ СПЕРМАТОГЕНЕЗА ИНФЕКЦИОННО-
ВОСПАЛИТЕЛЬНОГО ГЕНЕЗА
Чурина Е.Г.1, 2, Уразова О.И.1, Новикова Е.Г.3, 4, Селятицкая В.Г.3, 
Троицкий А.В.3, Быстрова Т.Н.3
1 ФГБОУ ВО «Сибирский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Томск, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Национальный исследовательский Томский государственный университет», г. Томск, Россия  
3 ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр фундаментальной и трансляционной медицины», 
г. Новосибирск, Россия  
4 ООО «Региональный Медико-Диагностический Центр», г. Новосибирск, Россия

Резюме. В статье обобщены экспериментальные и клинические данные о фармакологических свой-
ствах окисленного декстрана. Основной акцент сделан на иммунологическом механизме действия 
окисленного декстрана, в частности на его способности селективно активировать тканевые макро-
фаги, в том числе тестикулярные макрофаги, которые непосредственно участвуют в сперматогенезе. 
В экспериментальной части работы на модели нарушения сперматогенеза у крыс индуцированного 
введением эндотоксина Escherichia coli, показано, что окисленный декстран значительно снижает 
патоморфологические изменения в семенниках. При этом подобный эффект связан с активацией 
тканевых макрофагов и выделения ими соответствующих цитокинов, которые направлены на купи-
рование воспалительного процесса и нормализацию микроциркуляторной гемодинамики. Представ-
ленные экспериментальные данные коррелируют с данными о высокой клинической эффективности 
окисленного декстрана при нарушениях сперматогенеза и мужском бесплодии. В клинической части 
работы по влиянию ректального введения окисленного декстрана у пациентов с тяжелыми наруше-
ниями сперматогенеза показано, что окисленный декстран существенно увеличивает объем эякуля-
та, концентрацию сперматозоидов в эякуляте и общее количество сперматозоидов. При этом окис-
ленный декстран также способствует снижению количества лейкоцитов при анализе спермограмм 
и существенно снижает агглютинацию сперматозоидов, что свидетельствует о купировании хрони-
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ческого инфекционно-воспалительного процесса у андрологических больных с бесплодием. Авто-
ры связывают данные экспериментальных и клинических исследований в рамках единой концепции 
активации тканевых макрофагов и возможностью макрофагов менять свой фенотип в зависимости 
от микроокружения и особенностей течения инфекционно-воспалительного процесса. Такой подход 
подтверждается также клиническими данными о влиянии фенотипов макрофагов на лекарственную 
резистентность и тяжесть течения внутриклеточных инфекций, в частности туберкулеза. Анализ экс-
периментальных и клинических данных позволяет авторам предложить теоретическую модель ме-
ханизма терапевтической эффективности окисленного декстрана при внутриклеточных инфекциях, 
которые наиболее часто встречаются в андрологической практике и являются тригерным фактором 
фатальных нарушений сперматогенеза, приводящих к мужскому бесплодию. Представленные авто-
рами экспериментальные и клинические данные позволяют рассматривать окисленный декстран как 
весьма эффективное средство для лечения внутриклеточных инфекций, в том числе урогенитальных 
инфекций, вызывающих мужское бесплодие.

Ключевые слова: окисленный декстран, нарушения сперматогенеза, воспаление, инфекции, механизм действия, активация 
макрофагов, фенотипы макрофагов

IMMUNOLOGICAL MECHANISMS OF THERAPEUTIC 
EFFICACY OF OXIDIZED DEXTRAN IN SPERMATOGENESIS 
DISORDERS OF INFECTIOUS AND INFLAMMATORY GENESIS
Churina E.G.a, b, Urazova O.I.a, Novikova E.G.c, d, Selyatitskaya V.G.c, 
Troitsky A.V.c, Bystrova T.N.c
a Siberian State Medical University, Tomsk, Russian Federation  
b National Research Tomsk State University, Tomsk, Russian Federation  
c Federal Research Center for Fundamental and Translational Medicine, Novosibirsk, Russian Federation  
d JSC Regional Medical Diagnostic Center, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. The article summarizes experimental and clinical data on the immunological properties of 
oxidized dextran. The study addresses pathophysiological effects of oxidized dextran, in particular, its ability 
to selectively activate tissue macrophages, including testicular macrophages, which are directly involved in 
spermatogenesis. In experimental part of the work, a rat model of spermatogenesis disorders was produced 
by injection of Escherichia coli endotoxin. We have shown that oxidized dextran significantly reduces 
pathomorphological changes in the testes. At the same time, such effect is associated with the activation of tissue 
macrophages and release of corresponding cytokines, which exert anti-inflammatory effects and normalize 
microcirculatory hemodynamics. The presented experimental data correlate with the sufficient results 
on the high clinical efficacy of oxidized dextran in spermatogenesis disorders and male infertility. Clinical 
part of this work concerned the effects of rectal administration of oxidized dextran in patients with severe 
spermatogenesis disorders. It was shown that oxidized dextran significantly increases the volume of ejaculate, 
the concentration of spermatozoa in the ejaculate, and the total number of spermatozoa. The authors link 
the data of experimental and clinical studies within the framework of a single concept of tissue macrophage 
activation and the ability of macrophages to change their phenotype depending on the microenvironment and 
characteristics of the infectious and inflammatory process. This approach is also confirmed by clinical data on 
the effect of macrophage phenotypes on drug resistance and severity of intracellular infections, in particular, 
tuberculosis. Analysis of experimental and clinical data allows the authors to propose a theoretical model for 
the mechanism of therapeutic effectiveness of oxidized dextran in intracellular infections. The bulk of data 
presented by the authors allow us to consider oxidized dextran as a quite effective tool for the treatment of 
intracellular infections, including urogenital infections causing male infertility.

Keywords: oxidized dextran, spermatogenesis disorders, inflammation, infections, mechanism of action, macrophage activation, 
macrophage phenotypes
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Введение 
В настоящее время среди этиологических 

факторов нарушения сперматогенеза инфекци-
онно-воспалительные процессы рассматривают-
ся как наиболее распространенные. Причем это 
относится не только к урогенитальным инфекци-
ям, но также и к любым хроническим инфекци-
онным процессам, вызываемых как бактериями 
и патогенными грибами, так и вирусами. Уже 
установлена корреляция мужской фертильности 
с герпесом, который исходно протекает в хрони-
ческой форме [3]. Имеются данные о нарушени-
ях сперматогенеза после перенесенных острых 
респираторных вирусных инфекций, включая 
COVID-19 [1,  2]. В ряду внутриклеточных ин-
фекций, оказывающих негативное влияние на 
сперматогенез, следует отметить, прежде всего, 
туберкулез и кандидоз [4,  10,  11]. Несмотря на 
морфологическое разнообразие инфекционных 
агентов, вызывающих нарушения сперматогене-
за, от простейших вирусов до патогенных грибов 
можно выделить их общий характер влияния на 
иммунологический статус организма. В част-
ности, речь идет о хронических воспалительных 
процессах, протекающих на фоне повышенной 
сенсибилизации с аутоиммунным компонентом 
в сочетании со снижением естественных меха-
низмов иммунобиологической резистентности 
к инфекциям, в частности снижением активно-
сти клеточного звена иммунитета. Последнее, в 
основном, связано со снижением фагоцитарной 
активности макрофагов и незавершенностью фа-
гоцитоза вследствие блокирования инфекцион-
ным агентом фагосомо-лизосомального слияния 
в макрофагах. Если учесть, что макрофаги спо-
собны в зависимости от микроокружения менять 
свой фенотип с М1- (индукция преимущественно 
провоспалительных цитокинов) на М2-фенотип 
(индукция преимущественно противовоспали-
тельных цитокинов), то становится очевидным, 
что поляризация макрофагального звена клеточ-
ного иммунитета может быть ключевым звеном 
при нарушениях сперматогенеза инфекционно-
воспалительного генеза. При этом механизмы 
нарушения сперматогенеза могут носить как си-
стемный характер под влиянием цитокинового 
профиля крови, так и локальный статус на уровне 
герминативного эпителия яичек. Как известно, 
тестикулярные макрофаги являются важным зве-
ном в процессе сперматогенеза, напрямую влия-
ющими на сперматогенез. И в этом аспекте поля-
ризация фенотипов тестикулярных макрофагов 
под действием измененного в результате инфек-
ционно-воспалительного процесса системного 
характера цитокинового профиля может играть 

доминирующую роль в нарушении сперматоге-
неза [14]. Если учесть, что оксид азота является 
стимулятором выработки тестостерона клетками 
Лейдига, то очевидно, что снижение активности 
популяции макрофагов в целом и тестикуляр-
ных макрофагов в частности является основным 
патофизиологическим механизмом хрониза-
ции инфекционно-воспалительного процесса и 
его негативного влияния на сперматогенез [14]. 
В связи с этим поиск эффективных и селектив-
ных активаторов макрофагов является весьма 
перспективным с патофизиологической точки 
зрения. В качестве перспективного фармаколо-
гического кандидата на роль активатора макро-
фагов с динамической поляризацией макрофагов 
для нас представлял интерес окисленный дек-
стран. Окисленная форма декстрана проявляет 
высокую противовоспалительную активность, 
но при этом она не только усиливает фагоцитар-
ную активность макрофагов, но и дополнитель-
но повышает частоту фагосомо-лизосомальных 
слияний в макрофагах, что крайне важно для эф-
фективной борьбы с внутриклеточными инфек-
циями. Окисленная форма декстрана является 
основным биологически активным компонентом 
препарата «Андроэксперт», который по имею-
щимся клиническим наблюдениям является эф-
фективным средством лечения калькулезного 
простатита и восстановления сперматогенеза, 
особенно на фоне перенесенных инфекционно-
воспалительных заболеваний [5]. Окисленная 
форма декстрана показала высокую лечебно-
профилактическую активность в экспериментах 
in vivo, при системном воспалительном процессе, 
индуцированным внутрибрюшинным введением 
бактериального эндотоксина (липополисахарид 
(ЛПС) Escherichia coli) [9]. Есть данные, под-
тверждающие эффективность окисленного дек-
страна при туберкулезе, кандидозе и вирусных 
заболеваниях. Вместе с тем в настоящее время 
отсутствует единая концепция относительно ме-
ханизма фармакологических эффектов окислен-
ного декстрана. Предполагается, что триггерные 
механизмы активации макрофагов окисленным 
декстраном опосредованы через β-глюкановые 
рецепторы, локализованные в цитоплазмати-
ческой мембране. Однако этот механизм может 
иметь место на уровне резидентных макрофа-
гов и макрофагов, циркулирующих в крови. На 
уровне семенников возможен дополнительный 
механизм активации тестикулярных макрофагов 
за счет взаимодействия окисленного декстра-
на с асиалогликопротеиновыми (галактозными) 
рецепторами макрофагов, так как окисленный 
декстран наряду с карбонильными группами со-
держит и карбоксильные группы по типу сиало-
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вых кислот. В качестве модели исследования осо-
бенностей поляризации фенотипов макрофагов 
при хроническом инфекционно-воспалительном 
процессе нами использованы иммунобиологиче-
ские данные, полученные у больных туберкуле-
зом, включая лекарственно резистентные фор-
мы. Данная модель позволяет наиболее полно, во 
взаимосвязи с фенотипами макрофагов, оценить 
основные патофизиологические особенности те-
чения хронического инфекционно-воспалитель-
ного процесса с внутриклеточной персистенцией 
возбудителя заболевания, к которым относится 
не только Mycobacterium tuberculosis, но также и 
Candida albicans, Ureaplasma species, Mycoplasma 
haemofelis, а также практически все вирусы. 

Цель данной работы – обобщить эксперимен-
тальные и клинические данные по фармаколо-
гическим свойствам окисленного декстрана в 
рамках концепции поляризации макрофагов 
для обоснования механизма лечебного действия 
окисленного декстрана при нарушениях сперма-
тогенеза.

Материалы и методы
I. Клиническое исследование по поляризации 

макрофагов у больных туберкулезом
В качестве материала для исследования ис-

пользовали образцы венозной крови 47 больных 
туберкулезом, 17 из которых имели лекарствен-
но резистентную форму. Для выделения моно-
цитов из цельной крови с целью трансформации 
их в макрофаги использовали методику центри-
фугирования в градиенте фиколла плотностью 
1,077 г/ см3, с последующим иммуномагнитным 
разделением CD14+ клеток. Моноциты культи-
вировали в полной питательной среде X-VIVO 
10 с гентамицином и феноловым красным с до-
бавлением колониестимулирующего фактора 
макрофагов (M-CSF) (5 нг/мл) в концентрации 
1 × 106 клеток/ мл с таким содержанием стимуля-
торов, таких как интерлейкин (IL) 4 (10 нг/мл) и 
интерферон γ (IFNγ) (100 нг/мл). Иммунофено-
типирование макрофагов проводили с использо-
ванием моноклональных антител к CD80, CD86, 
HLA-DR, CD163, CD204 и CD206 на проточном 
цитометре Beckman Coulter CytoFLEX LX. Полу-
ченные данные анализировали с помощью про-
граммного приложения CytExpert 2.0. Исходный 
уровень IL-4 (10 нг/мл; PeproTech, США) и IFNγ 
(100 нг/мл; PeproTech, США)  – стимулировали 
уровни секреции IL-1β, IL-6, IL-10, TGF-β опре-
деляли с помощью иммуноферментного анализа 
ELISA. Полученные результаты были проанали-
зированы с использованием статистических ме-
тодов.

II. Клиническое исследование по оценке тера-
певтической эффективности окисленного декстра-
на в качестве селективного активатора макрофагов

В исследование включены 52 пациента с жало-
бами на отсутствие зачатия в паре более 1 года и с 
латентной фазой хронического простатита, когда 
отсутствовали общие признаки воспалительно-
го процесса (температурная реакция, в анализах 
крови: лейкоцитоз, острофазные показатели), но 
было отмечено увеличение количества лейкоци-
тов в секрете простаты и эякуляте, ассоцииро-
ванного с патоспермией. Возраст: 32±2,2 года. 

Больные были обследованы по общеприня-
той схеме, включая информацию по сбору жалоб, 
данных анамнеза, общего осмотра и физикаль-
ных методов: были оценены основные витальные 
функции органов дыхания, кровообращения, 
желудочно-кишечного тракта (у всех они были – 
пределах возрастной нормы), а также  – транс-
ректальное пальцевое исследование простаты и 
пальпаторное исследование мошонки (в рамках 
объективного урологического обследования).

Пациенты были разделены на две репрезен-
тативные группы: 1-я группа больных получала 
окисленный декстран ректально по схеме 1 раз в 
сутки в течение 10 дней, далее 20 дней через день; 
2-я группа (группа сравнения) получала анало-
гичным образом плацебо в форме ректальных 
свечей, состоящих из масла какао.

Через 2 месяца от начала терапии пациенты 
сдавали спермограмму.

Оценку параметров эякулята выполняла меж-
дународная сеть независимых клинико-диагно-
стических лабораторий в г. Новосибирске «СИТИ
ЛАБ» по рекомендациям ВОЗ 2010 года [7]: были 
описаны и проанализированы показатели спер-
мограммы, отмеченные динамикой их величин 
в ходе лечебного процесса: объем эякулята (мл), 
концентрация сперматозоидов (млн/мл), общее 
количество сперматозоидов в эякуляте (млн), ко-
личество лейкоцитов (млн/мл), выраженность аг-
глютинации сперматозоидов (в усл. ед.). 

Исследование было одобрено 31.05.2021 (Вы-
писка из протокола заседания ЛЭК ООО «Реги-
ональный Медико-Диагностический Центр», 
№ 2/2021 от 31.05.2021).

Пациенты были включены в исследование с 
информированного согласия и в соответствии с 
этическими нормами Хельсинкской декларации 
(ВМА, Эдинбург, Шотландия, 2000), с учетом 
изъясняющего примечания п.  29, одобренного 
Генеральной ассамблеей ВМА (Вашингтон, 2002).

Методы статистической обработки выбраны 
в зависимости от типа случайных величин. Для 
оценки типа распределения признаков использо-
вали критерий Шапиро–Уилка. Результаты ана-



977

Иммунопатология нарушения сперматогенеза
Dextran and spermatogenesis disorders2025, Vol. 27,  5

2025, Т. 27, № 5

лиза непрерывных величин представлены в виде 
M±m, где M – выборочное среднее и m – стан-
дартная ошибка среднего. Значения качествен-
ных признаков представлены в виде наблюдае-
мых частот и процентов. В случаях нормального 
распределения, а также равенства дисперсий, для 
сравнения средних использовали t-критерий 
Стьюдента. Равенство дисперсий оценивали по 
F-критерию Фишера. При сравнении связан-
ных выборок использовали парный t-критерий 
Стьюдента. Критический уровень статистиче-
ской значимости принимали за 0,05. Сравнение 
качественных признаков в небольших группах 
наблюдений проводили, применяя критерий χ2 
Пирсона для четырехпольных таблиц сопряжен-
ности. Обработку и графическое  представление 
данных осуществляли с помощью компьютер-
ных программ Statistica 12.0 корпорации StatSoft 
(США) и Microsoft Office Excel, 2017 г. (США). 

III. Экспериментальное исследование по оценке 
эффективности окисленного декстрана на модели 
ЛПС индуцированного нарушения сперматогенеза 
у крыс

Исследование выполнено на половозрелых 
особях крыс-самцов линии Wistar массой 180  – 
200 г. Животные были разделены на 3 группы ис-
следования по 5 животных:

1-я группа  – крысы-самцы с однократным 
интраперитонеальным введением 2 мл 0,9%-ного 
раствора NaCl,

2-я группа  – крысы-самцы с однократным 
интраперитонеальным введением ЛПС E. coli из 
расчета 50 мкг/кг массы тела,

3-я группа  – крысы-самцы с однократным 
интраперитонеальным введением ЛПС E. coli из 
расчета 50 мкг/кг массы тела и интраперитоне-
альным введением 2 мл 2%-ного раствора окис-
ленного декстрана.

Животных выводили из эксперимента путем 
передозировки эфирного наркоза на 3-и сутки 
после введения тестируемых веществ с соблюде-
нием принципов гуманности директив Европей-
ского сообщества (86/609/ЕЕС) и Хельсинкской 
декларации и в соответствии с требованиями 
правил проведения работ с использованием экс-
периментальных животных.

Объектом гистологического исследования 
являлись фрагменты семенников крыс линии 
Wistar, которые фиксировали в нейтральном 10% 
буферном растворе формалина с последующей 
пробоподготовкой, изготовлением парафиновых 
блоков и гистологических стекол со срезами тка-
ни семенников, окрашенными гематоксилином 
и эозином.

Визуализацию структурных изменений се-
менников осуществляли методом прямой свето-

вой микроскопии при увеличении ×200. Морфо-
метрическую оценку гистологических структур 
осуществляли в поперечных срезах извитых се-
менных канальцев с наиболее продвинутыми 
стадиями сперматогенеза в 10 произвольно взя-
тых полях зрения при увеличении ×400 с исполь-
зованием морфометрической сетки на 100 точек 
площадью 3,64 × 104 мкм2. При этом осуществля-
ли подсчет численной плотности (Nai) сперма-
тозоидов в просвете канальца, ранних и поздних 
сперматид, сперматоцитов, сперматогоний, кле-
ток Сертоли, клеток Лейдига, а также численную 
плотность (Nai) сосудов перитубулярной зоны се-
менников, объемную плотность (Vv) интерстиция 
между извитыми семенными канальцами и объ-
емную плотность (Vv) клеточной инфильтрации.

Исследование гистологических образцов осу-
ществляли с помощью цифрового лабораторного 
светового оптического иммерсионного флуорес-
центного поляризационного фазового микро-
скопа Olympus CX43 (Япония) с программным 
обеспечением для анализа изображений и фото-
архивирования. Фотосъемку препаратов произ-
водили цифровой камерой MOTICAM S6 (Япо-
ния) с последующей обработкой изображения.

Помимо этого, определяли индекс созрева-
ния сперматогенных клеток – отношение суммы 
юных (сперматогонии, сперматоциты) и зрелых 
форм (сперматиды, сперматозоиды) спермато-
генного эпителия.

Статистическая обработка полученных дан-
ных осуществлялась с помощью программ Sta
tistica и Excel. Оценку достоверности статистиче-
ских различий между показателями аналогичных 
параметров осуществляли с использованием 
t-критерия Стьюдента. Достоверными считали 
отличия при уровне значимости p ≤ 0,05.

Результаты
В I части клинического исследования было 

установлено, что тяжесть туберкулезного про-
цесса зависит от поляризации макрофагов. Так, 
при исследовании цитокинового профиля ма-
крофагов продемонстрировано снижение коли-
чества клеток, экспрессирующих маркер актива-
ции HLA-DR, при трансформации in vitro CD14+ 
моноцитов крови в макрофаги у больных тубер-
кулезом, что свидетельствует о функциональ-
ной фенотипической поляризации макрофагов 
в направлении М2, а также в направлении М2. 
Нарушение способности клеток к презентации 
антигена. Эта способность не зависит от условий 
индукции клеток in vitro (М1-активация IFNγ или 
М2-активация IL-4), клинической формы забо-
левания или чувствительности к лекарственным 
средствам. Мы обнаружили, что нестимулиро-
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ванная и индуцированная IFNγ (М1-активация) 
и IL-4 (М2-активация) in vitro секреция IL-10 и 
провоспалительных цитокинов (IL-1β, IL-6) ма-
крофагами у больных туберкулезом была выше, 
чем у здоровых доноров. В то же время секре-
ция TGF-β in vitro менялась разнонаправленно 
в зависимости от типа индукции макрофагов; 
секреция увеличивалась при М1-стимуляции и 
снижалась при М2-стимуляции клеток. Самый 
высокий уровень нестимулированной in  vitro 
секреции IL-10 и TGF-β наблюдался у больных 
ДТБ. Кроме того, у больных ЛТБ и лекарствен-
но-чувствительным туберкулезом (ЛЧ-ТБ) при 
трансформации макрофагов in vitro высокая се-
креция иммуносупрессивных цитокинов IL-10 
и TGF-β положительно коррелирует с повышен-
ной экспрессией скэвенджер-рецепторов CD163, 
CD204, CD206 на клетках, что соответствует регу-
ляторному М2-фенотипу макрофагов. У больных 
ИТБ с лекарственно-устойчивым туберкулезом 
при трансформации макрофагов in vitro наблю-
дается высокий уровень экспрессии скэвенджер-
рецепторов и молекул костимуляции CD80/ CD86 

Рисунок 1. Динамика показателя объема эякулята 
(мл) при оценке результатов спермограммы в группах 
больных к окончанию лечения
Примечание. 1-я группа больных получала окисленный 
декстран ректально по схеме 1 раз в сутки в течение 10 дней, 
далее 20 дней через день; 2-я группа (группа сравнения) 
получала аналогичным образом плацебо в форме ректальных 
свечей, состоящих из масла какао.
Figure 1. Dynamics of the ejaculate volume index (ml) when 
evaluating the results of a spermogram in groups of patients 
at the end of treatment
Note. The 1st group of patients received oxidized dextran rectally 
according to the scheme 1 time per day for 10 days, then every other 
day for 20 days; the 2nd group (comparison group) similarly received 
a placebo in the form of rectal suppositories consisting of cocoa butter. 

на клетках в связи с гиперсекрецией цитокинов 
с провоспалительным действием (IL-1β, IL-6), 
и противовоспалительная (IL-10, TGF-β) актив-
ность свидетельствует о поляризации диффе-
ренцировки макрофагов в субпопуляцию клеток 
с М1- и М2-фенотипами. Таким образом, было 
подтверждено, что поляризационный иммуно-
патогенез дифференцировки макрофагов in vitro 
в клетки с противовоспалительным (М2) или 
смешанным (М1/М2) фенотипом при туберку-
лезе легких обусловлен секрецией макрофагами 
профильных про- и противовоспалительных ци-
токинов, активность которых зависит от клини-
ческой формы заболевания, а также чувствитель-
ности к препарату. 

Конечно, прежде всего, данный феномен от-
носится к циркулирующей в системном крово-
токе популяции макрофагов. Однако следует 
учитывать, что цитокиновый профиль сыворот-
ки крови может напрямую влиять на активность 
резидентных макрофагов в органах и тестику-
лярных макрофагов в частности и полученные 
результаты могут объяснить степень нарушения 
сперматогенеза в зависимости от тяжести заболе-
вания у больных туберкулезом с учетом активно-
сти клеточного звена иммунитета. 

Во II части клинического исследования было 
установлено, что окисленная форма декстрана, 
являющаяся селективным рецептор-опосре-
дованным активатором макрофагов, входящая 
в состав препарата «Андроэксперт», является 
весьма эффективным средством восстановления 
сперматогенеза у больных калькулезным проста-
титом. Как известно, в генезе калькулезного про-
статита инфекционно-воспалительный процесс 
является классическим триггерным механизмом 
воспаления предстательной железы, которое в 
динамике приводит к нарушению сперматогене-
за и фертильности.

Объем эякулята среди больных 1-й группы 
увеличился с 2,54±0,15 до 3,13±0,18 (мл), что со-
ставило 23,23 %; * р < 0,05 (рис. 1).

Показатель концентрации сперматозоидов 
вырос с 26,40±4,18 до 41,12±5,37 (млн/мл) – на 
55,75%; р < 0,05 (рис.  2), что привело к увеличению 
общего количества сперматозоидов в эякуляте на 
88,5%, с 65,47±8,41 до 123,41±12,33  (млн  шт.);  
* р < 0,05 (рис. 3).

Количество лейкоцитов в этой же груп-
пе уменьшилось в 2,8 раза: с 1,25±0,17 до 
0,44±0,10 (млн/мл) – на 64,80%; * р < 0,05 (рис.  4).

Показатель выраженности агглютинации 
сперматозоидов сократился в 3 раза: с 0,52±0,07 
до 0,17±0,03  – на 0,35 усл. ед., что ставило 
67,31 %; * р < 0,05 (рис. 5).
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Рисунок 4. Динамика показателя количества лейкоцитов 
(млн/мл) при оценке результатов спермограммы 
в группах больных к окончанию лечения
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 4. Dynamics of the indicator of the number of leukocytes 
(million/mL) when evaluating the results of a spermogram in 
groups of patients at the end of treatment
Note. As for Figure 1. 

Рисунок 5. Динамика показателя агглютинации 
семенной жидкости (усл. ед.) при оценке результатов 
спермограммы в группах больных к окончанию лечения
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 5. Dynamics of seminal fluid agglutination index 
(conditional units) when evaluating spermogram results 
in groups of patients at the end of treatment
Note. As for Figure 1.

Рисунок 2. Динамика показателя концентрации 
сперматозоидов (млн/мл) при оценке результатов 
спермограммы в группах больных к окончанию лечения
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 2. Dynamics of the indicator of sperm concentration 
(million/mL) when evaluating the results of a spermogram 
in groups of patients at the end of treatment
Note. As for Figure 1.
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Рисунок 3. Динамика показателя общего количества 
сперматозоидов (млн) при оценке результатов 
спермограммы в группах больных к окончанию лечения
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 3. Dynamics of the indicator of the total number 
of spermatozoa (million) when evaluating the results of 
a spermogram in groups of patients at the end of treatment 
Note. As for Figure 1.
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Обсуждение
Положительное влияние свечей «АНДРО-

ЭКСПЕРТ SV1» на сперматогенез у мужчин с 
хроническим простатитом, ассоциированным с 
вторичным бесплодием, обусловлено, вероятно, 
не только противовоспалительной активностью 
окисленного декстрана, но и его опосредован-
ным «гонадотропоподобным действием». Этот 
эффект связан не со стимуляцией пролиферации 
сперматогониев, а с улучшением трофики тканей 
репродуктивных органов. При инфекционно-
воспалительных процессах и индуцированном 
ими хроническом воспалении нарушается нор-
мальная трофика тканей простаты и тестикул 
и, как следствие, – изменение эякулята и нару-
шение сперматогенеза. Ключевыми патогенети-
ческими факторами патоспермии являются об-
разование микротромбов в капиллярном русле 
тестикул, гипоксия и генерация клетками боль-
шого количества активных форм кислорода, ока-
зывающих повреждающее действие на клеточные 
мембраны. В условиях такого микроокружения 
нормальный сперматогенез невозможен. Окис-
ленный декстран через гликановые рецепторы 
активирует макрофаги, локализованные в веноз-
но-лимфатическом русле малого таза, включая 
активацию тестикулярных макрофагов. В резуль-
тате такой активации тестикулярные макрофаги 
способны более эффективно фагоцитировать 
патогенные микроорганизмы, поддерживаю-
щие хроническое воспаление, экспрессировать 
и выделять во внеклеточную среду противовос-
палительные цитокины, в том числе и тканевые 
протеиназы, которые обладают тромболитиче-
ским действием и восстанавливают нормальную 
гемоциркуляцию в капиллярах, устраняя гипок-
сию и снижая выработку токсичных активных 
форм кислорода  [13]. Кроме того, установлено, 
что активированные макрофаги яичек выделяют 
2,5-гидроксихолестерол, стерол, который может 
быть преобразован в тестостерон клетками Лей-
дига [12] и тем самым улучшать их сперматоген-
ную функцию.

Одним из показателей жизнеспособности 
сперматозоидов является степень их агглюти-
нации, которая зависит от качества семенной 
жидкости и иммунного статуса самих спермато-
зоидов. Достоверное снижение агглютинации, 
наряду с улучшением вышеперечисленных по-
казателей, свидетельствуют о повышении секре-
торной активности половых желез, улучшении 
процесса сперматогенеза и повышении мужской 
фертильности в целом. 

Уменьшение количества лейкоцитов в семен-
ной жидкости больных этой же группы к окон-

чанию курса свидетельствует о наличии про-
тивовоспалительной активности окисленного 
декстрана, которая была показана нами ранее в 
экспериментах на животных (при моделирова-
нии гиперплазии простаты и бронхолегочной па-
тологии) [6, 9] и обусловлена, главным образом, 
активацией макрофагов.

В экспериментальной части исследования на 
модели нарушения сперматогенеза, у крыс линии 
Wistar, индуцированного ЛПС E.  coli было уста-
новлено, что окисленный декстран обладает вы-
сокой профилактической активностью, снижая 
морфологические критерии нарушения сперма-
тогенеза (табл. 1).

Оценивая интегрально гистологическую кар-
тину по всем 3 группам животных и представ-
ленные в таблице 1 морфометрические данные 
можно однозначно утверждать, что через 3 су-
ток после интарперитонеального введения ЛПС 
E.  coli у крыс наблюдается отчетливая тенденция 
к снижению всех основных параметров сперма-
тогенеза в сочетании с элементами асептического 
воспаления в виде отечности интерстиции, пол-
нокровия и клеточной инфильтрации. Данные 
изменения носят умеренный характер ввиду того, 
что в эксперименте использовалась низкая доза 
ЛПС E.  coli, которая не приводит к фатальным 
нарушениям сперматогенеза, но позволяет оце-
нить динамику патологического процесса при 
его коррекции окисленным декстраном. Так, у 
крыс 3-й группы, которым сразу же после интра-
перитонеального введения ЛПС E.  coli вводили 
2%-ный раствор окисленного декстрана в срав-
нении с животными 2-й группы, все показатели 
сперматогенеза были выше. Подобная тенденция 
наиболее отчетливо проявляется по показателю 
численной плотности сперматозоидов в просвете 
канальца, который в 3-й группе животных прак-
тически приближается к значению показателя в 
1-й группе и значительно выше, чем у животных 
2-й группы. При этом следует отметить, что у жи-
вотных 3-й группы, в сравнении с животными 2-й 
группы, морфологические проявления гемоцир-
куляторных нарушений в виде отека интерстиция 
выражены в меньшей степени. Однако показате-
ли объемной плотности клеточной инфильтра-
ции интерстиция между извитыми семенными 
канальцами и численной плотности сосудов 
межканальцевой зоны семенников у животных 
3-й группы, напротив несколько выше, чем у жи-
вотных 2-й группы, что может свидетельствовать 
об улучшении местного кровотока и активации 
резидентных тестикулярных макрофагов в ответ 
на индуцированное интраперитонеальное введе-
ние ЛПС E. coli. Подобная динамика может сви-
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детельствовать о том, что окисленный декстран 
в условиях эксперимента проявляет умеренное 
противовоспалительное действие, которое ранее 
было детально изучено на различных моделях 
in vivo. Надо отметить, что в данной модели in vivo 
нарушение сперматогенеза носит не прямой, а 
в большей степени, опосредованный характер, 
вследствие острой иммунологической реакции 

на интраперитонеальное введение ЛПС E. coli по 
типу системного асептического воспаления. 

Выводы
Полученные экспериментальные и клиниче-

ские данные позволяют оценить возможность 
использования окисленного декстрана в каче-
стве перспективного средства профилактики 

ТАБЛИЦА 1. СТРУКТУРНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ СЕМЕННИКОВ БЕЛЫХ КРЫС ПОСЛЕ В/Б ВВЕДЕНИЯ ЛПС E. coli  И ИХ 
ПРОФИЛАКТИКА В/Б ВВЕДЕНИЕМ 2%-НОГО РАСТВОРА ОКИСЛЕННОГО ДЕКСТРАНА (M±m)

TABLE 1. STRUCTURAL CHANGES IN THE TESTES OF WHITE RATS AFTER INTRAPERITONEAL ADMINISTRATION OF E. coli  
LPS AND THEIR PREVENTION BY INTRAPERITONEAL ADMINISTRATION OF A 2% SOLUTION OF OXIDIZED DEXTRAN 40 kDa 
(M±m)

Параметры
Options

Группы исследования
Study groups

1-я группа
1st group

2-я группа
2nd group

3-я группа
3rd group

 Ч
ис

ле
нн

ая
 п

ло
тн

ос
ть

, N
ai

 
 N

um
er

ic
al

 d
en

si
ty

, N
ai

извитых семенных канальцев
convoluted seminiferous tubules 30,83±1,37 29,94±1,86 32,98±1,86

клеток Сертоли
sertoli cell 20,89±1,26 17,52±1,24α 18,87±1,45

клеток Лейдига
leydig cells 11,23±1,39 10,75±1,15 13,87±1,47β

сперматоцитов
spermatocytes 38,74±1,26 29,80±1,25α 37,29±1,47β

сперматогоний
spermatogonia 48,97±1,35 39,71±1,53 49,34±1,38

сперматид
spermatid 33,14±1,52 24,81±1,46α 27,79±1,74α

сперматозоидов в просвете канальца
spermatozoa in the lumen of the tubule 300,87±15,23 239,71±11,35α 299,64±13,32β

сосудов перитубулярной зоны 
семенников
vessels of the peritubular zone of the testes

7,98±0,62 9,28±0,74 11,21±1,23α

О
бъ

ем
на

я 
пл

от
но

ст
ь,

 V
v

Bu
lk

 d
en

si
ty

, V
v

межканальцевой интерстициальной 
ткани
intertubular interstitial tissue

8,25±0,87 12,74±1,24α 10,47±1,20β

клеточной инфильтрации интерстиция 
между извитыми семенными 
канальцами
cellular infiltration of the interstitium between 
the convoluted seminiferous tubules

_ 5,64±0,32 7,12±0,46β

Примечание. α – достоверность отличий величин аналогичных параметров от показателей 1-й группы; β – 
достоверность отличий величин аналогичных параметров между показателями 2-й и 3-й групп. При р ≤ 0,05.

Note. α, reliability of differences in the values of similar parameters from the indicators of group 1; β, reliability of differences 
in the values of similar parameters between indicators of groups 2 and 3. At p ≤ 0.05.
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ТАРГЕТНАЯ ВАКЦИНАЦИЯ ПРОТИВ СТРЕПТОКОККА 
ГРУППЫ A: РЕКОМБИНАНТНАЯ ВАКЦИНА 
С ФРАГМЕНТАМИ ScpA И SpeA
Дуплик Н.В., Леонтьева Г.Ф., Крамская Т.А., Богатырева К.П., 
Гупалова Т.В., Бормотова Е.А., Королева И.В., Суворов А.Н.
ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Цель – разработка вакцины против стрептококков группы А (S. pyogenes, СГА) – возбу-
дителя широкого спектра инфекций различной степени тяжести. Для клонирования генов реком-
бинантных белков использовали экспрессионные вектора pET27 и pQE30. Для иммунизации ис-
пользовали аффинно-очищенные полипептиды. Самок мышей иммунизировали дважды подкожно 
полипептидами в дозе 20 мкг/мышь с адъювантом Alum (2:1) с интервалом в 3 недели. Образцы им-
мунных сывороток исследовали методом ИФА. Для оценки специфической защитной эффективно-
сти иммунного ответа через 3 недели после последней инъекции мышей внутрибрюшинно заража-
ли СГА M1 серотипа в дозе 5  ×  107 КОЕ/мышь. Защитную эффективность вакцинации оценивали 
путем сравнения скорости бактериального клиренса у вакцинированных и контрольных животных, 
о чем судили по бактериальной нагрузке в селезенке через 3 и 15 часов после заражения. Конструк-
ция вакцины представляет собой гибридную молекулу, состоящую из фрагментов, полученных из 
двух ключевых белков СГА: пептидазы C5a (ScpA) и экзотоксина SpeA. Используя биоинформатиче-
ский анализ, мы идентифицировали и выбрали для включения в состав рекомбинантного белка Т- и 
В-клеточные эпитопы в консервативных регионах, общих для разных серотипов СГА. Посредством 
стратегии интеграции этих фрагментов предполагается усилить защиту от штаммов СГА, несущих эк-
зотоксин, особенно тех, которые связаны с инвазивными инфекциями. Оценка иммуногенности на 
моделях мышей продемонстрировала сильный гуморальный иммунный ответ после парентеральной 
вакцинации, направленный на оба компонента гибридной молекулы. Последующая оценка защит-
ной эффективности против внутрибрюшинного введения СГА выявила ускорение бактериального 
клиренса у вакцинированных животных, при этом фрагмент SpeA проявлял значительный защитный 
эффект. Представленные результаты демонстрируют потенциал полученной рекомбинантной химер-
ной вакцины как многообещающего кандидата для разработки вакцины против стрептококков груп-
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пы А, удовлетворяющей острую потребность в эффективных профилактических стратегиях против 
патологий, вызванных СГА.

Ключевые слова: стрептококк группы А, C5a-пептидаза, экзотоксин SpeA, рекомбинантная химерная вакцина, 
иммуногенность, протективность

TARGETING GROUP A STREPTOCOCCUS WITH 
A RECOMBINANT CHIMERIC VACCINE: INTEGRATING ScpA 
AND SpeA FRAGMENTS
Duplik N.V., Leontieva G.F., Kramskaya T.A., Bogatireva K.P., 
Gupalova T.V., Bormotova E.A., Koroleva I.V., Suvorov A.N.
Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Our objective was to develop a vaccine against group A streptococci (Streptococcus pyogenes, GAS), 
the causative agent of a broad spectrum of infections with varying severity. The expression vectors pET27 and 
pQE30 were used to clone genes encoding recombinant proteins, which were subsequently affinity-purified. 
Female mice were immunized subcutaneously twice with the purified polypeptides (20 μg/mouse) formulated 
with Alum adjuvant (2:1) at three-week intervals. Immune sera were analyzed using ELISA to evaluate 
antigen-specific responses. Three weeks after the final immunization, mice were challenged intraperitoneally 
with GAS M1 serotype at a dose of 5 × 107 CFU/mouse. Vaccination efficacy was determined by comparing 
bacterial clearance in vaccinated versus control animals, assessed by bacterial loads in the spleen at 3 and 
15 hours post-infection. The vaccine candidate is a hybrid recombinant protein comprising fragments from 
two essential GAS virulence factors: C5a peptidase (ScpA) and SpeA exotoxin. T and B cell epitopes from 
conserved regions, common across multiple GAS serotypes, were identified and included into the construct 
using bioinformatics tools. The integration of these epitopes is designed to confer broad-spectrum protection 
against GAS strains carrying exotoxin, particularly those linked to invasive infections. Immunogenicity studies 
in mice revealed a robust humoral immune response targeting both components of the hybrid protein. Further 
evaluation of protective efficacy demonstrated accelerated bacterial clearance in vaccinated animals, with the 
SpeA fragment playing a significant protective role. These findings emphasize the potential of this recombinant 
chimeric vaccine as a promising candidate for the prevention of group A streptococcal infections, addressing 
the critical need for effective prophylactic strategies against GAS-associated diseases.

Keywords: group A Streptococcus, C5a peptidase, exotoxin SpeA, recombinant chimeric vaccine, immunogenicity, protectivity
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Introduction
Group A Streptococcus (S.  pyogenes, GAS) is 

widely distributed and is responsible for a spectrum 
of diseases in humans, exhibiting diverse clinical 
presentations and varying degrees of severity [18, 23, 
28, 36]. These include tonsillitis, pharyngitis, acute 
respiratory infections, otitis, impetigo, scarlet fever, 
erysipelas, rheumatic fever, glomerulonephritis, and 

vasculitis. Less common manifestations encompass 
necrotizing fasciitis and myositis, enteritis, focal 
lesions within internal organs, and toxic shock 
syndrome. According to estimates from the World 
Health Organization (WHO), GAS infections afflict 
over 100 million individuals annually, culminating 
in more than half a million deaths each year due to 
associated diseases [45].

While GAS remains susceptible to antibiotics, 
antibiotic therapy alone is insufficient as a primary 
treatment for rheumatic fever and rheumatic heart 
disease. It merely reduces the duration of the 
illness and alleviates symptoms. Furthermore, the 
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widespread use of antibiotics has contributed to the 
emergence of antimicrobial resistance in GAS [8, 
9, 15, 27, 32, 46], further complicating the situation 
and underscoring the need for new vaccine-based 
prevention strategies [10, 37].

As of now, licensed vaccines targeting Group A 
Streptococcus (GAS) antigens are not available; 
however, significant efforts are underway towards 
their development [25]. The M protein, a key viru
lence factor of GAS, represents a primary target 
for vaccine research and development. Numerous 
vaccine candidates, predominantly centered around 
the M protein or its N- and/or C-terminal regions, 
have been under investigation. Encouragingly, certain 
candidates, such as a 6-, 26-, and 30-valent M 
protein-based vaccines, have demonstrated promising 
outcomes in preclinical assessments and early-stage 
clinical trials [14, 30]. 

Other Group A Streptococcus (GAS) surface 
proteins are also being studied as vaccine candidates. 
These include proteins such as streptococcal pyro
genic exotoxin (SpeA), fibronectin binding proteins 
(FBI), Streptococcus pyogenes cell wall proteinase 
(SpyCEP), streptococcal C5a peptidase (ScpA), 
arginine deiminase (ADI), trigger factor (TF), 
and streptolysin O (SLO). To date, most of these 
developments remain at the preclinical research 
stage [20, 43, 44].

The phenomenon of antigenic drift under the 
influence of the immune system, leading to constant 
variability in the antigenic properties of bacteria, 
necessitates the inclusion of conserved segments 
of bacterial molecules in vaccines and/or the 
development of multispecific vaccine compositions. 
In this regard, the use of recombinant proteins opens 
up prospects for the development of effective universal 
vaccine preparations. These pre-designed proteins 
can ensure good immunogenicity of the vaccine and 
reduce the risk of immune evasion [40].

Unlike multicomponent vaccines, chimeric vac
cines simplify manufacturing processes by eliminating 
the need to separately produce individual vaccine 
components. This not only reduces production costs 
but also improves the efficiency of vaccine pro
duction overall. In addition, chimeric constructs can 
be tailored to target specific factors of the immune 
system, such as inducing neutralizing antibodies or 
enhancing T cell immunity.

Incorporation of specific amino acid regions into 
chimeric proteins may reduce the risk of toxicity 
compared to full-length proteins derived from 
pathogenic bacteria, which may be inherently toxic. 
Additionally, chimeric proteins offer versatility 
and can be used in combination vaccines targeting 
multiple pathogens, highlighting their potential in the 
fight against co-infectious diseases.

In this article, we present the results of a study 
of a combined recombinant molecule consisting of 
a fragment of peptidase C5a and the erythrogenic 
toxin SpeA of S.  pyogenes (Dick toxin). Through 
the strategic integration of these moieties, we expect 
to achieve enhanced protection against exotoxin-
carrying GAS strains, especially those associated with 
invasive infections. The structure of this chimeric 
recombinant molecule, designated ScpA-SpeA, 
was determined through preliminary bioinformatics 
analysis. The recombinant ScpA-SpeA protein 
included conserved and immunogenic epitopes of the 
surface serine protease ScpA and the erythrogenic 
toxin SpeA.

Following two subcutaneous immunization of 
mice with the chimeric recombinant molecule, a 
systemic humoral immune response was elicited. 
Analysis of specific serum IgG revealed the presence of 
antibodies targeting both components of the combined 
molecule in circulation. Furthermore, quantitative 
assessment of S.  pyogenes content in the spleens of 
mice after intraperitoneal infection demonstrated a 
significantly higher rate of bacterial elimination from 
the bloodstream of vaccinated mice compared to that 
in control, non-immunized animals.

The implications of these results are discussed in 
the context of the potential utility of the developed 
construct for the prevention of GAS infections.

Materials and methods
Bacterial strains, culture media, and growth con

ditions
The Escherichia coli strains M15 and BL21 sourced 

from the collection of the Institute of Experimental 
Medicine (St. Petersburg, Russia) were utilized in this 
study. E. coli M15 cells were cultivated in LB medium 
(Luria Broth) supplemented with kanamycin at a final 
concentration of 25 μg/mL, and incubated at 37  °C 
with vigorous agitation overnight. For the production 
of recombinant protein, E. coli M15 transformants 
were cultured in Terrific Broth medium (prepared 
according to Maniatis) supplemented with ampicillin 
(100  μg/mL) and kanamycin (25  μg/mL), and 
incubated at 37 °C with vigorous agitation.

Similarly, E. coli BL21 cells were cultured in LB 
medium at 37 °C with vigorous agitation overnight. For 
the production of recombinant protein, E. coli BL21 
transformants were cultured in Terrific Broth medium 
(prepared according to Maniatis) supplemented with 
ampicillin (100 μg/mL), and incubated at 37 °C with 
vigorous agitation.

Streptococcus pyogenes serotype M1, obtained 
from the collection of the Institute of Experimental 
Medicine (St. Petersburg, Russia), was cultured in THB 
(Todd-Hewitt Broth) medium (HiMedia, India) for 
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24 hours at 37 °C under aerobic conditions. Bacterial 
cells were subsequently washed three times with PBS 
by centrifugation at 3500 rpm for 20 minutes and 
concentrated if necessary. The resulting suspension 
was utilized for peritoneal infection.

Method for quantitative determination of bacteria
To quantitatively assess bacterial concentration, 

10  μL of 10-fold dilutions of the sample were ino
culated onto the surface of 5% blood agar in 
triplicate. The inoculated plates were then incubated 
for 24 hours at 37  °C. For dilutions where colony 
counting is feasible, the average number of colonies 
formed was determined. Considering the dilution 
factor, this number was extrapolated to represent the 
bacterial concentration per milliliter of the original 
sample. The bacterial concentration was expressed 
in colony-forming units per milliliter (CFU/mL) of 
the sample.

Animal procedures
Female inbred Balb/c mice, aged 10 weeks, were 

obtained from the Rappolovo laboratory animal nur
sery in the Leningrad region, Russia. The mice were 
housed under standard laboratory conditions with ad 
libitum access to food and water.

Experimental procedures adhered to the principles 
outlined in EU Directive 2010/63/EU for animal 
experiments and were conducted in accordance with 
guidelines and under the supervision of the local 
biomedical ethics committee. Approval for these 
experiments was obtained during an ethics committee 
meeting held on January 28, 2021, as documented in 
Meeting Minutes 1/21.

Non-terminal procedures were performed under 
ether anesthesia. Animals were euthanized under 
ether anesthesia before cervical dislocation. The 
health status of the live vaccine- challenged mice was 
monitored and recorded once a day for ten days post-
vaccination. No animal showed any signs of illness 
following vaccine strain infection. No animals died 
(without euthanasia) as a result of the experimental 
procedures.

Immunization protocols
Proteins were administered subcutaneously into 

the dorsal area of mice at a dose of 20 μg/mouse, with 
two injections given at a three-week interval. Prior 
to injection, the protein was emulsified in 0.2 mL 
of PBS along with 0.1 mL of Imject Alum (Thermo 
Scientific, USA). Blood samples were collected from 
the submandibular vein on day 18 and on day 39 and 
centrifuged at 1500×g for 10 minutes. The collected 
sera were then stored at -20 °C.

Study of the protective effectiveness of vaccination
To assess the specific protective efficacy of the 

immune response, mice were intraperitoneally 
infected 3 weeks after the final injection with GAS at 
a dose of 5 × 107 CFU/mouse.

Spleens were collected in 3 and 15 hours post 
infection and homogenized in PBS using a Retsch 
MM-400 vibrating ball mill. Serial 10-fold dilutions of 
the homogenates were prepared in PBS, and aliquots 
of the dilutions were plated on solid nutrient medium 
(Columbia agar with 5% human red blood cells). The 
plates were then incubated at 37 °C for 14-16 hours, 
and colonies were subsequently counted under a 
microscope. The bacterial load in CFU per organ was 
calculated and expressed as log10.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
ELISA analysis was conducted following a pre

viously described protocol [12]. Maxisorb 96-well 
plates (Nunc; Denmark) were coated with 0.5 μg/ mL 
of the corresponding protein in 0.1 M sodium 
carbonate buffer, pH 9.3, overnight at 4  °C. Samples 
(100 μL) were added to duplicate wells in a series of 
two-fold dilutions and incubated for 1 hour at 37 °C. 
Following each step, the plates were washed with 
blocking buffer (0.05% Tween 20 in PBS). Serum and 
reagents were diluted using the same buffer. HRP-
conjugated goat anti-mouse IgG antibodies (Sigma, 
USA) were added at a volume of 100 μL per well. 
After incubation at 37 °C for 1 hour, the plates were 
developed with 100 μL per well of TMB substrate (BD 
Bioscience, The Netherlands). Color development 
was observed after 20 minutes of incubation, and the 
reaction was halted by adding 30 μL of 50% sulfuric 
acid. ELISA endpoint titers were determined as the 
highest dilution yielding an optical density at 450 nm 
(OD450) greater than the mean OD450 plus 3 stan
dard deviations of the negative control wells.

Bioinformatics analysis
Analysis of Group A Streptococcus (GAS) DNA 

and proteins was conducted utilizing the NCBI non-
redundant (nr) database and the BLAST tool [5], both 
of which are freely accessible resources. DNA primer 
design was facilitated by the Primer 3.0 computer 
program. Protein sequence analysis for B cell and 
T cell epitopes was performed using the Immune 
Epitope Analysis Database and Resource (IEDB), a 
freely available tool.

Genetic engineering procedures
A chimeric gene, scpA-speA, 1536 bp in length, 

was chemically synthesized with built-in BamHI and 
HindIII restriction sites and initially cloned into the 
vector plasmid DNA pAL2-T (Evrogen, Russia).

Fragments of the scpA and speA genes were 
obtained via polymerase chain reaction (PCR) using 
the primers listed in Table 1. The primer sequences 
were designed to incorporate BamHI and SacI 
restriction endonuclease sites for efficient cloning.

Subsequently, the resulting scpA-speA gene and 
scpA gene fragment were cloned into the expression 
vector pQE-30 (The QIAexpress System, Qiagen, 
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TABLE 1. OLIGONUCLEOTIDE PRIMERS

Primer name Sequence

Scpafor TCC TGG ATC CGA ACA AAC CGT AGA AAC TCC AC

Scparev TCT TGG AGC TCG GCT GTT TTG ACC GTA GCA GT

spefor GGA TCC AAG CCA ACT TCA CAG ATC TAG T

sperev GTA AGC TTC AAT TTG GCT TGT GTT TGA

USA). Additionally, the speA gene fragment was 
cloned into the expression vector pET-27.

Purification of recombinant proteins
Cultures of E. coli strains M15 and BL21 were grown 

in Terrific Broth medium and induced by the addition 
of an IPTG solution. Following induction, cells were 
lysed using an ultrasonic disintegrator (Soniprep 
150plus, MSE, UK). The resulting cell lysate was then 
applied to a Ni-Sepharose column for the purification 
of recombinant proteins. Following purification and 
determination of protein concentration using the 
Lowry method, the product was stored at -20 °C.

Immunoblotting analysis
Immunoblotting was performed according to 

standard protocols. Briefly, protein samples were 
separated by SDS-PAGE using a 12% polyacrylamide 
gel and transferred onto a nitrocellulose membrane 
using a semi-dry transfer system. The membrane was 
then blocked with 5% non-fat milk in Tris-buffered 
saline with 0.1% Tween-20 (TST) for 1 hour at room 
temperature. After blocking, the membrane was 
incubated with primary antibodies (sera obtained 
from mice immunized with recombinant protein 
ScpA, SpeA or ScpA-SpeA) against the target protein 
overnight at 4  °C. Following primary antibody incu
bation, the membrane was washed three times with 
TST and then incubated with horseradish peroxidase-
conjugated secondary antibodies (Sigma, USA) for 
1 hour at room temperature. After three additional 
washes with TST, protein bands were visualized using 
staining HRP substrate  – 3, 3’-diaminobenzidine 
(DAB). 

Statistical data analysis
Data normality was assessed using the Shapiro–

Wilk test, and statistical significance (p-value) was 
determined using a Student’s t-test. Results are 
presented as mean ± SEM. Statistical analysis was 
conducted using the statistical module of GraphPad 
Prism 6 software (GraphPad Software, Inc., San 
Diego, CA, USA). p-values < 0.05 were considered 
significant.

Results 
The chimeric recombinant molecule investigated 

in this study was engineered from two components 

corresponding to the immunogenic regions of 
streptococcal proteins. It comprised a fragment of 
peptidase C5a (ScpA), an enzyme expressed on the 
bacterial surface that cleaves and deactivates human 
complement factor C5a, and a segment of the SpeA 
gene encoding the erythrogenic toxin of group A 
streptococci. Both proteins are recognized as virulence 
factors for group A streptococci.

The efficacy of antibacterial polypeptide vaccines 
is widely acknowledged to hinge upon the quality 
and specificity of the induced immune response. 
The specificity of a vaccine can be broadened by 
incorporating conserved regions into the vaccine 
molecule that are shared across a diverse array of 
serotypes of pathogenic bacteria.

With these considerations in mind, a preliminary 
bioinformatic analysis was conducted, facilitating the 
identification of conserved regions within the amino 
acid sequences of ScpA and SpeA. These regions were 
found to harbor T and B cell-dependent epitopes, 
thereby enhancing the potential specificity and 
efficacy of the vaccine.

The amino acid sequences used for bioinformatic 
analysis were retrieved from the NCBI Protein 
database [26] using the following accession numbers: 
WP_011055051.1, WP_011054794.1. These sequen
ces correspond to the proteins ScpA and SpeA from 
GAS strain MGAS315. The NCBI Protein database 
version used was the latest available at the time of 
retrieval. Conserved regions of the proteins were 
selected based on sequence alignment using BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool) [5] with a con
servation threshold of 100% identity.

The selected ScpA and SpeA protein sequences 
corresponded to the ScpA and SpeA sequences at 
positions 42-366 and 57-229, respectively (Figure 1). 

Subsequently, within the identified regions, ana
lysis using the IEDB immune epitope database re
vealed the presence of top-ranking B  cell epitopes, 
alongside T cell-dependent epitopes that exhibited a 
predicted strong binding affinity to MHC II molecules 
(Figure 2). 

During the construction of the vaccine mole
cule, functionally active regions were intentionally 
excluded from the sequences of streptococcal 
proteins. Specifically, the conserved active site of 
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Figure 1. Bepipred liner epitope prediction of ScpA and SpeA
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ScpA, characterized by three amino acid residues 
(Ser- Asp- His), was altered due to the absence of 
serine residue No. 512 [39]. Additionally, the selected 
SpeA structure lacked Glu-33, which is essential 
for the formation of a zinc binding site by the SpeA 
protein, necessary for MHC class II recognition [3]. 

These alterations were made to prevent the retention 
of functional activity in the vaccine molecules. The 
two amino acid sequences were linked together using 
the linker region GGGGGGSSS (Table 2).

The amino acid sequence of the chimeric 
recombinant protein ScpA-SpeA was translated into 
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Figure 2. The IEDB immune epitope database analysis of ScpA and SpeA
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EQAVETPQPTAVSEEVPSSKETKTPQTPDDAEETIADDANDLAPQAPAKT 
ADTPATSKATIRDLNDPSQVKTLQEKAGKGAGTVVAVIDAGFDKNHEAWR 
LTDKTKARYQSKEDLEKAKKEHGITYGEWVNDKVAYYHDYSKDGKTAVDQ 
EHGTHVSGILSGNAPSETKEPYRLEGAMPEAQLLLMRVEIVNGLADYARN 
YAQAIRDAVNLGAKVINMSFGNAALAYANLPDETKKAFDYAKSKGVSIVT 
SAGNDSSFGGKTRLPLADHPDYGVVGTPAAADSTLTVASYSPDKQLTETA  
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1 Sequence 1

GDPVTHENVKSVDQLLSHDLIYNVSGPUYDKLKTELKNQEMATLFKDKNV 
DIYGVEYYHLCYLCENAERSACIYGGVTNHEGNHLEIPKKIVVKVSIDGI 
QSLSFDIETNKKMVTAQELDYKVRKYLTDNKQLYTNGPSKYETGYIKFIP 
KNKESFWFDFFPEPEFTQSKYLMISL

Allele # Start End Lenght Core Sequence Peptide Sequence Score Percentile Rank
HLA-DRB3'02:02 1 194 208 15 YARNYAQAI LADYARNYAQAIRDA 0.9510 0.01
HLA-DRB3*02:02 1 193 207 15 YARNYAQAI GLADYARNYAQAIRD 0.9323 0.04
HLA-DRB1*07:01 1 234 248 15 FDYAKSKGV TKKAFDYAKSKGVSI 0.9655 0.04
HLA-DRB1*07:01 1 235 249 15 FDYAKSKGV KKAFDYAKSKGVSIV 0 9725 0.04
HLA-DRB1*07:01 1 233 247 15 FDYAKSKGV ETKKAFDYAKSKGVS 0.9537 0.06
HLA-DRB1*07:01 1 237 251 15 YAKSKGVSI AFDYAKSKGVSIVTS 0.9553 0.06
HLA-DRB1*07:01 1 236 250 15 YAKSKGVSI KAFDYAKSKGVSIVT 0.9566 0.06
HLA-DRB3*02:02 1 195 209 15 YARNYAQAI ADYARNYAQAIRDAV 0.9071 0.07
HLA-DRB3*01:01 1 125 139 15 WVNDKVAYY TYGEWVNDKVAYYHD 0.9361 0.07
HLA-DRB3*01:01 1 126 140 15 WVNDKVAYY YGEWVNDKVAYYHDY 0.9326 0 08
HLA-DRB3*02:02 1 192 206 15 YARNYAQAI NGLADYARNYAQAIR 0.8265 0.14
HLA-DRB3*01:01 1 127 141 15 WVNDKVAYY GEWVNDKVAYYHDYS 0.8447 0.14
HLA-DRB3*01:01 1 124 138 15 WVNDKVAYY ITYGEWVNOKVAYYH 0.8499 0.14
HLA-DRB1*07:01 1 232 246 15 FDYAKSKGV DETKKAFDYAKSKGV 0.8894 0.19
HLA-DRB1*15:01 1 131 145 15 VAYYHDYSK NDKVAYYHDYSKDGK 0.8389 0.37
HLA-ORB1*07:01 1 238 252 15 YAKSKGVSI FDYAKSKGVSIVTSA 0.8245 0.41
HLA-DRB4*01:01 1 32 46 15 IADDANDLA EETIADDANDLAPQA 0.5842 0.46
HLA-DRB5*01:01 1 106 120 15 YQSKEDLEK KARYQSKEDLEKAKK 0.6335 0.48
HLA-DRB4*01:01 1 80 94 15 TVVAVIDAG GAGTVVAVIDAGFDK 0.5398 0.57

Allele # Start End Lenght Core Sequence Peptide Sequence Score Percentile Rank
HLA-DRB3*02:02 1 17 31 15 LIYNVSGPN SHDLIYNVSGPNYDK 0.9216 0.05
HLA-DRB5*01 01 1 26 40 15 YDKLKTELK GPNYDKLKTELKNQE 0.8637 0.06
HLA-DRB5*01:01 1 25 39 15 YDKLKTELK SGPNYDKLKTELKNQ 0.8281 0.10
HLA-DRB3*02:02 1 16 30 15 LIYNVSGPN LSHDLIYNVSGPNYD 0.8652 0.11
HLA-DRB5*01:01 1 141 155 15 YIKFIPKNK YETGYIKFIPKNKES 0.8100 0.12
HLA-DRB5*01:01 1 142 156 15 YIKFIPKNK ETGYIKFIPKNKESF 0.7957 0.13
HLA-DRB4*01:01 1 111 125 15 VTAQELDYK KKMVTAQELDYKVRK 0.7749 0.19
HLA-DRB3*02 02 1 18 32 15 LIYNVSGPN HDLIYNVSGPNYDKL 0.7853 0.22
HLA-DRBS*01:01 1 140 154 15 YIKFIPKNK KYETGYIKFIPKNKE 0.7213 0.25
HLA-DRB5*01:01 1 24 38 15 YDKLKTELK VSGPNYDKLKTELKN 0.7215 0.25
HLA-DRB5*01:01 1 27 41 15 YDKLKTELK PNYDKLKTELKNQEM 0.7114 0.28
HLA-DRB4*01:01 1 110 124 15 VTAQELDYK NKKMVTAQELDYKVR 0.6903 0.30
HLA-DRB3*02:02 1 15 29 15 LIYNVSGPN LLSHDLIYNVSGPNY 0.6911 0.38
HLA-DRB1*03:01 1 123 137 15 YLTDNKQLY VRKYLTDNKQLYTNG 0.8882 0.39
HLA-DRB3*01:01 1 123 137 15 YLTDNKQLY VRKYLTDNKQLYTNG 0.6810 0.45
HLA-DRB1*03:01 1 122 136 15 YLTDNKQLY KVRKYLTDNKQLYTN 0.8619 0.50
HLA-DRB3*01:01 1 122 136 15 YLTDNKQLY KVRKYLTDNKQLYTN 0.6354 0.59
HLA-DRB5*01:01 1 143 157 15 YIKFIPKNK TGYIKFIPKNKESFW 0.5779 0.65
HLA-DRB4*01:01 1 88 102 15 VVKVSIDGI PKKIVVKVSIDGIQS 0.5057 0.69
HLA-DRB1*03:01 1 124 138 15 YLTDNKQLY RKYLTDNKQLYTNGP 0.8218 0.69
HLA-DRB4*01:01 1 109 123 15 VTAQELDYK TNKKMVTAQELDYKV 0.4959 0.76
HLA-DRB4*01:01 1 112 126 15 VTAQELDYK KMVTAQELDYKVRKY 0.4828 0.80
HLA-DRB3*01:01 1 121 135 15 YLTDNKQLY YKVRKYLTDNKQLYT 0.5360 0.81
HLA-DRB3*01:01 1 124 138 15 YLTDNKQLY RKYLTDNKQLYTNGP 0.5295 0.82

Prediction method: netmhciipan_el 4.1 | High score = good binders
Download result
Citations

Prediction method: netmhciipan_el 4.1 | High score = good binders
Download result
Citations
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Figure 3. SDS-PAGE of recombinant polypeptides

TABLE 2. AMINO ACID SEQUENCES OF RECOMBINANT POLYPEPTIDES

Recombinant 
polypeptide Amino acid sequences

ScpA-SpeA

MRGSHHHHHHGSEQAVETPQPTAVSEEVPSSKETKTPQTPDDAEETIADDANDLAPQAPAKTADT
PATSKATIRDLNDPSQVKTLQEKAGKGAGTVVAVIDAGFDKNHEAWRLTDKTKARYQSKEDLEKAK
KEHGITYGEWVNDKVAYYHDYSKDGKTAVDQEHGTHVSGILSGNAPSETKEPYRLEGAMPEAQLL
LMRVEIVNGLADYARNYAQAIRDAVNLGAKVINMSFGNAALAYANLPDETKKAFDYAKSKGVSIVTS
AGNDSSFGGKTRLPLADHPDYGVVGTPAAADSTLTVASYSPDKQLTETAMVKTDDQQDKEMPVLS
TNRFEPNKAGGGGGGSSSGDPVTHENVKSVDQLLSHDLIYNVSGPNYDKLKTELKNQEMATLFKD
KNVDIYGVEYYHLCYLCENAERSACIYGGVTNHEGNHLEIPKKIVVKVSIDGIQSLSFDIETNKKMVT

AQELDYKVRKYLTDNKQLYTNGPSKYETGYIKFIPKNKESFWFDFFPEPEFTQSKYLMISLIS

ScpA

MRGSHHHHHHGSTPQPTAVSEEAPSSKETKTPQTPDDAGETVADDANDLAPQAPAKTADTPATSK
ATIRDLNDPSQVKTLQEKAGKGAGTVVAVIDAGFDKNHEAWRLTDKTKARYQSKEDLEKAKKEHGI
TYGEWVNDKVAYYHDYSKDGKTAVDQEHGTHVSGILSGNAPSETKEPYRLEGAMPEAQLLLMRVE
IVNGLADYARNYAQAIRDAINLGAKVINMSFGNAALAYANLPDETKKAFDYAKSKGVSIVTSAGNDSS

FGGKTRLPLADHPDYGVVGTPAAADSTLTVASYSPDKQLTEILKLN

SpeA

MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAMDIGINSDPSQLHRSSLVKNLQNIYFLYEGDPVTHENVKSVDQLL
SHDLIYNVSGPNYDKLKTELKNQEMATLFKDKNVDIYGVEYYHLCYLCENAERSACIYGGVTNHEG
NHLEIPKKIVVKVSIDGIQSLSFDIETNKKMVTAQELDYKVRKYLTDNKQLYTNGPSKYETGYIKFIPK

NKESFWFDFFPEPEFTQSKYLMIYKDNETLDSNTSQIRKLAAALEHHHHHH

recombinant protein, and its purification are detailed 
in the “Materials and methods” section. The resulting 
chimeric recombinant protein ScpA-SpeA exhibited 
a molecular weight of 70±0.5 kDa (Figure 3).

Strains producing components included in the 
chimeric protein ScpA-SpeA were constructed, and 
recombinant ScpA and SpeA proteins were obtained 
as described in the “Materials and methods” section 
(Figure 3).

In an experiment conducted on Balb/c mice, 
the immunogenicity of the chimeric recombinant 
protein was assessed in comparison to its constituent 
fragments, ScpA and SpeA. The experimental 
protocol is illustrated in Figure 4.

Mice were subcutaneously immunized with the 
three proteins, and the IgG antibody levels in the 
blood serum were evaluated using ELISA after single 
and double immunization. ELISA analysis of the 
humoral immune response revealed that both the 
GAS chimeric proteins and recombinant analogs of its 
components, when administered twice, induced the 
accumulation of IgG antibodies in the blood serum. 
Importantly, the immune response to the chimeric 
molecule resulted in the production of antibodies 
specific to both components of the chimera  – C5a 
and SpeA. Furthermore, antibodies to C5a and SpeA 
in the ELISA assay interacted with the chimeric 
molecule immobilized on the bottom of the plate 
(Figure 5). 

The ELISA findings were corroborated through 
immunoblotting (Figure 6A). The results indicate 

a nucleotide sequence optimized for expression in 
E. coli. The synthesis of the nucleotide sequence of the 
gene encoding the chimeric protein, the principle of 
its cloning into the pQE-30 plasmid, the selection of 
transformant clones, the preparation of the chimeric 

70 kDa

55 kDa

40 kDa

25 kDa

SpeA ScpA ScpA-SpeA
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Figure 4. Schematic representation of the immunization protocol for mice followed by evaluation of the protective efficacy 
of the induced immune response
Note. For detailed procedures, refer to the “Materials and methods” section.

Figure 5. Sera analysis post-immunization: specific IgG 
response to ScpA-SpeA molecule detected in ELISA

that the serum of mice immunized with the chi
meric protein harbors antibodies capable of binding 
not only to the chimeric protein itself but also 
to the recombinant fragments of the peptidase 
ScpA and SpeA. Additionally, sera obtained from 
mice immunized with individual components of 
the combined protein exhibited binding to it in 
immunoblotting (Figure 6B).

A comparative investigation into the protective 
efficacy of the chimeric protein and its individual re
combinant components against S.pyogenes infection 
was conducted through intraperitoneal administration 
of a suspension of GAS serotype M1 at a dose of 5 × 107 
per mouse, followed by monitoring the bacterial count 
in the spleen of mice at 3 and 15 hours post-infection 
(Figure 7).

Mice subjected to standard immunization were 
intraperitoneally infected with a bacterial suspension. 
S. pyogenes load in the spleens was assessed at 3 and 
15 hours post-infection. For detailed procedures, 
refer to the Materials and methods section. Bacterial 
load were expressed as log10 and presented as mean ± 
SEM on the ordinate axis, (*) – p < 0.05.

After 15 hours following the onset of infection, 
a notable increase in the rate of clearance of 
intraperitoneally administered GAS was observed in 
mice vaccinated with both the GAS chimera and its 
components – SpeA and ScpA.

Thus, it has been demonstrated that the combined 
protein ScpA-SpeA, comprising fragments of C5a 
peptidase and erythrogenic toxin, displays im
munogenicity upon subcutaneous administration 
twice to mice, eliciting a robust humoral immune 
response. IgG antibodies, specific to the chimeric 
protein itself, as well as its individual components, 
accumulated in the blood serum. Following intra
peritoneal infection caused by GAS serotype M1, 
accelerated elimination of streptococcus from the 
bodies of mice immunized with the chimeric protein 
and its individual components was reliably observed.
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Figure 7. Assessment of protective efficacy of the immune 
response

Figure 6. Immunoblotting analysis of serum specificity
Note. A, electrophoresis was performed on a 12% polyacrylamide gel (PAGE) to separate the proteins ScpA-SpeA, ScpA, and SpeA, followed 
by transfer to nitrocellulose paper and treatment with serum obtained from mice immunized with the chimeric protein ScpA-SpeA. B, the chimeric 
protein ScpA-SpeA was subjected to 12% PAGE electrophoresis in triplicate, followed by transfer to nitrocellulose paper and treatment with 
sera obtained from mice immunized with proteins ScpA, SpeA, and the chimeric ScpA-SpeA, respectively. For detailed procedures, refer to 
the Materials and methods section.

Discussion
The World Health Organization (WHO) has 

articulated the need to create an effective vaccine 
against Group A Streptococcus (GAS), which has 
led to increased research in this area [45]. The 
investigation of the M protein and its components 
as vaccine candidates has advanced to the stage of 
clinical trials [30]. Additionally, progress has been 

made in the development of other non-M protein 
vaccines [20, 43, 44]. 

To ensure reliable neutralization or elimination 
of GAS, researchers frequently test multicomponent 
combinations of various streptococcal proteins [4, 
11,  33,  34,  35]. An alternative to mixing vaccine 
proteins into a single formulation is the production 
of combined recombinant proteins. These are 
composed of specially selected fragments of various 
GAS proteins that possess specific properties such as 
varied specificity, immunogenicity, conservativeness 
and safety.

We constructed a two-component protein consis
ting of tandem fragments of two GAS proteins: C5a 
peptidase (ScpA) and SpeA. Both proteins have been 
extensively studied as vaccine candidates due to their 
critical roles as major virulence factors for GAS [29]. 

Protein fragments were carefully selected to inclu
de conserved regions of the molecules containing T and 
B cell epitopes. This approach ensures the elicitation 
of a robust immune response following vaccination.

The production of composite recombinant vac
cine formulations represents a prominent avenue in 
the advancement of protein vaccine manufacturing 
technologies [6]. 

Among protein GAS vaccines, polyvalent recom
binant formulations comprising tandem variable 
sequences of N-terminal fragments of the M protein 
from various GAS serotypes occupy the forefront. 
However, given that the literature has described over 
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200 M serotypes of S. pyogenes to date, the feasibility 
of developing a vaccine capable of targeting all 
serological variants of GAS appears challenging [1]. 

Expansion of the serological specificity of the 
vaccine preparation can be achieved by including 
conserved protein regions in the vaccine molecule 
that are present in all or the most virulent and 
epidemiologically relevant strains of streptococci. 
The C5a peptidase shows a significant degree of 
conservation and is found in all members of the 
different GAS serotypes. C5a peptidase is a surface 
protein of GAS that plays an important role in 
immune evasion by cleaving the host chemotactic 
peptide C5a and interfering with the development of 
the host inflammatory response [17, 21]. 

The amino acid sequence of C5a peptidase shares 
98% similarity between S. pyogenes and Streptococcus 
agalactiae, suggesting the potential for vaccine-
mediated prevention, including against Group B 
streptococcus (GBS) infections [20]. Conversely, 
SpeA, encoded by temperate bacteriophages, is 
prevalent in the genome of the majority of GAS 
strains, contributing to the invasive properties of 
streptococci [19, 24]. 

Incorporation of SpeA, a known streptococcal 
pyrogenic exotoxin produced by GAS, into the 
vaccine molecule is expected to provide protection 
against the risk of invasive infections.

Regions exhibiting a high degree of homology, 
characterized by significant sequence conservation 
or alignment scores, were identified in the amino 
acid sequences of ScpA and SpeA using the BLAST 
tool. These regions were incorporated into the 
corresponding proteins of GAS serotypes associated 
with increased virulence across various clinical 
settings (serotypes M1, M3, M12, M18, M89).

The composite molecule was formulated to 
mitigate the risk of enzymatic activity associated 
with ScpA and the mitogenic activity linked to SpeA. 
Notably, the selected conservative fragment of ScpA 
lacked amino acid sequences responsible for the 
formation of the enzyme’s active center [39].

A mutation was introduced into the nucleotide 
sequence encoding the SpeA fragment to induce an 
amino acid substitution at Glu 33. This mutation, as 
indicated by Baker et al. (2001), results in a significant 
reduction in the mitogenic properties of the toxin [3]. 

According to bioinformatics analysis, the recom
binant polypeptides ScpA and SpeA, as well as the 
linear sequence of the studied combined molecule, 
contained a substantial number of B- and T-dependent 
epitopes essential for eliciting a robust T-dependent 
immune response. This was corroborated by the 
results of immune response assessments following the 
first and second immunizations.

Just two weeks after the initial subcutaneous 
administration, IgG antibodies to the test antigens 
were detected in the blood of mice. Subsequent immu

nizations led to increased antibody levels (Figure 5), 
indicating the T-dependent nature of the immune 
response to all test antigens.

Specific IgG targeting epitopes of ScpA and SpeA 
were observed in the blood of mice immunized with 
the chimeric protein (Figure 5). This was demonstrated 
in ELISA assays, where both the chimeric protein and 
its components were adsorbed onto the plate surface.

The data were corroborated by the results of 
immunoblotting. In immunoblotting, IgG antibodies 
present in the serum of mice vaccinated with the 
chimeric molecule showed binding affinity not only to 
the chimera but also to both individual polypeptides 
ScpA and SpeA (Figure 6A). IgG antibodies targeting 
ScpA and SpeA interacted with the chimeric protein 
molecule (Figure 6B). For practical application of the 
ScpA-SpeA vaccine molecule, additional assessment 
of the safety of antibodies formed against spatial 
determinants resulting from the secondary and tertiary 
folding of this artificial protein will be necessary.

The protective efficacy of the induced immune 
response was evaluated using a model of peritoneal 
GAS infection in CBA mice. GAS M1 serotype 
expressing SpeA was selected for the assessment of the 
vaccine protectivity. For this purpose we have chosen 
the peritoneal infection model. The reason for this 
choice was based on the inability of rodent models 
to establish significant oropharyngeal colonization of 
GAS or exhibit symptomatic infection. Since GAS is a 
human-specific pathogen, the lack of a native animal 
model for studying GAS pathogenesis has also posed 
challenges for GAS vaccine development [2].

The protective efficacy of vaccination was eva
luated by assessing the rate of bacterial clearance 
from the bodies of vaccinated and control animals, as 
indicated by the bacterial load in the spleen. A com
parative analysis of the protective effectiveness was 
conducted not only for the chimeric vaccine but also 
for its individual components.

Three hours post intraperitoneal administration, 
no significant differences were observed in the spleen 
infection levels among the studied groups, although 
there was a trend towards accelerated bacterial 
elimination in mice vaccinated with ScpA (Figure 7). 
However, after 15 hours, a significant reduction in 
bacterial load was evident in the spleens of mice across 
all three immunized groups compared to the control.

Anti-C5a peptidase antibodies play an essential 
role in the immune response to GAS infection by 
neutralizing the ScpA enzyme, thereby restoring 
the function of C5a. This leads to enhanced recruit
ment and activation of immune cells, improved 
phagocytosis, and overall more effective clearance of 
the bacteria, reducing the pathogen’s ability to evade 
the host immune system [21]. 

In line with classical concepts of infectious 
immunology, bacterial elimination primarily occurs 
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through effective opsonophagocytosis, which serves 
as the principal mechanism for limiting bacterial 
infection [22]. 

There is conflicting information regarding the 
opsonizing potential of ScpA-specific antibodies. 
Evidence suggests that immunization with the 
five-component vaccine preparation Combo5, 
which includes ScpA, leads to the formation of 
non-opsonizing antibodies [34]. Conversely, other 
data indicate that antibodies generated by a five-
component vaccine of similar composition possess 
opsonizing properties [4]. Additionally, according 
to Q. Cheng et al., IgG against the C5a peptidase of 
GBS are effective opsonins [7, 31]. 

This classical logic is less straightforward when 
considering the protective efficacy of the immune 
response elicited by vaccination with a pyrogenic 
exotoxin, which is an excreted protein. 

Several studies have explored the potential use of 
exotoxins as vaccine components. There is clinical 
observations documented in the literature that anti
bodies that neutralize streptococcal toxins protect 
patients from toxic shock [13, 16]. 

There is experimental evidence indicating that 
immunization with SpeA prevents the development 
of experimental nasopharyngeal infection of mice. 
According to authors, the proposed mechanism 
of infection suppression they recorded possesses 
a specific nature. ScpA targets and activates Vβ-
specific T cells, leading to the remodeling of the 
nasopharyngeal environment essential for initiating 
the early stages of GAS colonization. Specific 
antibodies capable of neutralizing SpeA prevent the 
formation of this environment, thereby impacting the 
early stages of colonization and preventing infection 
development [47]. 

Previously R.G. Ulrich described a protein vac
cine based on a recombinant fusion protein of strepto
coccal pyrogenic exotoxin B (SpeB) and streptococ
cal pyrogenic exotoxin A (SpeA) [41, 42].

Vaccination of susceptible to GAS infection 
HLA- DQ8 transgenic mice with the SpeA-SpeB fusion 
protein protected against a challenge with the wild-
type SpeA that was lethal to naïve controls. Vaccinated 
mice were protected from a lethal S. pyogenes infection. 
The authors recorded the protective effect based on 
mortality rates in the vaccinated and control groups 
and did not monitor bacterial infection. 

The authors of the aforementioned studies dis
cussed the protective mechanisms following SpeA 

immunization within the context of neutralizing the 
free pyrogenic toxin with antibodies and mitigating 
its pathogenetic effects. In our investigation, the 
intraperitoneal administration of GAS simulated 
an invasive infectious process. Bacteria within the 
peritoneal cavity could enter the bloodstream, 
either directly through compromised blood vessels 
or indirectly via the lymphatic system, ultimately 
reaching the spleen. Remarkably, after just 15 hours, 
a marked reduction in bacterial content was observed 
in the spleens of SpeA-immunized mice compared 
to controls, indicating an accelerated clearance of 
bacteria in transit through the bloodstream toward the 
spleen. The accelerated clearance of GAS from the 
circulation in the SpeA-vaccinated group could be 
attributed to the process of opsonophagocytosis.

It can be hypothesized that during the excretion 
process, the pyrogenic exotoxin SpeA remains on the 
bacterial cell surface for a certain duration, ample 
enough for opsonization to occur.

Indeed, it is plausible that SpeA could transiently 
associate with various components of the GAS 
cell wall, including peptidoglycan, teichoic acids, 
lipoteichoic acids, as well as adhesins and surface 
proteins. Such interactions may facilitate its retention 
on the bacterial surface, thereby extending the 
window of exposure for potential opsonization and 
subsequent clearance by the immune system [38]. We 
suggest that the planctonic variants of GAS which 
are dominating during to the invasive process might 
be more sensitive to such opsonization and clearance. 
A confident statement will require direct evidence 
however from our observations, it can be cautiously 
assumed that the protective potential of SpeA in the 
vaccine preparation may be realized not only through 
neutralizing the pyrogenic exotoxin with specific 
antibodies but also by accelerating the elimination of 
S. pyogenes via opsonophagocytosis.

Conclusions
Our results suggest that the ScpA-SpeA chimeric 

protein could be a valuable vaccine candidate for 
controlling GAS infections. The presence of con
served ScpA and SpeA fragments in the studied 
molecule implies the effectiveness of the immune 
response against multiple isolates of S. pyogenes due 
to extensive antibody cross-reactivity. This aspect 
warrants further exploration.
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ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ АНТИ-GD2  
CAR-T-КЛЕТОК С РАЗЛИЧНЫМ АНТИГЕН-
РАСПОЗНАЮЩИМ МОДУЛЕМ
Луцкович Д.В., Керезь М.А., Клыч А.В., Луцкович Е.С., 
Мелешко А.Н.
ГУ «Республиканский научно-практический центр детской онкологии, гематологии и иммунологии», 
д. Боровляны, Минская обл., Республика Беларусь

Резюме. Нейробластома (НБ) – самая распространенная экстракраниальная солидная опухоль у 
детей, 8-10% всех детских опухолей и частотой около 1-1,3 случая на 100 тыс. детей до 15 лет. Не-
смотря на использование интенсивного лечения с хирургическим вмешательством, высокодозной 
химиотерапией и радиотерапией, 5-летняя бессобытийная выживаемость составляет 25-50%, после 
рецидива – 10-40%. За последнее десятилетие стремительно развивается новый вид клеточной тера-
пии с модификацией лимфоцитов химерным антигенным рецептором (CAR). Одним из основных 
известных антигенов для создания CAR-T-терапии против НБ является дисиалоганглиозид GD2, 
экспрессия которого характерна в 100% случаев этого заболевания. Большинство клинических ва-
риантов анти-GD2 CAR основаны на scFv 14.G2, происходящим из химерного антитела 14.18 (де-
нутуксимаб). В 2020 FDA утвердило новое анти-GD2 гуманизированное антитело, 3F8 (накситамаб) 
с лучшим профилем безопасности. Несмотря на частичный успех, результаты анти-GD2 CAR-T-
терапии остаются скромными. Одним из вариантов увеличения специфичности рецептора является 
таргетирование O-ацетил-GD2, производное дисиалоганглиозида, в котором внешний остаток си-
аловой кислоты модифицирован O-ацетиловым эфиром. Ацетилирование GD2 происходит только 
в опухолевых клетках и не встречается в периферических нервах. Известно антитело 8B6, таргети-
рующее O-ацетил-GD2. Таким образом, как минимум 3 терапевтических антитела, 14G2a, hu3F8 и 
8B6, конкурируют друг с другом за таргетирование GD2 с помощью CAR-T-клеток. И во всех случаях 
анти-GD2 CAR содержит вставочные домены во внеклеточной части молекулы. Результаты отдель-
ных клинических испытаний опубликованы для CAR-T на основе 14G2a и hu3F8, но пока нет данных 
по использованию антитела 8B6 в составе CAR. Цель настоящего исследования – получить химерные 
антигенные рецепторы 2-го поколения на основе трех антител, с различной длинной внеклеточного 
домена и оценить их функциональную активность в отношении ряда клеточных линий для обоснова-
ния дальнейших клинических испытаний. 

Ключевые слова: нейробластома, иммунотерапия, антиген, GD2, O-ацетил-GD2, CAR-T
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FUNCTIONAL ACTIVITY OF ANTI-GD2 CAR-T CELLS WITH 
DIFFERENT ANTIGEN-RECOGNITION MODULE
Lutskovich D.V., Keraz M.A., Klych H.V., Lutskovich E.S., 
Meleshko A.N. 
Belarusian Research Center for Pediatric Oncology, Hematology and Immunology, Borovlyany village, Minsk Region, 
Republic of Belarus 

Abstract. Neuroblastoma (NB) is the most common extracranial solid tumor in children comprising, 8 
to 10% of all pediatric tumors, with incidence of about 1-1.3 cases per 100,000 children under 15 years of 
age. Despite the use of intensive treatment with surgery, high-dose chemotherapy and radiotherapy, the 5-year 
event-free survival rate is 25-50% and 10-40% after relapse. Over the past decade, a new type of cell therapy 
with chimeric antigen receptor (CAR) modification of lymphocytes has been rapidly developed. Among the 
main promising antigens for development of CAR-T therapy against NB is the disialoganglioside GD2, the 
expression of which is shown in 100% of NB cases. Most clinical variants of anti-GD2 CAR-T cells are based 
on scFv 14.G2, originating from chimeric antibody 14.18 (denutuximab). In 2020, the FDA approved a new 
anti-GD2 humanized antibody, 3F8 (naxitamab) with a better safety profile. Despite partial success, the results 
of anti-GD2 CAR-T therapy remain modest. One option to increase receptor specificity is based on targeting 
O-acetyl-GD2, a disialoganglioside derivative in which the external sialic acid residue is modified with an 
O-acetyl ester. Acetylation of GD2 occurs only in tumor cells, and it is not detected in peripheral nerves. An 
8B6 antibody is known to target O-acetyl-GD2. Thus, at least 3 therapeutic antibodies, 14G2a, hu3F8 and 
8B6, compete with each other for targeting GD2 with CAR-T cells. In all these cases, the anti-GD2 CAR 
contains insertion domains in extracellular portion of the molecule. Results of separate clinical trials have 
been published for CAR-T based on 14G2a and hu3F8. So far, however, there are no data on the usage of 8B6 
antibody in CARs. The aim of the present study is to obtain 2nd generation chimeric antigenic receptors based 
on three antibodies with different lengths of extracellular domain, and to evaluate their functional activity 
against a number of cell lines to justify further clinical trials. 

Keywords: neuroblastoma, immunotherapy, antigen, GD2, O-acetyl-GD2, CAR-T

Введение
Нейробластома (НБ)  – самая распростра-

ненная экстракраниальная солидная опухоль у 
детей, 8-10% всех детских опухолей и частотой 
около 1-1,3 случая на 100 тыс. детей до 15 лет [21]. 
Несмотря на использование интенсивного лече-
ния с хирургическим вмешательством, высоко-
дозной химиотерапией и радиотерапией, 5-лет-
ней бессобытийная выживаемость составляет 
25-50%, после рецидива 10-40 [1]. За последние 
десятилетия развитие иммунотерапии достигло 
значительного прогресса в лечении онкологи-
ческих заболеваний. Одним из перспективных 
направлений иммунотерапии является терапия 
Т-лимфоцитами, экспрессирующими транс-
генный рецептор Т-клеток (TCR) или химерные 
антигенные рецепторы (CAR). 

Химерный антигенный рецептор для распозна-
вания антигена как правило использует одноцепо-
чечный вариабельный фрагмент (scFv), получен-
ный из вариабельных доменов тяжелой и легкой 
цепей антитела, распознающий определенный 
поверхностный антиген HLA-независимым об-
разом. CAR кодируется одним геном, состоящим 
из scFv, шарнира или спейсера, трансмембран-

ной области, сигнального домена, такого как 
цепь CD3ζ из комплекса TCR, и домена костиму-
ляции (в основном 4-1BB и/ или CD28) [11]. Кли-
нический опыт применения CAR-T-клеточной 
терапии в целом оказался успешным, в основном 
при гематологических злокачественных ново-
образованиях, с разработкой анти-CD19 CAR-
препаратов, таких как Kymriah, Yescarta, Breyanzi 
и Tecartus, все из которых одобрены Управлением 
по контролю за продуктами и лекарствами США 
(FDA) для лечения В-клеточных злокачествен-
ных новообразований.

Клинические результаты, полученные при ис-
пользовании CAR для воздействия на солидные 
опухоли у взрослых или детей, на сегодняшний 
день показывают более слабую эффективность, 
чем при гематологических опухолях, отчасти из-
за отсутствия целевых специфических антигенов, 
демонстрирующих низкую устойчивость и эф-
фективность [16]. 

Одним из основных целевых антигенов для 
создания CAR-T-терапии против НБ является 
ганглиозид GD2, который широко экспресси-
руется на поверхности этих клеток. Экспрессия 
GD2 сильно ограничена в незлокачественных 
тканях, при этом ее низкий уровень наблюдается 
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только на периферических нервах, меланоцитах 
кожи, мозге и остеопрогениторах [14]. На конец 
2022 года, GD2 являлся второй по частоте встре-
чаемости мишеней, используемых для солидных 
опухолей, после мезотелина, в том числе основ-
ная мишень для таргетирования неробластомы 
CAR-T [19]. Большинство клинических вари-
антов анти-GD2 CAR основаны на scFv 14.G2, 
происходящем из химерного антитела 14.18 (де-
нутуксимаб) [15], реже используется гумани-
зированное антитело KM8138 [17]. В 2020 FDA 
утвердило новое анти-GD2 гуманизированное 
антитело, 3F8 (накситамаб) с лучшим профилем 
безопасности [6]. Во всех случаях анти-GD2 CAR 
содержит вставочные домены во внеклеточной 
части молекулы.

Одно из последних опубликованных клиниче-
ских испытаний с результатами 1/2 фазы (GD2-
CART01) опубликовано F. Del Bufalo в апреле 
2023 г. Рецептор третьего поколения с CD28, 
4-1BB и CD3z сигнальными доменами основан на 
14.G2-антителе. В конструкцию добавлен инду-
цибельный суицидальный ген каспазы 9 для без-
опасности, что было применено для 1 пациента. 9 
пациентов из 27 (33%) достигли полного ответа, 
и 5 из них сохранили ремиссию. CRS развился у 
74% пациентов, в том числе grade 3 у одного. 7/27 
пациентов развили тяжелую гепатотоксичность и 
1/27 – нейротоксичноть. Интересно, что болевой 
симптом, характерный для анти-GD2 антител, не 
был так выражен в случае анти-GD2 CAR-T [4]. 
Несмотря на частичный успех, результаты анти-
GD2 CAR-T-терапии остаются скромными. Об-
зор клинических испытаний и варианты дальней-
шего совершенствования метода CAR-T-терапии 
НБ изложены в последнем обзоре [12].

Одним из вариантов увеличения специфич-
ности рецептора является таргетирование O-аце
тил-GD2, производное дисиалоганглиозида в 
котором внешний остаток сиаловой кислоты 
модифицирован O-ацетиловым эфиром. Ацети-
лирование GD2 происходит только в опухоле-
вых клетках и не встречается в периферических 
нервах [3, 5]. Известно mAb 8B6, специфичное 
именно к O-ацетил-GD2, для которого показа-
на диагностическая ценность в распознавании 
материала НБ и меланомы методом иммуноги-
стохимии [2]. Плотность экспрессии O-ацетил-
GD2 на опухолевых клетках ниже, чем для GD2: 
от 10% до 50% молекул GD2 ацетилировано [7]. 
Доклинические испытания показали что 8B6-
антитело обладает терапевтическим эффектом, 
схожим с 14.18, но лучшим профилем безопасно-
сти [18]. Таким образом, O-ацетил-GD2 является 
перспективной мишенью для CAR-T-терапии.

Таким образом, известно как минимум 3 тера-
певтических антитела, 14G2a, hu3F8 и 8B6 кото-
рые конкурируют друг с другом за таргетирование 
GD2 с помощью CAR-T-клеток. Результаты от-

дельных клинических испытаний опубликованы 
для CAR-T на основе 14G2a и hu3F8, но пока нет 
данных по использованию антитела 8B6 в составе 
CAR. Цель настоящего исследования получить 
химерные антигенные рецепторы 2-го поколе-
ния с различной длинной спейсера и оценить их 
функциональную активность в отношении ряда 
клеточных линий для обоснования дальнейших 
клинических испытаний. 

Материалы и методы
Экспрессия маркеров нейробластомы на мате-

риале биопсии опухоли 
Экспрессия маркеров в материале биопсии 

пациентов оценивалась методами проточной ци-
тометрии. Исследованы биоптаты (ткань опухо-
ли или пораженный костный мозг) опухоли от 
23 пациентов с гистологически подтвержденным 
диагнозом. При иммунофенотипировании мето-
дом проточной цитометрии регион опухолевых 
клеток оценивается по фенотипу CD45-, CD56+, 
CD9+, CD81+. Дополнительное окрашивание 
проводили антителами к GD2. 

Клеточные линии
В работе были использованы следующие им-

мортализованные клеточные линии: T-лимфо
циты Jurkat (DSMZ Catalog ACC 282), HEK293T 
(ATCC CRL-3216)  – полученной из клеток эм-
бриональных почек человека. IMR-32 (ATCC 
CCL-127), LAN-1 (DSMZ ACC 655) и SK-N-
BE(2) (ATCC CRL-2271) – клеточные линии НБ 
человека. 143B (ATCC CRL-8303) и KHOS-240S 
(ATCC CRL-1545) – клеточные линии остеосар-
комы человека. Идентичность всех клеточных 
линий была проверена путем генотипирования 
STR полиморфизмов. Отсутствие контаминации 
микоплазмы контролировали методом ПЦР.

Сборка конструкции CAR
Сборка конструкций осуществлялась методом 

рестрикции и лигирования на основе вектора 
pWPXL (Addgene plasmid # 12257). Синтетиче-
ские последовательности ДНК scFv и компонен-
тов CAR были заказаны в Synbio Technologies. 
Собранные последовательности рецепторов 
были клонированы по сайтам рестрикции BamHI 
и EcoRI (NEB) в вектор pWPXL и трансформи-
рованы в компетентные клетки XL10 Gold. По-
лученные бактериальные колонии проверялись 
методом ПЦР c конструкт-специфичными прай-
мерами. Плазмидную ДНК выделяли коммерче-
ским набором (NucleoBond® Xtra Maxi MN) из 
ночной культуры положительных по ПЦР бак-
териальных клеток колоний с OD > 3. Проверку 
правильности собранной конструкции проверя-
ли рестрикционным картированием плазмидной 
ДНК и севкенированием по Сенгеру.

Получение CAR-T-клеток
В качестве исходного материала использова-

ли периферическую кровь здорового донора с 
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антикоагулянтом ЭДТА. Фракцию мононукле-
арных клеток (МНК) выделяли путем центрифу-
гирования на градиенте плотности с подсчетом 
в растворе 3% уксусной кислоты в камере Горя-
ева и концентрировали до 1  ×  107/мл. Т-клетки 
выделяли путем негативной иммуномагнитой 
селекции CD3+ клеток по инструкции набора 
EasySep (Thermo Fisher Scientific, США), считали 
в камере Горяева количество и жизнеспособность 
клеток в 0,4%-ном растворе трипанового сине-
го и записывали соотношения CD4/CD8 и фе-
нотипический состав. Активацию клеток перед 
трансдукцией обеспечивали магнитными части-
цами CD3/CD28 (Dynabeads™ Human T-Activator 
CD3/CD28, Thermo Fisher Scientific, США) в те-
чение 48 часов в среде RPMI-1640 (Gibco, США) 
с добавлением 10% ЭТС (Gibco, США) и 1× анти-
биотика-антимикотиа в присутствии цитокинов 
IL-7, IL-15, IL-21 (Miltenyi Biotec, Германия) в 
концентрации 10 нг/мкл. 

Спустя 48 часов после активации произво-
дили лентивирусную трансдукцию Т-клеток с 
множественностью инфекции 10 на плашках, об-
работанных RetroNectin (Takara Clontech, США) 
со спинокуляцией. Через сутки клетки отмывали 
той же полной средой с цитокинами и продолжа-
ли инкубацию в течение in vitro 8-12 суток с кон-
тролем прироста клеток, фенотипа и экспрессии 
tEGFR на 10-12-е сутки. Аналогичным образом, 
без добавления вируса, получали нетрансдуци-
рованные лимфоциты, используемые в экспери-
ментах в качестве MOCK-контроля.

NFAT индуцибельный GFP-репортер
Для проверки антиген-специфической акти-

вации химерных антигенных рецепторов нами 
был получен GFP-репортер путем трансдукции 
клеток Jurkat конструкцией с геном GFP под 
NFAT-индуцибельным промотором. Клон кле-
ток Jurkat-NFAT-GFP, не обладающий фоновой 
флуоресценций в отсутствие сигнала, далее был 
использован как репортерная клеточная линия. 
Клетки репортерной линии трансдуцировали 
тестируемыми конструкциями CAR так же, как 
и первичные Т-лимфоциты. В эксперименте на 
активацию, CAR+ Jurkat-NFAT-GFP-репортеры 
инкубировали в течение 18 часов совместно с мо-
дельными клеточными линиями мишеней, пред-
варительно окрашенными красителем CellTrace 
Violet (Thermo Fisher Scientific, США). Активация 
оценивалась по проценту GFP+ клеток (нормали-
зованное по количеству CAR+ клеток) и интен-
сивности сигнала флуоресценции (MFI) GFP.

Определение экспрессии маркера CD107a
В качестве мишеней использовали две клеточ-

ные линии – 143B GD2- и LAN1 GD2+. В качестве эф-
фекторов CAR-T-клетки донора 14G2a-BBz  (S),  
14G2a-BBz (L), 8B6-BBz (S), 8B6- BBz (L), hu3F8-
BBz (L), в качестве контроля использовались 
лимфоциты без трансдукции CAR (MOCK). Для 

разделения эффекторов и мишеней последние 
перед тестом стабильно окрашивались виталь-
ным красителем CellTrace Violet (Thermo Fisher 
Scientific, США). В 96 луночный планшет вноси-
ли клетки мишени и эффекторы в соотношении 
1:1 без цитокинов, спустя час инкубирования 
в каждую лунку добавляли монензин (Sigma-
Aldrich) и культивировали при 5%  СО2, 95  % 
влажности и 37 °С 20 часов. За 4 часа до оконча-
ния теста в каждую лунку добавляли моноканаль-
ное антитело (мАт) CD107a_PE. По завершению 
теста, образцы дополнительно окрашивались 
мАт  – CD45_KO, CD3_PC7, CD8_FITC и при-
ступали к записи на проточном цитофлуориметре 
DxFlex (Beckman Coulter, США).

Цитотоксический тест
Тест проводился в 96-луночном планшете 

при совместной инкубации эффекторов (CAR-
T-клеток и MOCK-контроль) с клетками-мише-
нями в течение 16 часов с последующей записью 
на проточном цитофлуориметре мертвых клеток 
мишеней с окраской 7-AAD. Тест поводился в 
триплетах для трех соотношений эффектор : ми-
шень = 2:1, 1:1, 1:2. Для разделения эффекторов 
и мишеней последние перед тестом также окра-
шивались витальным красителем CellTrace Violet. 
Расчет цитотоксической активности (ЦТА) вы-
полнялся по формуле (7AAD+ c эффекторами) – 
(7AAD+ без эффекторов)  /  100%  – (7AAD+ без 
эффекторов). В качестве мишеней использовали 
GD2+ клеточную линию НБ LAN1, в качестве от-
рицательного контроля – GD2- линию остеосар-
комы 143B. 

Тест на истощение CAR-T-клеток с рестимуля-
ций мишенями

Тест проводился в 96-луночном планшете 
при совместной инкубации эффекторов с клет-
ками-мишенями с установленным соотноше
нием 1:1 на день 0. Клетки-мишени перед тестом 
были окрашены витальным красителем CellTrace 
Violet. Каждые 2 дня производили запись одной 
исследуемой лунки на проточном цитофлуори-
метре, для определения мертвых клеток-мише-
ней с окраской 7-AAD и персистенцию CAR-T с 
окраской EGFRt. В оставшиеся лунки добавляли 
свежеокрашенные CellTrace Violet клетки-мише-
ни в том же количестве, что и в день 0. Тест вы-
полняется в полной среде RPMI1640 c 10% ЭТС в 
отсутствие цитокинов. Истощение Т-клеток оце-
нивали на 8-е сутки после окраски эффекторов 
TIM-3 (PE), TIGIT (PC7), PD1 (APC-750). 

Статистика
Статистическую обработку данных проводили 

в программах GraphPad Prism 8.0 и R-статистика. 
Для сравнения различий по активации и цито-
токсической активности использовался t-тест 
для независимых выборок (при равенстве дис-
персий) и критерий Уэлча (при неравенстве дис-
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персий двух групп). Значение p  <  0,05 считали 
значимым для статистических выводов.

Результаты
Экспрессия GD2 на клетках нейробластомы 

пациентов
Маркер GD2 входит в диагностическую па-

нель для анализа минимальной остаточной бо-
лезни и оценки поражения костного мозга (КМ) 
в типичном для НБ фенотипе CD45-, CD56+, 
CD81+, GD2+, B7-H3+. Типичный пример выде-
ления региона опухолевых клеток показан на ри-
сунке 1. Материалом для анализа являлась опу-
холевая ткань с подозрением на НБ и костный 

мозг пациентов с подтвержденным диагнозом. 
Поражение было в 33 образцах от 29 пациентов 
при первичном диагнозе или рецидиве заболе-
вания (15 образцов КМ и 18 опухолевой ткани). 
Для ткани содержание опухолевых клеток оцени-
валось в интервале 0,61-91% (медиана 23%). Все 
образцы ткани НБ были положительны по GD2 
(100%). Из 15 образцов КМ 3 были негативны по 
GD2 (20%). Содержание GD2+ клеток в поражен-
ном КМ пациентов составляло 0-73% (медиана 
0,3%). GD2- образцы КМ содержали 0,2%, 0,04% 
и 0,09% атипичных клеток, таким образом, отсут-
ствие экспрессии GD2 связано с низкой опухоле-

Рисунок 1. Экспрессия GD2 на клеточных линиях нейробластомы, остеосаркомы и опухолевых клетках пациентов 
с гистологический подтвержденной нейробластомой
Figure 1. Expression of GD2 on neuroblastoma, osteosarcoma cell lines and tumor cells from patients with histologically confirmed 
neuroblastoma
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вой нагрузкой или недостаточным количеством 
материала. 

Экспрессия GD2 на модельных клеточных ли-
ниях 

Мы оценили экспрессию GD2 на трех клеточ-
ных линиях НБ, двух клеточных линиях остео-
саркомы и одной неопухолевой клеточной линии 
с помощью проточной цитометрии. Клеточные 
линии НБ LAN-1 и IMR-32 были 100% положи-
тельными по GD2 с высокой интенсивностью 
экспрессии (ΔMFI  =  2  ×  105). Клеточная линия 
SK-N-BE(2) обладала низкой экcпрессией, 65% 
GD2+, ΔMFI  =  2 ×  103. Клетки остеосаркомы 
143B были полностью негативны по экспрессии 
GD2, клетки HEK293T и KHOS отрицательны 
с содержанием 5% и 13% слабоположительных 
GD2-клеток соответственно (рис.  1). Далее, мы 
использовали клетки LAN-1 как GD2+ мишени и 
143B как GD2- контроль для большинства тестов 
функциональной активности CAR-T-клеток. 

Дизайн химерных антигенных рецепторов
Было разработано 5 вариантов анти-GD2 кон-

струкций CAR второго поколения, с включением 
в качестве антиген-распознающего домена scFv 
трех моноклональных антител  – 14G2a, 8B6 и 
hu3F8. Все варианты рецепторов включали шар-
нирный регион IgG4, трансмембранный домен 
CD28TM, внутриклеточный костимуляторный 
домен 4-1BB и сигнальный домен CD3ζ. В кон-
це через пептид 2А разместили транкированный 
вариант EGFRt в качестве белковой метки для 
мониторинга CAR-T-клеток. Вариации в кон-
струкции рецептора были внесены путем добав-
ления вставочных иммуноглобулиновых доменов 
CH2-CH3 между антигенсвязывающим доменом 
и трансмембранным доменам (L) или без него (S) 
(рис. 2, см. 3-ю стр. обложки). 

Aктивация с GFP-репортерными клетками
В результате теста произошло успешное рас-

познавание антигена, и через CAR проходил сиг-
нал, который индуцировал экспрессию зеленого 
флуоресцентного белка (GFP). Свечение CAR+ 
Jurkat-NFAT-GFP-репортеров в отсутствие кле-
ток мишеней отражал тонический сигнал, не-
специфический по отношению к антигену, 
off-target распознавание или самоактивацию ре-
цептора (рис. 3, см. 3-ю стр. обложки).

Тонический сигнал для всех рецепторов со-
хранялся на низком уровне до 10%, примерно 
соответствующему неспецифическому сигналу 
от GD2- клеток-мишеней (HeLa, 143B). Наи-
больший тонический и неспецифический сигнал 
наблюдался для рецептора 8B6-BBz (L). Спец-
ифическая активация в тесте с GD2+ положи-
тельными клетками-мишенями (SK-N-BE(2), 

IMR- 32 и LAN1) выражалась в кратном проросте 
GFP+ CAR-репортеров. 

При попарном сравнении длинных (L) и корот-
ких (S) вариантов рецепторов c антителом14g2a 
короткий вариант демонстрировал большую ак-
тивацию для вариантов с антителом 8B6 без до-
стоверных отличий. Сравнение CAR на основе 
разных антител показал преимущество 14g2a и 
hu3F8 над 8B6 по всем GD2+ мишеням. Рецептор 
hu3F8-BBz (L) близок к 14G2a-BBz (S), но имеет 
тенденцию к лучшей активации на клетках BE(2) 
со сниженной экспрессией GD2. 

Фенотип анти-GD2 CAR-T-клеток
Спустя 14 дней культивирования для каждого 

варианта анти-GD2 CAR-T и нетрансдуциро-
ванных Т-клеток (MOCK-контроль) оценивали 
уровень трансдукции и дифференцировочный 
фенотип методом проточной цитометрии. Со-
держание CD3+ клеток в продукте всегда пре-
вышало 90% (92-99%). Соотношение CD4/CD8 
при используемом методе селекции и экспансии 
клеток составило в среднем 2:1, с вариацией для 
CD4+ клеток 55-60%, CD8+ клеток 37-44%. Уро-
вень трансдукции по маркеру tEGFR составил 
20-35% (медиана 27%). 

Дифференцированная зрелость CAR-Т кле-
ток оценивалась по четырем маркерам CD45RO, 
CCR7, CD62L, CD95 с выделением этапов наи-
вных Т-клеток (Tnaiv) и стволовых клеток памяти 
(Тscm), центральной памяти (Tcm), перифериче-
ской памяти (Ttm) и терминальных эффекторов 
(Teff) (рис. 4). Сравнительным показателем, ха-
рактеризующим сохранением пролиферативного 
потенциала является суммарный уровень CCR7+ 
«ранних» клеток (Tnaiv + Тscm + Tcm). MOCK-
контроль сохранял уровень CCR7+ 22% для CD4-
клеток и 21% для CD8-клеток. CAR-T-клетки 
имели сходный профиль дифференцированной 
зрелости – CCR7+ 22,6-31,5% для CD4-клеток и 
21,7-26,3% для CD8-клеток.

Тест на определение экспрессии маркера CD107a
CD107a (LAMP-1, lysosomal associated mem

brane glycoprotein) является белком мембраны 
литических гранул, содержащих гранзим и пер-
форин. При активации цитотоксических клеток 
происходит высвобождение содержимого таких 
гранул (дегрануляция) и в этот момент CD107a 
обнаруживается на поверхности клетки [23, 24]. 
Таким образом, уровень CD107a является пока-
зателем цитотоксической активности CAR-T-
лимфоцитов.

Проведенный тест показал, что при инкуба-
ции CAR-T-клеток с мишенями, дегрануляция 
CAR-T-клеток происходит GD2-зависимым об-
разом (c LAN-1 более, чем с 143B) для CAR-T c 
распознающим доменом 14G2a и hu3F8, но не 
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Рисунок 4. Популяционный состав MOCK-контроля и CAR-T-клеток в конце инкубации
Figure 4. Population composition of MOCK-control and CAR-T cells at the end of incubation

Рисунок 5. Экспрессия CD107a в присутствии 
опухолевых клеточных линиях
Figure 5. Expression of CD107a in the presence of tumor cell 
lines

8B6, которое в данных условиях теста не отли-
чается от MOCK-контроля. Для 14G2a CAR-T-
клеток существенно более высокая дегрануляция 
показана для «длинного» варианта рецептора (L) 
со вставочными доменами (рис. 5). 

Цитотоксическая активность анти-GD2 СAR-
Т-клеток

Прямой цитотоксический тест поводили в 
соотношениях эффектор:мишень  =  2:1, 1:1, 1:2 
со всеми пятью вариантами CAR-T. Для пред-
ставления CAR-зависимой цитотоксичности ко-
нечные результаты рассчитывались как разница 
ЦТА CAR-T и соответствующего ему MOCK-
контроля (рис. 6). 

Все варианты CAR-T показали выраженную 
доза-зависимую цитотоксическую активность 
против GD2+ клеточной линии LAN-1, но не 
GD2- линии 143B. Для рецептора 14G2a-BBz (L) 
ЦТА превосходит 14G2a-BBz (S), достоверно для 
соотношения 2:1 (p  =  0,013). Цитотоксическая 
активность рецептора 8B6-BBz (L) также превос-
ходит короткий вариант 8B6-BBz (S) рецептора 
(p < 0,03 для соотношений 2:1 и 1:1). Длинный 
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Рисунок 6. Сравнение цитотоксической активности всех вариантов CAR-T_Anti-GD2 против клеточной линии LAN1 
и 143В в трех разных соотношениях
Figure 6. Comparison of cytotoxic activity of all CAR-T_Anti-GD2 variants against LAN1 and 143B cell line in three different ratios
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Рисунок 7. Цитотоксическая активность трех вариантов CAR-T_Anti-GD2 в тесте на рестимуляцию против 
клеточной линии LAN1 и 143В 
Примечание. А – график накопления мертвых клеток-мишеней. Б – график персистенции CAR-T. 
Figure 7. Cytotoxic activity of three CAR-T_Anti-GD2 variants in the restimulation test against LAN1 and 143B cell line 
Note. A, graph of dead target cells accumulation. B, graph of CAR-T persistence.
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Рисунок 8. Маркеры истощения CAR-T-клеток на 8-е 
сутки совместного культивирования с клетками-
мишенями (LAN-1 и 143B)
Figure 8. Markers of CAR-T cell depletion at 8 days  
of co-culture with target cells (LAN-1 and 143B)

вариант 14G2a-BBz обладает достоверно бо-
лее высокой ЦТА чем 8B6-BBz (L). Наиболь-
шей ЦТА обладает рецептор на основе антитела 
hu3F8 (p < 0,001 против всех).

Истощение CAR-T-клеток и контроль мишеней 
в тесте с рестимуляцией

Тест на истощение отличается от прямого ци-
тотоксического теста длительностью и регуляр-
ным добавлением мишеней в течение 14 дней. 
Тест позволяет оценить способность CAR-T-
клеток к экспансии, контролю большой опухо-
левой нагрузки и приобретению фенотипа ис-
тощения. Для данного теста были использованы 
варианты рецепторов (L) со вставочными доме-
нами. 

Результаты теста показали, что в тесте рецеп-
торы 14G2a-BBz (L) и hu3F8-BBz (L) на протя-
жении двух недель обеспечивали полный кон-
троль клеток-мишеней, с гибелью более 90% 
клеток LAN-1 во всех временных точках. Рецеп-
тор 8B6-BBz (L) обеспечил киллинг половины 
клеток мишеней на 2-е сутки, но затем ЦТА упа-
ла на уровень ниже 10%. Дальнейшая динамика 
показала еще больший отрыв ЦТА рецепторов 
14G2a-BBz (L) и hu3F8-BBz (L), которые к 14-му 
дню показали трехкратное преимущество перед 
8B6-BBz (L) в кумулятивной гибели мишеней 
LAN-1. В тесте с мишенями 143В со всеми тре-
мя рецепторами количество мертвых клеток-ми-
шеней находилось на одинаково низком уровне 
(рис. 7А). 

Тест не показал экспансии абсолютного ко-
личества CAR-T-клеток, но доля CAR+ клеток 
среди всех лимфоцитов в тесте имело разную ди-
намику. Все три варианта CAR-T-клеток перси-
стировали примерно одинаково в течение первой 
недели, с последующим приростом для 14G2a-
BBz (до 60%) и hu3F8-BBz (до 80%) к 11 дню при 
инкубации с LAN-1. CAR-T-клетки 8B6-BBz (L) 
персистировали на уровне 10-20% живых клеток 
в течение 11 суток теста как с LAN-1, так и 143B. 
На 14-е сутки отмечен прирост 8B6-BBz CAR-T-
клеток с обоими мишенями (рис. 7Б).

Мы так же оценили экспрессию маркеров 
иммунного истощения (TIM-3, TIGIT и PD1) 
Т-клеток после 8 дней культивирования с GD2+ 
(LAN1) и GD2- (143B) клетками-мишенями. 
Повышение экспрессии TIM-3, TIGIT и PD1 
отмечено для 14G2a-BBz и hu3F8-BBz в тесте с 
LAN-1 по сравнению с 143B (рис. 8). 

Обсуждение
В последнее десятилетие в онкологии озна-

меновалось большим успехом CAR-T-терапии. 
Первые клинические испытания CAR-T-
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терапии, нацеленные почти исключительно на 
дисиалоганглиозид GD2, показали скромный, 
но обнадеживающий результат. На сегодняшний 
день крайне актуальным является дальнейшее со-
вершенствование метода в сторону большей без-
опасности и эффективности терапии. На уровне 
химерного антигенного рецептора, это обеспечи-
вается специфичностью распознавания антигена, 
цитотоксической активностью CAR-T-клеток и 
антиген-зависимой персистенцией (экспансией) 
CAR-T-клеток.

В настоящей работе мы сравнивали функцио-
нальную активность CAR-T-клеток с тремя наи-
более перспективными антиген-распознающими 
антительными доменами: классическое анти-
тело 14G2a (денутуксимаб), гуманизированное 
антитело hu3F8 (накситумаб) и альтернативное 
антитело 8B6 в составе CAR второго поколения с 
4-1BB костимуляторнным доменом. Выбор рас-
познающего модуля антитела до сих пор остает-
ся открытым, поскольку CAR, основанные на 
14G2a- и hu3F8-антителах, показали сходный 
клинический результат, а 8B6 не использовался 
пока в клинических испытаниях в составе CAR. 
Открытым остается вопрос, насколько высокую 
аффинность к антигену должен иметь CAR для 
реализации наибольшего эффекта. Наибольшей 
аффинностью обладает hu3F8 (KD  =  11nM) [13], 
более низкой 14G2a (KD = 77nM [13] или 49 [2]). 
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Антитело 8B6 обладает промежуточной аффин-
ностью (KD = 32 [14]), но является более привле-
кательным из-за более высокой специфичности 
распознавания ацетилированной формы GD2, 
характерной для опухолевых клеток, но не пери-
ферических нервов [2].

Функциональная активность рецептора мо-
дулируется также длиной внеклеточной части 
рецептора, задаваемой вставочными иммуно-
глобулиновыми доменами CH2-CH3 встроен-
ными между антительной частью рецептора и 
трансмембранным доменом. Ранее было пока-
зано, что для анти-CD19 CAR длинный спейсер 
мешает распознаванию антигена и противоопу-
холевой активности [9]. Для GD2, как правило, 
используют CAR с длинными спейсером, что, 
вероятно, обусловлено пространственным рас-
положением антигена вблизи мембраны [17]. 
Недостатком включения иммуноглоублиновых 
Fc-доменов является их распознавание FcγRI 
(CD64) рецепторами макрофагов и ингибирова-
ние CAR-T-клеток. В нашем дизайне рецепто-
ра две мутации (L235E, N297Q) были внесены в 
IgG4 Fс для предотвращения распознавания Fc-
рецепторами  [10]. Короткие версии рецепторов 
14G2a и 8B6 без вставочных доменом также ис-
пытывались на нашем исследовании. 

Поскольку функциональная активность ре-
цепторов зависит также от плотности экспрес-
сии антигена на поверхности клеток, мы исполь-
зовали несколько вариантов клеток-мишеней, 
отличающихся по уровню экспрессии GD2. 
Клеточные линии IMR-32 и LAN1 высоко экс-
прессировали GD2, НБ SK-N-BE(2) имела ча-
стичную экспрессию, клетки линий HEK293T и 
KHOS минимальный уровень экспрессии GD2, 
остеосаркома 143B была полностью GD2 нега-
тивна. 

Тест на активацию с GFP-репортером точно 
отразил уровень экспрессии GD2 на клетках-ми-
шенях. Наибольшая активация для всех вариан-
тов рецептора была на клетках LAN1 и IMR- 32, 
сниженная на клетках SK-N-BE(2), уровень ак-
тивации всех вариантов CAR клетками HeLa и 
143В сопоставим с тоническим сигналом. Ин-
тересно, что в данном тесте уровень активации 
мало зависит от длинны спейсеры, но отличается 
для разных антительных доменов. Так, актива-
ция 8B6 CAR достоверно ниже активации CAR-
T-рецепторов на основе 14G2a и hu3F8. Рецеп-
тор на основе hu3F8 по активации превосходит 
14G2a только на клетках SK-N-BE(2) с низкой 
экспрессией GD2.

Цитотоксическая активность всех вариан-
тов CAR-T-клеток реализовывалась на клетках 
LAN1, но не 143B. При этом фиксируется до-
стоверно более высокая цитотоксическая актив-

ность для CAR-T с длинными вариантами рецеп-
тора 14G2a и 8B6. Таким образом, подтверждается 
преимущество длинного спейсера для разных 
вариантов анти-GD2 рецепторов. Длинный ва-
рианта рецептора на основе hu3F8 показал наи-
лучшие результаты цитотоксической активности 
превосходящей оба других антитела. 

Гибель клеток мишеней в цитотоксическом 
тесте оказалась конкордатной экспрессии мар-
кера дегрануляции CD107a на CAR-T-клетках. 
Рецепторы на основе 8B6-антитела имели ми-
нимальный уровень CD107a не отличимый от 
MOCK-контроля. Варианты CAR c 14G2a и 
hu3F8 достоверно повышали экспрессию CD107a 
при инкубации с LAN1 мишенями, но не 143B 
клетками. Рецептор 14G2a-BBz (L) повышал экс-
прессию почти вдвое больше варианта короткого 
рецептора 14G2a-BBz (L). 

Маркеры истощения CAR-T-клеток TIM-3, 
TIGIT и PD-1 на 8-е сутки совместного культи-
вирования с клетками-мишенями показали схо-
жие результаты с максимальной экспрессией на 
CAR-T-клетках с длинными вариантами 14G2a 
и hu3F8 рецепторов. Экспрессия этих маркеров 
имеет двойственное значение. С одной стороны, 
маркеры истощения отражают уровень актива-
ции CAR-T-лимфоцитов, сопровождающей их 
функциональную активность. С другой сторо-
ны, высокие показатели маркеров истощения 
приводят к ингибированию и в конце концов 
гибели Т-клеток. При равном уровне активации 
и цитотоксической активности преимущество 
будут иметь CAR-T-клетки с меньшей индукци-
ей маркеров истощения [8]. По нашим данным, 
hu3F8- BBz рецептор показал несколько более 
высокую активацию, чем 14G2a-BBz.

Три варианта CAR с наличием вставочных 
внеклеточных доменов рецептора сравнивались 
в финальном эксперименте на истощение с ре-
стимуляцией клетками мишенями LAN1 и 143B. 
Этот эксперимент наиболее полно демонстри
рует способность ограниченного количества 
CAR-T-клеток контролировать большое коли-
чество клеток-мишеней, а также пролифериро-
вать в их присутствии. В отличие от короткого 
цитотоксического теста длительный тест показал 
неспособность рецептора 8B6-BBz контроли-
ровать клетки-мишени LAN1. 14G2a-BBz (L) и 
hu3F8-BBz (L) обеспечили уничтожение клеток 
мишеней LAN1 в течение 2 недель с небольшим 
лидерством hu3F8-BBz после 10-го дня. В тесте с 
GD2-негативными клетками 143В гибель мише-
ней сохранялась на стабильно низком уровне, на-
капливались живые мишени.

Интересно, что отличие от подобных тестов 
с рестимуляцией для анти-CD19 CAR, в нашем 
исследовании не происходила экспансия анти-
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GD2 CAR-T-клеток в течение всего времени 
теста на уровне, превышающем исходное содер-
жание CAR-T. В течение первой недели во всех 
тестах, как с LAN1, так и 143B, происходило не-
большое увеличением доли CAR-T-клеток среди 
лимфоцитов за счет гибели нетрансдуцирован-
ных лимфоцитов. На 9-й день для 14G2a-BBz и 
hu3F8-BBz и на 11-й день 8B6-BBz CAR-T-клеток 
произошел скачок с персистенции CAR-T-клеток 
в культуре с LAN1 в отличие от культуры с 143B, 
где CAR-T гибли наряду с нетрансдуцированны-
ми лимфоцитами. К концу эксперимента наи-
большее содержание CAR-T-клеток (около 80%) 
сохранилось для hu3F8-BBz, и что неожиданно, 
для 8B6-BBz (около 70%), за счет резкого приро-
ста количества 8B6-BBz CAR-T-клеток с 11-х по 
14-е сутки. Подобный прирост 8B6-BBz CAR-T-
клеток можно объяснить замедленной активаци-
ей Т-клеток с этим рецептором. Персистенция и 
тем более экспансия CAR-T в ответ на стимуля-
цию антигеном является важнейшим фактором 

их клинической эффективности [20] при условии 
сохранения высокого уровня цитотоксической 
активности. 

Заключение
Обобщая все полученные результаты, мы по-

казали, что среди анти-GD2 CAR второго поко-
ления с 4-1BB сигнальным доменом, наилучшую 
противоопухолевую активность демонстрирует 
hu3F8-BBz с длинными внеклеточным спейсе-
ром, выигрывающий у 14G2a-BBz по цитоток-
сической активности и распознаванию клеток со 
сниженным уровнем экспрессии GD2. Наихуд-
шие показатели цитотоксической активности и 
активации показал рецептор 8B6-BBz. Тем не ме-
нее более высокая специфичность 8B6-антитела 
в отношении опухолевых клеток обладает потен-
циальным преимуществом, но для его реализации 
в виде CAR-T, очевидно, требуется изменение 
конструкции с целью увеличения аффинности и 
мультипликации внутриклеточного сигнала. 
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НЕТРИН-1 АКТИВИРУЕТ ЭКСПРЕССИЮ СОБСТВЕННОГО 
ГЕНА И ГЕНА СВОЕГО РЕЦЕПТОРА unc5b, НО ПОДАВЛЯЕТ 
ЭКСПРЕССИЮ ГЕНА ccl19 В МАКРОФАГАХ ЧЕЛОВЕКА 
ЛИНИИ THP-1 
Некрасова Е.В.1, Орлов С.В.1, 2

1 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Санкт‑Петербургский государственный университет», Санкт-Петербург, Россия

Резюме. По данным Всемирной организации здравоохранения, за 2021 год основной причиной 
инвалидности и смертности людей во всем мире была ишемическая болезнь сердца, на третьем месте 
по числу смертей – инсульт. Данные сердечно-сосудистые заболевания, в том числе инфаркт мио-
карда и аневризмы стенки аорты, обусловлены системным хроническим воспалительным процессом 
под названием атеросклероз. Это заболевание развивается на протяжении десятилетий и характери-
зуется нарушением целостности эндотелиального слоя сосудов, избыточным накоплением липидов 
в стенках сосудов, дисфункцией макрофагов и гладкомышечных клеток и развитием воспаления ар-
териальных стенок. Одним из путей регрессии атеросклероза может служить эмиграция макрофагов, 
нагруженных эфирами холестерола, из атеросклеротической бляшки по лимфатическим сосудам в 
региональные лимфоузлы и, в дальнейшем, в печень для последующего метаболизма холестерола. 
Белок нетрин-1 является ингибитором миграции иммунных клеток. Представляет интерес изучение 
аутокринной/паракринной регуляции экспрессии гена нетрина-1 в макрофагах человека. Понима-
ние этого процесса может являться основой для поиска новых подходов в терапии атеросклероза. 
Цель исследования  – изучить влияние белка нетрина-1 на уровень экспрессии генов ntn1, его ре-
цептора unc5b и хемокина ccl19. Работа выполнена на макрофагах, дифференцированных из линии 
острой моноцитарной лейкемии человека THP-1. Анализ экспрессии генов ntn1, unc5b, ccl19 на уров-
не матричной РНК проведен методами обратной транскрипции и количественной полимеразной 
цепной реакции в режиме реального времени, а на уровне белка анализ сделан методом проточной 
цитофлуориметрии. Нетрин-1 в концентрации 50 нг/мл индуцировал экспрессию генов ntn1 и unc5b, 
но подавлял экспрессию гена ccl19 в макрофагах человека. Однако в концентрации 250 нг/мл не-
трин-1 приводил к значительному снижению экспрессии собственного гена ntn1. Нетрин-1 оказыва-
ет ауторегулирующее влияние на экспрессию своего гена и гена своего рецептора unc5b в макрофагах 
человека. Подавление нетрином-1 экспрессии хемокина ccl19 в макрофагах может являться одним 
из путей ингибирования эмиграции макрофагов данным эффектором. Полученные результаты рас-
ширяют представление о регуляции экспрессии белков, ответственных за миграцию макрофагов, и в 
перспективе могут быть использованы для поиска новых мишеней в терапии атеросклероза.

Ключевые слова: нетрин-1, ntn1, unc5b, ccl19, макрофаги человека



1014

Nekrasova E.V., Orlov S.V.
Некрасова Е.В., Орлов С.В.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

NETRIN-1 UPREGULATES THE ITS OWN GENE EXPRESSION 
AND unc5b GENE EXPRESSION, BUT DOWNREGULATES 
ccl19 GENE EXPRESSION IN HUMAN MACROPHAGES THP-1 
CELL LINE
Nekrasova E.V.a, Orlov S.V.a, b

a Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
b St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russian Federation 

Abstract. According to the WHO data of 2021, ischemic heart disease was the leading cause of human disability 
and mortality at a global level, with brain stroke being the third leading cause of death. These cardiovascular 
diseases, including myocardial infarction and aortic aneurysms, are largely caused by atherosclerosis, a systemic 
chronic inflammatory process. This disease develops over decades and is characterized by the disruption of 
the vascular endothelial layer integrity, excessive lipid accumulation in arterial walls, macrophage and smooth 
muscle cells dysfunction, and evolving inflammation of arterial walls. One of approaches to atherosclerosis 
regression may be emigration of cholesterol ester-laden macrophage from atherosclerotic plaque via lymphatic 
vessels to the regional lymph nodes, and then to liver for subsequent cholesterol metabolism. The protein 
netrin-1 is inhibitor of immune cells migration. Particular interest is the study of the autocrine/paracrine 
regulation of netrin-1 gene expression in human macrophages. The understanding of this process may provide 
a basis for discovery of the new approaches to atherosclerosis therapy. The aim of the present article was to study 
the influence of protein factor netrin-1 on the gene expression levels of ntn1, its receptor unc5b, and ccl19. 
The experiments were carried out on the macrophage-like cells derived from acute monocytic leukemia cell 
line THP-1. The expression of ntn1, unc5b, ccl19 genes was performed by reverse transcription and real-time 
quantitative PCR (mRNA level), and by flow cytometry (at the protein level). Netrin-1 at the concentration 
of 50 ng/mL induced ntn1 and unc5b gene expression, but suppressed ccl19 gene expression in human macro
phages. However, netrin-1 applied at the concentration of 250 ng/mL caused a significant downregulation 
of the own ntn1 gene expression. Netrin-1 has autoregulatory effect on its own gene expression, and on the 
gene encoding its receptor (unc5b) in human macrophage-like cells. The downregulation of chemokine 
ccl19 expression in macrophages mediated by netrin-1 may be a potential way by which this effector inhibits 
macrophage emigration. The obtained results suggest a regulatory mechanism for expression of proteins 
responsible for macrophage migration, which in the future will enable application of these data for searching 
new targets in atherosclerosis therapy. 

Keywords: netrin-1, gene expression, ntn1, unc5b, ccl19, human macrophages
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Введение
Атеросклероз  – это хроническое системное 

заболевание, имеющее патофизиологические по-
следствия, такие как инсульт и инфаркт миокар-
да. Оно характеризуется аккумуляцией богатых 
холестеролом липопротеинов низкой плотности 
(LDL) в стенках артерий в местах, где целостность 
эндотелия может быть повреждена: ветвления, 
изгибы сосудов и другое. После проникновения 
LDL в субэндотелиальное пространство они под-
вергаются химическим и энзиматическим моди-
фикациям, превращаясь в окисленные (oxLDL) 
и другие формы модифицированных LDL [15]. 
OxLDL распознаются макрофагами как патоге-
ны и захватываются скавенджер-рецепторами. 
Макрофаги приобретают провоспалительный 
фенотип, активно секретируют провоспалитель-

ные цитокины, трансформируются в пенистые 
клетки и теряют способность к эмиграции в пе-
риферические лимфоузлы и, в дальнейшем, в пе-
чень. Эти клетки формируют некротическое ядро 
бляшки, что является спутником развития атеро-
склероза [2]. 

В недавних исследованиях был определен ряд 
факторов, подавляющих эмиграцию макрофагов 
из атеросклеротической бляшки: накопление 
холестерола в макрофагах, гипоксия, высокое 
артериальное давление, повышенная экспрессия 
в клетках ингибиторов миграции  – нетрина-1 и 
семафорина-3А [1, 9].

Нетрин-1  – это ламининоподобный белок, 
регулирующий хемотаксис клеток. На N-конце 
белка располагаются 2 домена: домен IV и до-
мен V, которые связываются с рецепторами DCC 
(супрессор колоректального рака), неогенином 
и рецепторами семейства UNC5 [21]. В зависи-
мости от того, с каким рецептором связывается 
нетрин-1, наблюдаются различные биологиче-
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ские эффекты. К примеру, связывание белка с 
рецептором DCC приводит к хемоаттракции, а 
связывание с семейством рецепторов UNC5 – к 
хеморепульсии [9]. С-конец этого белка богат ос-
новными аминокислотами, которые выступают 
сайтами связывания мембранных гликолипидов 
и протеогликанов, тем самым обеспечивая взаи-
модействие белка с компонентами клеточной по-
верхности и внеклеточным матриксом [10]. 

У человека ген нетрина-1 ntn1 локализуется 
на 17-й хромосоме и кодирует белок, состоящий 
из 604 аминокислотных остатков [5]. Высокий 
транскрипционный уровень нетрина-1 наблюда-
ется в сердце, головном мозге, почках и легких, 
при этом низкий уровень – в печени, тонком ки-
шечнике и селезенке [12]. Функции нетрина-1 
в организме человека обширные: он оказывает 
влияние на ангиогенез, морфогенез, ингибирует 
апоптоз, ввиду чего относится к онкогенам [5]. 
Нетрин-1 контролирует эпителиально-мезенхи-
мальный переход, ключевой процесс органогене-
за легких [5]. Кроме того, показано, что нетрин-1 
участвует в морфогенезе поджелудочной железы 
и ремоделировании разных типов тканей в экс-
периментах in vivo [12]. Эти данные указывают на 
то, что нетрин-1 и его рецепторы играют важную 
роль в морфогенезе множества тканей.

Данные о влиянии нетрина-1 на иммунную 
систему противоречивы. В зависимости от моде-
ли исследования и типа клеток, продуцирующих 
нетрин-1, этот белок оказывает провоспалитель-
ное либо противовоспалительное действие. Так, 
при развитии острого воспаления легких, почек 
и при перитоните нетрин-1 является противовос-
палительной молекулой. Однако в костной ткани 
и адипоцитах нетрин-1 выступает как провос-
палительный агент. Он способен активировать 
остеокласты, что приводит к остеолизу, т. е. раз-
рушению кости. При секреции нетрина-1 жи-
ровыми клетками развивается хроническое вос-
паление, инсулинорезистентность и подавление 
миграции близлежащих макрофагов [5].

В условиях развития атеросклероза нетрин-1, 
связываясь с рецептором UNC5B, подавляет ми-
грацию моноцитов и макрофагов [19]. На глад-
комышечных клетках имеется другой рецептор 
к нетрину-1  – неогенин. Через этот рецептор 
нетрин-1, наоборот, вызывает хемоаттракцию. 
Гладкомышечные клетки начинают активно ми-
грировать и образуют фиброзную капсулу вокруг 
бляшки [19]. Эндотелиальные клетки в нормаль-
ных физиологических условиях секретируют не-
трин-1 в кровяное русло в высоких дозах. В кро-
ви нетрин-1 связывается с рецептором UNC5B 
на поверхности моноцитов, лимфоцитов, ней-
трофилов и препятствует адгезии этих клеток к 
слою эндотелия [5, 9]. Помимо этого, нетрин-1 
подавляет экспрессию адгезионных молекул в 
эндотелиоцитах. При прогрессировании атеро-
склеротического поражения сосудов количество 

секретируемого нетрина-1 эндотелием снижа-
ется, но возрастает количество адгезионных 
молекул на эндотелиальных клетках, таких как 
VCAM-1, ICAM-1, E-селектин, что усиливает 
диапедез (процесс выхода форменных элементов 
крови через стенку сосуда в ткани) [5]. 

В макрофагах нетрин-1 ингибирует мигра-
цию, вызванную рядом хемокинов: CCL19, 
CCL21, CCL2 и анафилатоксином C5a через свя-
зывание со своим рецептором UNC5B [18, 19]. За 
эмиграцию нагруженных липидами макрофагов 
за пределы бляшки отвечают хемокины CCL19 
и CCL21 [9]. Исследован механизм подавления 
хемотаксиса в макрофагах: нетрин-1 ингибиру-
ет миграцию посредством угнетения активности 
малой ГТФазы Rac1 и подавления фосфорили-
рования киназы фокальной адгезии FAK. Эти 
сигнальные молекулы ответственны за реорга-
низацию актинового цитоскелета и поляризацию 
клеток [19]. Влияние макрофагального нетрина-1 
на атерогенез было продемонстрировано в экс-
периментах по делеции нетрина-1 в макрофагах 
мышей c гиперхолестеринемией (линия мышей, 
нокаутных по гену рецептора LDL): отсутствие 
нетрина-1 приводило к эмиграции нагруженных 
эфирами холестерола макрофагов в лимфати-
ческую систему и регрессии атеросклероза [19]. 
В других экспериментах было показано, что при 
высокой продукции нетрина-1 макрофаги поля-
ризуются в направлении M2 (противовоспали-
тельный статус), начинают продуцировать IL-4, 
IL-13 и перестают продуцировать IL-6 и цикло-
оксигеназу-2 (COX-2) [16]. Нетрин-1 активирует 
транскрипционные факторы PPARs (рецепторы 
активаторов пролиферации пероксисом), уча-
ствующие в противовоспалительном сигналин-
ге. Это приводит к репрессии активации факто-
ра транскрипции NF-κB, подавлению синтеза 
тромбоксана А2 и простагландина E2 в экспери-
ментах in vitro и in vivo [16]. С одной стороны, по-
ляризация клеток в направлении альтернативно 
активируемых макрофагов (M2) снижает локаль-
ное воспаление, с другой стороны, макрофаги 
M2 теряют способность к миграции, вызванной 
хемокинами CCL19 и CCL21, в отличие от M1 
(провоспалительных) макрофагов. Дело в том, 
что на мембране макрофагов M1 выставлен ре-
цептор, ответственный за хемотаксис, CCR7, в 
то время как в макрофагах M2 рецептор CCR7 
уходит с поверхности цитоплазматической мем-
браны в мембраны эндоплазматического рети-
кулума и перестает быть функциональным [20]. 
Таким образом, имеющиеся данные в литературе 
показывают, что иммуномодулирующий эффект 
нетрина-1 зависит от того, в каких клетках про-
дуцируется нетрин-1, и от соответствующего ми-
кроокружения. 

Есть клинические данные, свидетельствую-
щие о том, что концентрация нетрина-1 в плазме 
крови понижена у пациентов с субклиническим 
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атеросклерозом по сравнению со здоровыми па-
циентами. Имеется обратная корреляция кон-
центрации нетрина-1 в плазме крови с объемом 
атеросклеротических бляшек [3], а также с глике-
мией и высоким индексом массы тела, которые 
являются сердечно-сосудистыми факторами ри-
ска [8]. При этом внутриклеточный уровень не-
трина-1 в макрофагах повышен у пациентов со 
стабильной стенокардией и острым инфарктом 
миокарда [8].

Приведенный анализ показывает, что роль 
нетрина-1 в атерогенезе до сих пор обсуждается. 
Мало известно об аутокринной и паракринной 
регуляции нетрина-1 в макрофагах, о регуляции 
его рецептора UNC5B. В настоящей работе нами 
впервые представлены данные о влиянии нетри-
на-1 на экспрессию генов ntn1, unc5b, ccl19 в ма-
крофагах человека. 

Материалы и методы
Рекомбинантный человеческий нетрин-1 был 

приобретен у R&D Systems, США (6419-N1). 
Кроличьи поликлональные антитела против че-
ловеческого UNC5B (ab104871) и козьи поли-
клональные антитела  против IgG кроликов, ме-
ченные флуорофором TRITC (ab7051-1), были 
приобретены у компании Abcam (США). 

Клеточные культуры
Клеточная линия острой моноцитарной лей-

кемии человека THP-1 была получена из банка 
клеточных культур Института цитологии РАН. 
Клетки культивировали в атмосфере  5%  СO2 
при 37  °С в среде  RPMI-1640 (ООО «БиолоТ», 
Россия) с добавлением 10%-ной  телячьей эм-
бриональной сыворотки (FCS) и гентамицина 
в концентрации 40 мкг/мл. Дифференцировку 
моноцитов THP-1 в макрофаги проводили с ис-
пользованием форбол-12-миристат-13-ацетата 
(PMA) в концентрации 50 нг/мл (81 нM) в тече-
ние 24 ч. Затем клетки отмывали от форболового 
эфира, меняли среду на свежую RPMI-1640, со-
держащую 10% FCS и 40 мкг/мл гентамицина, 
и продолжали дифференцировку в течение 48 ч. 
Общее время дифференцировки клеток THP-1 
составляло 4 дня при инкубации с нетрином-1 
в течение 24 ч и 5 дней при инкубации с нетри-
ном-1 в течение 48 ч. 

Выделение РНК, обратная транскрипция и по-
лимеразная цепная реакция (ПЦР) в режиме реаль-
ного времени

Тотальную РНК из культивируемых клеток 
выделяли с использованием реагента ExtractRNA 
(ЗАО «Евроген», Россия) в соответствии с ин-
струкцией изготовителя. Концентрацию и чи-
стоту РНК определяли с помощью планшетного 
спектрофотометра Synergy 2 (BioTek, США). От-
ношение поглощения при длинах волн 260 нм и 
280 нм было выше 2, и отношение поглощения 
при 260 нм и 230 нм было выше 1,7. Отсутствие 

деградации РНК проверяли электрофорезом в 
1%-ном агарозном геле по сохранению целост-
ности рибосомальных РНК. Для проведения ре-
акции обратной транскрипции брали равное ко-
личество РНК для всех точек. Реакцию обратной 
транскрипции (c 1 мкг тотальной РНК) проводи-
ли с использованием смеси праймеров oligo(dT) и 
специфических 3′-праймеров к генам ntn1, unc5b, 
ccl19. Для проведения реакции использовали ре-
активы компании ЗАО «Евроген» (Россия). ПЦР 
в реальном времени проводили по технологии 
Taqman или по интеркаляции SYBR Green с ис-
пользованием амплификатора CFX96 (Bio-Rad, 
США). Компоненты реакционной смеси были 
приобретены у компании ООО «Синтол», Россия. 
Праймеры и флуоресцентные зонды для рефе-
ренсных генов, кодирущих белки 60S кислый ри-
босомальный белок P0 (RPLP0), циклофилин A и 
β-актин, были описаны ранее [13, 14, 17]. 

Для детекции мРНК гена ntn1 использовали 
следующие праймеры и зонд: прямой праймер 
5′_CCTGCAAAGCCTGTGATT_3′; обратный 
праймер 5′_GCGCTACAGGGATCTTTATG_3′; 
зонд 5′_ROX-CAGAGCCGCTCTCCCATCGC-
BHQ2 3′;

unc5b: прямой праймер 5′_
CAAGCAGGCACTGATTCT_3′; обратный прай-
мер 5′_CCGTTGCACTTGAAGTAGAT_3′;

ccl19: прямой праймер 5′_
GCTCACACATTCACCGTT_3′; обратный прай-
мер 5′_CAGCCATCCTTGATGAGAAG_3′.

Нормирование результатов ПЦР проводили 
по среднему геометрическому из трех референс-
ных генов (RPLP0, циклофилин А, β-актин), 
как описано ранее [14]. Пороговое число циклов 
(Ct) для каждого гена было определено с помо-
щью CFX-96 RealTime PCR System и программой 
Bio-Rad. Относительные значения уровня мРНК 
генов ntn1, ucn5b, ccl19, выраженные в процен-
тах относительно контроля, были вычислены по 
формуле:

2 (ΔCt (control) – ΔCt (опыт))  × 100%.

Проточная цитофлуориметрия
Макрофаги инкубировали с коллагена-

зой  (Accutase, Thermo Fisher, США) 20 мин при 
37 °С, снимали с планшета, центрифугировали и 
инкубировали в блокирующем буфере (фосфат-
но-солевой буферный раствор, 2% FCS) 30 мин 
при комнатной температуре на шейкере (ST3, 
ELMI, Латвия) при 500 об/мин. Клетки инкуби-
ровали с кроличьими поликлональными антите-
лами против человеческого UNC5B (разведение 
1:100) в блокирующем буфере в течение 1  ч при 
комнатной температуре на шейкере, отмывали 3 
раза в фосфатно-солевом буфере и далее инкуби-
ровали со вторичными козьими поликлональны-
ми антителами  против IgG кроликов, меченные 
флуорофором TRITC (разведение 1:1000) в бло-
кирующем буфере, в течение 30 мин в темноте 
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при комнатной температуре. Затем клетки отмы-
вали 3 раза в фосфатно-солевом буфере. Клетки, 
обработанные вторичными антителами, но не 
инкубированные с антителами против UNC5B, 
использовали в качестве контроля специфично-
сти иммунной окраски (изотип контроль). Про-
точная цитофлуориметрия была проведена с ис-
пользованием проточного цитометра Epics Altra 
flow cytofluorimeter (Beckman Coulter, США) и 
программы FCSalyzer (https://sourceforge.net/
projects/fcsalyzer/).

Статистический анализ
Тест на нормальность распределения прово-

дили с помощью критерия Шапиро–Уилка. При 
нормальном распределении результаты представ-
ляли как среднее арифметическое значение  ± 
стандартная ошибка среднего, при распределе-
нии, отличающемся от нормального – как меди-
ана ± интерквартильный размах. Статистический 
анализ различий между сравниваемыми груп-
пами выполняли с использованием t-критерия 
Стьюдента (непарный t-тест), критерия Манна–
Уитни, теста Данна. Различия считались стати-
стически значимыми при p  <  0,05. Статистиче-
скую обработку данных проводили с помощью 
программы GraphPad Prism8.

Результаты
В данной работе объектом исследования были 

неполяризованные M0 макрофаги человека кле-
точной линии THP-1. Была проведена инкуба-
ция макрофагов с нетрином-1 в концентрации 
10 нг/ мл, 50 нг/мл и 250 нг/мл в течение 24 ч и 48 ч 
и определение уровня мРНК нетрина-1 методом 
ОТ-ПЦР в режиме реального времени. Добавле-
ние нетрина-1 на 24 ч не приводило к значимому 
изменению уровня экспрессии гена ntn1 (данные 
не представлены). Статистически значимые из-
менения в уровне экспрессии наблюдались только 
через 48 ч при добавлении нетрина-1 в концен-
трации 50 нг/мл (рис. 1). Следовательно, нетрин-1 
способен усиливать экспрессию своего гена в 
ауто-/паракринной манере только при длитель-
ном воздействии (48 ч) в концентрации 50 нг/ мл. 
В связи с этим, данные условия инкубации мы 
применяли в последующих экспериментах. При-
мечательно, что нетрин-1 в более высокой кон-
центрации (250 нг/мл), наоборот, вызывал сниже-
ние экспрессии гена ntn1 (рис. 1).

Нетрин-1 является лигандом для рецептора 
UNC5B [5]. Мы исследовали влияние нетрина-1 
на уровень экспрессии UNC5B в человеческих 
макрофагах. По результатам проведенных экс-
периментов оказалось, что нетрин-1 усиливает 
уровень мРНК рецептора UNC5B (рис.  2), что со-
гласуется с литературными данными для других 
клеточных линий моноцитов/макрофагов [7].

Мы также исследовали эффект нетрина-1 на 
экспрессию гена ccl19 в человеческих макрофагах. 

Рисунок 1. Влияние нетрина-1 на уровень мРНК гена ntn1
Примечание. Макрофаги THP-1, дифференцированные 
в течение 3 суток, были инкубированы с тремя различными 
концентрациями нетрина-1 в течение 48 ч. Указан 
относительный уровень экспрессии мРНК ntn1, где за 100% 
принят уровень мРНК в нестимулированных клетках. 
Представлены медианные значения, планки погрешности 
соответствуют интерквартильному размаху, n = 15. 
Статистическая достоверность различий проверялась 
с использованием теста Данна, * p < 0,05. 
Figure 1. The influence of netrin-1 on ntn1 mRNA level
Note. The macrophages THP-1 differentiated for 3 days were 
incubated in three different concentrations of netrin-1 for 48 h. 
The diagram shows the relative ntn1 gene expression level (100% 
in the unstimulated cells). The diagram shows the median ± 
interquartile range, n = 15. Statistical significance of differences was 
tested using the Dunn’s test, * p < 0.05.

При добавлении нетрина-1 наблюдалось подавле-
ние экспрессии гена ccl19 (рис. 3). Таким образом, 
мы установили, что нетрин-1 подавляет экспрес-
сию гена хемокина ccl19 в этих клетках.

Помимо этого, представлялось важным ис-
следовать влияние нетрина-1 на экспрессию ре-
цептора UNC5B не только на транскрипционном 
уровне, но и на уровне белкового продукта (содер-
жание поверхностного UNC5B на цитоплазма-
тической мембране макрофагов). Методом про-
точной цитофлуориметрии было выяснено, что 
нетрин-1 увеличивает содержание своего рецеп-
тора UNC5B на поверхности макрофагов (рис. 4). 
Остается неисследованным влияние нетрина-1 на 
продукцию макрофагами белков: самого нетри-
на-1, а также хемокина CCL19. Это является за-
дачей для последующих исследований.

Обсуждение
Нетрин-1 секретируется эндотелиальными, 

гладкомышечными клетками и макрофагами [5]. 
Повышение продукции нетрина-1 в этих клетках 
наблюдается при атерогенезе, а также в ходе транс-
формации макрофагов в пенистые клетки [19]. 
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Рисунок 2. Влияние 50 нг/мл нетрина-1 на уровень мРНК 
unc5b
Примечание. Макрофаги THP-1, дифференцированные в 
течение 3 суток, были инкубированы с нетрином-1 в течение 
48 ч. Указан относительный уровень экспрессии мРНК unc5b, 
где за 100% принят уровень мРНК в нестимулированных 
клетках. Представлены средние значения, планки 
погрешности соответствуют стандартной ошибке среднего, 
n = 10. t-критерий Стьюдента, * – p < 0,05.
Figure 2 The influence of netrin-1 treatment in the concentration  
50 ng/mL on mRNA level unc5b gene
Note. The macrophages THP-1 differentiated for 3 days were 
incubated with netrin-1 for 48 h. The diagram shows the relative unc5b 
gene expression level (100% in the unstimulated cells). The diagram 
shows the mean values ± the standard error of mean, n = 10. Student 
t-test, *, p < 0.05.

Рисунок 3. Влияние нетрина-1 в концентрации 50 нг/мл 
на экспрессию гена ccl19
Примечание. Макрофаги THP-1, дифференцированные 
в течение 3 суток, были инкубированы с нетрином-1 в течение 
48 ч. Указан относительный уровень экспрессии мРНК ccl19, 
где за 100% принят уровень мРНК в нестимулированных 
клетках. Представлены результаты медианных значений, 
планки погрешности соответствуют интерквартильному 
размаху, n = 9. Критерий Манна–Уитни, # – p < 0,05.
Figure 3. The influence of netrin-1 in the concentration 50 ng/mL 
on mRNA level ccl19 gene
Note. The macrophages THP-1 differentiated for 3 days were incubated 
with netrin-1 for 48 h. The diagram shows the relative ccl19 gene 
expression level (100% in the unstimulated cells). The diagram shows 
the median values ± interquartile range, n = 9. Mann–Whitney test, #, 
p < 0.05. 

Концентрации нетрина-1 были выбраны со-
гласно работам по стимуляции этим белком 
человеческих культур эндотелиальных клеток 
HuAoEC, HUVEC и HMVEC [22], а также со-
гласно данным иммуноферментного анализа 
определения нетрина-1 в культуральной жидко-
сти перитонеальных макрофагов, полученных 
от мышей с нокаутом по гену аполипопротеин Е 
(apoE) [19].  В концентрации 10 нг/мл нетрин-1 
не оказывал биологических эффектов, в диапазо-
не 50-150 нг/ мл этот белок активировал рецептор 
UNC5B, что через последовательную активацию 
протеинкиназ FAK и AKT приводило к сдвигу 
клеточного равновесия в направлении выжива-
ния и пролиферации [4, 5, 22]. В концентрациях 
250-1000 нг/ мл нетрин-1 подавлял миграцию кле-
ток, опосредованную тем же рецептором [11]. 

Следует отметить, что наши эксперименты 
были проведены на нестимулированных макро-
фагах (M0). В научной литературе описано, что 
продукция нетрина-1 последовательно возрас-
тает по мере дифференцировки моноцитов в ма-
крофаги, а затем при поляризации макрофагов 
в направлении М1. Так, М1-макрофаги линии 
THP- 1 и альвеолярные крысиные макрофаги ли-
нии NR8383 значительно увеличивали уровень 
мРНК нетрина-1 через 3 ч, 6 ч, 12 ч, 24 ч и 48 ч 
с максимальным пиком через 12 ч по сравнению 
с М0-макрофагами. Секреция белка нетрина-1 
в культуральную среду значительно повышалась 

через 24 и 48 ч в сравнении с М0-макрофагами [6]. 
В данной работе была установлена регуляция гена 
ntn1 при действии нетрина-1 аутокринным/пара-
кринным образом. Было показано, что инкубация 
макрофагов THP-1 с нетрином-1 в концентрации 
50 нг/ мл в течение 2 суток является минимальной 
индуцибельной дозировкой для усиления экс-
прессии гена ntn1. Высокая концентрация нетри-
на-1 (250 нг/мл), наоборот, приводит к отрица-
тельной обратной связи. 

Известно, что продукция UNC5B так же, как 
и нетрина-1, возрастает при дифференцировке 
моноцитов в макрофаги. В частности, стимуля-
ция моноцитов PMA приводила к многократно-
му увеличению уровня мРНК и белка UNC5B у 
макрофагов линии THP-1, HL-60 (человеческая 
линия миелоидной лейкемии), перитонеальных 
макрофагов и макрофагов, выделенных из кост-
ного мозга мышей C57BL/6J после инъекции 
тиогликолатом [7]. Согласно данным анализа 
РНК одиночных клеток программы https://www.
proteinatlas.org/ экспрессия UNC5B в иммунных 
клетках перечислена далее от наибольшей к наи-
меньшей: гранулоциты, макрофаги, Купферов-
ские клетки, клетки Лангерганса, плацентарные 
макрофаги (клетки Кащенко–Гофбауэра).

Значимость повышения уровня мРНК нетри-
на-1 и его рецептора UNC5B в макрофагах под-
тверждают работы, проведенные на мышах с ги-
перхолестеринемией. Так, уровни мРНК ntn1 и 
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Рисунок 4. Влияние нетрина-1 в концентрации 
50 нг/мл на уровень поверхностного UNC5B
Примечание. THP-1 макрофаги, дифференцированные 
в течение 3 суток, были инкубированы с нетрином-1 
в течение 48 ч. Контроль – неcтимулированные 
макрофаги. +Нетрин-1 – макрофаги, инкубированные 
с нетрином-1. На диаграмме представлены 
медианные значения интенсивности флуоресценции 
± интерквартильный размах, n = 4. Критерий Манна–
Уитни, * – p < 0,05.
Figure 4. The influence of netrin-1 in the concentration 
50 ng/mL on UNC5B surface level
Note. THP-1 macrophages differentiated for 3 days were 
incubated with netrin-1 for 48 h. Control, macrophages 
without netrin-1 treatment. +Netrin-1, macrophages treated 
by netrin-1. The diagram shows the median values ± 
interquartile range, n = 4. Mann–Whitney test, *, p < 0.05. 

unc5b были значительно выше в макрофагах apoE-
дефицитных мышей, чем у мышей дикого типа, а 
также у мышей, находящихся на холестерол-бога-
той диете (Western diet), по сравнению с мышами с 
обычным питанием [19]. Наши опыты подтверди-
ли, что нетрин-1 увеличивает экспрессию UNC5B 
на транскрипционном и трансляционном уров-
нях в макрофагах. 

Нетрин-1 способен подавлять хемотаксис, 
вызванный CCL19 и другими хемокинами [18]. 
CCL19 и CCL21 – хемокины, синтезируемые 
лимфоидными органами конститутивно. Эти хе-
мокины ответственны за эмиграцию макрофагов, 
нагруженных эфирами холестерола, из атеро-
склеротических бляшек в периферические лим-
фоузлы. В отличие от CCL21, который отвечает 
не только за хемотаксис, но также и за адгезию 
лейкоцитов, CCL19 влияет только на миграцию 
клеток [9]. Согласно эпигеномному проекту The 
BLUEPRINT базы данных EMBL-EBI среди ге-
матопоэтических клеток наибольшей экспресси-
ей CCL19 обладают провоспалительные макро-
фаги, средней экспрессией – дендритные клетки, 
низкой экспрессией – CD3+CD4+CD8+ тимоци-
ты, остальные клетки не экспрессируют данный 
хемокин. В этой статье мы подтвердили механизм 

ингибирования миграции макрофагов нетри-
ном-1 через подавление экспрессии CCL19.

Выводы
Нетрин-1 в концентрации 50 нг/мл увеличи-

вает экспрессию своего гена и экспрессию гена 
unc5b (на уровне мРНК и белка) в макрофагах 
человека. Наоборот, нетрин-1 в более высокой 
концентрации (250 нг/мл) подавляет экспрес-
сию гена ntn1 в макрофагах. Нетрин-1 (50 нг/мл) 
снижает экспрессию гена хемокина ccl19 в ма-
крофагах, что может являться одним из путей ин-
гибирования миграции макрофагов данным эф-
фектором. На дальнейшем этапе исследований 
будет установлено влияние нетрина-1 на продук-
цию макрофагами белков нетрина-1 и CCL19.
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ОСОБЕННОСТИ АНТИГЕННОГО ФЕНОТИПА МОНОЦИТОВ 
ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ПАЦИЕНТОК С ПРИВЫЧНЫМ 
НЕВЫНАШИВАНИЕМ БЕРЕМЕННОСТИ
Павлов О.В.1, Корнюшина Е.А.1, Сельков С.А.1, 2

1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт акушерства, гинекологии и репродуктологии имени 
Д.О. Отта», Санкт-Петербург, Россия 
2 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Привычное невынашивание беременности представляет собой существенную клиниче-
скую проблему, которая затрагивает 1-5% популяции, при этом в более чем половине случаев причина 
преждевременной потери беременности остается неизвестной. Изменения морфофункциональных 
свойств моноцитов могут являться факторами, приводящим к различным осложнениям беременно-
сти, в частности к невынашиванию. Однако роль моноцитов в патогенезе привычного невынаши-
вания недостаточно изучена. Целью исследования было определение количественных изменений в 
содержании и фенотипических характеристиках свободных (не связанных с тромбоцитами) моно-
цитов на уровне всей популяции и отдельных субпопуляций моноцитов периферической крови при 
привычном невынашивании беременности в сравнении с неосложненной беременностью. Исследу-
емые группы составили женщины в возрасте 24-42 года с диагнозом привычный выкидыш с текущей 
беременностью сроком 6-12 недель и женщины с неосложненной (физиологической) беременностью 
(7-12 недель). В общей популяции и субпопуляциях моноцитов периферической крови пациенток 
методами проточной цитофлориметрии определяли содержание моноцитов и уровни экспрессии 
поверхностных антигенов: CD11b, CD86, CD162, HLA-DR, TREM-1. Установлено, что при при-
вычном невынашивании беременности доля свободных моноцитов понижена (74,6%) в сравнении 
с беременностью, протекающей без осложнений (83,4%), и это изменение происходит во всех трех 
субпопуляциях моноцитов: классических, промежуточных и неклассических. При этом на уровне об-
щей популяции моноцитов наблюдалось снижение уровня экспрессии HLA-DR и повышение уровня 
экспрессии CD11b, обусловленные фракцией классических моноцитов, тогда как экспрессия CD162, 
CD86 и TREM-1 существеннно не изменялась. Субпопуляции моноцитов вносили различный вклад 
в изменение уровней экспрессии активационных маркеров, связанное с привычным невынашива-
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нием, и эти изменения не всегда проявлялись на уровне всей популяции моноцитов. Полученные 
результаты свидетельствуют о том, что привычное невынашивание беременности сопровождается 
уменьшением содержания свободных моноцитов в периферической крови и изменениями антиген-
ного фенотипа моноцитов, характеризующими ослабление провоспалительных свойств и усиление 
адгезионных свойств этих клеток. Эти изменения могут лежать в основе патофизиологических про-
цессов, приводящих к преждевременному прерыванию беременности ранних сроков. Определение 
паттернов экспрессии активационных маркеров, характерных для конкретной акушерской патоло-
гии способствует не только выявлению патофизиологических механизмов репродуктивных наруше-
ний, но и совершенствованию методов их диагностики и выработке патогенетически обоснованных 
способов терапии.

Ключевые слова: беременность, привычное невынашивание беременности, моноциты, субпопуляции моноцитов, маркеры 
активации, провоспалительный фенотип, адгезионный фенотип

CHARACTERISTICS OF THE ANTIGENIC PHENOTYPE 
OF MONOCYTES IN PERIPHERAL BLOOD OF PATIENTS WITH 
RECURRENT PREGNANCY LOSS
Pavlov O.V.a, Kornyushina E.A.a, Selkov S.A.a, b

a D. Ott Research Institute of Obstetrics, Gynecology and Reproductive Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
b First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Recurrent pregnancy loss is a significant clinical problem affecting 1 to 5% of the population. 
The cause of premature loss of pregnancy remains unknown in more than half of the cases. Changes in the 
morphofunctional properties of monocytes can be factors leading to various pregnancy complications, in 
particular, to miscarriage. However, the role of monocytes in pathogenesis of recurrent pregnancy loss has not 
been sufficiently studied. The aim of the present study was to determine the quantitative changes in contents 
and antigenic phenotype of platelet-free (not bound to platelets) monocytes within whole cell population and 
individual subpopulations of peripheral blood monocytes in recurrent miscarriage compared to uncomplicated 
pregnancy. The study groups included 6-12-week pregnant women aged 24-42 years diagnosed with recurrent 
pregnancy loss, and women with physiological pregnancy (7-12 weeks). Monocyte content and expression 
of CD11b, CD86, CD162, HLA-DR, TREM-1 were determined by means of cytofluorimetric analysis in 
the total population and subpopulations of peripheral blood monocytes. We have found that the proportion 
of platelet-free monocytes in recurrent pregnancy loss was decreased (74.6%) compared to uncomplicated 
pregnancy (83.4%). All studied subpopulations of monocytes (classical, intermediate and non-classical) proved 
to contribute to these changes. Decrease in HLA-DR expression and increase in CD11b expression was observed 
in total cell population caused by a fraction of classical monocytes, while the expression of CD162, CD86 and 
TREM-1 did not change significantly. Subpopulations of monocytes contributed differently to the changes in 
expression levels of activation markers, being associated with recurrent miscarriage, and these changes were not 
always manifested in the total monocyte population. The results obtained suggest that recurrent pregnancy loss 
is accompanied by a decreased content of free monocytes in peripheral blood and changed antigenic phenotype 
of monocytes, reflecting a weakening of proinflammatory properties and increased adhesive properties of these 
cells. These changes may underlie the pathophysiological processes leading to premature termination of early 
pregnancy. Discerning the patterns of activation marker expression typical for particular obstetric disorders 
may contribute not only to deteciton of pathophysiological mechanisms of reproductive disorders, but also 
to the improvement of methods for their diagnosis, and development of pathogenetically justified methods of 
therapy.

Keywords: pregnancy, recurrent pregnancy loss, monocytes, monocyte subsets, activation markers, proinflammatory phenotype, 
adhesion phenotype
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Исследование выполнено на основе темы поиско
вого научного исследования № 123120700026-6  
«Разработка лабораторных модулей иммуноло-
гического обследования пациенток с целью про-
гнозирования различных форм акушерской и ре-
продуктивной патологии».

Введение
Привычное невынашивание беременности 

(ПНБ) представляет собой существенную кли-
ническую проблему, которая затрагивает 1-5% 
популяции, при этом примерно в 80% случаев 
потеря беременности происходит в срок до 12-й 
недели беременности [1, 20]. Она может быть вы-
звана анатомическими, генетическими, гормо-
нальными, инфекционными факторами, а также 
нарушениями иммунного баланса. Несмотря на 
прогресс, достигнутый в изучении этого заболе-
вания, более чем половина случаев диагности-
руется как идиопатический выкидыш, причина 
которого не установлена [5, 21]. Есть основания 
полагать, что значительная часть эпизодов невы-
нашивания имеет иммунную природу. Эти пред-
положения представляются обоснованными, 
особенно если принять во внимание тот факт, 
что при беременности иммунная система матери 
должна поддерживать тонкий баланс между то-
лерантностью по отношению к плоду и созданию 
оптимальных условий для его развития, с одной 
стороны, и необходимостью поддержания гоме-
остаза путем защиты от потенциальных внешних 
и внутренних угроз, таких как инфекции и злока-
чественные перерождения собственных клеток. 
Значимость этой задачи становится особенно 
очевидной, если принять во внимание тот факт, 
что лейкоциты, циркулирующие в материнской 
крови, во время беременности активируются и 
сама беременность рассматривается как некое 
«провоспалительное» состояние [22, 25]. Харак-
терной чертой являются изменения численности 
и активационного статуса клеток врожденного 
звена иммунной системы, в частности моноци-
тов [8, 23]. Механизм активации моноцитов при 
беременности остается невыясненным, однако 
есть основания полагать, что центральную роль 
в этом играет плацента. При циркуляции через 
плаценту моноциты могут вступать в непосред-
ственный контакт с синцитиотрофобластом [16], 
а дистантная активация может осуществляться 
факторами, выделяемыми плацентой в кровоток: 
цитокинами, микровезикулами, экзосомами [8].

При осложнениях беременности (преэкламп-
сия, внутриутробная задержка роста плода, спон-
танный аборт), очевидно, происходят дальней-

шие изменения иммунной системы, в частности 
увеличение численности и повышение активаци-
онного статуса моноцитов [6, 7, 24]. 

Моноциты периферической крови подразде-
ляют на три субпопуляции: основная субпопу-
ляция классических моноцитов (CD14++CD16-) 
и две минорные фракции промежуточных 
(CD14++CD16+) и неклассических моноцитов 
(CD14+CD16++) [26]. Субпопуляции моноцитов 
различаются функционально, демонстрируют 
разные паттерны экспрессии поверхностных 
антигенных маркеров, цитокинов и хемокинов, 
и каждая субпопуляция может выполнять свою 
роль при физиологических и патологических ус-
ловиях [19].

Моноциты, попадающие из системного кро-
вотока матери в децидуальную оболочку пла-
центы, дифференцируются в децидуальные ма-
крофаги или дендритные клетки. Децидуальные 
макрофаги вносят вклад в обеспечении толерант-
ности иммунной системы матери к антигенам 
плода, участвуя в таких ключевых гестационных 
процессах, как инвазия трофобласта и ремо-
делирование тканей и сосудов плаценты  [17]. 
На основе фенотипических и функциональ-
ных характеристик сложилось представление о 
M1/ M2-поляризации макрофагов. Макрофаги, 
относящиеся к M1-типу, секретируют провоспа-
лительные цитокины TNFα и IL-12 и участвуют 
преимущественно в воспалительных реакциях, 
тогда как M2-макрофаги обладают иммуносу-
прессивными свойствами, обеспечивая апоптоз 
клеток и ремоделирование тканей [15].

В большинстве случаев ПНБ, в том числе и с 
неясной этиологией, патологические изменения 
маточно-плацентарного комплекса выявляются 
как тромботические явления и признаки воспа-
ления [10]. Однако клеточно-молекулярные ме-
ханизмы, лежащие в их основе, остаются невы-
ясненными.

Выбор стратегии лечения при ПНБ зависит от 
выявленной причины, вызвавшей данное забо-
левание. Однако такие терапевтические подходы 
оказываются малоэффективными в отношении 
тех случаев, когда причина преждевременного 
прерывания беременности остается неустанов-
ленной. Кроме того, диагностика ПНБ затруд-
нена у тех пациенток, в анамнезе которых нет 
случаев последовательных выкидышей [12]. Сле-
довательно, существует потребность в идентифи-
кации биологических маркеров, позволяющих 
осуществлять раннюю диагностику заболевания, 
поиск новых терапевтических мишеней, что, в 
конечном счете, должно способствовать повы-
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шению вероятности сохранения беременности и 
повышению рождаемости.

Ранее при исследовании антигенного фено-
типа тромбоцитарно-моноцитарных комплексов 
мы обнаружили изменения экспрессии неко-
торых поверхностных маркеров моноцитов при 
ПНБ (неопубликованные данные). При этом ряд 
этих изменений возникал не под влиянием тром-
боцитов, взаимодействующих с моноцитами, 
а были вызваны какими-то иными факторами, 
очевидно, формирующимися при этой репродук-
тивной патологии.

Целью данной работы было определение из-
менений в экспрессии поверхностных маркеров 
активации в общей популяции и отдельных суб-
популяциях свободных моноцитов перифериче-
ской крови, происходящих при ПНБ.

Материалы и методы
Исследуемые группы: беременные женщины 

с ПНБ в анамнезе и диагнозом «угроза выки-
дыша» в текущей беременности (срок беремен-
ности – 6-12 недель, n = 10) и женщины с неос-
ложненной (физиологической) беременностью в 
первом триместре (срок беременности – 7-12 не-
дель, n = 12). Возраст пациенток составлял от 24 
до 42 лет. Согласно клиническим рекомендаци-
ям [1], привычным выкидышем считали наличие 
в анамнезе двух и более клинических потерь бе-
ременности в срок до 22 недель. Проведение ис-
следования было одобрено решением Этическо-
го комитета ФГБНУ «НИИ АГиР им. Д.О. Отта» 
(протокол № 114 от 14.12.2021).

Образцы периферической крови получали из 
локтевой вены посредством пункции иглой 21G 
в вакутейнер с антикоагулянтом (3,8% цитрата 
натрия). Чтобы исключить посттравматическую 
агрегацию тромбоцитов, первые 3-5 мл крови не 
использовали для анализа. Лабораторные иссле-
дования начинали не позднее, чем через 20 мин 
после взятия крови. К 100 мкл крови добавля-
ли меченные флуорохромами моноклональные 
антитела к следующим антигенам: CD45-PerCP, 
CD14-AlexaFluor® 700, CD41a-APC, CD16-PE-
Cy7™, CD86-FITC, HLA-DR-FITC, CD162-PE, 
CD11b-PE, TREM-1-PE (все антитела  – BD 
Biosciences, США). В качестве изотипического 
контроля использовали неспецифические анти-
тела, меченные соответствующими флуорох-
ромами. Инкубировали 20 мин в темноте при 
комнатной температуре. По окончании инку-
бации проводили лизис эритроцитов, добавляя 
десятикратный объем раствора BD FACS™Lysing 
Solution (BD Biosciences, США). Пробы цен-

трифугировали (300 g, 5 мин), отбирали надоса-
дочную жидкость и ресуспендировали осадок в 
200 мкл BD FACS™Lysing Solution. Анализ образ-
цов проводили на проточном цитофлуориметре 
FACSCanto II (Becton Dickinson, США). Обра-
ботку полученных данных проводили с помо-
щью программного обеспечения FACSDiva (BD 
Biosciences, США). На двумерной гистограмме 
с координатами SSC/CD45 выделяли регион, 
соответствующий моноцитам, в котором ана-
лизировали 20 000 событий. Для идентифика-
ции свободных (не связанных с тромбоцитами) 
моноцитов выделенный регион анализирова-
ли на двумерной гистограмме с координатами 
CD14/ CD41a. К свободным моноцитам отно-
сили события с фенотипом CD14+CD41a-. Экс-
прессию поверхностных антигенов определяли 
с помощью специфических моноклональных 
антител. Для идентификации субпопуляций мо-
ноцитов соответствующий регион на двумерной 
гистограмме SSC/CD45 проецировали на двумер-
ную гистограмму с координатами CD14/CD16, 
где выделяли три субпопуляции моноцитов со-
гласно принятой классификации: классические 
(CD14++CD16-), промежуточные (CD14++CD16+) 
и неклассические (CD14+CD16++). В каждой 
из субпопуляций определяли долю свободных 
моноцитов (CD14+CD41a-), а также экспрессию 
поверхностных антигенов. Измеряемые параме-
тры: доля (%) положительно окрашенных кле-
ток и медианная интенсивность флуоресценции 
(MFI). Статистическую обработку полученных 
данных проводили с помощью прикладного па-
кета программы GraphPad Prism v.  8.0.1. Соот-
ветствие полученных данных нормальному рас-
пределению оценивали с помощью критерия 
Шапиро–Уилка. В зависимости от результатов 
теста для оценки различий между группами при-
меняли методы параметрической (t-тест) и непа-
раметрической (тест Манна–Уитни) статистики. 

Результаты
Общая популяция моноцитов
В периферической крови беременных жен-

щин с диагнозом «ПНБ» доля свободных (не 
агрегированных с тромбоцитами) моноцитов со-
ставляла 74,6%, тогда как у пациенток с успешно 
закончившимися предыдущими беременностя-
ми этот показатель достигал 83,4% (рис.  1А). Та-
ким образом, количество свободных моноцитов 
уменьшилось примерно на 9 процентных пун-
ктов. Образование тромбоцитарно-моноцитар
ных агрегатов осуществляется, в первую оче-
редь, благодаря взаимодействию P-селектина 
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Рисунок 1. Характеристика общей популяции свободных моноцитов
Примечание. Графики демонстрируют процентное содержание свободных моноцитов относительно всех моноцитов (А) 
и долю свободных моноцитов, экспрессирующих поверхностный антиген CD162+ (Б) в периферической крови пациенток 
с физиологической беременностью и ПНБ. На диаграммах показаны диапазон значений, медиана, 25-й и 75-й процентили. ФБ – 
физиологическая беременность, ПНБ – привычное невынашивание беременности.
Figure 1. Characterization of total platelet-free monocyte population
Note. Graphs demonstrate the percentage of platelet-free monocytes relative to all monocytes (A) and proportion of platelet-free monocytes 
expressing surface antigen CD162 (B) in the peripheral blood of the patients with normal pregnancy and recurrent pregnancy loss. Plots show 
range, median, 25th and 75th percentile. NP, normal pregnancy; RPL, recurrent pregnancy loss.

на поверхности активированных тромбоцитов, 
с молекулой PSGL- 1 (CD162), экспрессируемой 
моноцитами. Мы не обнаружили статистически 
значимых различий между пациентками с физи-
ологической беременностью и привычным не-
вынашиванием беременности: в обеих группах 
практически все моноциты (99%) имели положи-
тельную окраску на CD162 (рис. 1Б). 

Повышение уровня экспрессии молекул глав-
ного комплекса гистосовместимости HLA-DR и 
костимуляторных молекул CD86 свидетельствует 
об активации моноцитов и ассоциируется с вос-
палительным ответом. В обеих исследуемых груп-
пах подавляющее большинство моноцитов име-
ли положительную окраску на HLA-DR, однако 
в группе с ПНБ наблюдалось небольшое, но ста-
тистически значимое снижение доли HLA- DR+ 
клеток (94,4%) в сравнении с контрольной груп-
пой (98,7%) (рис. 2А). У пациенток с ПНБ также 
наблюдалось снижение доли CD86+ моноцитов 
с 53,1% до 37,8%, однако это снижение не до-
стигало статистической значимости (p  =  0,309) 
(рис. 2Б).

На поверхности моноцитов представлен TREM-1  
(triggering receptor expressed on myeloid cells 1). Ак-
тивация этого рецептора стимулирует продукцию 
цитокинов и хемокинов и вносит вклад в разви-
тие воспалительного ответа [3]. Наше исследова-
ние показало, что экспрессия TREM-1 при ПНБ 
существенно не изменяется: в обеих группах па-
циенток доля TREM-1+ моноцитов составила 
около 80% (рис. 2В). 

CD11b  – активационный маркер, который 
опосредует адгезию моноцитов (лейкоцитов) 
к эндотелию сосудов [13]. Если у женщин с не-
осложненной беременностью доля клеток, экс-
прессирующих CD11b, составляла 58,4%, то при 
привычном выкидыше их количество возрастало 
до 80,8% (рис. 2Г). 

Субпопуляции моноцитов
Анализ субпопуляций показал, что в обеих 

исследуемых группах наибольшая доля свобод-
ных клеток содержалась во фракции промежу-
точных моноцитов, а наименьшее – во фракции 
неклассических моноцитов, и различие между 
этими фракциями было статистически значи-
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Рисунок 2. Экспрессия маркеров активации в общей популяции свободных моноцитов
Примечание. Представлены диаграммы, демонстрирующие долю клеток, экспрессирующих поверхностные антигены 
HLA-DR (А), CD86 (Б), TREM-1 (В) и CD11b (Г) в общей популяции свободных моноцитов периферической крови пациенток 
с физиологической беременностью и ПНБ. На диаграммах показаны диапазон значений, медиана, 25-й и 75-й процентили. ФБ – 
физиологическая беременность, ПНБ – привычное невынашивание беременности.
Figure 2. Expression of activation markers in the total monocyte population
Note. Diagrams demonstrate the proportion of the cells expressing surface antigens HLA-DR (A), CD86 (B), TREM-1 (C) and CD11b (D) in 
the total population of platelet-free monocytes from the peripheral blood of the patients with normal pregnancy and recurrent pregnancy loss. Plots 
show range, median, 25th and 75th percentile. NP, normal pregnancy; RPL, recurrent pregnancy loss.
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мым (p < 0,01). Уменьшение количества свобод-
ных моноцитов у пациенток с ПНБ происходило 
во всех трех фракциях моноцитов, однако в не-
одинаковой пропорции: примерно на 11, 8 и 6 
процентных пунктов соответственно в субпопу-
ляциях классических, промежуточных и неклас-
сических моноцитов (рис. 3А). При этом в группе 
с ПНБ наблюдалось снижение экспрессии CD162 
минорной субпопуляцией неклассических моно-
цитов (рис. 3Б). В то же время у женщин с ПНБ 
во фракции классических моноцитов было от-
мечено снижение количества HLA-DR+ клеток 
(95,2%) по сравнению с женщинами, имеющими 
неосложненную беременность (99,0%) (рис. 4А). 
В этой же фракции наблюдалось снижение CD86+ 
моноцитов с 56,7% до 41,6%, однако оно не дости-
гало статистической значимости (рис.  4Б). В двух 
остальных субпопуляциях моноцитов не было 
обнаружено значимых изменений в экспрессии 
HLA-DR и CD86 в связи с ПНБ (рис.  4А,  Б). 

Экспрессия TREM-1 в субпопуляциях промежу-
точных и неклассических моноцитов характери-
зовалась высокой вариабельностью, и ни в одной 
фракции было отмечено различий между иссле-
дуемыми группами пациенток (рис.  4В). Един-
ственным маркером, чья экспрессия при ПНБ 
усиливалась, оказался CD11b: в субпопуляции 
классических моноцитов доля CD11b+ клеток 
возрастала с 66,7% (физиологическая беремен-
ность) до 86,8% (ПНБ) (рис. 4Г).

Обсуждение
Полученные результаты свидетельствуют о 

том, что у женщин с диагнозом «ПНБ» в первом 
триместре беременности доля свободных моно-
цитов в периферической крови снижается в срав-
нении с беременными женщинами того же срока 
беременности, не имеющими такого диагноза. 
Как мы показали ранее, это происходит из-за уси-
ления связывания моноцитов с тромбоцитами, 
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Рисунок 3. Характеристика субпопуляций свободных моноцитов
Примечание. Графики демонстрируют процентное содержание свободных моноцитов (А) и долю свободных моноцитов, 
экспрессирующих поверхностный антиген CD162+ (Б) в субпопуляциях классических (CD14++CD16-), промежуточных 
(CD14++CD16+), и неклассических (CD14+CD16++) моноцитов периферической крови пациенток с физиологической беременностью 
и привычным невынашиванием беременности. На диаграммах показаны диапазон значений, медиана, 25-й и 75-й процентили. 
Кл – классические моноциты, Пр – промежуточные моноциты, Нкл – неклассические моноциты.
Figure 3. Characterization of platelet-free monocyte subsets
Note. Graphs demonstrate the percentage of platelet-free monocytes (A) and proportion of platelet-free monocytes expressing surface antigen 
CD62P (B) in the classical (CD14++CD16-), intermediate (CD14++CD16+), and non-classical (CD14+CD16++) monocyte subsets from the peripheral 
blood of patients with normal pregnancy and recurrent pregnancy loss. Plots show range, median, 25th and 75th percentile. Cl, classical monocytes; 
Int, intermediate monocytes; Non, non-classical monocytes.
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Рисунок 4. Экспрессия маркеров активации в субпопуляциях свободных моноцитов
Примечание. Представлены диаграммы, демонстрирующие долю клеток, экспрессирующих поверхностные антигены 
HLA-DR (А), CD86 (Б), TREM-1 (В) и CD11b (Г), в субпопуляциях классических (CD14++CD16-), промежуточных (CD14++CD16+), 
и неклассических (CD14+CD16++) моноцитов периферической крови пациенток с физиологической беременностью и привычным 
невынашиванием беременности. На диаграммах показаны диапазон значений, медиана, 25-й и 75-й процентили. Кл – 
классические моноциты, Пр – промежуточные моноциты, Нкл – неклассические моноциты.
Figure 4. Expression of activation markers in monocyte subsets
Note. Diagrams demonstrate the proportion of the cells expressing surface antigens HLA-DR (A), CD86 (B), TREM-1 (C) and CD11b (D) 
in the classical (CD14++CD16-), intermediate (CD14++CD16+), and non-classical (CD14+CD16++) monocyte subsets from the peripheral blood 
of patients with normal pregnancy and preeclampsia. Plots show range, median, 25th and 75th percentile. Cl, classical monocytes; Int, intermediate 
monocytes; Non, non-classical monocytes.
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приводящему к увеличению количества тромбо-
цитарно-моноцитарных комплексов. Известно, 
что в норме беременность характеризуется со-
стоянием гиперкоагуляции и активацией компо-
нентов иммунной системы [8, 9, 11, 23]. Усиле-
ние комплексообразования отражает активацию 
тромбоцитов, которая наряду с изменением ак-
тивационного статуса моноцитов в результате их 
взаимодействия с активированными тромбоци-
тами может представлять собой дополнительный 
патогенетический фактор, вызывающий наруше-
ния физиологического течения беременности. 
Согласно полученным нами данным, при ПНБ 
наибольшей способностью к взаимодействию 
с тромбоцитами обладают классические моно-
циты, а наименьшей  – неклассические. Вполне 
вероятно, что пониженная активность неклас-
сических моноцитов в формировании моноци-
тарно-тромбоцитарных агрегатов у пациенток с 
ПНБ обусловлена наблюдаемым небольшим, но 
статистически значимым снижением уровня экс-
прессии CD162  – основной молекулы, обеспе-
чивающей связь с P-селектином на поверхности 
тромбоцитов.

Характер экспрессии ряда поверхностных 
маркеров моноцитов позволяет предположить, 
что ПНБ не сопровождается активацией моно-
цитов по воспалительному типу, чего можно 
было бы ожидать. Наряду с тенденцией к сни-
жению экспрессии костимуляторной молеку-
лы CD86 как на уровне всей популяции, так и в 
отдельных фракциях моноцитов, у пациенток с 
ПНБ наблюдалось снижение уровня экспрессии 
маркера активации HLA-DR, обусловленное суб-
популяцией классических моноцитов. Ранее при 
исследовании антигенного фенотипа тромбоци-
тарно-моноцитарных агрегатов мы обнаружили, 
что взаимодействие моноцитов с тромбоцитами 
приводит к ослаблению экспрессии HLA-DR в 
моноцитах и у пациенток с физиологической бе-
ременностью, и у пациенток с ПНБ. При этом 
в первой группе эти изменения происходили во 
всех субпопуляциях, а во второй  – только в не-
классических моноцитах. Эти результаты по-
зволили нам предположить, что, в отличие от 
физиологической беременности, снижение экс-
прессии HLA- DR при ПНБ происходит не толь-
ко под влиянием тромбоцитов, а может быть об-
условлено влиянием и других факторов. Вполне 
вероятно, что эти факторы имеют плацентар-
ное происхождение. Результаты настоящего ис-
следования подтвердили наше предположение, 
поскольку у пациенток с ПНБ снижение экс-
прессии HLA- DR наблюдалось в моноцитах, не 
связанных с тромбоцитами.

Экспрессия еще одного маркера активации 
TREM-1 также не претерпевала существенных 
изменений в связи с ПНБ как на уровне общей 
популяции, так и в отдельных субпопуляциях 
моноцитов. Примечательно, что в обеих группах 
пациенток содержание TREM-1+ клеток среди 
промежуточных и неклассических моноцитов ва-
рьирует в самых широких пределах: от практиче-
ски полного отсутствия до почти стопроцентного 
наличия.

В отличие от антигенов, характеризующих 
провоспалительный фенотип, повышение уров-
ня экспрессии молекулы CD11b при ПНБ, сви-
детельствует о повышении адгезионных свойств 
моноцитов, а именно, фракции классических 
моноцитов. CD11b входит в состав полифунк-
ционального интегрина αMβ2 (Mac-1), который, 
в частности, опосредует такие функции моноци-
тов, как адгезия и фагоцитоз. Следствием усиле-
ния адгезионного потенциала моноцитов являет-
ся повышение вероятности тромбообразования 
и их повреждающего действия в отношении эн-
дотелия сосудов, что может представлять собой 
один из возможных патофизиологических меха-
низмов преждевременного прерывания беремен-
ности.

Интересно, что повышение уровня экспрес-
сии CD11b при невынашивании беременности 
происходило только в классической фракции 
свободных моноцитов, тогда как при изучении 
антигенного фенотипа тромбоцитарно-моноци-
тарных комплексов подобное изменение мы на-
блюдали во всех трех субпопуляциях моноцитов. 
Таким образом, можно заключить, что ПНБ со-
провождается увеличением количества классиче-
ских моноцитов, экспрессирующих CD11b, а вза-
имодействие с тромбоцитами при образование 
тромбоцитарно-моноцитарных агрегатов приво-
дит к дальнейшему повышению и стимулирует 
экспрессию CD11b во фракциях промежуточных 
и неклассических моноцитов.

Активация моноцитов может вносить вклад в 
развитие патофизиологических эффектов, таких 
как воспаление, тромбоз, эндотелиальная дис-
функция. Циркулирующие моноциты матери, 
попадая в эндометрий, дифференцируются в де-
цидуальные макрофаги, которые, обладая имуно-
модуляторными свойствами, оказывают влияние 
на материнский иммунный ответ в отношении 
плода, а также участвуют в регуляции важнейших 
гестационных событий: имплантация бластоци-
сты, инвазия трофобласта, развитие плаценты 
и др. [18]. Можно представить, что аберрантно 
активированные моноциты дают начало деци-
дуальным макрофагам с измененными феноти-
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пическими и функциональными свойствами, 
которые оказывают негативное воздействие на 
репродуктивные процессы в маточно-плацентар-
ном комплексе, тем более что при ПНБ наблю-
дается повышенная инфильтрация моноцитов в 
децидуальную оболочку [14]. 

Полученные нами данные не указывают на 
приобретение провоспалительного фенотипа мо
ноцитов у пациенток с ПНБ. Возможно, в раз-
витии этой репродуктивной патологии какую-то 
роль играет обнаруженное нами ослабление вос-
палительных свойств моноцитов, что выражает-
ся в пониженной экспрессии HLA-DR, однако 
пока теоретических обоснований этого предпо-
ложения не найдено. Обнаруженная нами повы-
шенная экспрессия CD11b может приводить к 
повышенной адгезии моноцитов на поверхности 
эндотелиальных клеток и повреждению эндоте-
лия сосудов. 

Очевидно, что следует продолжать поиск 
антигенных маркеров, характер изменения экс-
прессии которых может быть использован в 
клинической практике в диагностических и 
прогностических целях. Перспективность этого 
направления подтверждается недавней публи-
кацией, авторы которой на основе иммунофено-
типирования моноцитов периферической крови, 
разработали модель, позволяющую с достаточ-
но высокой вероятностью прогнозировать ПНБ 
и повторные неудачи имплантации [4]. Другая 
группа исследователей показала, что повышен-
ная экспрессия скавенджер-рецептора CD163 в 
субпопуляции альтернативно активированных 
(неклассических) моноцитов может служить 
предиктором репродуктивных потерь у женщин 
с угрожающим выкидышем в первом триместре 
беременности [2].

Мы провели сравнительный анализ резуль-
татов, полученных в данном исследовании и 
результатов проведенной нами ранее работы 
по характеристике ТМК у пациенток с другой 
акушерской патологией  – преэклампсией. Так 
же, как и при ПНБ, при преэклампсии мы на-
блюдали повышение уровня экспрессии CD11b 

в общей популяции моноцитов, однако в это по-
вышение вносили вклад не только классические, 
но и неклассические моноциты (неопублико-
ванные данные). Кроме того, в отличие от ПНБ 
преэклампсия сопровождалась усилением экс-
прессии маркеров провоспалительной активации 
моноцитов: HLA-DR и TREM-1. 

Это сравнение привело нас к выводу, который 
требует дальнейшей проверки. Мы предполага-
ем, что разные акушерские патологии характе-
ризуются определенным паттерном экспрессии 
антигенных маркеров, который формируется 
под влиянием уникального сочетания различных 
факторов. Так, при ПНБ моноциты приобретают 
фенотип, который можно условно назвать «адге-
зионным», тогда как для преэклапмпсии харак-
терен «воспалительно-адгезионный» фенотип. 
Определение таких паттернов может способство-
вать не только выявлению патофизиологических 
механизмов репродуктивных нарушений, но и 
совершенствованию методов их диагностики и 
выработке патогенетически обоснованных спо-
собов терапии.

Заключение
В периферической крови пациенток с ПНБ 

уменьшается доля свободных моноцитов сни-
жается в сравнении с пациентками, имеющими 
неосложненную беременность. Это снижение 
наблюдается во всех трех субпопуляциях моно-
цитов. Изменения поверхностного антигенно-
го фенотипа моноцитов при ПНБ заключаются 
в ослаблении провоспалительных и усилении 
адгезивных свойств этих клеток и происходят, 
главным образом, за счет фракции классических 
моноцитов. 

Определение специфических паттернов экс-
прессии поверхностных антигенных маркеров 
тромбоцитарно-моноцитарных комплексов мо-
жет иметь диагностическое значение, а также 
способствовать усовершенствованию подходов к 
лечению ПНБ.
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Резюме. Адъюванты являются важными компонентами вакцинных препаратов, в том числе ал-
лерговакцин, позволяющими повысить их эффективность и безопасность. В настоящее время инте-
рес мирового научного сообщества вызывает подход, основанный на включение адъюванта в состав 
молекулы иммуногена. Такие ковалентные адъюванты могут быть представлены веществами разных 
химических классов и, в частности, пептидами. Пептиды обладают такими преимуществами перед 
веществами других классов, как высокая эффективность и биодеградация, при этом дендримерные 
катионные пептиды зачастую способны к усиленной по сравнению с линейными пептидами транс-
портной способностью. В рамках данной работы была изучена способность усиливать индукцию IgG 
двух катионных дендримерных клеточно-проникающих пептидов с показанной ранее трансмембран-
ной активностью: LTP и SA-40. Пептиды были получены твердофазным синтезом, охарактеризованы 
методами масс-спектрометрии и зонного капиллярного электрофореза. Для изучения адъювантной 
активности пептиды были конъюгированы с рекомбинантным протеином Bet v 1, представляющим 
собой мажорный аллерген пыльцы березы, полученным биотехнологически с использованием проду-
цента E. coli и очищенным хелатной хроматографией. Конъюгация проводилась по реакции Михаэля 
после модификации протеина малеимидной функцией. Очистка конъюгатов производилась гелевой 
хроматографией и диализом, эффективность конъюгации оценивалась электрофорезом в полиакри-
ламидном геле. Конъюгаты и чистый rBet v 1 использовались для иммунизации лабораторных мышей 
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BALB/c для сравнения уровней IgG к rBet v 1 после четырех инъекций без использования иных адъ-
ювантов. Сыворотки крови мышей изучались иммуноферментным анализом на уровне IgG против 
rBet v 1, что было целевым показателем, а также против самих конъюгатов и свободных пептидов LTP 
и SA-40. Установлено, что оба конъюгата ощутимо повышали уровень IgG к исходному протеину, при 
этом один из них, LTP-rBet v 1, также вызывал реактивность сыворотки как к самому себе, так и к 
свободному пептиду LTP. Повышение уровня IgG к rBet v 1 в случае LTP-rBet v 1 было приблизетльно 
четырехкратным, в случае SA-40-rBet v 1 – трехкратным. По результатам исследования сделаны вы-
воды о наличии у исследуемых пептидов адъювантной активности, о возможных причинах наблюда-
емых явлений и о перспективности дальнейших работ в данном направлении, при этом мы считаем, 
что структуры пептидов LTP и SA-40 могут быть впоследствии использованы в качестве референтных 
при разработке новых пептидных адъювантов, и в качестве ковалентного адъюванта может быть ис-
пользован сам SA-40. В свою очередь, LTP, вероятно, может иметь перспективы использования также 
в качестве нековалентного адъюванта.

Ключевые слова: катионные дендримерные пептиды, конъюгаты пептидов, пептидные адъюванты, аллергены, 
рекомбинантные белки, Bet v 1
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Abstract. The adjuvant agents represent important components of vaccines, including medications for 
specific immunotherapy, which improve their efficacy and safety. Current scope of vaccines development 
includes approaches based on inclusion of adjuvant into the immunogenic molecule. Such covalent adjuvants 
vary greatly in chemical structure, and are found among particular peptides. Peptides have distinct advantages 
over substances of other chemical classes, e.g., high efficiency and biodegradability, whereas dendrimeric 
cationic peptides are often capable of enhanced translocation ability when compared to linear peptides. In this 
work, the ability to enhance IgG induction was studied for two cationic dendrimeric cell-penetrating peptides 
with previously reported transmembrane activity, i.e., LTP and SA-40. The peptides were obtained by solid-
phase synthesis and characterized by mass-spectrometry and zone capillary electrophoresis. To study adjuvant 
activity, the peptides were conjugated with recombinant protein Bet v 1, a major birch pollen allergen, produced 
as biotechnology product, using E.  coli. Chemical conjugation was carried out with Michael reaction after 
maleimide functionalization of the protein. The conjugates were purified by gel chromatography and dialysis, 
followed by estimation of conjugation efficiency with SDS-PAGE. Conjugates and pure rBet v 1 were used to 
immunize BALB/c mice to compare IgG levels to rBet v 1 after 4 injections without using other adjuvants. 
Mouse blood sera were studied with ELISA for IgG levels against rBet v 1, being the target criterion of the 
study, as well as against the conjugates and free LTP and SA-40. It was found that both conjugates significantly 
increased the IgG level to the initial protein, while one of them, LTP-rBet v 1, also induced serum reactivity 
both to itself and to free LTP. The increase in IgG level to rBet v 1 was approximately four-fold in the case of 
LTP-rBet v 1, and three-fold with SA-40-rBet v 1. Based on the results of this study, it was concluded that both 
LTP and SA-40 possess adjuvant activity. We believe that LTP and SA-40 structures can be used as reference 
agents in development of new peptide adjuvants, and SA-40 itself may be used as a covalent adjuvant. Moreover, 
LTP may be considered a prospective non-covalent adjuvant.

Keywords: cationic dendrimer peptides, peptide conjugates, peptide adjuvants, allergens, recombinant proteins, Bet v 1
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Исследование проведено в рамках задания 
ФМБА России «Адъювант-24».

Введение
Адъюванты широко используются как в экс-

периментальной биологии, так и в составе вак-
цин, позволяя усилить индукцию антител и со-
кратить дозы антигена и курс иммунизации [6, 
21]. Разработка новых адъювантов является ак-
туальным направлением исследований в обла-
стях иммунологии и фармации, и к настоящему 
моменту адъювантные свойства обнаружены у 
веществ разных классов [3, 8, 9, 14], в том числе 
пептидов [12, 16, 17, 19]. К преимуществам син-
тетических пептидов можно отнести высокую 
эффективность и биосовместимость [10,  13], а 
также возможность их получения с применением 
конвенциальных технологий, как твердофазный 
пептидный синтез [20].

Особой значимостью поиск и испытание но-
вых адъювантов обладает в перспективах раз-
работки аллерговакцин для специфической им-
мунотерапии ввиду использования в последней 
антигенов, способных вызывать тяжелые не-
желательные лекарственные реакции, вплоть до 
анафилаксии [7, 15, 18]. В настоящей работе про-
изведена концептуальная оценка возможности 
применения клеточно-проникающих катионных 
дендримерных пептидов LTP и SA-40 [1] в каче-
стве адъювантов для рекомбинантного протеина 
rBet v 1, соответствующего мажорному аллергену 
пыльцы березы Bet v 1 – одному из наиболее зна-
чимых аэроаллергенов центральной России [2].

Цель данной работы – получение конъюгатов 
рекомбинантного Bet v 1 с клеточно-проникаю-
щими дендримерными пептидами LTP и SA-40 и 
оценка уровня индукции конъюгатами антител у 
лабораторных животных в сравнении с исходным 
rBet v 1.

Материалы и методы
Получение пептидов
Пептидный синтез осуществлялся на синте-

заторе PS3 (Protein Technologies Inc., США) с ис-
пользованием Fmoc-защищенных аминокислот 
и смолы H-Rink-Amide-ChemMatrix (Iris Biotech, 
Германия). Растворитель на всех стадиях – N,N-
диметилформамид (Scharlau, Испания), актива-
ция аминокислот – гексафторфосфат бензотриа-
золилтетраметилурония (HBTU) (Acros Organics, 
Бельгия) и N-метилморфолин (Fischer Scientific, 
США), отщепление Fmoc-защиты  – 4-метил-
пиперидин (Sigma-Aldrich, США). Отщепле-
ние пептидов от смолы осуществлялось в смеси 
концентрированной трифторуксусной кислоты 
(ТФУ) (Carl Roth, Германия), 1,2-этандитиола, 

тиоанизола (Sigma-Aldrich, США) и воды деи-
онизованной. Пептиды выделялись из реакци-
онной смеси осаждением диэтиловым эфиром 
(ООО «Химмед», Россия). Для очистки пептидов 
применяли метод высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии (ВЭЖХ) с использованием 
системы LC-20 Prominence с фотометрической 
детекцией при 226 и 280 нм (Shimadzu, Япония). 
Стационарная фаза  – Kromasil Eternity-5-C18, 
250  ×  30 mm (Nouryon, Швеция). Элюция – мед-
ленный градиент от 5% до 70% ацетонитрила 
(ООО «Компонент-Реактив», Россия) в 0,1%-
ном водном растворе ТФУ.

Физико-химическая характеристика пептидов
Идентификация пептидов производилась ме-

тодом матрично-активированной лазерной де-
сорбции/ионизации с времяпролетным анали-
затором с использованием спектрометра Bruker 
Microflex LT (Bruker, Германия). Матрица  – 
α-циано-4-гидроксикоричная кислота (Sigma-
Aldrich, США).

Чистоту пептидов определяли с помощью 
капиллярного электрофореза (Капель 105М, 
ООО «Люмекс», Россия) на незаполненном квар-
цевом капилляре (lобщая – 60 см, lэффективная – 50 см, 
dвнутренний  – 75 мкм) методом нормализации. Бу-
фер – 0,1 М фосфорная кислота (Acros Organics, 
Бельгия), 0,05 М трис(гидроксиметил)аминоме-
тана (Tris) (ООО «Хеликон», Россия) в деиони-
зованной воде, ввод пробы гидродинамический, 
напряжение +20 кВ, детекция фотометриче-
ская – 226 нм.

Получение белка
Рекомбинантный продуцент rBet  v  1 (изо-

форма 1.0101, UniProt: P15494, с гистидиновым 
повтором на C-конце, продуцент E.  coli) был пре-
доставлен профессором Р. Валентой (ФГБУ «ГНЦ 
«Институт иммунологии» ФМБА России)  [5]. 
Клетки растили в жидкой питательной среде 
ГРМ-1 (2,5 г / 100 мл) (Оболенск, Россия) содер-
жащей 25 мкг/мл канамицина при температуре 
37  °С до достижения оптической плотности куль-
туры ≥ 0,060 AU при длине волны 600 нм NanoDrop 
2000 (Thermo Scientific, США). Экспрессию белка 
индуцировали добавлением изопропил-β-D-1-
тиогалактопиранозида (ИПТГ) (Thermo Scien
tific, США) конечной концентрацией 1 мМ; в 
процессе наращивания биомассы pH поддержи-
вался на уровне 7,0-8,0 добавлением 0,1 М NaOH 
(ООО «Химмед», Россия). После получения био-
массы клетки концентрировали центрифуги-
рованием при 4000  g 20 минут, +4  °С (Beckman 
Coulter, США). Затем клетки подвергали ультра-
звуковой обработке с помощью ультразвукового 
гомогенизатора Sonicator Q500 (Qsonica, США) 
на холоде 5 минут в лизирующем буфере (300 мМ 
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NaCl (ООО «Химмед», Россия), 50 мМ NaH2PO4 
(ООО  «Химмед», Россия), 10  мМ имидазо-
ла (Sigma-Aldrich, США), pH  =  8,0). Разрушен-
ные клетки осаждали центрифугированием при 
18 000 g 20 минут, +4 °С. Надосадочную жидкость 
собирали и выделяли белок с помощью метал-
лоафинной хроматографии на агарозной смоле 
Ni- NTA (Qiagen, Германия). Смолу уравновеши-
вали лизирующим буфером, затем переносили на-
досадочную жидкость на смолу и перемешивали в 
течение 2 часов при температуре +4 °С. Затем на-
досадочную жидкость удаляли, смолу промывали 
трехкратно лизирующим буфером, затем трижды 
буфером А (300 мМ NaCl, 50 мМ NaH2PO4, 50 мМ 
имидазола, pH = 8,0) и буфером В (300 мМ NaCl, 
50 мМ NaH2PO4, 500  мМ имидазола, pH  =  8,0), 
все фракции собирали для дальнейшего анали-
за. Анализ полученных фракций после очистки 
проводили электрофоретически в 14%-ном по-
лиакриламидном геле (ПААГ) (ООО  «Хеликон», 
Россия) и окрашивали раствором Кумасси (Serva, 
Германия), затем гель отмывали. Фракции, со-
держащие наибольшие количества чистого бел-
ка, были объединены. Имидазол из фракций 
rBet v1 удаляли с помощью диализа против 0,1 М 
NaH2PO4 с pH = 7,4 с пятью сменами раствора во 
внешнем контуре диализера. Подлинность полу-
ченного rBet  v  1 определялась иммунофермент-
ными анализом (ИФА) с использованием моно-
клональных антител mAb BV16 IgG1 (Biorbyt Ltd., 
США) в сравнении с природным Bet v 1 (Indoor 
Biotechnologies, США).

Модификация белка пептидами 
Модификацию rBet v 1 проводили в две стадии: 

на первой стадии белок был функционализиро-
ван N-гидроксисукцинимидным эфиром 3-(ма-
леимидо)пропионовой кислоты (Sigma-Aldrich, 
США), продукт был выделен гель-фильтрацией 
на колонке Sephadex G-10 (Pharmacia, Швеция) 
с помощью гелевого хроматографа BioLogic LP 
(Bio-Rad, США), детекция  – фотометрическая 
при 254 нм. На второй стадии к малеимидо-функ-
ционализированному белку были присоединены 
пептиды SA-40 и LTP (рис. 1) по реакции Михаэля 
в среде ДМСО (Merck, Германия) с добавлением 
фосфатного буфера (9/1, pH  =  8,0). Финальная 
очистка проводилась диализом против воды, ре-
тентат лиофилизировался. Полученные конъюга-
ты SA-40 – rBet v 1 и LTP – rBet v 1 анализирова-
ли с помощью электрофореза в 14% и 15% ПААГ 
(ООО «Хеликон», Россия) в сравнении с rBet v 1. 
Стандарты – лизоцим (~13 кДа) и куриный оваль-
бумин (~42 кДа) (Sigma-Aldrich, США).

Иммунизация лабораторных животных
Растворы для иммунизации готовились по-

средством растворения 1 мг антигена в 12 мл 

стерильного физиологического раствора (НПП 
«ПанЭко», Россия) в асептических условиях. 
В исследовании использовались самки мышей 
линии BALB/c весом 18-20 г, возрастом 6-8 не-
дель, которые после получения были помещены 
в карантин на две недели и имели неограничен-
ный доступ к еде и воде. Мыши были распреде-
лены по 4 группам для иммунизации: 1 – LTP – 
rBet v 1; 2 – SA-40 – rBet v 1; 3 – rBet v 1 (все по 
9 мышей), 4  – интактные (5 мышей). Иммуни-
зацию проводили трехкратно подкожно и одно-
кратно внутрибрюшинно в дозе 25 мкг/мышь 
(25  мкг в 300  мкл), с двухнедельными интерва-
лами, интактным мышам вместо антигенов вво-
дили 300 мкл физиологического раствора. Через 
7 дней после и 4 иммунизации у мышей отбирали 
кровь из ретроорбитального синуса. Кровь цен-
трифугировали 10 минут при 2000 g (Eppendorf, 
Германия) и +8 °С, и отбирали сыворотку. Сыво-
ротку крови мышей хранили при +4 °С. 

Оценка уровня индукции IgG
Определение индукции IgG полученными 

конъюгатами после полной иммунизации про-
водился методом иммуноферментного анали-
за (ИФА) на среднесорбционных планшетах 
(Greiner, Австрия). В лунки планшета наносили 
растворенные в фосфатном буфере с pH  =  7,4 
(НПП «ПанЭко», Россия) конъюгаты SA-40  – 
rBet  v  1 и LTP  – rBet  v  1, rBet  v  1, бычий сыво-
роточный альбумин (БСА) (НПП «ПанЭко», 
Россия) в концентрации 10 мкг/мл (100 мкл на 
лунку) при +37º°С в течение 1 часа. Затем план-
шет пятикратно отмывали фосфатным буфером с 
добавлением 0,1%-ном Tween-20 (Sigma-Aldrich, 
США) 150 мкл на лунку. Затем незанятые участ-
ки связывания на поверхности лунок планшета 
блокировали 5%-ным обезжиренным сухим мо-
локом, (Sigma-Aldrich, США) в фосфатном бу-
фере с добавлением 0,1%-ного Tween-20, 200 мкл 
на лунку, при комнатной температуре в течение 
1 часа и отмывали планшет, как указано выше. 
В лунки планшета вносили сыворотку крови мы-
шей в разведении 1/100 в фосфатном буфере с 
добавлением 0,05%-ного Tween-20 и 0,1%-ного 
БСА (100 мкл на лунку) и инкубировали 1 час при 
комнатной температуре. После пятикратной от-
мывки вносили по 100 мкл на лунку вторичные 
противомышиные антитела овцы, меченные 
пероксидазой хрена (ООО  «Сорбент», Россия). 
После пятикратной отмывки в лунки планшета 
вносили по 100 мкл раствора 3,3’,5,5’-тетраме-
тилбензидина гидрохлорида (ТМБ) (BD, США) и 
инкубировали 30 минут. Реакцию останавливали 
добавлением 50 мкл на лунку 0,5М H2SO4. Опти-
ческую плотность (ОП) измеряли на планшетном 
фотометре Multiskan GO (Thermo Fisher, США) 
при двух длинах волн: 450 (ОП450) и 620 (ОП620) 
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Рисунок 1. Схема модификации rBet v 1 пептидами
Примечание. 1 – N-гидроксисукцинимидный эфир 3-(малеимидо)пропионовой кислоты; 2 – rBet v 1; 3 – rBet v 1 
функционализированный 3-(малеимидо)пропионовой кислотой; 4 – SA-40 или LTP; 5 – конъюгат rBet v 1 с пептидом.
Figure 1. Scheme of modification of rBet v 1 with peptides
Note. 1, 3-Maleimidopropionic acid N-hydroxysuccinimide ester; 2, rBet v 1; 3, rBet v 1 functionalized with 3-(maleimido)propionic acid; 4, SA-40  
or LTP; 5, rBet v 1 conjugate with peptide.

нм. Программным обеспечением прибора высчи-
тывалась разница между ОП450 и ОП620 (ΔОП). 
Число повторов – 3. Значимость различий опре-
делялась по критерию Стьюдента при p ≤ 0,05.

Результаты
Получение пептидов
Были получены C-амиды пептидов с амино-

кислотными последовательностями, приведен-
ными в таблице 1.

Масс-спектры, подтверждающие подлин-
ность синтезированных пептидов, а также элек-
трофореграммы, подтверждающие их чисто-
ту, представлены на рисунке 2. Целевой пик с 
m/z = 2754,4 соответствует расчетной молекуляр-
ной массе 2756 Да для SA-40; пик с m/z = 2337,6 
соответствует расчетной молекулярной массе 
2338 Да для LTP, что говорит об успешном полу-
чении исследуемых пептидов. Чистота для по-
лученных пептидов составила 95% для SA-40 и 
100% для LTP.

Получение конъюгата rBet v 1с пептидами
Электрофорез в ПААГ представлен на рисунке 

3. Из полученных данных видно, что конъюгаты 
SA-40 – rBet v 1 и LTP – rBet v 1 находятся выше 
уровня rBet v 1, что свидетельствует об успешной 
функционализации белка пептидами  – предпо-
ложительно, от 1 до 5 остатками пептидов на мо-
лекулу rBet v 1.

Оценка уровня индукции IgG
Адъювантный эффект пептидов определялся 

по индукции IgG к rBet v 1. Для этого сыворот-
ка животных анализировалась на реактивность к 
антигену, rBet v 1 и пептиду-адъюванту, как ука-
зано в таблице 2.

Полученные результаты приведены на ри-
сунке 4. Из них следует, что во всех иммунизи-
рованных группах был получен специфичный 
антительный ответ к rBet  v  1, при этом конъю-
гаты индуцировали IgG к rBet  v  1 сильнее, чем 
чистый протеин. У сыворотки группы 1, имму-
низированной LTP-rBet v 1, наблюдалась интен-

ТАБЛИЦА 1. СТРУКТУРЫ ПЕПТИДНЫХ ДЕНДРИМЕРОВ

TABLE 1. STRUCTURES OF DENDRIMERIC PEPTIDES

Наименование
Name

Структура
Structure

Расчетная среднеизотопная 
молекулярная масса, Да
Calculated average isotopic 

molecular weight, Da

Заряд
Charge

SA-40 (ArgArgArgLeuIleLysPheIle)2Lys-LysAsnThrCys 2756 +11

LTP (((Arg)2Lys)2Lys)2LysAlaCys 2338 +16

1

N

N

NH2

NH

NH

N

N

SH
S

2 3 4 5
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Рисунок 3. Электрофорез в ПААГ для rBet v 1 и конъюгатов в 14% геле (А) и 15% геле (Б)
Примечание. L-rB – LTP-rBet v 1, S-rB – SA-40-rBet v 1, Lzm – лизоцим, OVA – куриный овальбумин.
Figure 3. Polyacrylamide gel electrophoresis for rBet v 1 and conjugates in 14% gel (A) and 15% gel (B) 
Note. L-rB, LTP-rBet v 1; S-rB, SA-40-rBet v 1; Lzm, lysozyme; OVA, chicken egg ovalbumin.

Рисунок 2. Масс-спектры пептидов SA-40 (А) и LTP (Б), и электрофореграммы SA-40 (В) и LTP (Г)
Figure 2. Mass spectrum of peptides SA-40 (А) and LTP (B) and electrophoregrams SA-40 (C) и LTP (D)
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Рисунок 4. Оценка уровня индукции IgG исследуемыми 
веществами у иммунизированных животных
Примечание. L-rBet v 1 – LTP-rBet v 1, S-rBet v 1 – SA-40-rBet v 1. 
Представлены средние значения ± доверительный интервал 
95%. n – 3. p ≤ 0,05.
Figure 4. Evaluation of IgG induction in mice by compounds 
of interest
Note. L-rBet v 1, LTP-rBet v 1; S-rBet v 1, SA-40-rBet v 1.  
Means ± 95% confidence intervals are presented. n – 3. p ≤ 0.05.

сивная реактивность в отношении LTP-rBet  v  1 
и LTP. Сыворотка группы 2, иммунизированной  
SA-40-rBet v 1, значительно менее активно свя-
зывала SA-40-rBet v 1 и SA-40, чем rBet v 1.

Обсуждение
Из представленных результатов ИФА следует, 

что конъюгаты обладали большей иммуноген-
ностью, чем рекомбинантный протеин, однако 
следует обратить внимание на разницу, наблю-
даемую в ответе сывороток на антигены, исполь-
зованные при иммунизации. Так, на рисунке 4 
заметно, что при иммунизации SA-40-rBet  v  1 
максимальная реактивность сыворотки форми-
руется к rBet v 1, и значительно меньшая – к SA-
40 и SA-40-rBet v 1. В свою очередь, сыворотка 
группы 1, иммунизированной LTP-rBet v 1, имея 
сравнимый со второй группой уровень неспеци-
фичного связывания БСА, наиболее активно ре-
агирует с LTP-rBet v 1, а также интенсивно свя-
зывает чистый LTP, при этом ответ к rBet v 1 был 
несколько сильнее такового у второй группы, и 
в случае обеих групп он был выше, чем у третьей 
группы, иммунизированной rBet v 1, в 3-4 раза. 
На наш взгляд, такие различия обусловлены 
строением дендримерных пептидов (рис.  5) и, 
соответственно, их физико-химическими свой-
ствами.

ТАБЛИЦА 2. СХЕМА ПРОВЕДЕНИЯ ИММУНОФЕРМЕНТНОГО АНАЛИЗА

TABLE 2. SCHEME OF ELISA EXPERIMENT

Группа
Group

Антиген при иммунизации
Antigen used during immunization

Аналит в иммуноферментном анализе
Analyte used in ELISA

1 LTP-rBet v 1

rBet v 1

LTP-rBet v 1

LTP

BSA – отрицательный контроль специфичности
BSA, negative control for specificity

2 SA-40-rBet v 1

rBet v 1

SA-40-rBet v 1

SA-40

BSA – отрицательный контроль специфичности
BSA, negative control for specificity

3 rBet v 1
rBet v 1

BSA – отрицательный контроль специфичности
BSA, negative control for specificity

4 Интактные
Intact

Сыворотка использовалась как отрицательный 
контроль для других групп

Serum was used as negative control for all other groups

AU
 45

0 n
m

rBet v 1 g1
rBet v 1 g2

rBet v 1 g3
L-rBet v 1

S-rBet v 1
LTP

SA-40
BSA g1

BSA g2
BSA g3

4,0

3,5

3,0

2,5

2,0

1,5

1,0

0,5

0,0

-0,5
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Рисунок 5. Структуры LTP (A) и SA-40 (Б)
Figure 5. Structures of LTP (A) and SA-40 (B)

LTP имеет 16 основных центров, в то время 
как SA-40 лишь 11, при этом у LTP они выраже-
ны 8 гуанидиновыми группами (pKa ~12,48) и 8 
аминогруппами (pKa ~9,04), а у SA-40 есть лишь 
6 гуанидиновых групп и 5 аминогрупп. Расчет-
ные значения pI этих пептидов близки и состав-
ляют: ~12,96 для LTP и ~12,81 для SA-40, однако 
различия в зарядах более наглядны на электро-
фореграммах, полученных для данных пептидов 
в идентичных условиях. Так, при капиллярном 
электрофорезе время миграции LTP меньше та-
кового у SA-40 на 1,75 мин (рис. 2В, Г), а при 
электрофорезе в ПААГ свободный LTP в образ-
це LTP-rBet v 1 при миграции образует мало раз-
делимую зону 0~13 кДа (рис. 3). С учетом повы-
шенного напряжения при капиллярном зонном 
электрофорезе данный факт может говорить о 
склонности LTP, в отличие от SA-40, к образова-
нию супрамолекулярных структур. Данное явле-
ние в настоящее время изучается нами, однако 
можно сделать предположение, что LTP может 
создавать в растворе мицеллы, и, в случае при-
сутствия чистого LTP в составе LTP-rBet  v  1 по 
причине неполного присоединения или протека-
ния ретро-реакции Михаэля, мицеллярный слой 
может образовываться вокруг rBet v 1. Структура 
SA-40, в свою очередь, обладает меньшей поляр-
ностью, чем у LTP, в связи с чем для него мице-
лообразование мы считаем менее вероятным и 
ненаблюдаемым в результатах данного иссле-
дования. Следует отметить, что на полученную 
разницу в уровнях ответа к дендримерам также 
может влиять неодинаковый процесс гидролиза 
конъюгатов в АПК, который может приводить к 
выраженной презентации LTP, но не SA-40. Мы 
считаем, что реактивность антисыворотки к LTP 
и его конъюгату с rBet  v  1 является негативным 
фактором в вопросе его перспективности в ка-
честве адъюванта в сравнении с SA-40, впрочем, 
это также может свидетельствовать о более выра-
женной способности LTP к образованию некова-

лентного комплекса с протеином и проявлению 
адъювантной активности в таком состоянии.

Наблюдаемую повышенную иммуногенность 
конъюгатов, на наш взгляд можно объяснить 
тремя факторами: во-первых, пептиды могут пе-
реносить протеин внутрь АПК, во-вторых, конъ-
югаты могут обладать значительно увеличенным 
поверхностным зарядом, что может провоциро-
вать их захват АПК, в-третьих, конъюгация мог-
ла реструктурировать rBet v 1 предпочтительным 
для процессирования и презентации образом.

В случае первого фактора мы полагаем, что 
конъюгаты могут попасть в АПК благодаря 
трансмембранной активности пептидов, но не 
могут покинуть лизосому. Ввиду основности ис-
пользованных пептидов, на наш взгляд, они мо-
гут действовать как дополнительные «якоря» для 
протеина в лизосоме. Необходимо упомянуть, 
что в настоящее время нами не изучена транс-
мембранная активность конъюгатов на клеточ-
ных культурах.

Второй возможный фактор  – действие ден-
дримеров в качестве приманки для АПК – харак-
терен для описанных в литературе ковалентных 
адъювантов [4, 11] и также может быть экстрапо-
лирован на использованные дендримерные пеп-
тиды, так как их заряд составляет +16 и +11.

Третий фактор  – реструктуризация rBet  v  1 в 
ходе конъюгации – нами в рамках описываемых 
испытаний не изучался, однако можно пред-
положить значительное влияние пептидов на 
структуру протеина ввиду относительно больших 
молекулярных масс пептидов (составляют около 
13% от массы протеина).

Заключение
В настоящей работе были получены два кле-

точно-проникающих пептидных дендримера, их 
подлинность была подтверждена масс-спектро
метрией, а чистота, по данным зонного капил-
лярного электрофореза, составила не менее 95%. 
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Нами показано, что их конъюгация с rBet v 1 по-
высила индукцию IgG к последнему приблизи-
тельно в три раза, что свидетельствует о наличии 
у обоих пептидов адъювантных свойств. Мы пред-
полагаем, что SA-40 предпочтительнее LTP в каче-
стве ковалентного адъюванта, в то время как LTP 
может проявлять более выраженную активность 
в качестве нековалентного адъюванта, и данные 
структурно-обусловленные различия следует при-
нимать во внимание при получении новых пепти-
дов с адъювантной активностью. В работе кратко 

приведена гипотеза, объясняющая адъювантный 
эффект, однако в дальнейшем планируется про-
ведение работ по прояснению механизма имму-
ногенного эффекта таких пептидов. Дальнейшие 
перспективы данной работы мы видим в разработ-
ке и получении стандартных пептидных адъюван-
тов, а также в изучении сопутствующих иммуни-
зации явлений: аллергенности и толерогенности 
таких комплексов и потенциального влияния при-
сутствия пептидов в их составе на эпитопный про-
филь рекомбинантного протеина.
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ОЦЕНКА ВЗАИМООТНОШЕНИЙ МЕЖДУ 
ПАПИЛЛОМАВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИЕЙ, РАКОМ 
ПРЕДСТАТЕЛЬНОЙ ЖЕЛЕЗЫ И УРОВНЯМИ IL-12 
Садех Моради, Мохаммад Рашно, Мохсен Саркарян,  
Голам Аббас Кайдани, Ладан Фатахи, Мариам Сейедтабиб, 
Муса Шариффат, Али Ходадади
Университет медицинских наук Ахваза Джундишапура, Ахваз, Иран

Резюме. Рак предстательной железы (РПЖ) является второй по значимости причиной смертно-
сти от рака среди мужчин. Вирус папилломы человека (ВПЧ) является наиболее распространенной 
причиной рака шейки матки, тесно связанного с анальным и вагинальным раком. Кроме того, ин-
терлейкин-12 (IL-12) индуцирует противоопухолевый иммунитет. Целью данного исследования было 
изучение роли ВПЧ в РПЖ и определение его влияния на сывороточный уровень IL-12. В период с 
2018 по 2022 год в Ахвазе исследователи получили 55 парафинированных образцов злокачественных 
поражений предстательной железы и 55 контрольных образцов тканей доброкачественной гиперпла-
зии предстательной железы. Образцы крови были взяты у 24 диагностированных онкологических па-
циентов для оценки уровня IL-12 до начала лечения. Кроме того, в качестве контроля участвовали 24 
пациента с доброкачественной гиперплазией предстательной железы. Мы провели экстракцию ДНК 
фенол-хлороформным методом и исследовали наличие ДНК папилломавируса в тканях с помощью 
ПЦР в гнездном варианте. Кроме того, в сыворотке крови измеряли уровень IL-12 с помощью ИФА. 
Результаты не выявили связи между ВПЧ и РПЖ; наличие ВПЧ-инфекции не коррелировало с нали-
чием секреции IL-12. Однако по мере прогрессирования рака уровень IL-12 у пациентов значительно 
снижался по сравнению с контрольной группой (p < 0,05). ВПЧ может присутствовать в ткани пред-
стательной железы, хотя это не означает, что данный вирус способствует развитию РПЖ. Наиболее 
значимыми штаммами, инфицирующими ткань предстательной железы, являются типы 16 и 18. По 
сравнению с контрольной группой и у пациентов с разной суммой баллов по шкале Глисона, уровень 
секреции интерлейкина-12 достоверно ниже у пациентов с РПЖ. Использование этого важнейшего 
цитокина позволяет принимать эффективные меры для оценки прогноза, регулирования заболева-
ния или оказания помощи в лечении пациентов.

Ключевые слова: цитокины, опухоль, ПЦР, ИФА, шкала Глисона
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EVALUATING THE RELATIONSHIP BETWEEN HUMAN 
PAPILLOMA VIRUS INFECTIONS, PROSTATE CANCER 
AND INTERLEUKIN-12 LEVELS 
Sadegh Moradi, Mohammad Rashno, Mohsen Sarkarian, 
Gholam Abbas Kaydani, Ladan Fatahi, Maryam Seyedtabib, 
Moosa Shariffat, Ali Khodadadi
Ahvaz Jundishapur University of Medical Sciences, Ahvaz, Iran

Abstract. Prostate cancer (PC); is the second leading cause of cancer mortality among men. Human 
papillomavirus (HPV) is the most common cause of cervical cancer, strongly associated with anal and vaginal 
cancers. Also, interleukin-12 (IL-12) induces antitumor immunity. This study aimed to investigate the role of 
HPV in PC; and determine its effects on serum IL-12. Between 2018 and 2022 in Ahvaz, researchers obtained 
55 paraffin samples of malignant prostate lesions and 55 control samples of benign hyperplasia tissues from the 
prostate. Blood samples were collected from 24 diagnosed cancer patients to assess IL-12 levels before treatment 
initiation. Additionally, 24 patients with benign prostatic hyperplasia participated as controls. We performed 
DNA extraction using the phenol-chloroform method and examined the presence of papillomavirus DNA in 
tissues through Nested-PCR. Subsequently, IL-12 levels in serum were measured using ELISA. The findings 
did not show the relationship between HPV and PC; HPV infection was not correlated to the presence of 
IL- 12 secretion. However, with the progression of cancer, the level of IL-12 decreased significantly in patients 
compared to the control group (p < 0.05). HPV infection can exist in prostate tissue, although this does not 
mean that it contributes to P.C. development. The most significant strains infecting prostate tissue are types 16 
and 18. Compared to the control group and with different Gleason scores, prostate cancer patient’s levels of 
IL-12 secretion are significantly lower. One can make effective measures to assess the prognosis, regulate the 
condition, or aid in treating individuals using this crucial cytokine.

Keywords: cytokine, tumor, nested-PCR, ELISA, Gleason score
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Abbreviations: CTL, cytotoxic T lymphocyte; DC, 
dendritic cell; ELISA, enzyme-linked immunosorbent 
assay; HPV, human papilloma virus; IFNγ, interferon 
gamma; IL-12, interleukin-12; MDSCs, myeloid-
derived suppressor cells; NK, natural killer cell; PC, 
prostate cancer; PCR, polymerase chain reaction; 
STAT, signal transducer and activator of transcription 
protein; T CD4+, CD4-positive T cell; T CD8+, CD8-
positive T cell; Th1, T helper 1; Th2, T helper 2.

Introduction
Papilloma is a small virus of the Papillomaviridae 

family with a double-stranded, lipid-free DNA ge
nome that can infect both the nucleus and the cy
toplasm in superficial squamous cells, cause structural 
and morphological changes in these cells, and 
produce non-cancerous tumors. The virus is called 
“papillomavirus” (HPV) because non-cancerous tu
mors of the skin are known as papillomas [34]. 

Human papillomavirus is the most common 
sexually transmitted virus infection in humans. Most 
men and women are most likely to become infected 
sometime after sexual activity, and skin-to-skin 
contact can also transmit the virus. The virus has 
various types, and most of them do not cause any 
problems. Also, most HPV infections clear without 
treatment. They clear after a few months. Specific 
HPV types can cause a small percentage of infections 
to linger in the body for years and progress into cancer, 
but medical treatment resolves 90% of cases within 
two years [47]. 

Human papillomavirus is the cause of almost all 
cervical cancers. It is also strongly associated with other 
types of cancers, including anal, vaginal, and ovarian 
cancers [26, 31]. Previous studies show that prostate 
tissue is also susceptible to some sexually transmitted 
viruses, including human papillomavirus  [35]. At 
some point in their lives, sexually active individuals 
can become infected  [44]. The involvement of 
papillomavirus in the development of cervical cancer 
was first proposed by Zur Hausen  [4]. Cervical 
and prostate cancers are similar in factors such as 
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sexual activity and the location of the infection  [1]. 
Therefore, since reports have linked papillomavirus to 
cancer over the years, papillomavirus infection may be 
linked to prostate cancer [15, 18].

Interleukin-12 (IL-12), on the other hand, is 
a bridge between nonspecific primary immunity 
and specific immunity. In response to pathogens, 
monocyte cells, macrophages, dendritic cells (DCs), 
B lymphocytes, neutrophils, and microglia secrete 
IL-12, which also acts via STAT4 to stimulate the 
production of IFN in T and NK cells. IFNγ mediates 
the activation of pro-inflammatory agents and 
activates T-bet  [9]. After identifying and linking it 
to Th1 commitment, researchers placed high hopes 
on IL-12 to become a target for immunotherapy 
and cancer treatment programs. In  vitro, IL-12 
induces tumor eradication, prevents metastasis, 
and enhances antitumor immunity  [13, 30]. This 
cytokine performs the above functions by activating 
CTLs, Th1-dependent cellular response, and NK 
cells [46]. Treating the IL-12 gene in a cervical tumor 
model from human papillomavirus type 16 activates 
cellular immunity. It also boosts the expression of Th1 
cytokines. This activation is linked to the inhibition 
of tumor growth [33]. Numerous studies have shown 
the benefits of IL-12 in controlling tumors in mouse 
models [7, 21, 39, 42]. In the advanced stages of 
many cancers, including cervical cancer, Th2 levels 
increase [5, 6, 10, 19, 41].

In light of the potential for cancer in other organs, 
such as the prostate, and the function of the human 
papillomavirus in some cancers, such as cervical 
cancer, as well as the significance of IL-12 in promoting 
immunity and limiting the growth of malignancies, 
this study analyzed  the correlation  between prostate 
cancer and the human papillomavirus. Furthermore, 
the Gleason grade (a grading system for prostate 
cancer that assesses the aggressiveness of the cancer 
cells) and the age of prostate cancer patients were 
utilized to compare their IL-12 levels with those 
of individuals diagnosed with benign prostatic 
hyperplasia. Furthermore, researchers compared 
the levels of this interleukin in persons with prostate 
cancer and papilloma infection to those with cancer 
but no papilloma infection.

Materials and methods
Subjects 
We collected samples of malignant prostate 

lesions from 55 patients with prostate cancer and 
collected 55 control samples of prostate tissue from 
patients with benign hyperplasia. These samples were 
collected from laboratories in the Pathology of Ahvaz 
City between 2018 and 2022. Out of the 55 patients 
with malignant prostate lesions, 24 newly diagnosed 
cases were selected for the study. Blood samples were 

taken from these patients to measure the levels of 
IL-12 before their treatment began. In addition, we 
selected 24 patients with benign prostatic hyperplasia 
as controls and also took blood samples from them. 
We cut each tissue sample into four sections with a 
diameter of five microns. An experienced pathologist 
examined the first and last sections and confirmed 
that they were cancerous. 

Nested-PCR 
We used the second and third sections to extract 

DNA, using the Phenol-Chloroform method. Then, 
used the Nested-PCR method to determine the 
presence of papillomavirus DNA in tissues. The 
HPVL1 gene was done in two stages by an outer 
primer called MY09/11 (450 bp) and a nested primer 
called GP5/6 (150  bp). In this method, 12.5 µL of 
Master Mix (ampliqon taq2x, Denmark), 1µL of 
Forward and Rivers primers (10 pmol), and 9.5  µL 
of sterile distilled water were mixed with 1 µL of 
extracted DNA for the first and 0.5 µL for the second 
steps, respectively. The first temperature cycle or outer 
PCR consisted of the 30 s at 95 °C, 1 min at 50  °C, 1 
min at 72 °C, and 5 min at 95 °C as pre denaturation 
and an additional expansion step for 8 min at 72°. 
This stage consists of 35 cycles. The nested PCR step 
began with an initial denaturation at 95 °C for 5 min. 
It ended with 30 cycles: 30 s at 95  °C, 30 s at 50°C, 
30 s at 72°C, and 8 min at 72 °C. The product of the 
second stage was examined using gel electrophoresis. 
DNA extracted from HPV_18 from HeLa cell tissue 
was used as a positive control.

We sent product to the Genetics Research 
Laboratory for sequencing, then it was subjected to 
BLAST to determine the type (NCBI database): 

My09 primer: 
5’CGTCCMARRGGAWACTGATC3’; 

My10 primer: 
5’GCMCAGGGWCATAAYAATGG3’ ; 

Gp5 primer: 
5TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC3’, 

Gp6 primer: 
5’GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC3. 

Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)
The amounts of IL-12 in the patients’ and 

controls’sera were measured at the same time by the 
same technician, using ELISA-kits (Thermo Fisher, 
USA). Briefly, the standard stocks were serially 
diluted in Reagent Diluent to generate 7 points for the 
standard curves. Diluted capture antibody was added 
to a microtiter plate. Plates were sealed and incubated 
overnight at room temperature, then washed with 
Wash Buffer. Premixed standards or samples were 
added to each well, and incubated for overnight 
at 4  °C. After incubation and washing, premixed 
Detection Antibody was added to each well and the 
plate was incubated for 2 h at room temperature. After 
incubation and washing, Streptavidin-HRP was added 
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to each well. The incubation was terminated after 
20 min at room temperature. Then, Stop Solution was 
added to each well, and the optical density of each 
well was immediately determined using a microplate 
reader set to 450 nm. The results were expressed in 
pg/mL. 

Statistical analysis 
We used SPSS 24 software to analyze the collected 

data and, evaluated the normality of the research 
data by the Kolmogorov–Smirnov test. We also ran 
the Mann–Whitney U test to compare the means 
in the two groups and used the Kruskal–Wallis test 
to compare the means in several groups. Finally, we 
utilized the Chi-square test to compare the ratios.

Results
Evaluation of the relationship between human 

papillomavirus and prostate cancer incidence
The chi-square test showed that there was no 

significant relationship between human papillomavirus 

and prostate cancer (p  >  0.05). Also, among the 12 
positive cases, the virus was type 16 in 10 cases (83.3%) 
and type 18 in 2 cases (16.7%) (Table 1).

Comparison of serum IL-12 between patients and 
control group

Serum level of IL-12 in the patients with prostate 
cancer and controls showed that there was a significant 
difference between the mean of IL-12 in the cases and 
control groups, and the mean of IL-12 in the control 
group was significantly higher (p  <  0.05). Also, we 
compared the mean level of serum IL-12 in various 
stages (Gleason score 7 to 9) of prostate cancer. It 
showed a significant difference between the mean 
IL-12 levels in the stages (p < 0.05). In addition, the 
results of the serum IL-12 levels in positive or negative 
papilloma cases showed no significant difference 
between the mean of IL-12 in the two groups of 
positive and negative papilloma cases (p  <  0.05) 
(Table 2, Figure 1).

TABLE 1. THE RELATIONSHIP BETWEEN HUMAN PAPILLOMAVIRUS AND PROSTATE CANCER AND DETERMINE TYPES 
OF PAPILLOMA IN POSITIVE CASES

Descript
indicators

Group 

Number 
of cases 
reviewed

Condition
(virus type)

Human papillomavirus

p-value
positive negative

number percent number percent

Case 55 – 5 9.09 50 91.90
0.761Control 55 – 7 12.73 48 87.27

Total 110 – 12 10.91 98 89.09

Positive cases 12

Tye 16 
papilloma 10 83.3 – –

–
Type 18 

papilloma 2 16.7 – –

TABLE 2. COMPARISON OF IL-12 (CON-, PG/ML) LEVELS BASED ON GLEASON SCORE (A) PRESENCE AND ABSENCE  
OF PAPILLOMA VIRUS (B) IN EXPERIMENTAL AND CONTROL GROUPS

Group Number
(percent) Mean ± SD Indicator Group Number

(percent) Mean ± SD

Case 24 (50) 95.17±53.40

(A)
Gleason score

7 8 (33.33) 140.33±13.50
8 8 (33.33) 115.32±37.90
9 8 (33.33) 29.86±8.25

Kruskal–Wallis test p < 0.001

(B)
Papillomavirus

Papilloma
positive 4 (16.7) 88.83±36.11

Papilloma
negative 20 (83.3) 96.44±56.99

Mann–Whitney Test 0.535
Control 24 (50) 284.97±133.56 – –
Mann–Whitney U test p < 0.001 – –
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TABLE 3. COMPARISON OF IL-12 LEVELS BY AGE GROUPS IN CONTROL AND EXPERIMENTAL GROUPS

Group Age Age category Number 
(percent)

IL-12 level
 (Con-, pg/mL)

Mean ± SD

Kruskal–
Wallis test

Meaningful
level

Case 71.16±6.40
Less than 70 years 13 (54.2) 102.62±51.52

1.302 0.52270-75 years 5 (20.8) 105.36±63.49
More than 75 years 6 (25) 70.52±50.88

Control 73.16±6.04
Less than 70 years 8 (33.3) 335.36±154.89

3.171 0.20570-75 years 9 (37.5) 256.75±119.82
More than 75 years 7 (29.2) 263.64±127.04

p = 0.227

Figure 1. Comparison of IL-12 levels (Con-, pg/mL) in experimental and control groups, based on condition (positive 
or negative Papillomavirus) and Gleason score
Note. There was no significant difference between the levels of IL-12 in different age groups (p > 0.05). The difference between the levels of IL-12 
in Gleason score 7, 8 and 9 was significant (p < 0.05) and the difference between the levels of IL-12 in the experimental and control was significant 
too (p < 0.05). NS, no significant.*, significant symbol.

Intervention

96.44 95.17

29.86

88.83

284.97

115.32 140.33

Papilloma
negative

Intervention ControlPapilloma
positive

Gleason
score 9

Gleason
score 8

Gleason
score 7

Total (control)

Total (intervention)

lntervention 2

Intervention

Intervention Total

Chart Title
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*

*

*300

250

200

150

100

50

0

Comparison of IL-12 levels by age groups in control 
and experimental groups 

The mean age of patients in the control and 
experimental groups showed no significant difference 
between the two groups. Also, no significant difference 
was observed between the levels of IL-12 in different 
age groups (p > 0.05) (Table 3).

Discussion 
We analyzed records for 110 patients referred to 

Ahvaz hospitals from 2018 to 2022 in this study. First, 
the case study results revealed that no significant  rel
ationship  exists  between the prevalence of prostate 
cancer and the human papillomavirus (p > 0.05).
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The research also revealed that, out of the 12 cases 
where the human papillomavirus was detected, 3.83% 
had the virus type 16 and 7.16% had the virus type 
18. Comparing the amount of IL-12 in the serum of 
patients  with prostate cancer and healthy controls 
is another objective of this study. The mean levels of 
IL-12 in the experimental and control groups differed 
significantly (p  <  0.05), with the mean  levels in the 
control group being substantially higher than those 
in the experimental group. The study investigated 
the quantity of serum IL-12 in patients with various 
Gleason scores and found a significant difference 
between the mean levels of IL-12 in different stages 
of prostate cancer. The level of serum IL-12 was 
then evaluated to determine whether the papilloma 
was present in individuals with prostate cancer. 
The findings indicated that IL-12 averages in the 
two papilloma positive and negative groups did not 
significantly differ (p  >  0.05). Finally, the mean age 
of the respondents was analyzed. It showed that there 
was no difference in their ages between the patients 
in the two groups. Additionally, neither the control 
nor the experimental groups’ levels of IL-12 varied 
significantly by age group (p > 0.05).

According to an analysis of these findings, the 
human papillomavirus typically modifies tumor sup
pressor and proto-oncogene genes, changes cellular 
structure, and induces cancer. Oncogenes activate 
cellular proto-oncogenes. These genes produce pro
teins that are specifically necessary for controlling cell 
division and growth. Proto-oncogenes can turn into 
oncogenes through mutation or improper expression, 
and as a result of these changes, oncogenes can 
lead to abnormal cell division and the growth of 
tumors [22]. Papillomavirus infection influences can
cer development in two different ways: through cell 
death and persistent inflammation [24]. The prostate 
gland, surrounding tissues, and the urinary system get 
contaminated as a result of this viral infection, which 
also causes chronic inflammation of the prostate [12, 
40]. The primary role of the prostate gland is that 
of a reservoir for the sexual transmission of the 
papillomavirus through a seminal fluid. Infection 
of the reproductive system’s mucous membrane 
can result in the growth of mucous cells and cancer. 
Consequently, HPV may cause prostate cancer  [45]. 
However, further study is necessary before it can be 
said with certainty that this virus causes cancer in the 
prostate tissue. 

The results of a study by J.S. Nahand et al. in 2020 
that evaluated the potential relationship between HPV-
mediated inflammation, apoptosis, and angiogenesis 
in prostate cancer revealed that there is no significant 
relationship between  the human papillomavirus 
and the development of prostate cancer [29], which is 
in line with the results of the current study. However, 
in 2020, a study  was conducted  by A. Shariat et al. 

in Ahvaz hospitals to investigate the relationship 
between human papillomavirus (HPV) and prostate 
cancer. The study used immunohistochemistry and 
PCR methods to analyze the samples. The research 
showed that there is a significant correlation between 
HPV infection and prostate cancer, which contradicts 
the findings of our study [37].

In addition, in different studies, it was reported 
a positive significant relationship between HPV 
infection and prostate cancer  [2, 23, 25, 27], which 
is not in line with the results of the present study. 
Additionally, A.C.-H. Chen et al., in 2017  [8], 
S.  Mahmoudi et al., in 2022  [20] and two studies 
with the help of the Bradford Hill criteria found 
no relationship between this virus and prostate 
cancer [32, 43], which is in line with results of current 
research. The use of various techniques to identify 
viral infection in cancer samples, as well as technical 
issues with these techniques, such as contamination 
of the PCR product and variations in HPV genome 
detection, as well as limitations like the small sample 
size, maybe the reason why this study’s findings 
differ from those of earlier studies. Additionally, the 
location, patient’s age, immunological health, and 
unique genetic variables all influence the frequency 
and prevalence of HPV infection in men with prostate 
cancer.

The study also revealed that among 12 instances 
where the human papillomavirus was detected, 
viruses’ types 16 and 18 affected 3.38% and 7.16%, 
respectively. These results are in line with those 
of the study by J.S. Nahand et al., in 2020, which 
revealed that high-risk HPV 16 and 18 were present 
in the majority of positive papilloma samples taken 
from prostate cancer tissue  [29]. Our study supports 
previous research, indicating that high-risk HPVs such 
as HPV16 and HPV18 were primarily responsible for 
prostate infection [3, 23]. 

Also, we compared the amount of IL-12 in the 
serum of men with prostate cancer and healthy 
controls and, the mean  levels of IL-12 differed 
significantly (p < 0.05). The mean levels in the control 
group are much higher than in the experimental 
group. The findings show that IL-12 is a natural 
interleukin. Dendritic cells and macrophages produce 
it in response to antigenic stimulation. Because of 
its immune-stimulating and angiogenesis-inhibiting 
properties, it is thought to be a potential cancer 
treatment [11]. As a result, its quantity will be lower 
in cancer patients than in healthy individuals. In 
a 2017 study by J. Salimu et al., it showed clearly 
how exosomes from prostate cancer suppress the 
production of IL-12  [36]. However, these findings 
are not in line with those of M. Kundu et al. in 2017, 
A.M. Shekar et al. in 2008 and, E. Kovacs in 2001, 
showing that in line with the progression of the illness, 
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IL-12 serum levels were higher in cancer patients than 
in healthy people [16, 17, 38]. 

Our investigation results showed a significant 
difference in the mean level of serum IL-12 among 
patients with different Gleason scores in various stages 
of prostate cancer. Subsequently, we examined the 
amount of serum IL-12 to determine whether a patient 
had a positive or negative papilloma. The results of this 
study revealed that there was no statistically significant 
difference between the mean levels of IL-12 in the two 
papilloma positive and negative groups (p  >  0.05). 
Analyzing the results mentioned above and evaluating 
IL-12 serum levels may lead to the conclusion that 
a decrease in IL-12 serum levels in patients with 
severe illness could indicate a lack of increase in 
inhibitory responses. Additionally, it can indicate the 
lack or improper operation of Th1+CD4 cells, other 
cytokine-secreting cells, or tumor microenvironment 
inhibitory agents such as  MDSCs, which would 
suppress  the immune response against the tumor. 
Additionally, the non-significance of the mean of IL-
12  in the two papillomavirus positive and negative 
groups may suggest that the human papillomavirus 
has little or no impact on immune system suppression 
and IL-12 production. 

The findings mentioned above are in line with those 
of S. Murakami et al. in 2004, who found that patients 
with metastasized gastric cancer had significantly 
lower levels of IL-12  [28], and A. Jebreel et al. who 
analyzed head and neck cancer [14]. Finally, the study 
compared the mean age of the respondents between 
the patients of the control and experimental groups. 
The results showed no significant difference in the 
mean age of patients in the two groups. Furthermore, 

the levels of IL-12 did not vary significantly by age 
group in either the control or the experimental groups 
(p > 0.05).

Conclusion
In conclusion, we showed that HPV infection can 

exist in prostate tissue, although this does not mean 
that it contributes to PC development. The most 
significant strains infecting prostate tissue are types 16 
and 18. In addition, compared to the control group 
and across different Gleason scores, levels of IL-12 
secretion are significantly lower in prostate cancer 
patients. Furthermore, by measuring this cytokine, 
it is possible to obtain a favorable prognosis for 
prostate cancer and develop effective treatment plans 
in this area because IL-12 levels significantly decline 
as prostate cancer progresses. There is also a need 
for further investigations into the impact of HPV on 
prostate tumor tissue samples and the evaluation of 
additional cytokines in prostate cancer cases.
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ДНКаза 1L3 И ДНКаза II КАК ИНДИКАТОРЫ КАЧЕСТВА 
ЭЯКУЛЯТА
Минасова А.А.1, Савочкина А.Ю.1, Федорова К.С.1, Нохрин Д.Ю.2, 
Саматова А.И.1, Абрамовских О.С.1
1 ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Министерства  
здравоохранения РФ, г. Челябинск, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Челябинский государственный университет», г. Челябинск, Россия

Резюме. Основным методом оценки репродуктивной функции мужчин является спермиологи-
ческий анализ, который не всегда является показательным для установления причины бесплодия. 
В литературных данных особая роль в нарушении мужской фертильности отводится оксидативно-
му стрессу, в результате которого повреждаются мужские половые клетки. Повреждение мембран 
сперматозоидов сопровождается выходом их ДНК во внеклеточное пространство, что является 
индуктором развития местной воспалительной реакции. В таком случае, поддержание гомеостаза 
семенной жидкости будет зависеть от эффективности деградации внеклеточной ДНК. У человека 
данную функцию осуществляют ферменты ДНКазы, локализованные во всех тканях и биологи-
ческих жидкостях организма. Также отмечена их роль в процессе оплодотворения и фрагмента-
ции генетического материала сперматозоидов. Избыток или недостаток ДНКаз может привести к 
развитию широкого спектра заболеваний. Целью настоящего исследования являлось установление 
референтных интервалов для ДНКазы 1L3 и ДНКазы II эякулята и поиск связей между концентра-
цией нуклеаз и показателями спермиологического анализа. В качестве материала для исследования 
использовали семенную жидкость 82 условно здоровых мужчин в возрасте 18-49 лет, обследованных 
на базе НИИ иммунологии ЮУГМУ. Критериями исключения являлось наличие воспалительных 
заболеваний урогенитального тракта и ИППП. Спермиологический анализ проводился согласно 
лабораторному руководству ВОЗ. Обследование на ИППП проводили методом ПЦР в режиме ре-
ального времени. Концентрацию ДНКаз в эякуляте определяли методом ИФА. Описательную ста-
тистику, построение гистограмм и референтных интервалов, проводили в программе R. Нами впер-
вые были определены уровни ДНКазы 1L3 и ДНКазы II в семенной жидкости и установлены для 
них референтные интервалы. Сдвиги значений концентраций ДНКазы 1L3 и ДНКазы II, вероятнее 
всего, могут рассматриваться как индикаторы возможных патологических состояний. В частности, 



1054

Minasova A.A. et al.
Минасова А.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

повышенная концентрация ДНКазы 1L3 – индикатор патологического процесса, связанного с низ-
кой подвижностью сперматозоидов, а высокие уровни ДНКазы II можно рассматривать как инди-
катор местной воспалительной реакции.

Ключевые слова: дезоксирибонуклеазы, сперматозоиды, спермиологический анализ, мужское бесплодие, качество 
эякулята, воспаление

DNase 1L3 AND DNase II AS INDICATORS OF EJACULATE 
QUALITY
Minasova A.A.a, Savochkina A.Yu.a, Fedorova K.S.a, Nokhrin D.Yu.b, 
Samatova A.I.a, Abramovskikh O.S.a
a South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russian Federation  
b Chelyabinsk State University, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. Sperm analysis is the main method of assessing male reproductive function, which is not always 
informative in cases of infertility. In the literature, a special role in the disturbed male fertility is attributed 
to oxidative stress which results into damage of male germ cells. Damage of spermatozoa membranes is 
accompanied by the release of their DNA into the extracellular space, which is an inducer of local inflammatory 
reaction. In this case, the maintenance of seminal fluid homeostasis will depend on the efficiency of extracellular 
DNA degradation. In human beings, this function is performed by DNAse enzymes localized in all tissues and 
body fluids. Their role in the process of fertilization and fragmentation of spermatozoal genetic material was 
also noted. Excess or deficiency of DNases may lead to the development of different disorders. The aim of 
the present study was to establish reference intervals for ejaculate DNase 1L3 and DNase II and to search for 
relationships between the concentration of nucleases and sperm analysis parameters. The seminal fluid of 82 
conditionally healthy men aged 18-49 years examined at the Research Institute of Immunology of South Ural 
State Medical University was used as a material for the study. Exclusion criteria were the presence of urogenital 
inflammatory disorders and sex-transmitted infections (STI). Sperm analysis was performed according to 
the WHO laboratory manual. Screening for STI was performed by real-time PCR. DNAse concentration in 
ejaculate was determined by ELISA method. Descriptive statistics, construction of histograms and reference 
intervals were performed in the “R” platform. Primarily, we have determined the levels of DNase 1L3 and 
DNase II in seminal fluid and established appropriate reference intervals. Shifts in DNase 1L3 and DNase II 
concentrations can most likely be considered as markers of possible pathologic conditions. In particular, an 
increased concentration of DNase 1L3 is an index of a pathological process associated with low sperm motility, 
whereas high levels of DNase II may be considered an indicator of a local inflammatory reaction.

Keywords: deoxyribonucleases, spermatozoa, sperm analysis, male infertility, ejaculate quality, inflammation

Введение 
На сегодняшний день в развитых странах 

фиксируется низкий уровень рождаемости  [7]. 
Примерно 15% сексуально активных пар репро-
дуктивного возраста считаются бесплодными, 
причем более 50% случаев бесплодия приходит-
ся на мужской фактор  [5, 21]. В России в том 
числе отмечена устойчивая тенденция к росту 
мужского фактора бесплодия на основании об-
ращений семейных пар в репродуктивные кли-
ники [19].

Снижение мужской фертильности может быть 
обусловлено разными факторами: врожденными 
пороками, травмами мочеполовой системы, опу-
холями репродуктивных органов, гормональным 
дисбалансом, генетическими, иммунологически-
ми и инфекционными факторами, а также обра-
зом жизни [2]. Оценка фертильного потенциала 
мужчины начинается с лабораторного исследо-
вания эякулята  – спермиологического анали-
за. Снижение качественных и количественных 
показателей семенной жидкости, в частности 
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уменьшение концентрации сперматозоидов в се-
менной жидкости, нарушение их морфологии и 
подвижности, может привести к бесплодию [1, 3, 
4, 21].

В 30-40% случаев не удается выявить фактор, 
снижающий фертильность. В таком случае гово-
рят об идиопатическом бесплодии, т. е. бесплодии 
неясного генеза. В литературных данных особая 
роль в нарушении мужской фертильности отво-
дится избыточному образованию активных форм 
кислорода (АФК), т. е. оксидативному стрессу [8, 
10]. Одной из ключевых причин развития окис-
лительного стресса являются воспалительные 
процессы инфекционного и неинфекционного 
характера. АФК оказывают токсическое действие 
на клеточные мембраны сперматозоидов, что со-
провождается нарушением их целостности. Под 
агрессивное действие АФК также попадает ге-
нетический материал сперматозоидов. В  сово-
купности эти процессы приводят к дисфункцио-
нальности мужских половых клеток. В результате 
повреждения мембран сперматозоидов их нукле-
иновые кислоты попадают во внеклеточное про-
странство, что является индуктором развития 
местной воспалительной реакции [3, 18, 20].

Внеклеточная ДНК (вкДНК) представляет 
собой генетический материал поврежденных и 
умирающих клеток, который может быть распоз-
нан иммунной системой как чужеродный объект, 
вызывая воспалительную реакцию и выработку 
антител [14]. 

В свою очередь, индуцированный вкДНК вос-
палительный процесс приводит к образованию 
АФК. В таком случае поддержание гомеостаза 
семенной жидкости будет зависеть от эффектив-
ности деградации вкДНК. В организме человека 
данную функцию осуществляют ферменты се-
мейства ДНКазы I и ДНКазы II [14].

ДНКазы представляют собой гидролитиче-
ские ферменты, которые расщепляют фосфо-
диэфирные связи между пентозой и фосфатным 
остовом ДНК. Эти ферменты принимают участие 
в процессах репликации, рекомбинации и репа-
рации ДНК, конденсации хроматина, а также 
участвуют в метаболизме вкДНК  [14]. Множе-
ство функций обуславливает разнообразие фер-
ментов данной группы и их локализацию в раз-
личных органах и тканях организма [17].

В предыдущих исследованиях семенной жид-
кости было доказано, что при высоком уровне 
ДНКазы I обнаруживаются низкие уровни ан-
тиспермальных антител (АСАТ), а эякулят ха-
рактеризуется меньшей вязкостью и коротким 
временем разжижения. Также авторами была 
предпринята попытка установить референтные 
интервалы для данного фермента [6].

На данный момент в литературе нет информа-
ции о присутствии в эякуляте ДНКазы 1L3, од-
нако этот фермент относится к семейству ДНКа-
зы I, представители которого наиболее изучены 
и встречаются во многих биологических жид-
костях, в том числе и в эякуляте. ДНКаза 1L3 
(она же ДНКаза γ) активна в нейтральной или 
слабощелочной среде (pH 6,5-8,0). Кроме того, 
участвует в деградации генетического материала 
при апоптозе клеток и расщепляет внеклеточно 
расположенную ДНК. Некоторые авторы пред-
полагают, что ДНКаза 1L3 может проникать в 
неповрежденные клетки и, возможно, способна 
разрушать хроматин [9, 14, 15, 16, 17, 18].

Согласно литературным данным, в семенной 
жидкости присутствует также ДНКаза II [14, 18]. 
ДНКаза II проявляет активность при кислых 
значениях среды (pH 4,8-5,2), поэтому наиболь-
шая концентрация отмечена в лизосомах. В со-
ставе фаголизосом ДНКаза II принимает участие 
в деградации фагоцитированной ДНК [12, 13, 16, 
17, 18].

Биологическая роль вышеперечисленных 
ДНКаз в эякуляте заключается в элиминации 
генетического материала патогенных и услов-
но-патогенных микроорганизмов, разрушенных 
компонентов клеток собственного организма. 
Также в литературных данных отмечена роль ну-
клеаз в процессе оплодотворения: они способ-
ствуют продвижению сперматозоидов по жен-
ским репродуктивным путям [12, 14]. Отсутствие 
или недостаточный уровень ДНКаз может приве-
сти к развитию широкого спектра заболеваний в 
результате накопления вкДНК [17]. 

С другой стороны, согласно исследованиям 
J.  Gosálvez et al., ДНКазы способны проникать 
через мембраны неповрежденных клеток и вызы-
вать одноцепочечные и двухцепочечные разрывы 
ДНК. В таком случае эти ферменты представля-
ют потенциальную угрозу как для мужских поло-
вых клеток, так и женских, за счет фрагментации 
их генетического материала [14].

Таким образом, оценка концентрации ДНКаз 
обоих семейств в семенной жидкости позволит 
получить дополнительную информацию о ре-
продуктивном потенциале мужчин за счет пони-
мания физиологической роли этих ферментов. 
Полученные данные помогут изучить одну из 
возможных причин развития идиопатического 
бесплодия и, в дальнейшем, стать дополнитель-
ным критерием оценки мужской фертильной 
функции.

В настоящее время в литературных источни-
ках нет данных о референтных показателях кон-
центрации ДНКазы 1L3 и ДНКазы II в семенной 
жидкости, в связи с этим мы решили установить 
референтные интервалы для этих нуклеаз. 
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Материалы и методы
В качестве материала для исследования ис-

пользовали семенную жидкость 82 условно здо-
ровых мужчин в возрасте 18-49 лет (средний воз-
раст 34±0,9 года), обследованных на базе НИИ 
иммунологии ЮУГМУ. Участники исследования 
были проинформированы о целях исследования, 
процедурах и анализах, проводимых в его рамках. 
Они дали добровольное письменное согласие 
на участие в исследовании. Критериями вклю-
чения были репродуктивный возраст от 18 до 49 
лет, исключение приема алкоголя, антибиотико-
терапии, массажа предстательной железы, пере-
гревания и переохлаждения в течение последних 
3 месяцев, а также половое воздержание в тече-
ние 3-5 дней перед обследованием. Критериями 
исключения являлось наличие воспалительных 
заболеваний урогенитального тракта и ИППП. 
Образцы эякулята отбирались путем мастурба-
ции в стерильный пластиковый контейнер и в те-
чение часа доставлялись в лабораторию.

Спермиологический анализ проводился со-
гласно лабораторному руководству ВОЗ по ис-
следованию и обработке эякулята человека, 
шестое издание  [4]. Для определения АСАТ в 
эякуляте использовали наборы SpermMar Test 
IgG и SpermMar Test IgA (FertiPro N.V., Бельгия). 
Обследование на ИППП (Chlamidia trachomatis, 
Mycoplasma genitalium, Trichomonas vaginalis, 
Neisseria gonorrhoeae) осуществляли методом 
ПЦР в режиме реального времени с использо-
ванием тест-систем «РеалБест ДНК Chlamydia 
trachomatis/Mycoplasma genitalium» и «РеалБест 
ДНК Trichomonas vaginalis/Neisseria gonorrhoeae» 
(АО «Вектор-Бест», Россия). Для определения 
уровней концентраций ДНКазы 1L3 и ДНКа-
зы II использовали тест-системы ELISA Kit for 
Deoxyribonuclease I Like Protein 3 и ELISA Kit for 
Deoxyribonuclease II (Cloud-Clone Corp., США). 

Описательную статистику, построение диа-
грамм и референтных интервалов для ДНКаз 
проводили в программе R. При установлении 

референтных интервалов опирались на руковод-
ство EP28-A3c Института клинических и лабора-
торных испытаний (CLSI)  [11]. Анализ главных 
компонент (ГК) проводили в программе и PAST 
(version 4.13).

Результаты
На первом этапе исследования мы получили 

данные о концентрациях ДНКазы 1L3 и ДНКазы 
II в эякуляте мужчин репродуктивного возраста 
и проанализировали их с помощью описательных 
методов статистики (табл. 1). 

При проверке полученных данных на нор-
мальность было обнаружено ненормальное рас-
пределение (рис. 1, 2).

В связи с асимметричным распределением 
ДНКаз использовали нормализующее преоб-
разование Бокса–Кокса. На основе преобразо-
ванных данных были построены точечные диа-
граммы референтных интервалов для ДНКазы 
1L3 и ДНКазы II. На графике сплошной лини-
ей обозначены границы интервалов (верхние и 
нижние), пунктирными линиями – 90% довери-
тельные интервалы для установленных границ 
(рис. 3, 4). 

Рассчитанные референтные интервалы кон-
центрации ДНКаз в семенной жидкости мужчин 
репродуктивного возраста имели следующие зна-
чения:

–	 для ДНКазы 1L3 нижняя граница соста-
вила 0,02 (0,01-0,03) пг/мл, верхняя граница  – 
1,76 (1,30-2,36) пг/мл;

–	 для ДНКазы II нижняя граница состави-
ла 0,78 (0,50-1,16) пг/мл, верхняя граница – 25,91 
(21,19-31,42) пг/мл.

На следующем этапе были определены связи 
между концентрациями ДНКазы 1L3 и ДНКазы 
II эякулята и показателями спермиологического 
анализа (табл. 2). 

С помощью корреляционного анализа Спир-
мена были выявлены связи между концентраци-
ей ДНКазы 1L3 и такими показателями спермио-

ТАБЛИЦА 1. УРОВНИ ДНКазы 1L3 И ДНКазы II В СЕМЕННОЙ ЖИДКОСТИ МУЖЧИН РЕПРОДУКТИВНОГО ВОЗРАСТА,  
пг/мл

TABLE 1. LEVELS OF DNase 1L3 AND DNase II IN SEMINAL FLUID OF MEN OF REPRODUCTIVE AGE, pg/mL

Показатели
Indicators

Среднее (95% ДИ)
Mean (95% CI)

Xmin; Xmax
Xmin; Xmax

Mе (Q0,25- Q0,75)
Mе (Q0.25- Q0.75)

ДНКазы 1L3 
DNase 1L3
(n =  82)

0,38±0,04 (0,30-0,47) 0,016; 1,64 0,20 (0,11-0,55)

ДНКаза II 
DNase II
(n =  80)

8,01±0,71 (6,65-9,38) 0,49; 30,20 6,35 (3,47-11,25)
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Рисунок 1. Гистограмма распределения ДНКазы 1L3
Figure 1. Histogram of the distribution of DNase 1L3

Рисунок 2. Гистограмма распределения ДНКазы II
Figure 2. Histogram of the distribution of DNase II

Концентрация ДНКазы 1L3, пг/мл
DNase 1L3 concentration, pg/mL
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Рисунок 3. Точечная диаграмма концентрации ДНКазы 
1L3 в семенной жидкости с референтными интервалами
Примечание. Сплошные линии обозначают границы 
интервалов, пунктирные – 90% ДИ для границ.
Figure 3. Dot plot of DNase 1L3 concentration in seminal fluid 
with reference intervals
Note. Solid lines indicate interval boundaries, dashed lines indicate 
90% CI for the boundaries.

Рисунок 4. Точечная диаграмма концентрации ДНКазы II 
в семенной жидкости с референтными интервалами
Примечание. См. примечание к рисунку 3.
Figure 4. Dot plot of DNase II concentration in seminal fluid with 
reference intervals
Note. As for Figure 3. 
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ТАБЛИЦА 2. КОЭФФИЦИЕНТЫ РАНГОВОЙ КОРРЕЛЯЦИИ СПИРМЕНА МЕЖДУ ПОКАЗАТЕЛЯМИ 
СПЕРМИОЛОГИЧЕСКОГО АНАЛИЗА И ЗНАЧЕНИЯМИ КОНЦЕНТРАЦИЙ ДНКазы 1L3 И ДНКазы II

TABLE 2. SPEARMAN’S RANK CORRELATION COEFFICIENTS BETWEEN SPERM ANALYSIS PARAMETERS AND THE VALUES 
OF DNase 1L3 AND DNase II CONCENTRATIONS

Показатели спермиологического анализа
Sperm analysis parameters

ДНКаза 1L3
DNase 1L3

ДНКаза II
DNase II

rS p rS p

Возраст
Age 0,11 0,320 0,03 0,797

Воздержание
Sexual abstinence -0,03 0,814 0,09 0,423

Цвет
Color 0,21 0,063** -0,15 0,173

Мутность
Turbidity -0,01 0,939 -0,16 0,145

pH 0,30 0,006* -0,21 0,068**

Время разжижения
Liquefaction 0,20 0,076** -0,25 0,027*

Вязкость
Viscosity 0,12 0,266 -0,15 0,173

Объем эякулята
Volume -0,14 0,200 0,10 0,357

Концентрация сперматозоидов
Sperm concentration 0,01 0,903 0,11 0,336

Общее количество сперматозоидов
Total sperm number -0,06 0,596 0,18 0,113

Прогрессивно-подвижные сперматозоиды (PR)
Progressive motility (PR) -0,17 0,120 0,11 0,313

Непрогрессивно-подвижные сперматозоиды (NP)
Non-progressive motility (NP) -0,02 0,886 0,03 0,799

Общая подвижность (PR + NP)
Total motility (PR + NP) -0,21 0,057** 0,10 0,392

Неподвижные сперматозоиды (IM)
Immotile spermatozoa (IM) 0,21 0,057** -0,10 0,392

Агглютинация сперматозоидов
Agglutination -0,11 0,338 -0,06 0,584

Неспецифическая агрегация
Non-specific aggregation -0,05 0,648 -0,02 0,882

Нормальные формы сперматозоидов
Normal forms 0,00 0,969 0,04 0,756

Патологические формы сперматозоидов
Pathologic forms 0,02 0,827 -0,09 0,437
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логического анализа, как pH (r =  0,30; p =  0,006) 
и уровнем АСАТ класса G (r =  -0,34; p =  0,002). 
Также были обнаружены тенденции к положи-
тельной корреляции с показателями «цвет», «вре-
мя разжижжения» и «неподвижные сперматозои-
ды», и отрицательной корреляции с показателем 
«общая подвижность». Были установлены корре-
ляции между концентрацией ДНКазы II и пока-
зателями спермиологического анализа, а именно 
со временем разжижжения (r =  -0,25; p = 0,027) и 
уровнем АСАТ класса G (r =  0,26; p =  0,018). Так-
же была обнаружена тенденция к отрицательной 
корреляции с показателем «pH».

Обсуждение
Мы допускаем, что физиологическое участие 

ДНКазы 1L3 заключается в обеспечении условий 
для успешной транспортировки сперматозоидов 
к месту оплодотворения через цервикальный ка-
нал, так как оптимум активности pH для ДНКа-
зы 1L3 находится в диапазоне 6,5-8,0. В середине 
менструального цикла (овуляция) цервикальная 
слизь характеризуется значениями pH 7,0-8,5. 

Это оптимальные условия для сохранения жиз-
неспособности и подвижности сперматозоидов в 
ходе реализации их биологических функций [4]. 
Нами было выявлено, что эякулят с повышенной 
концентрацией ДНКазы 1L3 сопровождается 
более высокими значениями pH (щелочная сре-
да), минимальными значениями концентрации 
АСАТ класса G (IgG), снижением количества 
подвижных сперматозоидов. Возможно, ДНКаза 
1L3 ответственна за утилизацию поврежденных 
сперматозоидов. Однако, опираясь на литератур-
ные данные, ДНКазе 1L3 отводят серьезную роль 
в патогенезе аутоиммнных процессов [15, 16, 18]. 
Полученные данные позволяют выдвинуть пред-
положение, что ДНКаза 1L3 способна проникать 
сквозь мембраны сперматозоидов, повреждать 
хроматин, что, вероятно, способствует увели-
чению количества неподвижных сперматозои-
дов [9, 14, 15].

Физиологическая роль ДНКазы II в эякуляте 
предположительно может заключаться в обеспе-
чении оптимальных условий для продвижения 
сперматозоидов в кислой среде влагалища. Одна-
ко нами была выявлена связь повышенной кон-

Показатели спермиологического анализа
Sperm analysis parameters

ДНКаза 1L3
DNase 1L3

ДНКаза II
DNase II

rS p rS p

Патология головки сперматозоидов
Abnormal heads 0,01 0,899 -0,06 0,607

Патология шейки сперматозоидов
Abnormal midpieces -0,04 0,717 0,10 0,384

Патология хвоста сперматозоидов
Abnormal tails 0,05 0,671 -0,01 0,901

Клетки сперматогенеза
Spermatogenic cells 0,17 0,116 -0,05 0,673

Лейкоциты в эякуляте
Leukocyte -0,02 0,883 0,14 0,206

Слизь в эякуляте
Mucus -0,03 0,814 -0,06 0,611

Антиспермальные антитела класса А 
MAR test (anti-IgA) -0,16 0,160 0,12 0,288

Антиспермальные антитела класса G
MAR test (anti-IgG) -0,34 0,002* 0,26 0,018*

Примечание. Значения коэффициента корреляции: до 0,4 – слабая корреляция; 0,4-0,7 – средняя корреляция; более 
0,7 – сильная корреляция. * – статистически значимая связь (p ≤ 0,05). ** – тенденция к связи (0,05 < p ≤ 0,10).

Note. Correlation coefficient values: up to 0.4, weak correlation; 0.4-0.7, moderate correlation; more than 0.7, strong correlation.  
*, statistically significant correlation (p ≤ 0.05). **, correlation trend (0.05 < p ≤ 0.10).

Таблица 2 (окончание)
Table 2 (continued)
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центрации ДНКазы II с повышенным уровнем 
АСАТ класса G и смещением pH к нейтральным 
значениям. Учитывая преимущественно внутри-
клеточную локализацию ДНКазы II в составе 
лизосом, можно сделать предположение, что об-
наружение более высоких значений ДНКазы II в 
эякуляте свидетельствуют о повреждении клеток 
семенной жидкости вследствие оксидативного 
стресса. Данное обстоятельство подкрепляется 
высокими значениями уровней IgG, что указы-
вает на возможное участие ДНКазы II в воспали-
тельном процессе.

Заключение
Нами впервые были определены уровни 

и установлены референтные интервалы для  
ДНКазы 1L3 и ДНКазы II в семенной жидкости 
мужчин репродуктивного возраста. На сегодняш-
ний день нет данных о референтных интервалах 
концентрации этих нуклеаз в семенной жидко-
сти. В условиях отсутствия информации относи-

тельно референтных интервалов для ДНКазы 1L3 
и ДНКазы II в семенной жидкости предлагаем 
ориентироваться на установленные в данном ис-
следовании референтные интервалы. Получен-
ные знания о концентрациях ДНКаз в семенной 
жидкости будут дополняться с увеличением вы-
борки обследуемых лиц. Определение референт-
ных интервалов, действительно, является важной 
задачей, в связи с серьезной физиологической 
ролью изученных ферментов. Сдвиги значений 
концентраций ДНКазы 1L3 и ДНКазы II, вероят-
нее всего, могут рассматриваться как индикаторы 
возможных патологических состояний. В частно-
сти, повышенная концентрация ДНКазы 1L3  – 
индикатор патологического процесса, связан-
ного с низкой подвижностью сперматозоидов, а 
высокие уровни ДНКазы II можно рассматривать 
как индикатор местной воспалительной реакции. 

Для поддержания гомеостаза эякулята, а зна-
чит, нормальной репродуктивной функции, 
необходима оптимальная концентрация обеих 
нуклеаз. 

Список литературы / References
1.	 Жанбырбекулы У., Аскаров М.Б., Жанкина Р.А., Сайпиева Д.Т., Айнаев Е.И., Жапаров У.С., Ахме-

тов  Д.Э. Роль мезенхимальных стволовых клеток в лечении мужского бесплодия // Медицинский жур-
нал Астаны, 2019. Т. 102, № 4. С. 54-59. [Zhanbyrbekuly U., Askarov M., Zhankina R., Saipieva D., Ainaev E., 
Zhaparov U., Akhmetov D. The role of mesenchymal stem cells in the treatment of Male infertility. Meditsinskiy 
zhurnal Astany = Astana Medical Journal, 2019, Vol. 102, no. 4, pp. 54-59. (In Russ.)]

2.	 Ибишев Х.С., Рябенченко Н.Н., Магомедов Г.А. Идиопатическое мужское бесплодие и папил-
ломавирусная инфекция // Вестник урологии, 2019. Т. 7, № 2. С. 51-58. [Ibishev Kh.S., Riabenchenko N.N., 
Magomedov G.A. Idiopathic male infertility and human papillomavirus infection. Vestnik urologii = Urology Herald, 
2019, Vol. 7, no. 2, pp. 51-58. (In Russ.)]

3.	 Кузьменко А.В., Кузьменко В.В., Гяургиев Т.А. Особенности лечения пациентов с мужским фак-
тором бесплодия в условиях пандемии COVID-19 // РМЖ, 2020. Т. 28, № 13. С. 10-12.  [Kuzmenko A.V., 
Kuzmenko  V.V., Gyaurgiev T.A. Treatment characteristics of patients with male factor infertility in COVID-19. 
RMZh = RMJ, 2020, Vol. 28, no. 13, pp. 10-12. (In Russ.)]

4.	 Лабораторное руководство ВОЗ по исследованию и обработке эякулята человека. 6-е изд. 2023. [Элек-
тронный ресурс]. Режим доступа: https://iris.who.int/handle/10665/371010. [WHO laboratory manual for the 
examination and processing of human semen. 6th ed. 2023. [Electronic resource]. Available at: https://iris.who.int/
handle/10665/371010.

5.	 Лебедев Г.С., Голубев Н.А., Шадеркин И.А., Шадеркина В.А., Аполихин О.И., Сивков А.В., Кома-
рова В.А. Мужское бесплодие в Российской Федерации: статистические данные за 2000-2018 годы // Экс-
периментальная и клиническая урология, 2019. № 4.  С. 4-12.  [Lebedev G.S., Golubev N.A., Shaderkin I.A., 
Shaderkina V.A., Apolikhin O.I., Sivkov A.V., Komarova V.A. Male infertility in the Russian Federation: statistical 
data for 2000-2018. Eksperimentalnaya i klinicheskaya urologiya = Experimental and Clinical Urology, 2019, no. 4, 
pp. 4-12. (In Russ.)]

6.	 Минасова А.А., Савочкина А.Ю., Нохрин Д.Ю., Шарабакина К.А., Пашкина Н.В., Никушкина К.В. 
Взгляд на иммунологическое мужское бесплодие с точки зрения сохранения гомеостаза семенной жидко-
сти // Российский иммунологический журнал, 2024. Т. 27, № 4. C. 967-974. [Minasova A.A., Savochkina A.Yu., 
Nokhrin D.Yu., Sharabakina K.A., Pashkina N.V., Nikushkina K.V. A view of immunologic male infertility from 
the perspective of preserving seminal fluid homeostasis. Rossiyskiy immunologicheskiy zhurnal = Russian Journal of 
Immunology, 2024, Vol. 27, no. 4, pp. 967-974. (In Russ.)] doi: 10.46235/1028-7221-16904-AVO.

7.	 Aitken R.J. What is driving the global decline of human fertility? Need for a multidisciplinary approach to 
the underlying mechanisms. Front. Reprod. Health, 2024, Vol. 6, 1364352. doi: 10.3389/frph.2024.1364352.

8.	 Aitken R.J., Baker M.A. The role of genetics and oxidative stress in the etiology of male infertility – a unifying 
hypothesis? Front. Endocrinol., 2020, Vol. 11, 581838. doi: 10.3389/fendo.2020.581838.



1061

ДНКазы и качество эякулята
DNase and ejaculate quality2025, Vol. 27,  5

2025, Т. 27, № 5

9.	 Basnakian A.G., Moore C. L. Apoptotic DNase network: Mutual induction and cooperation among apoptotic 
endonucleases. J. Cell. Mol. Med., 2021, Vol. 25, pp. 6496-6499.

10.	 Cannarella R., Condorelli R.A., Jezek D., Calogero A.E. Editorial: Male idiopathic infertility: novel possible 
targets, volume I. Front. Endocrinol., 2021, Vol. 12, 797228. doi: 10.3389/fendo.2021.797228.

11.	 CLSI. Defining, Establishing, and Verifying Reference Intervals in the Clinical Laboratory; Approved 
Guideline  – Third Edition. CLSI document EP28-A3c. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute; 
2008. Available at: https://webstore.ansi.org/preview-pages/CLSI/preview_CLSI+EP28-A3C.pdf.

12.	 Demkow U. Molecular Mechanisms of Neutrophil Extracellular Trap (NETs) Degradation. Int. J. Mol. Sci., 
2023, Vol. 24, no. 5, 4896. doi: 10.3390/ijms24054896.

13.	 Evans C.J., Aguilera R.J. DNase II: genes, enzymes and function. Gene, 2003, Vol. 322, pp. 1-15. 
14.	 Gosálvez J., Fernández C.L., Johnston S.D., Bartolomé-Nebreda J. Role of DNase activity in human sperm 

DNA fragmentation. Biomolecules, 2024, Vol. 14, no. 3, 304. doi: 10.3390/biom14030304.
15.	 Han D.S.C., Lo Y.M.D. The Nexus of cfDNA and Nuclease Biology. Trends Genet., 2021, Vol. 37, no. 8,  

pp. 758-770. 
16.	 Hernandez F.J. Nucleases: From primitive immune defenders to modern biotechnology tools. Immunology, 

2025, Vol. 174, no. 3, pp. 279-286. 
17.	 Keyel P.A. Dnases in health and disease. Dev. Biol., 2017, Vol. 429, no. 1, pp. 1-11. 
18.	 Laukova L., Konecna B., Janovicova L., Vlkova B., Celec P. Deoxyribonucleases and their applications in 

biomedicine. Biomolecules, 2020, Vol. 10, no. 7, pp. 1-20. 
19.	 Rusanova N. E. Infertility and fertility: demographic problems of assisted reproduction. Popul. Econ., 2024, 

Vol. 8, no. 1, pp. 156-167.
20.	 Shi G., Abbott K.N., Wu W., Salter R.D., Keyel P.A. Dnase1L3 regulates inflammasome-dependent cytokine 

secretion. Front. Immunol., 2017, Vol. 8, 522. doi: 10.3389/fimmu.2017.00522/
21.	 Shi Y., Zhang Y., Yuan K., Han Z., Zhao S., Zhang Z., Cao W., Li Y., Zeng Q., Sun S. Exposure to ambient 

ozone and sperm quality among adult men in China. Ecotoxicol. Environ. Saf., 2024, Vol. 283, no. 15, 116753.  
doi: 10.1016/j.ecoenv.2024.116753.

Авторы:

Минасова А.А. – к.б.н., старший научный сотрудник 
Научно-исследовательского института иммунологии 
ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный 
медицинский университет» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Челябинск, Россия

Савочкина А.Ю. – д.м.н., доцент, заведующая кафедрой 
микробиологии, вирусологии и иммунологии ФГБОУ 
ВО «Южно-Уральский государственный медицинский 
университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Челябинск, Россия

Федорова К.С. – старший лаборант Научно-
исследовательского института иммунологии 
ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный 
медицинский университет» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Челябинск, Россия

Authors:

Minasova A.A., PhD (Biology), Senior Researcher, Research 
Institute of Immunology, South Ural State Medical University, 
Chelyabinsk, Russian Federation 
 

Savochkina A.Yu., PhD, MD (Medicine), Associate Professor, 
Head, Department of Microbiology, Virology and Immunology, 
South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russian 
Federation 

Fedorova K.S., Senior Laboratory Assistant, Research 
Institute of Immunology, South Ural State Medical University, 
Chelyabinsk, Russian Federation



1062

Minasova A.A. et al.
Минасова А.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Нохрин Д.Ю. – к.б.н., доцент кафедры микробиологии, 
иммунологии и общей биологии ФГБОУ ВО «Челябинский 
государственный университет», г. Челябинск, Россия

Саматова А.И. – старший лаборант Научно-
исследовательского института иммунологии ФГБОУ 
ВО «Южно-Уральский государственный медицинский 
университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Челябинск, Россия

Абрамовских О.С. – д.м.н., доцент, заведующая 
кафедрой клинической лабораторной диагностики 
ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный 
медицинский университет» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Челябинск, Россия

Nokhrin D.Yu., PhD (Biology), Associate Professor, 
Department of Microbiology, Immunology and General Biology, 
Chelyabinsk State University, Chelyabinsk, Russian Federation

Samatova A.I., Senior Laboratory Assistant, Research 
Institute of Immunology, South Ural State Medical University, 
Chelyabinsk, Russian Federation 
 

Abramovskikh O.S., PhD, MD (Medicine), Associate 
Professor, Head, Department of Clinical Laboratory 
Diagnostics, South Ural State Medical University, 
Chelyabinsk, Russian Federation

Поступила 13.03.2025
Отправлена на доработку 18.03.2025
Принята к печати 24.06.2025

Received 13.03.2025
Revision received 18.03.2025
Accepted 24.06.2025



1063

Медицинская иммунология
2025, Т. 27, № 5,  
стр. 1063-1076

Medical Immunology (Russia)/ 
Meditsinskaya Immunologiya
2025, Vol. 27,  5, pp. 1063-1076

1 page

Адрес для переписки:

Казаков Сергей Петрович
ФГБУ «Главный военный клинический госпиталь  
имени академика Н.Н. Бурденко» 
105094, Россия, Москва, Госпитальная площадь, 3.
Тел.: 8 (499) 263-01-73.
E-mail: gvkg.ckld@mail.ru

Address for correspondence:

Sergey P. Kazakov
Main Military N. Burdenko Clinical Hospital,  
Russian Defense Ministry 
3 Gospitalnaya Square 
Moscow 
105094 Russian Federation
Phone: +7 (499) 263-01-73.
E-mail: gvkg.ckld@mail.ru

Образец цитирования: 

С.Б. Путков, Н.В. Давыдова, С.П. Казаков 
«Исследование субпопуляционного состава лейкоцитов 
крови при оценке тяжести течения COVID-19  
и в условиях цитокинового шторма» // Медицинская 
иммунология, 2025. Т. 27, № 5. С. 1063-1076. 
doi: 10.15789/1563-0625-SPO-3236

© Путков С.Б. и соавт., 2025 
Эта статья распространяется по лицензии 
Creative Commons Attribution 4.0

For citation: 

S.B. Putkov, N.V. Davydova, S.P. Kazakov “Subpopulation 
profile of blood leukocytes in assessing severity of COVID-19 
and in conditions associated with cytokine storm”, Medical 
Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya, 2025, 
Vol. 27, no. 5, pp. 1063-1076.  
doi: 10.15789/1563-0625-SPO-3236

© Putkov S.B. et al., 2025 
The article can be used under the Creative 
Commons Attribution 4.0 License

DOI: 10.15789/1563-0625-SPO-3236

ИССЛЕДОВАНИЕ СУБПОПУЛЯЦИОННОГО СОСТАВА 
ЛЕЙКОЦИТОВ КРОВИ ПРИ ОЦЕНКЕ ТЯЖЕСТИ ТЕЧЕНИЯ 
COVID-19 И В УСЛОВИЯХ ЦИТОКИНОВОГО ШТОРМА
Путков С.Б.1, Давыдова Н.В.1, Казаков С.П.1, 2

1 ФГБУ «Главный военный клинический госпиталь имени академика Н.Н. Бурденко», Москва, Россия  
2 ФГБУ «Федеральный научно-клинический центр специализированных видов медицинской помощи 
и медицинских технологий Федерального медико-биологического агентства России», Москва, Россия

Резюме. Сегодня клинические проявления у больных COVID-19 варьируют от легкого до тяжелого 
течения, особенно в группах пациентов, подверженных хроническим заболеваниям. Выбор наиболее 
информативных показателей, обеспечивающих прогноз возможного исхода или тяжелого течения за-
болевания у пациентов с COVID-19, необходим уже на раннем этапе для определения эффективной 
тактики лечения. Наиболее ранними предикторами ухудшения состояния больных при COVID-19 
являются повышенные значения интерлейкина-6, интерлейкина-10, С-реактивного белка, прокаль-
цитонина и других показателей врожденной иммунной системы. Одной из задач настоящего иссле-
дования было определение наиболее информативных показателей общеклинического анализа крови 
и основных субпопуляций лимфоцитов у пациентов с COVID-19, позволяющих помочь в интерпре-
тации степеней тяжести заболевания и развития цитокинового шторма наряду с клиническими про-
явлениями и функциональными методами диагностики. Нами проведено ретроспективное когорт-
ное исследование периферической крови у 65 больных, из которых было 57 мужчин и 8 женщин, 
возраст пациентов варьировал от 32 до 82 лет, средний возраст составил 48,6 года. После исследо-
вания общего анализа крови в 65 образцах выполнен цитометрический анализ с использованием 
системы проточной цитофлюориметрии серии Cytomics™ FC 500 фирмы Beckman Coulter (США), 
моноклональных антител СD45-ECD, CD3-FITC, CD4-PC7, CD8-PE, CD19-PC-5, CD16+56-PE 
фирмы Beckman Coulter (США). Статистическая обработка результатов исследования проведена в 
программе IBM SPSS Statistics 26.0 (IBM, США). У обследованных нами пациентов с COVID-19 при 
первичном обращении за медицинской помощью отмечается абсолютная лимфопения на фоне ней-
трофилеза, что выражается в повышении значений нейтрофильно-лейкоцитарного и лейкоцитарно-
Т-лимфоцитарного индексов. Данные индексы с достаточно высокой информативностью могут 
использоваться при прогнозировании рисков заболевания. Определение наиболее достоверных по-
казателей клеточного звена иммунитета, таких как CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD3-CD16+CD56+ 
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лимфоциты, дополнительно к клиническому анализу крови, может дать оценку особенностям им-
мунного реагирования организма на инфицирование SARS-СoV-2, помочь спрогнозировать тяжесть 
течения заболевания, а также принять решение для изменения тактики лечения при необходимости.

Ключевые слова: лимфопения, субпопуляции лимфоцитов, показатели клеточного звена иммунитета, цитокиновый 
шторм, прогноз, заболевание COVID-19

SUBPOPULATION PROFILE OF BLOOD LEUKOCYTES 
IN ASSESSING SEVERITY OF COVID-19 AND IN CONDITIONS 
ASSOCIATED WITH CYTOKINE STORM
Putkov S.B.a, Davydova N.V.a, Kazakov S.P.a, b

a Main Military N. Burdenko Clinical Hospital, Moscow, Russian Federation  
b Federal Research and Clinical Center for Specialized Medical Care and Medical Technologies, Federal Medical 
and Biological Agency, Moscow, Russian Federation

Abstract. Currently, the clinical manifestations of COVID-19 patients are classified from mild to severe, 
especially in groups of patients susceptible to chronic diseases. Selection of the most informative prognostic 
indices of possible outcome or severe course of the disease in COVID-19 patients is required at early stage in 
order to determine effective treatment strategy. The earliest predictors of clinical deterioration in COVID-19 
are elevated levels of interleukin-6, interleukin-10, C-reactive protein, procalcitonin, and other indices of 
innate immune system. The objectives of this study included a search for the most informative parameters of 
general clinical blood analysis and the main lymphocyte subpopulations in patients with COVID-19, which 
may be helpful in interpreting the severity of the disease and development of a cytokine storm, along with 
clinical manifestations and functional diagnostic methods. We conducted a retrospective cohort study of 
peripheral blood in 65 patients including 57 males and 8 females. The age of the patients ranged from 32 to 82 
years (an average of 48.6 years old). After examining the total blood counts in 65 samples, cytometric analysis 
was performed using the Cytomics™ FC 500 series flow cytofluorometry system (Beckman Coulter, USA), 
with CD45-ECD, CD3-FITC, CD4-PC7, CD8-PE, CD19-PC-5, CD16+56-PE monoclonal antibodies from 
Beckman Coulter (USA). Statistical processing of the research results was carried out in the IBM SPSS Statistics 
26.0 program (IBM, USA). In the group of patients with COVID-19, absolute lymphopenia is noted along with 
neutrophilia at the initial medical treatment, resulting into increased values of the neutrophil-leukocyte and 
leukocyte-T-lymphocyte indices. These indexes are quite informative and can be used in predicting disease 
risks. Determination of the most reliable indices of cellular immunity, such as CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, 
CD3-CD16+CD56+ lymphocytes, in addition to a clinical blood test, may assess the features of the patients’ 
immune response to SARS-CoV-2 infection, helping to predict the disease severity, and make a decision to 
change the treatment strategy if required.

Keywords: lymphopenia, lymphocyte subpopulations, cellular immunity, cytokine storm, prognostic indexes, COVID-19 disease

Введение
С момента окончания пандемии COVID-19 

и до настоящего времени по всему миру прово-
дится регулярный мониторинг случаев госпита-
лизации и поступления в отделения интенсивной 
терапии пациентов с коронавирусной инфекцией 
(SARS-CoV-2)  [6]. Сегодня клинические прояв-
ления у больных COVID-19 варьируют от легкого 
до тяжелого течения, особенно в группах пациен-
тов, подверженных хроническим заболеваниям. 

В связи с этим, есть необходимость изучения и 
поиска надежных прогностических показателей 
тяжести течения заболевания [7].

Выбор наиболее информативных показателей, 
обеспечивающих прогноз возможного исхода 
или тяжелого течения заболевания у пациентов 
с COVID-19, необходим уже на раннем этапе для 
определения эффективной тактики лечения  [8]. 
Наиболее ранними предикторами ухудшения со-
стояния больных при COVID-19 являются повы-
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шенные значения интерлейкина-6 (IL-6), IL-10, 
С-реактивного белка, прокальцитонина и других 
показателей врожденной иммунной системы  [9, 
10, 34].

Также значимыми прогностическими факто-
рами тяжелой формы COVID-19, определяющи-
ми ответ иммунной системы и ход развития за-
болевания, являются лейкоцитоз, нейтрофилез, 
лимфопения, увеличение показателя нейтро-
фильно-лейкоцитарного индекса (НЛИ) [14, 18].

Лимфопению некоторые исследователи свя-
зывают с прямым цитопатическим действием 
вируса SARS-CoV-2 на все субпопуляции клеток 
врожденной и адаптивной иммунной системы 
посредством взаимодействия со специфически-
ми белками и рецепторами: дипептидилпептидаз-
ной-4 (СD26), индуктором металлопротеиназы 
внеклеточного матрикса (CD147), циклофил-
линами A и B, скевенджером рецептора типа В1 
(CD36)  [11, 35], в частности инфицированием 
Т-клеток и индукцией внутриклеточных меха-
низмов апоптоза, которые коррелируют с тяже-
стью заболевания [12, 13]. Среди клеточных суб-
популяций в периферической крови отмечается 
значительное снижение количества клеток как 
врожденной иммунной системы  – макрофагов, 
дендритных клеток, лимфоидных клеток, ней-
трофилов, естественных натуральных килле-
ров NK-клеток (CD3-CD16/56+), T-NK-клеток 
(CD3+CD16/56+), так и адаптивной иммунной 
системы  – общего количества Т-лимфоцитов 
CD3+, CD3+CD4+T-хелперов, CD3+CD8+T-
цитотоксических клеток (Т-ЦТК), NK-клеток, 
В-лимфоцитов  [15, 16, 19, 20], что может быть 
обусловлено их гиперактивацией с последующей 
клеточной гибелью или ингибированием функ-
ции и временным нарушением их дифференци-
ровки в костном мозге [24].

NK-клетки, являясь важным звеном ответных 
реакций, направленных на ликвидацию пора-
женных вирусом клеток, обладают множеством 
различных механизмов их уничтожения. Паци-
енты с выявленным дефицитом NK-клеток пред-
расположены к особенно тяжелым рецидиви-
рующим вирусным инфекциям  [17]. Инфекция 
SARS-CoV-2 влияет на противовирусные эффек-
торные функции NK-клеток, на взаимодействие 
между NK-клетками и другими клетками врож-
денного иммунитета, на их миграцию из пери-
ферической крови в очаги воспаления  [22, 23, 
33]. Было высказано предположение, что высо-
кие концентрации IL-6 в периферической крови 
могут способствовать нарушению эффекторных 
функций циркулирующих NK-клеток [21].

У пациентов с COVID-19 отмечается сниже-
ние содержания CD19+В-лимфоцитов в перифе-
рической крови. Это снижение было особенно 

заметно у тяжелых пациентов по сравнению с па-
циентами с легкой и средней степенью тяжести 
заболевания [15, 19, 25, 26].

Одним из тяжелых проявлений COVID-19 
является поражение легких, в ходе которого раз-
вивается диффузное альвеолярное повреждение 
с одновременным тяжелым поражением сосуди-
стого русла, приводящее к нарастанию провоспа-
лительных цитокинов с развитием цитокинового 
шторма (ЦШ), что в свою очередь часто приводит 
к развитию острого респираторного дистресс-
синдрома и полиорганной недостаточности с 
летальным исходом  [20, 27, 28]. Отличительной 
чертой синдрома ЦШ является неконтролируе-
мый иммунный ответ, включающий постоянную 
активацию клеточного звена иммунитета в ус-
ловиях ограниченного количества эффекторных 
типов клеток иммунной системы в начале забо-
левания. В ряде исследований были определены 
наиболее важные показатели прогноза тяжести 
течения (с развитием ЦЩ), такие как общее ко-
личество лейкоцитов, нейтрофилов, субпопуля-
ции лимфоцитов – CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, 
NK-клеток в периферической крови [15, 29].

Одной из задач настоящего исследования 
было определение наиболее информативных по-
казателей общеклинического анализа крови и ос-
новных субпопуляций лимфоцитов у пациентов 
с COVID-19, позволяющих помочь в интерпре-
тации степеней тяжести заболевания и развития 
ЦЩ наряду с клиническими проявлениями и 
функциональными методами диагностики.

Цель – выявить у больных COVID-19 на ран-
них этапах заболевания наиболее значимые по-
казатели клеточного звена иммунитета, которые 
могут использоваться в качестве дополнительных 
критериев в оценке тяжести течения, прогнозе 
развития заболевания и возникновения ЦЩ.

Материалы и методы
Нами проведено ретроспективное когортное 

исследование периферической крови у 65 боль-
ных, из которых было 57 мужчин и 8 женщин, 
возраст пациентов варьировал от 32 до 82 лет, 
средний возраст составил 48,6 года (группа «за-
болевшие», далее  – группа З). Выполнен одно-
моментный анализ иммунологических исследо-
ваний у больных с различной степенью тяжести 
течения COVID-19, поступавших на лечение 
в инфекционный стационар ФГБУ «ГВКГ им. 
Н.Н.  Бурденко» Минобороны России (далее  – 
госпиталь) с марта 2020 года по февраль 2021 года. 
Общими критериями включения больных в ис-
следование являлись: наличие у пациента диагно-
за «CОVID-19», подтвержденного положитель-
ным результатом лабораторного исследования на 
наличие РНК SARS-CoV-2 методом полимераз-
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ной цепной реакции, возраст старше 18 лет, до-
бровольное информированное согласие больно-
го. Диагноз и тяжесть заболевания устанавливали 
в соответствии с клиническими показателями и 
критериями временных методических рекомен-
даций «Профилактика, диагностика и лечение 
новой коронавирусной инфекции (COVID-19). 
Версия 6-9».

В соответствии с клиническими проявлениями 
группа З распределена на 3 группы по степени тя-
жести течения заболевания: легкая степень (I) – 
15 пациентов, средняя степень (II) – 40 пациентов 
и тяжелая степень (III) – 10 пациентов.

Нами также были сформированы 2 группы па-
циентов по следующим критериям: первая груп-
па (больные с ЦШ) включала в себя 10 мужчин, 
средний возраст 45,1 года, с наличием клиниче-
ских проявлений, характерных для этого ослож-
нения и пороговым значением интерлейкина-6 
(IL-6) более 100 пг/мл; вторая группа (больные 
без ЦШ) состояла из 55 человек, из которых было 
47 мужчин и 8 женщин, средний возраст 49,6 года, 
с уровнем IL-6 менее 100 пг/мл. Данное деление 
основывалось на опытных исследованиях  [1, 2, 
3], что ЦШ является крайним проявлением кли-
нического течения COVID-19 с дальнейшим раз-
витием такого осложнения, как ОРДС [4, 5], при 
пороговом значении показателя IL-6 равного 
100 пг/мл и ранее проведенных нами исследова-
ниях по тяжести течения заболевания и исходу у 
этих пациентов.

Контрольная группа (далее – группа К) в ко-
личестве 17 человек, из которых было 11 мужчин 
и 6 женщин со средним возрастом 31,6 года, была 
отобрана из условно здоровых добровольцев без 
клинических признаков острых респираторных 
вирусных инфекций. Исследования биоматериа-
ла группы К проводились в период с октября по 
ноябрь 2018 года.

Сбор биоматериала осуществлялся в соот-
ветствии с разработанной нами инструкцией по 
проведению преаналитического этапа [36]. Всем 
пациентам проводилось исследование венозной 
крови, отобранной в вакуумные пробирки с ан-
тикоагулянтом ЭДТА-К2, с определением уровня 
лейкоцитов, нейтрофилов, лимфоцитов на авто-
матическом гематологическом анализаторе XN 
1000 компании Sysmex (Япония). Нами в работу 
были взяты следующие показатели: общее коли-
чество лейкоцитов, абсолютные значения ней-
трофилов и лимфоцитов, рассчитывался НЛИ.

После проведения клинического анализа кро-
ви 65 образцов были подготовлены к цитоме-
трическому анализу с использованием проточ-
ной цитофлюориметрии на анализаторе серии 
Cytomics™ FC 500 компании Beckman Coulter 
(США) по стандартизованной стратегии гей-

тирования. Использовались для многопараме-
трического анализа моноклональные антитела 
СD45-ECD, CD3-FITC, CD4-PC7, CD8-PE, 
CD19-PC-5, CD16+56-PE компании Beckman 
Coulter (США). Биологические образцы инку-
бировали с раствором Optilyse C для проведе-
ния лизиса эритроцитов и фиксации состояния 
лейкоцитов в соответствии с инструкцией той 
же компании. Рассчитывали лейкоцитарный-Т-
лимфоцитарный индекс (ЛТИ), определяли по 
отношению абсолютного количества лейкоци-
тов к CD3+Т-лимфоцитам, иммунорегуляторный 
индекс (ИРИ) по соотношению клеток с феноти-
пом CD3+CD4+/CD3+CD8+.

Статистическую обработку данных проводили 
с помощью непараметрических методов анали-
за. Сравнительный анализ между группами вы-
полняли с использованием рангового непараме-
трического метода U-критерия Манна–Уитни. 
Критический уровень значимости при проверке 
статистических гипотез принимался  <  0,05. Все 
полученные результаты лабораторных исследова-
ний внесены в электронные таблицы в программе 
Microsoft Excel для последующего экспорта дан-
ных и их статистической обработки в программе 
IBM SPSS Statistics 26.0 (IBM, США).

Результаты
Изучено исходное состояние иммунной си-

стемы при поступлении в стационар у больных 
COVID-19 в сравнении с группой К пациентов, 
результаты представлены в таблице 1.

Исследование клеточного звена иммунитета 
у пациентов с CОVID-19 выявило ряд показате-
лей, достоверно отличающихся по U-критерию 
Манна–Уитни от пациентов группы К, за исклю-
чением некоторых. Так, общее количество лей-
коцитов со средним значением и стандартным 
отклонением, равным 7,2±4,7  ×  109/л, в группе З 
достоверно не отличалось (р = 0,093) от группы 
К с показателем 7,16±1,32  ×  109/л. В показателях 
абсолютного числа нейтрофилов также не обна-
ружено достоверных отличий (р  =  0,904) между 
группами З и К, средние значения составили 
5,06±3,58  ×  109/л и 3,94±1,0  ×  109/л соответствен-
но.

Напротив, абсолютное количество лимфоци-
тов периферической крови у группы З (среднее 
значение 1,52±0,7  ×  109/л) было снижено почти в 
2 раза по сравнению с лимфоцитами группы К, 
где среднее значение равнялось 2,79±0,59  ×  109/л, 
с достоверностью р < 0,0001. Однако показатель 
абсолютного количества лимфоцитов находился 
в референсном интервале, несмотря на тенден-
цию к уменьшению.

НЛИ со средним значением 4,66±5,4 в груп-
пе З было увеличено в 2 раза в сравнении с груп-
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ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ СУБПОПУЛЯЦИОННОГО СОСТАВА ЛЕЙКОЦИТОВ КРОВИ У ПАЦИЕНТОВ С COVID-19 
И КОНТРОЛЬНОЙ ГРУППЫ

TABLE 1. INDICATORS OF THE SUBPOPULATION COMPOSITION OF BLOOD LEUKOCYTES IN COVID-19 AND CONTROL 
GROUP PATIENTS

№ 
п/п
No. 
n/a

Показатель, 
референсные значения

Indicator,
reference values

Среднее значение, стандартное 
отклонение (SD), минимум–

максимум
Average value, standard deviation 

(SD), minimum-maximum Достоверность, 
р

Reliability, pКонтрольная 
группа (n = 17)

The control 
group (n = 17)

Больные 
COVID-19 
(n = 65)

COVID-19 
patients (n = 65)

1 Кол-во лейкоцитов,  ××  109/л (4-9)
White blood cell count,  ×  109/L (4-9)

7,16±1,32
(5,1-9,3)

7,2±4,7
(2,1-25,8) р = 0,093

2 Кол-во нейтрофилов,  ××  109/л (1,8-7,7)
Number of neutrophils,  ×  109/L (1.8-7.7)

3,94±1,00
(2,18-5,83)

5,06±3,58
(0,87-24,31) р = 0,904

3 Кол-во лимфоцитов,  ××  109/л (1,2-4,0)
Number of lymphocytes,  ×  109/L (1.2-4.0)

2,79±0,59
(1,19-3,46)

1,52±0,70
(0,43-3,28) р < 0,0001

4 НЛИ (1,76-3,92)
Neutrophilic leukocyte index (1.76-3.92)

1,47±0,53
(0,65-3,15)

4,66±5,40
(0,46-29,44) р < 0,0001

5

CD3-CD16/56+ – истинные натуральные 
киллеры (NK-клетки),  ××  109/л (0,123-0,369)

CD3-CD16/56+ – true natural killers 
(NK cells),  ×  109/L (0.123-0.369)

0,280±0,135
(0,079-0,539)

0,190±0,155
(0,024-0,783) р = 0,015

6

CD3+CD16/56+ (Т-киллеры) – Т-NK-
клетки,  ××  109/л (0,07-0,165)

CD3+CD16/56+ (Т killers) – Т-NK-cells,  ×  109/L 
(0.07-0.165)

0,053±0,034
(0,013-0,121)

0,062±0,069
(0,006-0,507) р = 0,977

7 CD3+ – Т-лимфоциты,  ××  109/л (0,946-2,079)
CD3+ – Т lymphocytes,  ×  109/L (0.946-2.079)

2,06±0,42
(0,905-2,541)

1,070±0,524
(0,284-2,487) р < 0,0001

8 ЛТИ (4-7)
Leukocyte-T lymphocyte index (4-7)

3,55±0,74
(2,5-5,7)

9,16±9,11
(2,16-53,97) р < 0,0001

9

CD3+CD4+ – Т-лимфоциты  
(хелперы/индукторы),  ××  109/л (0,576-1,336)

CD3+CD4+ – Т lymphocytes (helpers/
inductors),  ×  109/L (0.576-1.336)

1,281±0,393
(0,530-1,976)

0,625±0,351
(0,073-1,638) р < 0,0001

10

CD3+CD8+ –Т-лимфоциты (Т-ЦТЛ)  ××  109/л 
(0,372-0,974)

CD3+CD8+ – Т lymphocytes (Т-CTL)  ×  109/L 
(0.372-0.974)

0,698±0,221
(0,312-1,359)

0,397±0,231
(0,058-0,965) р < 0,0001

11
ИРИ CD3+CD4+/CD3+CD8+ (1,5-2,1)

Immunoregulatory index  
CD3+CD4+/CD3+CD8+ (1.5-2.1)

1,92±0,58
(0,62-2,81)

1,87±0,92
(0,20-4,84) р = 0,236

12
CD19+ – В-лимфоциты, 

  ××  109/л (0,111-0,376)
CD19+ – В lymphocytes,  ×  109/L (0.111-0.376)

0,261±0,116
(0,131-0,491)

0,181±0,133
(0,002-0,829) р = 0,006
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пой К, где среднее значение НЛИ составляло 
1,47±0,53 (р < 0,0001).

При сравнении CD3-CD16/56+ истинных на-
туральных киллеров (NK-клетки) в группе З от-
мечалось достоверное снижение среднего зна-
чения показателя до 0,119±0,155  ×  109/л, тогда 
как в группе К данный показатель равнялся 
0,286±0,135  ×  109/л (р  <  0,0001). Дефицит NK-
клеток в группе З, возможно, указывает на более 
высокую тропность вируса SARS-CoV-2 к этой 
группе клеток на ранних этапах инфицирования.

В отличие от NK-клеток, при сравнении сред-
них значений Т-NK-клеток в группе З и в группе 
К достоверных отличий не обнаружено, р = 0,977.

С достоверностью р  <  0,0001 общее ко-
личество CD3+ в группе З (среднее значение 
1,07±0,524  ×  109/л) снижено вдвое по сравне-
нию с показателем группы К (среднее значение 
2,06±0,42  ×  109/л.

Также в группе З отмечалось достоверное сни-
жение (р  <  0,0001) показателя CD3+CD4+Т-лим
фоцитов (хелперы/индукторы), среднее значение 
которого составило 0,625±0,351  ×  109/л, тогда как 
в К показатель равнялся 1,281±0,351  ×  109/л.

Кроме того, с достоверностью р < 0,0001 сни-
жен показатель CD3+CD8+Т-ЦТЛ в группе З 
по сравнению с К, средние значения составили 
0,397±0,231  ×  109/л и 0,698±0,221  ×  109/л соответ-
ственно. Расчет ИРИ при сравнении К и З равно-
го 1,92±0,58 и 1,87±0,92 оказался недостоверным 
(р = 0,236).

Исследование наивных В-лимфоцитов, экс-
прессируемых молекулой CD19+, показало сни-
жение среднего значения до 0,181±0,133  ×  109/л 
в группе З по сравнению с К, где показатель был 
равен 0,261±0,116  ×  109/л (р = 0,006).

ЛТИ со средним значением 9,16±9,11 у забо-
левших COVID-19 был достоверно выше в срав-
нении с группой К, где он равнялся 3,55±0,74 
(р < 0,0001). Повышение данного показателя мо-
жет указывать на активацию иммунной системы 
у группы З.

Подводя итог, можно отметить, что в группе З 
абсолютные показатели клеточного звена имму-
нитета не имели сильных сдвигов, но отмечалась 
тенденция к их снижению в рамках референсно-
го интервала, и данные показатели достоверно 
отличались от группы К. Такие показатели, как 
НЛИ и ЛТИ, имели выраженные сдвиги в сторо-
ну повышения, что свидетельствует в одном слу-
чае о специфическом ответе иммунной системы 
на появление SARS-CoV-2, а во втором – о раз-
витии системного вторичного иммунодефицит-
ного состояния уже на начальном этапе взаимо-
действия SARS-CoV-2 с иммунной системой.

Анализ результатов показателей лейкоцитов 
крови, основных субпопуляций лимфоцитов у 

пациентов COVID-19 с различными степенями 
тяжести течения заболевания в сравнении с груп-
пой К, представлен в таблице 2.

При сравнении общего количества лейкоци-
тов группы К и группы пациентов I с легкой сте-
пенью течения заболевания, где средние значения 
составляли 7,16±1,32  ×  109/л и 6,44±1,32  ×  109/л 
соответственно, отмечалось достоверное сниже-
ние показателя в группе I (р = 0,013). Также до-
стоверно был снижен (р < 0,0001) показатель аб-
солютного числа лимфоцитов в группе I, среднее 
значение которого равнялось 1,88±0,68  ×  109/л, 
по сравнению с данным показателем в группе К, 
где среднее значение было 2,79±0,59  ×  109/л. До-
стоверных отличий между средними значениями 
абсолютного количества нейтрофилов и НЛИ 
между группами K и I выявлено не было (р = 0,089 
и р = 0,076). При сравнении показателей субпо-
пуляций, отвечающих за врожденный клеточный 
иммунный ответ – NK-клеток и Т-NK-клеток, 
отмечена тенденция к их увеличению в группе I, 
однако достоверных отличий получено не было 
(р  =  0,882, р  =  0,105 соответственно). В группе 
I отмечалось достоверное (р < 0,0001) снижение 
абсолютного количества общих Т-лимфоцитов 
с результатами 1,29±0,47  ×  109/л в сравнении 
с группой К, где среднее значение составляло 
2,06±0,42  ×  109/л. ЛТИ в группе I был достовер-
но (р = 0,0007) выше, чем в группе К, и состав-
лял 5,61±3,65  ×  109/л и 3,55±0,74 соответственно. 
При сравнении средних значений Т-хелперов с 
фенотипом CD3+CD4+ отмечалось достоверное 
(р < 0,0001) значительное снижение этого пока-
зателя в группе I 0,743±0,291  ×  109/л в сравнении 
с группой К, где количество Т-хелперов состав-
ляло 1,281±0,393  ×  109/л. Также в опытной группе 
I отмечалось достоверное (р = 0,01) снижение ко-
личества Т-ЦТЛ с фенотипом CD3+CD8+ до по-
казателя 0,478±0,233  ×  109/л, тогда как в группе 
К абсолютное количество Т-ЦТЛ было равным 
0,698±0,22  ×  109/л. У ИРИ в группах сравнения 
достоверность не определена (р = 0,370).

Анализ В-клеточного звена адаптивной им-
мунной системы выявил относительную тен-
денцию к снижению количества наивных 
В-лимфоцитов в опытной группе I в сравнении с 
К, но без достоверных отличий (р = 0,246).

При анализе данных субпопуляционого соста-
ва лейкоцитов крови было отмечено, что в груп-
пе пациентов I в сравнении с группой пациентов 
II была отмечена тенденция к незначительному 
увеличению количества нейтрофилов до уровня 
4,5±3  ×  109/л. Абсолютное количество лимфо-
цитов в группе больных II имело дальнейшую 
тенденцию к снижению в сравнении с этим по-
казателем в группе I до уровня 1,54±0,69  ×  109/л. 
Как следствие, выявлена дальнейшая тенденция 
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ТАБЛИЦА 2. ПОКАЗАТЕЛИ СУБПОПУЛЯЦИОННОГО СОСТАВА ЛЕЙКОЦИТОВ КРОВИ У ПАЦИЕНТОВ С COVID-19 
С РАЗЛИЧНЫМИ СТЕПЕНЯМИ ТЯЖЕСТИ ТЕЧЕНИЯ ЗАБОЛЕВАНИЯ В СРАВНЕНИИ С КОНТРОЛЬНОЙ ГРУППОЙ

TABLE 2. INDICATORS OF THE SUBPOPULATION COMPOSITION OF BLOOD LEUKOCYTES IN COVID-19 PATIENTS WITH 
VARYING DEGREES OF SEVERITY OF DISEASE COMPARED WITH THE CONTROL GROUP

№ 
п/п
No. 
n/a

Показатель, 
референсные значения

Indicator,
reference values

Контрольная 
группа (К)

Control group 
(C)

n = 17

Легкая 
степень (I)

Mild  
degree (I)

n = 15

Средняя 
степень (II) 

Moderate 
degree (II)

n = 40

Тяжелая
степень (III)

Severe degree 
(III)

n = 10
Досто

верность, р
Reliability, pСреднее значение, стандартное отклонение (SD), 

минимум–максимум
The average value, standard deviation (SD),  

minimum-maximum

1

Кол-во 
лейкоцитов,  ××  109/л 

(4-9)
White blood cell 
count,  ×  109/L 

(4-9)

7,16±1,32
(5,1-9,3)

6,44±14,30
(3,9-17,7)

6,67±3,19
(2,1-16,8)

10,46±6,51
(4,8-25,8)

р = 0,013
р = 0,712*
р = 0,032**

2

Кол-во 
нейтрофилов,  ××  109/л 

(1,8-7,7)
Number of 

neutrophils,  ×  109/L  
(1.8-7.7)

3,94±1,00
(2,18-5,83)

3,87±3,08
(1,34-14,38)

4,5±3,0
(0,87-14,68)

9,12±6,28
(3,88-24,31)

р = 0,089
р = 0,473*
р = 0,002**

3

Кол-во 
лимфоцитов,  ××  109/л

(1,2-4,0)
Number of 

lymphocytes,  ×  109/L  
(1.2-4.0)

2,79±0,59
(1,19-3,46)

1,88±0,68
(0,58-2,90)

1,54±0,69
(0,43-3,28)

0,883±0,333
(0,51-1,52)

р < 0,0001
р = 0,112*
р = 0,004**

4
НЛИ (1,76-3,92)

Neutrophilic leukocyte index 
(1.76-3.92)

1,47±0,53
(0,65-3,15)

2,49±2,24
(0,46-8,32)

3,98±4,93
(0,46-29,44)

10,62±6,70
(4,63-27,76)

р = 0,076
р = 0,174*
р < 0,0001**

5

CD3-CD16/56+ – истинные 
натуральные киллеры 

(NK-клетки),  ××  109/л 
(0,123-0,369)

CD3-CD16/56+ – true natural 
killers (NK cells),  ×  109/L 

(0.123-0.369)

0,280±0,135
(0,079-0,539)

0,317±0,215
(0,035-0,783)

0,181±0,113
(0,031-0,590)

0,088±0,071
(0,024-0,242)

р = 0,882
р = 0,014*
р = 0,006**

6

CD3+CD16/56+ 
(Т-киллеры) –  

Т-NK-клетки,  ××  109/л  
(0,07-0,165)

CD3+CD16/56+ (Т killers) – 
Т-NK-cells,  ×  109/L  

(0.07-0.165)

0,053±0,034
(0,013-0,121)

0,105±0,122
(0,022-0,507)

0,051±0,031
(0,006-0,144)

0,039±0,049
(0,010-0,178)

р = 0,105
р = 0,07*
р = 0,034**

7

CD3+ – 
Т-лимфоциты,  ××  109/л 

(0,946-2,079)
CD3+ – 

Т lymphocytes,  ×  109/L 
(0.946-2.079)

2,06±0,42
(0,905-2,541)

1,29±0,47
(0,458-1,914)

1,10±0,52
(0,284-2,487)

0,584±0,249
(0,324-1,065)

р < 0,0001
р = 0,241*
р = 0,003**

8
ЛТИ (4-7)

Leukocyte-T lymphocyte 
index (4-7)

3,55±0,74
(2,5-5,7)

5,61±3,65
(2,6-16,9)

7,88±7,41
(2,2-45,3)

19,61±13,48
(8,5-54,0)

р = 0,0007
р = 0,345*
р < 0,0001**
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№ 
п/п
No. 
n/a

Показатель, 
референсные значения

Indicator,
reference values

Контрольная 
группа (К)

Control group 
(C)

n = 17

Легкая 
степень (I)

Mild  
degree (I)

n = 15

Средняя 
степень (II) 

Moderate 
degree (II)

n = 40

Тяжелая
степень (III)

Severe degree 
(III)

n = 10
Досто

верность, р
Reliability, pСреднее значение, стандартное отклонение (SD), 

минимум–максимум
The average value, standard deviation (SD),  

minimum-maximum

9

CD3+CD4+ – 
Т-лимфоциты (хелперы/

индукторы),  ××  109/л 
(0,576-1,336)

CD3+CD4+ – Т lymphocytes 
(helpers/inductors),  ×  109/L 

(0.576-1.336)

1,281±0,393
(0,530-1,976)

0,743±0,291
(0,296-1,302)

0,654±0,368
(0,073-1,638)

0,330±0,187
(0,095-0,642)

р < 0,0001
р = 0,385*
р = 0,007**

10

CD3+CD8+ –Т-лимфоциты 
(Т-ЦТЛ)  ××  109/л  
(0,372-0,974)

CD3+CD8+ – Т lymphocytes 
(Т-CTL)  ×  109/L  
(0.372-0.974)

0,698±0,221
(0,312-1,359)

0,478±0,233
(0,099-0,900)

0,408±0,235
(0,058-0,965)

0,235±0,123
(0,094-0,485)

р = 0,01
р = 0,257*
р = 0,025**

11

ИРИ CD3+CD4+/CD3+CD8+ 

(1,5-2,1)
Immunoregulatory index 
CD3+CD4+/CD3+CD8+  

(1.5-2.1)

1,92±0,58
(0,62-2,81)

1,77±0,75
(0,92-3,00)

1,87±1,03
(0,26-4,84)

1,97±1,10
(0,2-4,7)

р = 0,370
р = 0,835*
р = 0,971**

12

CD19+ – 
В-лимфоциты,  ××  109/л 

(0,111-0,376)
CD19+ – 

В lymphocytes,  ×  109/L 
(0.111-0.376)

0,261±0,116
(0,131-0,491)

0,213±0,117
(0,066-0,398)

0,179±0,143
(0,028-0,829)

0,144±0,113
(0,002-0,319)

р = 0,246
р = 0,219*
р = 0,465**

Примечание. U-критерий Манна–Уитни для выявления достоверности показателей между контрольной группой 
и легкой степенью тяжести течения заболевания; * – U-критерий Манна–Уитни для выявления достоверности 
показателей между легкой и средней степенью тяжести течения заболевания; ** – U-критерий Манна–Уитни для 
выявления достоверности показателей между средней и тяжелой степенью тяжести течения заболевания.

Note. Mann–Whitney U test for identifying the reliability of indicators between the control group and the mild severity of the disease; 
*, Mann–Whitney U test for identifying the reliability of indicators between mild and moderate severity of the disease; **, Mann–
Whitney U test for identifying the reliability of indicators between moderate and severe severity of the disease.

Таблица 2 (окончание)
Table 2 (continued)

к повышению НЛИ до уровня 3,98±4,93 в груп-
пе II в сравнении с группой I, по всей видимости, 
за счет более выраженного падения количества 
лимфоцитов и относительно невысокого повы-
шения количества нейтрофилов. Анализ клеток 
врожденной иммунной системы показывает до-
стоверное (р = 0,014) снижение NK-лимфоцитов 
до уровня 0,181±0,113  ×  109/л в группе со сред-
ней тяжестью заболевания, против 0,317±0,215 
в группе I и 0,280±0,135  ×  109/л в группе К. Была 
отмечена тенденция к выраженному снижению 
Т-NK-клеток 0,51±0,031  ×  109/л в группе II, в 
сравнении с этим показателем 0,105±0,122  ×  109/л 
в группе I. Сравнительный анализ основной суб-
популяции лимфоцитов адаптивной иммунной 

системы  – общих Т-лимфоцитов с фенотипом 
CD3+ показал продолжающуюся тенденцию к 
снижению количества этих клеток до уровня 
1,1±0,52  ×  109/л в группе II в сравнении с груп-
пой I  – 1,29±0,47  ×  109/л без достоверности 
(р = 0,241). Схожая тенденция в динамике в груп-
пе II была отмечена по уровню ЛТИ, который 
продолжал увеличиваться до уровня 7,88±7,41 
(р = 0,345), в сравнении с группой I, характери-
зуя нарастание иммунодефицитного состояния 
у пациентов с более тяжелым течением забо-
левания. Аналогично отмечается тенденция к 
снижению количества лимфоцитов адаптивной 
иммунной системы. Так, количество субпопуля-
ций Т-хелперов и Т-ЦТЛ продолжило снижение 
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в группе II в сравнении с группой I до уровней 
0,654±0,368  ×  109/ли 0,743±0,291  ×  109/л соответ-
ственно (р = 0,385 и р = 0,257). ИРИ со значением 
в группе II 1,87±1,03 в сравнении с группой I – 
1,77±0,75 также не имело достоверных отличий 
(р = 0,835).

По мере прогрессирования тяжести забо-
левания отмечается тенденция закономерного 
снижения количества наивных В-лимфоцитов. 
Так, в группе I данный показатель снизился до 
уровня 0,213±0,177  ×  109/л, а в группе II  – до 
0,179±0,143  ×  109/л. Однако достоверных отли-
чий не получено (р = 0,219).

Достоверно высокими в группе пациентов III 
по сравнению с группой II были такие показате-
ли, как общее количество лейкоцитов (средние 
значения 10,46±6,51  ×  109/л и 6,67±3,19  ×  109/л 
соответственно, р  =  0,032), абсолютное ко-
личество нейтрофилов (средние значения 
9,12±6,28  ×  109/л в группе III и 4,5±3,0  ×  109/л в 
группе II (р = 0,002), ЛТИ (19,61±13,48 в группе 
III и 7,88±7,41 в группе II (р  <  0,0001), отража-
ющие развитие воспалительного компонента, 
возможно, за счет присоединения вторичной 
инфекции и ответа иммунной системы в виде 
развития выраженного вторичного иммунодефи-
цитного состояния. В группе с тяжелым течением 
отмечается дальнейшее достоверное (р < 0,0001) 
усугубление НЛИ до значения 10,62±6,7, в срав-
нении с этим показателем в группе II  – 3,98±4,93 
за счет повышения количества нейтрофилов и 
продолжающегося более выраженного снижения 
абсолютного количества лимфоцитов. Так, до-
стоверно сниженным в группе III по сравнению с 
группой II было абсолютное количество лимфо-
цитов, где среднее значение этого показателя со-
ставляло 0,883±0,333  ×  109/л и 1,54±0,69  ×  109/л 
соответственно (р  <  0,0001). Отмечается до-
стоверное снижение лимфоцитов врожден-
ной иммунной системы: NK-клеток до уров-
ня 0,088±0,071  ×  109/л в группе III в сравнении 
с группой II 0,181±0,113  ×  109/л (р  =  0,006), 
Т-NK-клеток до уровня 0,039±0,049  ×  109/л в 
группе пациентов с тяжелым течением заболева-
ния в сравнении с этим показателем в группе II 
0,051±0,031  ×  109/л (р  =  0,034). Изменения кле-
точного звена адаптивной иммунной системы в 
виде выраженного снижения общего количества 
Т-лимфоцитов до уровня 0,584±0,2493  ×  109/л 
было достоверно (р = 0,003) в группе III в срав-
нении с группой II, где этот показатель соста-
вил 1,1±0,52  ×  109/л. Аналогичная тенденция 
с достоверным (р  =  0,007) значением характе-
ризовала субпопуляцию Т-лимфоцитов хелпе-
ров с фенотипом CD3+CD4+ в группе III, где 
показатель этой субпопуляции составил все-
го лишь 0,33±0,187  ×  109/л, что в 2 раза мень-

ше, чем в группе II, где его значение было 
равным 0,654±0,368  ×  109/л. Достоверные от-
личия (р  =  0,025) были выявлены при иссле-
довании Т-ЦТЛ фенотипом CD3+CD8+, коли-
чество которых в группе III составляло всего 
0,235±0,123  ×  109/л, что значительно меньше ниж-
него референсного значения. Так, в сравнении с 
этим показателем в группе II 0,408±0,235  ×  109/л 
со значением 0,408±0,235  ×  109/л. ИРИ в группе 
III, равный 1,97±1,10, в сравнении с группой II – 
1,87±1,03, имел лишь тенденцию к незначитель-
ному росту в рамках референсного интервала 
(р = 0,971).

Исследование субпопуляционного состава 
лейкоцитов крови и клеточного звена иммуните-
та у пациентов COVID-19 без ЦШ и с ЦШ позво-
лило проанализировать и разобраться в механиз-
мах дезрегуляции в клеточном звене иммунной 
системы (табл. 3).

Количество лейкоцитов в группе пациен-
тов с ЦШ было достоверно (р  =  0,001) выше, 
чем в группе пациентов без ЦЩ, и состави-
ло 11,58±3,28  ×  109/л и 6,76±3,9  ×  109/л со-
ответственно. Было отмечено значительное 
достоверное (р  <  0,0001) увеличение абсолют-
ного количества нейтрофилов в группе пациен-
тов с ЦШ до уровня 10,09±3,2  ×  109/л, против 
4,55±3,79  ×  109/л в группе больных COVID-19, 
но без ЦШ. Абсолютное значение лимфоцитов 
имело достоверное (р  =  0,03) снижение этого 
показателя до уровня 0,953±0,427  ×  109/л, что 
меньше нижнего референсного уровня в группе 
больных с ЦШ, в сравнении с этим же показате-
лем 1,57±0,7  ×  109/л в группе пациентов без ЦШ. 
Отмечается трехкратное достоверное (р = 0,001) 
увеличение НЛИ до уровня 13,08±8,64 у больных 
с ЦШ в сравнении с этим индексом у пациентов 
без ЦШ, где среднее значение этого показателя 
составляло всего 3,8±4,2, находясь в пределах ре-
ференсного интервала.

Анализ субпопуляционного состава абсолют-
ного количества лимфоцитов, представляющих 
клеточное звено врожденной иммунной систе-
мы   –   NK-лимфоциты, показал достоверное 
(р = 0,008) двукратное снижение количества этой 
субпопуляции от нижнего референсного уровня у 
пациентов с ЦШ и составил 0,076±0,554  ×  109/л, 
в сравнении с количеством NK-лимфоциты 
в группе пациентов без ЦШ со значением 
0,21±0,156  ×  109/л. Аналогичную достоверную 
(р  =  0,001) динамику показала субпопуляция 
абсолютного количества Т-NK-клеток, где у 
пациентов с ЦШ уровень этих клеток упал до 
0,017±0,007  ×  109/л, против 0,066±0,071  ×  109/л в 
группе пациентов без ЦШ.

Исследование клеточного звена адаптив-
ной иммунной системы показало достовер-
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ТАБЛИЦА 3. ПОКАЗАТЕЛИ СУБПОПУЛЯЦИОННОГО СОСТАВА ЛЕЙКОЦИТОВ КРОВИ У ПАЦИЕНТОВ С COVID-19  
БЕЗ И С ЦИТОКИНОВЫМ ШТОРМОМ

TABLE 3. INDICATORS OF THE SUBPOPULATION COMPOSITION OF BLOOD LEUKOCYTES IN COVID-19 PATIENTS 
WITHOUT AND WITH CYTOKINE STORM

№ 
п/п
No. 
n/a

Показатель, 
референсные значения

Indicator,
reference values

Среднее значение, стандартное 
отклонение (SD),  

минимум–максимум
Average value, standard deviation 

(SD), minimum-maximum Достоверность, 
р

Reliability, p Больные  
без ЦШ 

Patients without 
CS

(n = 55)

Больные  
с ЦШ

Patients  
with CS
(n = 10)

1 Кол-во лейкоцитов,  ××  109/л (4-9)
White blood cell count,  ×  109/L (4-9)

6,76±3,90
(2,1-25,8)

11,58±3,28
(8,0-15,7) р = 0,001

2 Кол-во нейтрофилов,  ××  109/л (1,8-7,7)
Number of neutrophils,  ×  109/L (1.8-7.7)

4,55±3,79
(0,87-24,31)

10,09±3,20
(6,61-14,03) р < 0,0001

3 Кол-во лимфоцитов,  ××  109/л (1,2-4,0)
Number of lymphocytes,  ×  109/L (1.2-4.0)

1,57±0,70
(0,49-3,28)

0,953±0,427
(0,43-1,52) р = 0,03

4 НЛИ (1,76-3,92)
Neutrophilic leukocyte index (1.76-3.92)

3,8±4,2
(0,46-27,76)

13,08±8,64
(6,61-14,03) р = 0,001

5

CD3-CD16/56+ – истинные натуральные 
киллеры (NK-клетки),  ××  109/л  

(0,123-0,369)
CD3-CD16/56+ – true natural killers 

(NK cells),  ×  109/L (0.123-0.369)

0,210±0,156
(0,024-0,783)

0,076±0,554
(0,034-0,178) р = 0,008

6

CD3+CD16/56+ (Т-киллеры) –  
Т-NK-клетки,  ××  109/л  

(0,070-0,165)
CD3+CD16/56+ (Т killers) –  

Т-NK-cells,  ×  109/L  
(0.070-0.165)

0,066±0,071
(0,006-0,507)

0,017±0,007
(0,006-0,027) р = 0,001

7

CD3+ – Т-лимфоциты,  ××  109/л  
(0,946-2,079)

CD3+ – Т lymphocytes,  ×  109/L  
(0.946-2.079)

1,110±0,524
(0,284-2,487)

0,647±0,304
(0,294-1,065) р = 0,03

8 ЛТИ (4-7)
Leukocyte-T lymphocyte index (4-7)

7,830±7,523
(2,16-53,97)

22,31±13,33
(8,45-45,29) р < 0,0001

9

CD3+CD4+ – Т-лимфоциты  
(хелперы/индукторы),  ××  109/л  

(0,576-1,336)
CD3+CD4+ – Т lymphocytes  
(helpers/inductors),  ×  109/L  

(0.576-1.336)

0,651±0,351
(0,073-1,638)

0,365±0,240
(0,095-0,642) р = 0,048

10

CD3+CD8+ –Т-лимфоциты (Т-ЦТЛ)  ××  109/л 
(0,372-0,974)

CD3+CD8+ – Т lymphocytes (Т-CTL)  ×  109/L 
(0.372-0.974)

0,411±0,234
(0,058-0,965)

0,262±0,146
(0,094-0,485) р = 0,128

11
ИРИ CD3+CD4+/CD3+CD8+ (1,5-2,1)

Immunoregulatory index  
CD3+CD4+/CD3+CD8+ (1.5-2.1)

1,83±0,94
(0,26-4,84)

1,63±0,77
(0,20-2,36) р = 0,974

12

CD19+ – В-лимфоциты,  ××  109/л  
(0,111-0,376)

CD19+ – В lymphocytes,  ×  109/L  
(0.111-0.376)

0,184±0,135
(0,026-0,829)

0,158±0,114
(0,002-0,319) р = 0,851
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ное (р  =  0,03) снижение общего количества 
Т-лимфоцитов до уровня 0,647±0,304  ×  109/л 
в группе пациентов с ЦШ, что было на 90% 
меньше этого показателя в группе больных без 
ЦШ, где количество Т-лимфоцитов составляло 
1,11±0,524  ×  109/л и находилось на нижней гра-
нице референсного уровня. Оценка ЛТИ пока-
зала значительное достоверное (р  <  0,0001) уве-
личение этого показателя в группе пациентов с 
ЦШ и составляла 22,31±13,33 против 7,83±7,523 
у пациентов без ЦШ. Анализ Т-хелперной попу-
ляции с фенотипом CD3+CD4+ в группе пациен-
тов с ЦШ выявил достоверное (р = 0,048) сниже-
ние количества этого типа лимфоцитов до уровня 
0,365±0,24  ×  109/л против 0,651±0,351  ×  109/л у 
пациентов без ЦШ. Также была выявлена тен-
денция к значительному снижению Т-ЦТЛ у па-
циентов с ЦШ до уровня 0,262±0,146  ×  109/л, что 
было значительно ниже, чем в группе пациен-
тов с COVID-19, но без ЦШ, где этот показатель 
был на нижнем референсном уровне и состав-
лял 0,411±0,234  ×  109/л. Снижение лимфоцитов 
в Т-хелперном звене было более выраженным, 
чем у субпопуляции лимфоцитов, представлен-
ных Т-ЦТЛ. Значение ИРИ в группе с ЦЩ имело 
тенденцию к снижению до 1,63±0,77 в сравнении 
с группой без ЦЩ 1,83±0,94, но достоверностью 
не отличалось (р = 0,974).

При анализе В-клеточного звена лимфоци-
тов выявлена тенденция к снижению количе-
ства этой субпопуляции у пациентов с ЦШ до 
0,158±0,114  ×  109/л в сравнении с группой боль-
ных COVID-19 без ЦЩ, где этот показатель был 
равен 0,184±0,135  ×  109/л, но статистической до-
стоверности не получено (р = 0,851).

Таким образом, изменения в клеточном звене 
врожденной и адаптивной иммунной системы в 
группе сравнения больных COVID-19 без ЦЩ и 
с ЦШ были информативными и характеризова-
лись выраженными изменениями в виде сниже-
ния абсолютного количества лимфоцитов, NK-
клеток и T-NK-клеток общих Т-лимфоцитов и 
их Т-хелперной популяции, а НЛИ и ЛТИ, на-
против, повышением.

Обсуждение
В нашем исследовании в группе З в клиниче-

ском анализе крови обращает на себя внимание 
то, что среднее значение общего числа лейкоци-
тов не отличается от такового группы К и не вы-
ходит за рамки референсного интервала, однако 
с развитием клинически тяжелого течения забо-
левания достоверно проявляется лейкоцитозом в 
группе сравнения II и III (р = 0,032) и в группах 
без ЦЩ и с ЦЩ (р = 0,001).

Аналогичная картина наблюдается в отно-
шении количества нейтрофилов. В группе З и 

К данный показатель не имеет достоверных от-
личий, но отмечается достоверно выраженный 
нейтрофилез в группе III по сравнению с группой 
II (р = 0,002) и в группе без ЦШ по сравнению с 
группой с ЦШ (р < 0,0001).

В группах сравнения З/К, II/III и без ЦШ/с 
ЦШ определяется достоверное повышение пока-
зателя НЛИ у пациентов с диагнозом «COVID-19», 
с тяжелым течением заболевания и у пациентов с 
ЦШ (р < 0,0001, р < 0,0001 и р = 0,001 соответ-
ственно). Выявленные на ранних этапах госпита-
лизации изменения в виде лейкоцитоза, нейтро-
филеза, увеличения НЛИ могут определять ход 
развития болезни и являться дополнительными 
прогностическими факторами тяжелой формы 
COVID-19, что и отмечалось у ряда исследовате-
лей [14, 18].

Проведенное нами исследование показало, 
что регистрируемая абсолютная лимфопения 
была статистически значимой р < 0,0001 у группы 
З в сравнении с группой К, и абсолютное количе-
ство лимфоцитов достоверно снижалось в зави-
симости от степени тяжести заболевания в груп-
пах сравнения К и I р < 0,0001, II и III р = 0,004 и 
в группах без ЦЩ и с ЦЩ р = 0,03.

Среди субпопуляций лимфоцитов в перифе-
рической крови отмечается достоверное сниже-
ние среднего значения абсолютного содержания 
Т-клеток CD3+ у З по сравнению с К (р < 0,0001), 
и далее по мере прогрессирования клиниче-
ских проявлений заболевания: в группах I и II – 
р < 0,0001, II и III – р = 0,003 и в группе без ЦЩ 
и с ЦЩ  – р  =  0,03. Среди Т-клеток, экспрес-
сирующих CD3+, представлены Т-лимфоциты 
CD3+CD4+, CD3+CD8+, снижение которых мо-
жет быть определяющим в патогенезе заболева-
ния и обусловлено как прямым действием вируса 
SARS-CoV-2 [11, 35] и индукцией внутриклеточ-
ного апоптоза  [12, 13], так и нарушением диф-
ференцировки Т-клеток  [24] в зависимости от 
степени тяжести заболевания [15, 16, 19, 20], что 
подтверждается в нашем исследовании. Досто-
верное снижение CD3+CD4+, CD3+CD8+ опре-
делялось не только в группе З по сравнению с 
группой К (р < 0,0001), но и при сравнении по-
казателя CD3+CD4+ при переходе от группы К к 
группе I (р < 0,0001) и от группы II к группе III 
(р = 0,007): CD3+CD8+ соответственно (р = 0,01 
и р  =  0,025). В группе сравнения пациентов без 
ЦЩ и с ЦЩ достоверная разница получена толь-
ко для показателя CD3+CD4+ (р = 0,048). Многие 
авторы характерным признаком COVID-19 счи-
тают снижение именно абсолютного содержания 
CD3+CD4+ T-клеток, изменение их внутренней 
субпопуляционной структуры [30, 31], что также 
прослеживается у нашей группы исследуемых.
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Была выдвинута гипотеза авторами статьи, 
что SARS-CoV-2 вызывает снижение количества 
циркулирующих NK-клеток за счет угнетения 
их эффекторных функций, инициирует перерас-
пределение этих лимфоцитов из периферической 
крови в легкие [23, 32], где во время острой фазы 
они потенциально могут способствовать усиле-
нию повреждения легочной ткани и гибели эпи-
телиальных клеток  [33], усугубляя ход заболева-
ния [15, 29].

В нашем исследовании выявлено достоверное 
снижение среднего значения абсолютного содер-
жания NK-клеток у пациентов с COVID-19 от-
носительно группы К (р = 0,015). В зависимости 
от стадии течения заболевания у нашей группы 
исследуемых продолжает снижаться абсолютное 
количество NK-клеток с сохранением достовер-
ной разницы между группами I и II – р = 0,014, 
II и III – р = 0,006 и в группе без ЦЩ и с ЦЩ – 
р  =  0,008. Снижение количества NK-клеток в 
циркулирующей крови может рассматриваться 
как значимый лабораторный параметр для опре-
деления течения и исхода заболевания.

В нашем исследовании определены статисти-
чески значимые (р = 0,006) изменения показате-
лей среднего значения абсолютного содержания 
зрелых наивных В-лимфоцитов CD19+ у паци-
ентов с COVID-19 при сравнении с группой К, 
но показатель не выходил за пределы референс-
ного интервала и составил 0,181±0,133  ×  109/л. 
Дальнейших достоверных отличий при прогрес-

сировании тяжести клинических проявлений не 
выявлено. Возможно, причиной этого является 
значительная вариабельность показателей абсо-
лютного содержания В-лимфоцитов у пациентов 
с COVID-19.

Заключение
Изменения количественных и функциональ-

ных показателей клеточного иммунитета при 
инфицировании SARS-CoV-2 определяются ис-
ходным типом индивидуального реагирования 
иммунной системы. У обследованных нами па-
циентов с COVID-19 при первичном обраще-
нии за медицинской помощью отмечается аб-
солютная лимфопения на фоне нейтрофилеза, 
что выражается в повышении значений НЛИ и 
ЛТИ. Данные индексы с достаточно высокой ин-
формативностью могут использоваться при про-
гнозировании рисков заболевания. Определение 
наиболее достоверных показателей клеточного 
звена иммунитета, таких как CD3+, CD3+CD4+, 
CD3+CD8+, CD3-CD16+CD56+  – лимфоцитов, 
дополнительно к клиническому анализу крови 
может дать оценку особенностям иммунного ре-
агирования организма на инфицирование SARS-
СoV-2, помочь спрогнозировать тяжесть течения 
заболевания, а также принять решение для изме-
нения тактики лечения при необходимости.

Список литературы / References
1.	 Давыдова Н.В., Путков С.Б., Решетняк Д.В., Казаков С.П. Исследование взаимосвязей и диагно-

стической эффективности цитокинов в оценке степени тяжести больных COVID-19 // Медицинская им-
мунология, 2025. Т. 27, № 2. С. 379-394. [Davydova N.V., Putkov S.B., Reshetnyak D.V., Kazakov S.P. Studying 
interconnections of cytokines and their diagnostic effectiveness when assessing severity grade in COVID-19 
patients. Meditsinskaya Immunologiya = Medical Immunology (Russia), 2025, Vol. 27, no. 2, pp. 379-394. (In Russ.) 
doi: 10.15789/1563-0625-SIO-3067.

2.	 Кудряшов С.К., Канищев Ю.Н., Путков С.Б., Эсауленко Н.Б., Карпов В.О., Овчаренко В.П., Изго-
родин А.С., Жукова Э.Э., Суслова Л.А., Паршакова Е.В. Инструкция по проведению преаналитического 
этапа (порядок взятия, хранения и транспортировки) с биоматериалом для лабораторных исследований 
в центре клинической лабораторной диагностики ГВКГ им. Н.Н. Бурденко. М.: Эко-Пресс, 2016. 220  с. 
[Kudryashov S.K., Kanishchev Yu.N., Putkov S.B., Esaulenko N.B., Karpov V.O., Ovcharenko V.P., Izgorodin A.S., 
Zhukova E.E., Suslova L.A., Parshakova E.V. Instructions for conducting the preanalytical stage (procedure for taking, 
storing and transporting) biomaterial for laboratory research in the Center for Clinical Laboratory Diagnostics of 
the Main Military Clinical Hospital named after academician N.N. Burdenko]. Moscow: Eko-Press, 2016. 220 p. 

3.	 Паценко М.Б., Зайцев А.А., Чернов С.А., Стец В.В., Кудряшов О.И., Давыдов Д.В., Чернецов В.А., Крю-
ков Е.В. Практические подходы к лечению пациентов с новой коронавирусной инфекцией (COVID-19) // 
Военно-медицинский журнал, 2022. Т. 343, № 8. С. 20-27.  [Patsenko M.B., Zaitsev A.A., Chernov S.A., Stets V.V., 
Kudryashov O.I., Davydov D.V., Chernetsov V.A., Kryukov E.V. Practical approaches to the treatment of patients 
with new coronavirus infection (COVID-19). Voyenno-meditsinskiy zhurnal = Russian Military Medical Journal, 
2022, Vol. 343, no. 8, pp. 20-27. (In Russ.) 

4.	 Путков С.Б., Давыдова Н.В., Троян В.Н., Казаков С.П. Исследование взаимосвязи маркеров воспа-
ления с КТ-признаками патологических изменений легких у пациентов с COVID-19 // Медицинский вест-
ник ГВКГ им. Н.Н. Бурденко, 2024. Т. 5, № 2. С. 22-31. [Putkov S.B., Davydova N.V., Troyan V.N., Kazakov S.P. 
Investigation of the relationship of inflammatory markers with CT sings of pathological lung changes in patients 



1075

Лейкоциты крови при COVID-19
Blood leukocytes in COVID-192025, Vol. 27,  5

2025, Т. 27, № 5

with COVID-19. Meditsinskiy vestnik GVKG im. N.N. Burdenko = Medical Bulletin of the Main Military Clinical 
Hospital named after N.N. Burdenko, Vol. 5, no. 2, pp. 22-31. (In Russ.) 

5.	 Путков С.Б., Давыдова Н.В., Казаков С.П. Исследование маркеров воспаления и их диагности-
ческой эффективности у больных COVID-19 // Медицинский алфавит, 2023. № 23. С. 11-17. [Putkov S.B., 
Davydova  N.V., Kazakov S.P. Study of inflammatory markers and their diagnostic effectiveness in patients with 
COVID-19 patients. Meditsinskiy alfavit = Medical Alphabet, no. 23, pp. 11-17. (In Russ.)

6.	 Akbari H., Tabrizi R., Lankarani K.B., Aria H., Vakili S., Asadian F., Noroozi S., Keshavarz P., Faramarz S. 
The role of cytokine profile and lymphocyte subsets in the severity of coronavirus disease 2019 (COVID-19): A 
systematic review and meta-analysis. Life Sci., 2020, Vol. 258, 118167. doi: 10.1016/j.lfs.2020.118167

7.	 Assandri R., Buscarini E., Canetta C., Scartabellati A., Viganò G., Montanelli A. Laboratory biomarkers 
predicting COVID-19 severity in the emergency room. Arch. Med. Res., 2020, Vol. 51, no. 6, pp. 598-599.

8.	 Chen J., Lau Y.F., Lamirande E.W., Paddock C.D., Bartlett J.H., Zaki S.R., Subbarao K. Cellular immune 
responses to severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV) infection in senescent BALB/c mice: 
CD4+ T cells are important in control of SARS-CoV infection. J. Virol., 2010, Vol. 84, no. 3, pp. 1289-1301.

9.	 Chen Z., Wherry E.J. T cell responses in patients with COVID-19. Nat. Rev. Immunol., 2020, Vol. 20, no. 9, 
pp. 529-536. 

10.	 COVID-19 epidemiological update – 6 November 2024. World Health Organization. Available at: https://
www.who.int/publications/m/item/covid-19-epidemiological-update-edition-173.

11.	 Drosten C., Seilmaier M., Corman V.M., Hartmann W., Scheible G., Sack S., Guggemos W., Kallies R., 
Muth  D., Junglen S., Müller M.A., Haas W., Guberina H., Röhnisch T., Schmid-Wendtner M., Aldabbagh S., 
Dittmer U., Gold H., Graf P., Bonin F., Rambaut A., Wendtner C.M. Clinical features and virological analysis of a 
case of Middle East respiratory syndrome coronavirus infection. Lancet Infect. Dis., 2013, Vol. 13, no. 9, pp. 745-751.

12.	 García L.F. Immune response, inflammation, and the clinical spectrum of COVID-19. Front. Immunol., 
2020, Vol. 11, 1441. doi: 10.3389/fimmu.2020.01441

13.	 Giamarellos-Bourboulis E.J., Netea M.G., Rovina N., Akinosoglou K., Antoniadou A., Antonakos N., 
Damoraki G., Gkavogianni T., Adami M.E., Katsaounou P., Ntaganou M., Kyriakopoulou M., Dimopoulos G., 
Koutsodimitropoulos I., Velissaris D., Koufargyris P., Karageorgos A., Katrini K., Lekakis V., Lupse M., Kotsaki A., 
Renieris G., Theodoulou D., Panou V., Koukaki E., Koulouris N., Gogos C., Koutsoukou A. Complex immune 
dysregulation in COVID-19 patients with severe respiratory failure. Cell Host Microbe, 2020, Vol. 27, no. 6,  
pp. 992-1000.e3.

14.	 Golovkin A., Kalinina O., Bezrukikh V., Aquino A., Zaikova E., Karonova T., Melnik O., Vasilieva E., 
Kudryavtsev I. Imbalanced immune response of T-сell and B-cell subsets in patients with moderate and severe 
COVID-19. Viruses, 2021, Vol. 13, no. 10, 1966. doi: 10.3390/v13101966.

15.	 Gu J., Gong E., Zhang B., Zheng J., Gao Z., Zhong Y., Zou W., Zhan J., Wang S., Xie Z., Zhuang H., Wu B., 
Zhong H., Shao H., Fang W., Gao D., Pei F., Li X., He Z., Xu D., Shi X., Anderson V.M., Leong A.S. Multiple organ 
infection and the pathogenesis of SARS. J. Exp. Med., 2005, Vol. 202, no. 3, pp. 415-424.

16.	 Hsieh W.C., Lai E.Y., Liu Y.T., Wang Y.F., Tzeng Y.S., Cui L., Lai Y.J., Huang H.C., Huang J.H., Ni H.C., 
Tsai D.Y., Liang J.J., Liao C.C., Lu Y.T., Jiang L., Liu M.T., Wang J.T., Chang S.Y., Chen C.Y., Tsai H.C., Chang Y.M., 
Wernig G., Li C.W., Lin K.I., Lin Y.L., Tsai H.K., Huang Y.T., Chen S.Y. NK cell receptor and ligand composition 
influences the clearance of SARS-CoV-2. J. Clin. Invest., 2021, Vol. 131, no. 21, e146408. doi: 10.1172/JCI146408

17.	 Hu B., Guo H., Zhou P., Shi Z.-L. Characteristics of SARS-CoV-2 and COVID-19. Nat. Rev. Microbiol., 2021, 
Vol. 19, no. 3, pp. 141-154. 

18.	 Izcovich A., Ragusa M.A., Tortosa F., Marzio M.A.L., Agnoletti C., Bengolea A., Ceirano A., Espinosa F., 
Saavedra E., Sanguine V., Tassara A., Cid C., Catalano H.N., Agarwal A., Foroutan F., Rada G. Prognostic factors for 
severity and mortality in patients infected with COVID-19: A systematic review. PLoS One, 2020, Vol. 15, no. 11, 
e0241955. doi: 10.1371/journal.pone.024195526.

19.	 Jiang Y., Xu J., Zhou C., Wu Z., Zhong S., Liu J., Luo W., Chen T., Qin Q., Deng P. Characterization of 
cytokine/chemokine profiles of severe acute respiratory syndrome. Am. J. Respir. Crit. Care Med., 2005, Vol. 171, 
no. 8, pp. 850-857. 

20.	 Liao M., Liu Y., Yuan J., Wen Y., Xu G., Zhao J., Cheng L., Li J., Wang X., Wang F., Liu L., Amit I., Zhang S., 
Zhang Z. Single-cell landscape of bronchoalveolar immune cells in patients With COVID-19. Nat. Med., 2020, Vol. 
26, no. 6, pp. 842-844.

21.	 Liu J., Li S., Liu J., Liang B., Wang X., Wang H., Li W., Tong Q., Yi J., Zhao L., Xiong L., Guo C., Tian J., Luo J., 
Yao J., Pang R., Shen H., Peng C., Liu T., Zhang Q., Wu J., Xu L., Lu S., Wang B., Weng Z., Han C., Zhu H., Zhou R., 
Zhou H., Chen X., Ye P., Zhu B., Wang L., Zhou W., He S., He Y., Jie S., Wei P., Zhang J., Lu Y., Wang W., Zhang L., 
Li L., Zhou F., Wang J., Dittmer U., Lu M., Hu Y., Yang D., Zheng X. Longitudinal characteristics of lymphocyte 
responses and cytokine profiles in the peripheral blood of SARS-CoV-2 infected patients. EBioMedicine, 2020, 
Vol. 55, 102763. doi: 10.1016/j.ebiom.2020.102763.

22.	 National Research Project for SARS, Beijing Group. The involvement of natural killer cells in the pathogenesis 
of severe acute respiratory syndrome. Am. J. Clin. Pathol., 2004, Vol. 121, no. 4, pp. 507-511.

23.	 Orange J.S. Human natural killer cell deficiencies and susceptibility to infection. Microbes Infect., 2002, 
Vol. 4, no. 15, pp. 1545-1558.



1076

Putkov S.B. et al.
Путков С.Б. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

24.	 Osman M.S., van Eeden C., Cohen Tervaert J.W. Fatal COVID-19 infections: Is NK cell dysfunction a link 
with autoimmune HLH? Autoimmun. Rev., 2020, Vol. 19, no. 7, 102561. doi: 10.1016/j.autrev.2020.102561.

25.	 Putkov S., Davydova N., Kazakov S. Laboratory indicators of inflammation in the development of cytokine 
storm in patients with COVID-19. Clin. Chim. Acta, 2024, Vol. 558,  119179. doi: 10.1016/j.cca.2024.119179.

26.	 Qin C., Zhou L., Hu Z., Zhang S., Yang S., Tao Y., Xie C., Ma K., Shang K., Wang W., Tian DS. Dysregulation 
of immune response in patients with COVID-19 in Wuhan, China. Clin. Infect. Dis., 2020, Vol. 71, no. 15,  
pp. 762-768. 

27.	 Radzikowska U., Ding M., Tan G., Zhakparov D., Peng Y., Wawrzyniak P., Wang M., Li S., Morita H., 
Altunbulakli C., Reiger M., Neumann A.U., Lunjani N., Traidl-Hoffmann C., Nadeau K.C., O’Mahony L., Akdis C., 
Sokolowska M. Distribution of ACE2, CD147, CD26, and other SARS-CoV-2 associated molecules in tissues and 
immune cells in health and in asthma, COPD, obesity, hypertension, and COVID-19 risk factors. Allergy, 2020, 
Vol. 75, no. 11, pp. 2829-2845.

28.	 Shimizu M. Clinical Features of Cytokine Storm Syndrome. Adv. Exp. Med. Biol., 2024, Vol. 1448, pp. 33-42.
29.	 Tay M.Z., Poh C.M., Rénia L., MacAry P.A., Ng L.F.P. The trinity of COVID-19: immunity, inflammation 

and intervention. Nat. Rev. Immunol., 2020, Vol. 20, no. 6, pp. 363-374.
30.	 Vabret N., Britton G.J., Gruber C., Hegde S., Kim J., Kuksin M., Levantovsky R., Malle L., Moreira A., 

Park  M.D., Pia L., Risson E., Saffern M., Salomé B., Esai Selvan M., Spindler M.P., Tan J., van der Heide V., 
Gregory J.K., Alexandropoulos K., Bhardwaj N., Brown B.D., Greenbaum B., Gümüş Z.H., Homann D., Horowitz A., 
Kamphorst A.O., Curotto de Lafaille M.A., Mehandru S., Merad M., Samstein R.M.; Sinai Immunology Review 
Project. Immunology of COVID-19: Current State of the Science. Immunity, 2020, Vol. 52, no. 6, pp. 910-941. 

31.	 Velavan T.P., Meyer C.G. Mild versus severe COVID-19: Laboratory markers. Int. J. Infect. Dis., 2020, 
Vol. 95, pp. 304-307. 

32.	 Wang F., Hou H., Luo Y., Tang G., Wu S., Huang M., Liu W., Zhu Y., Lin Q., Mao L., Fang M., Zhang H., 
Sun Z. The laboratory tests and host immunity of COVID-19 patients with different severity of illness. JCI Insight, 
2020, Vol. 5, no. 10, e137799. doi: 10.1172/jci.insight.137799.

33.	 Yang X., Yu Y., Xu J., Shu H., Xia J., Liu H., Wu Y., Zhang L., Yu Z., Fang M., Yu T., Wang Y., Pan S., Zou X., 
Yuan S., Shang Y. Clinical course and outcomes of critically ill patients with SARS-CoV-2 pneumonia in Wuhan, 
China: a single-centered, retrospective, observational study. Lancet Respir. Med., 2020, Vol. 8, no. 5, pp. 475-481.

34.	 Zhao S., Lin Q., Ran J., Musa S.S., Yang G., Wang W., Lou Y., Gao D., Yang L., He D., Wang M.H. Preliminary 
estimation of the basic reproduction number of novel coronavirus (2019-nCoV) in China, from 2019 to 2020: A 
data-driven analysis in the early phase of the outbreak. Int. J. Infect. Dis., 2020, Vol. 92, pp. 214-217.

35.	 Zheng H.Y., Zhang M., Yang C.X., Zhang N., Wang X.C., Yang X.P., Dong X.Q., Zheng Y.T. Elevated 
exhaustion levels and reduced functional diversity of T cells in peripheral blood may predict severe progression in 
COVID-19 patients. Cell. Mol. Immunol., 2020, Vol. 17, no. 5, 541-543.

36.	 Zheng M., Gao Y., Wang G., Song G., Liu S., Sun D., Xu Y., Tian Z. Functional exhaustion of antiviral 
lymphocytes in COVID-19 patients. Cell. Mol. Immunol., 2020, Vol. 17, no. 5, pp. 533-535. 

Авторы:

Путков С.Б. – врач клинической лабораторной 
диагностики, заведующий отделением клинических 
инфекционно-иммунологических исследований Центра 
клинической лабораторной диагностики ФГБУ 
«Главный военный клинический госпиталь имени 
академика Н.Н. Бурденко», Москва, Россия

Давыдова Н.В. – врач клинической лабораторной 
диагностики отделения клинических инфекционно-
иммунологических исследований Центра клинической 
лабораторной диагностики ФГБУ «Главный 
военный клинический госпиталь имени академика 
Н.Н. Бурденко», Москва, Россия

Казаков С.П. – д.м.н., доцент, врач клинической 
лабораторной диагностики, начальник Центра 
клинической лабораторной диагностики – главный 
лаборант ФГБУ «Главный военный клинический 
госпиталь имени академика Н.Н. Бурденко»; профессор 
ФГБУ «Федеральный научно-клинический центр 
специализированных видов медицинской помощи 
и медицинских технологий Федерального медико-
биологического агентства России», Москва, Россия

Authors:

Putkov S.B., Doctor of Clinical Laboratory Diagnostics, 
Head, Department of Clinical Infectious and Immunological 
Research, Center for Clinical Laboratory Diagnostics, Main 
Military N. Burdenko Clinical Hospital, Moscow, Russian 
Federation 

Davydova N.V., Doctor of Clinical Laboratory Diagnostics, 
Department of Clinical Infectious and Immunological 
Research, Center for Clinical Laboratory Diagnostics, Main 
Military N. Burdenko Clinical Hospital, Moscow, Russian 
Federation 

Kazakov S.P., PhD, MD (Medicine), Associate Professor, 
Doctor of Clinical Laboratory Diagnostics, Head, Clinical 
Laboratory Center, Main Military N. Burdenko Clinical 
Hospital; Professor, Federal Research and Clinical Center for 
Specialized Medical Care and Medical Technologies, Federal 
Medical and Biological Agency, Moscow, Russian Federation

Поступила 31.05.2025
Отправлена на доработку 19.06.2025
Принята к печати 25.06.2025

Received 31.05.2025
Revision received 19.06.2025
Accepted 25.06.2025



1077

Медицинская иммунология
2025, Т. 27, № 5,  
стр. 1077-1086

Medical Immunology (Russia)/ 
Meditsinskaya Immunologiya
2025, Vol. 27,  5, pp. 1077-1086

1 page

Адрес для переписки:

Несмеянова Валентина Сергеевна
ФБУН «Государственный научный центр вирусологии 
и биотехнологии “Вектор”» Роспотребнадзора
630559, Россия, Новосибирская обл., р. п. Кольцово.
Тел.: 8 (383) 363-47-10 (доб. 23-32), 363-47-14.
E-mail: nesmeyanova_vs@vector.nsc.ru

Address for correspondence:

Valentina S. Nesmeyanova
State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”
Koltsovo, Novosibirsk Region
630559 Russian Federation
Phone: +7 (383) 363-47-10 (acc. 23-32), 363-47-14.
E-mail: nesmeyanova_vs@vector.nsc.ru

Образец цитирования: 

В.С. Несмеянова, Ю.А. Меркульева, А.A. Исаева, 
Н.В. Волкова, С.В. Беленькая, М.Б. Боргоякова, 
Е.А. Волосникова, Т.И. Есина, Е.Д. Даниленко, 
А.В. Зайковская, С.Е. Олькин, О.В. Пьянков, 
А.А. Ильичев, Д.Н. Щербаков «Субъединичная вакцина 
“Дельта-Вак” индуцирует сильный гуморальный 
иммунный ответ против SARS-CoV-2» // Медицинская 
иммунология, 2025. Т. 27, № 5. С. 1077-1086. 
doi: 10.15789/1563-0625-DVS-2901

© Несмеянова В.С. и соавт., 2025 
Эта статья распространяется по лицензии 
Creative Commons Attribution 4.0

For citation: 

V.S. Nesmeyanova, Yu.A. Merkulyeva, A.A. Isaeva, 
N.V. Volkova, S.V. Belenkaya, M.B. Borgoyakova, 
E.A. Volosnikova, T.I. Esina, E.D. Danilenko, 
A.V. Zaikovskaya, S.E. Olkin, O.V. Pyankov, A.A. Ilichev, 
D.N. Shcherbakov “‘Delta-Vac’ subunit vaccine induces strong 
humoral immune response against SARS-CoV-2”, Medical 
Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya, 2025, 
Vol. 27, no. 5, pp. 1077-1086.  
doi: 10.15789/1563-0625-DVS-2901

© Nesmeyanova V.S. et al., 2025 
The article can be used under the Creative 
Commons Attribution 4.0 License

DOI: 10.15789/1563-0625-DVS-2901

СУБЪЕДИНИЧНАЯ ВАКЦИНА «ДЕЛЬТА-ВАК» ИНДУЦИРУЕТ 
СИЛЬНЫЙ ГУМОРАЛЬНЫЙ ИММУННЫЙ ОТВЕТ ПРОТИВ 
SARS-CoV-2 
Несмеянова В.С., Меркульева Ю.А., Исаева А.A., Волкова Н.В., 
Беленькая С.В., Боргоякова М.Б., Волосникова Е.А., Есина Т.И., 
Даниленко Е.Д., Зайковская А.В., Олькин С.Е., Пьянков О.В., 
Ильичев А.А., Щербаков Д.Н.
ФБУН «Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии “Вектор”» Роспотребнадзора,  
р. п. Кольцово, Новосибирская обл., Россия

Резюме. Пандемия COVID-19 сконцентрировала внимание исследователей всего мира на борьбе с 
этой инфекцией. Важнейшим подходом противодействия COVID-19 стала разработка профилакти-
ческих вакцин на основе ряда платформ, включая ДНК- и РНК-вакцины, векторные и субъединич-
ные вакцины. Одной из таких платформ стали субъединичные вакцины, которые привлекательны 
в первую очередь из-за непревзойденного профиля их безопасности. Однако безопасность данных 
вакцин часто сопряжена с невысокой эффективностью, поэтому зачастую необходимо применять 
адъюванты, а также использовать более сложные схемы иммунизации. В то же время важным до-
стоинством субъединичных вакцин является масштабируемость и относительная простота производ-
ства, так как в процессе производства нет необходимости работать с живым вирусом или вирусными 
векторами. Целью работы была разработка кандидатной вакцины на основе рекомбинантного рецеп-
тор-связывающего домена (RBD) спайкового S-белка SARS-CoV-2 варианта Delta (B.1.617.2). В ис-
следовании применялись иммунологические методы, методы генной инженерии и биотехнологии. 
В ходе работы на основе клеток млекопитающих CHO-K1 разработан продуцент рекомбинантного 
RBD. Для получения белка, отвечающего требованиям инъекционных препаратов, была разработа-
на схема хроматографической очистки, включающая аффинную и ионообменную хроматографии. 
Предложен вариант субъединичной вакцины «Дельта-Вак» на основе полученного рекомбинантно-
го белка. Иммуногенность кандидатной вакцины «Дельта-Вак» оценивали на модели лабораторных 
мышей BALB/c. Проводили двукратную иммунизацию животных дозой 50 мкг RBD в комплексе с 
Al(OH)3 с двухнедельным интервалом. Показана способность кандидатной вакцины индуцировать 
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выработку специфических IgG и нейтрализующих антител у мышей линии BALB/c. Специфические 
титры антител иммунизированных животных лежали в диапазоне от 1/105 до 1/106. При этом сыво-
ротки крови обладали нейтрализующей активностью в отношении SARS-CoV-2 (вариант B.1.617.2 
(Delta)) с титром до 1/2000. Разработанная вакцина «Дельта-Вак» обладает высокой иммуногенно-
стью и индуцирует выработку нейтрализующих антител против гомологичного варианта Delta и ге-
терологичных вариантов Wuhan и Omicron SARS-CoV-2. Таким образом, «Дельта-Вак» может высту-
пать в качестве кандидатной вакцины и служить прототипом для разработки субъединичных вакцин 
против COVID-19.

Ключевые слова: субъединичные вакцины, SARS-CoV-2, RBD, S-белок, иммуногенность, нейтрализующие антитела

“DELTA-VAC” SUBUNIT VACCINE INDUCES STRONG 
HUMORAL IMMUNE RESPONSE AGAINST SARS-CoV-2
Nesmeyanova V.S., Merkulyeva Yu.A., Isaeva A.A., Volkova N.V., 
Belenkaya S.V., Borgoyakova M.B., Volosnikova E.A., Esina T.I., 
Danilenko E.D., Zaikovskaya A.V., Olkin S.E., Pyankov O.V., 
Ilichev A.A., Shcherbakov D.N.
State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Koltsovo, Novosibirsk Region, Russian Federation

Abstract. The COVID-19 pandemic has focused the worldwide attention on the fight against this infection. 
Development of preventive vaccines based on different platforms, including DNA and RNA vaccines, genetic 
vectors and subunit vaccines A has been the key approach to combating COVID-19. The subunit vaccines were 
among these platforms, primarily, due to their unique safety profile. However, the safety of these vaccines is 
often associated with low efficiency. Hence, their application often requires usage of immune adjuvants, along 
with more complex immunization regimens. Meanwhile, an important advantage of subunit vaccines is their 
scalability and relative ease of production, since there is no need to work with live virus or viral vectors during 
the production process. The purpose of our work was to develop a candidate vaccine based on the recombinant 
receptor-binding domain (RBD) of the SARS-CoV-2 spike S-protein from the Delta variant (B.1.617.2). The 
study used immunological techniques employing methods of genetic engineering and biotechnology. In the 
course of this work, we have developed a producer of recombinant RBD based on the CHO-K1 mammalian 
cells. To obtain a protein meeting the requirements of injectable drugs, a chromatographic purification scheme 
was developed, including affinity and ion exchange chromatography. We have proposed a variant of the subunit 
vaccine “Delta-Vac” developed on this recombinant protein. Immunogenicity of “Delta-Vac” vaccine was 
tested in the BALB/c mice. The animals were immunized twice at a dose of 50 μg of RBD combined with 
Al(OH)3, at a two-week interval. The ability of the candidate vaccine was assessed by induced production of 
specific IgG and neutralizing antibodies in BALB/c mice. Specific antibody titers of immunized animals ranged 
from 1/105 to 1/106. Moreover, the blood sera showed neutralizing activity against SARS-CoV-2 (variant Delta, 
B.1.617.2) at a titer of up to 1/2000. The developed vaccine “Delta-Vac” is highly immunogenic and induces 
production of neutralizing antibodies against homologous Delta variant as well as heterologous Wuhan and 
Omicron SARS-CoV-2 variants. Hence, “Delta-Vac” may act as a vaccine candidate and serve as a prototype 
for the development of subunit vaccines against COVID-19.

Keywords: subunit vaccines, SARS-CoV-2, RBD, S-protein, immunogenicity, neutralizing antibodies

Введение
Пандемия COVID-19 сконцентрировала вни-

мание исследователей всего мира на борьбе с 
этой инфекцией. Важнейшим подходом в пре-
дотвращении распространения COVID-19 стала 
разработка профилактических вакцин на основе 
ряда платформ, включая ДНК- и РНК-вакцины, 

векторные и субъединичные вакцины. Одной из 
таких платформ стали субъединичные вакцины, 
которые привлекательны в первую очередь тем, 
что субъединичные вакцины характеризуются 
высокий профилем безопасности, который под-
тверждается результатами исследований [6, 7, 
18]. Однако безопасность данных вакцин часто 
сопряжена с невысокой эффективностью, поэто-
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му зачастую необходимо применять адъюванты, 
а также использовать более сложные схемы им-
мунизации. В то же время важным достоинством 
субъединичных вакцин является масштабируе-
мость и относительная простота производства, 
так как в процессе производства нет необходи-
мости работать с живым вирусом или вирусными 
векторами. Важным достоинством субъединич-
ных вакцин также является простота в производ-
стве [5, 22, 25]. 

Коронавирусный спайковый белок (S-белок) 
является основной мишенью для нейтрализую-
щих антител и обладает высокой иммуногенно-
стью. Следуя этой логике, S-белок SARS-CoV-2 
использовался в качестве основного антигена 
для большинства разработанных вакцин против 
COVID-19  [10, 14, 28]. Однако полноразмерный 
S-белок содержит области эпитопов ненейтрали-
зующих антител, которые могут вызывать анти-
телозависимое усиление инфекции (ADE). Су-
ществующий риск ADE дал толчок дальнейшим 
исследованиям по разработке более безопасного 
и эффективного иммуногена  [5, 8, 20]. Недавно 
проведенные исследования показали, что ре-
цептор-связывающий домен (RBD) S-белка как 
компонент вакцин обладает высоким профилем 
безопасности  [12, 21]. На сегодняшний день, 
вакцинные платформы, использующие в каче-
стве иммуногена область RBD, обладают значи-
тельным преимуществом, так как фокусируют 
иммунитет на ключевых защитных антигенных 
детерминантах [3, 9]. Сравнительные исследова-
ния тримера S-белка, субъединицы S1 и только 
последовательности RBD показали, что исполь-
зование только последовательности RBD в ка-
честве вакцины позволяет добиться появления 
высоких титров нейтрализующих антител, этот 
факт тем более примечателен что использование 
тримера S или фрагмента S1 дает сходные или 
худшие результаты [15, 20, 24, 26]. 

В настоящее время накопилось достаточ-
но свидетельств того, что вакцины на основе 
RBD показывают высокий уровень иммуноген-
ности, при низкой реактогенности и хорошей 
переносимости поэтому выбор RBD в качестве 
единственного вакцинного иммуногена вполне 
оправдан  [13, 22, 27]. В связи с этим целью ра-
боты было получение штамма-продуцента ре-
комбинантного рецептор-связывающего домена 
(RBD) варианта Delta (B.1.617.2) и исследование 
его иммуногенности.

Материалы и методы
Получение штамма-продуцента CHO-K1-

RBDdelta
Продуцент рекомбинантного RBD вариан-

та Delta (B.1.617.2) SARS-CoV-2 получали как 

описано ранее  [19]. В состав нуклеотидной по-
следовательности, кодирующей RBD Wuhan-1 
(GenBank: MN908947), вводили нуклеотидные 
замены для получения аминокислотных замен 
(L452R и T479K). Район RBDdelta амплифи-
цировали и клонировали в составе плазмиды 
pVL3 в рамке считывания с N-концевой сиг-
нальной последовательностью спайкового белка 
(MFVFLVLLPLVSSQC) и С-концевой 10  ×  His-
меткой.

Клетки CHO-K1 трансфицировали pVL3-
RBDdelta и хелперной плазмидой pCMV (CAT) 
T7-SB100, кодирующей транспозазу SB100, с ис-
пользованием липофектамина 3000 (Invitrogen, 
Карлсбад, Калифорния, США). Селекцию транс-
формантов проводили на среде с пуромицином 
(10 мкг/мл) в течение 3 дней. Затем получали вы-
сокопродуктивные клоны из единичных клеток 
методом предельных разведений. Выбранный 
клон-продуцент RBDdelta адаптировали к су-
спензионным условиям культивирования. 

Суспензионное культивирование штамма-проду-
цента RBDdelta

Клон-продуцент RBDdelta рассевали в 5 мл 
свежей среды HyCell CHO (Cytiva, США) + 4 mM 
GlutaMAX (Thermo Fisher Scientific, США) с кон-
центрацией 1 × 106 живых кл/мл в 50 мл центри-
фужные пробирки. Культивировали на шейкере 
200 об/мин, орбита 19 мм, при +37  °С во влаж-
ной атмосфере 5% СО2 6-7 дней до достижения 
концентрации 8  ×  106 живых кл/мл. Суспензию 
клеток 5 мл с концентрацией 8 × 106 живых кл/ мл 
инокулировали в стеклянной колбе с 35 мл све-
жей среды HyCell CHO (Cytiva, США) + 4 mM 
GlutaMAX (Thermo Fisher Scientific, США). Куль-
тивировали на шейкере при тех же условиях 
6-7 дней до достижения концентрации 8 × 106 жи-
вых кл/мл Суспензию клеток 5 мл с концентраци-
ей 8 × 106 живых кл/мл переносили в новую сте-
клянную колбу с 35 мл свежей среды HyCell CHO 
(Cytiva, США) + 4 mM GlutaMAX (Thermo Fisher 
Scientific, США). Оставшийся объем переносили 
на шейкере (200 об/мин, орбита 19 м) при +31 °С 
инкубировали 10 дней. 

Выделение и очистка RBDdelta
Для получения препарата рекомбинантного 

RBDdelta была разработана схема двух-стадийной 
хроматографической очистки, включающая аф-
финную и ионообменную хроматографии. Аф-
финную хроматографию проводили с исполь
зованием сорбента Ni-IMAC сефарозы (GE 
Helthcare, США). Культуральную среду, содержа-
щую рекомбинантный белок RBD, центрифуги-
ровали 10 мин при 12000 g и 4 °С и фильтровали 
через фильтровальные системы с размером пор 
0,22 мкМ для удаления клеток клеточного дебри-
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са. Доочистку белка проводили с помощью ионо-
обменной хроматографии в два этапа: фракцию 
целевого белка после аффинной хроматографии 
наносили на колонку с катиоонообменным сор-
бентом Nuvia HR-S (50 мл), затем проводили 
каскадную хроматографию на анионообменных 
сорбентах ДЭАЭ-сефароза и Q-сефароза. Оцен-
ку чистоты (посторонние примеси) препарата 
рекомбинантного RBDdelta проводили мето-
дом ВЭЖХ на хроматографе LC-20 Prominence. 
Посторонние примеси определяли методом 
ОФ-ВЭЖХ при следующих условиях: колонка 
Summetry300-C4, 5 мкм, 4,6 × 150 мм, температу-
ра колонки  – 60  °С, ПФ А  – 5% CH3CN в воде 
c 0,1% ТФУ, ПФ В  – 90% CH3CN в воде c 0,1% 
ТФУ, градиент: 0,0 мин  – 10% В; 15 мин  – 70% 
В; 15,1 мин 100% В; 19,0 мин – 100% В; скорость 
ПФ  – 1 мл/мин; регистрация хроматограммы  – 
214 нм, концентрация белка в пробе – 0,4 мг/мл, 
объем пробы – 50 мкл.

Иммунизация животных
Все экспериментальные протоколы и проце-

дуры были проведены в соответствии с рекомен-
дациями Хельсинкской декларации и одобрено 
Комитетом по биоэтике НИЦ ВБ «Вектор» (про-
токол Комитета по биоэтике №  5 от 1 октября 
2020 г.).

В эксперименте использовали самок мышей 
BALB/c весом 16-18 г, которых случайным об-
разом разделили на 2 группы по 10 животных. 
Группы животных содержали в отдельных клет-
ках в стандартных условиях с постоянным сво-
бодным доступом к воде и корму. Первую группу 
животных дважды иммунизировали 50 мкг RBD 
с Al(OH)3 с двухнедельным интервалом. Второй 
контрольной группе также с интервалом в две не-
дели дважды вводили физраствор. 

Иммуноферментный анализ
В 96-луночные планшеты (Corning, США) 

сорбировали 100 мкл антигена (1 мкг/мл) в 2 М 
мочевине в PBS в течение ночи при 4  °C. В ка-
честве антигенов использовали рекомбинантные 
белки: RBD Delta и RBD Wuhan, а также тримеры 
S-белка вариантов Delta, Wuhan и Omicron SARS-
CoV-2. Затем планшеты промывали PBST (PBS, 
содержащим 0,05% Tween-20) и блокировали 
блокирующим буфером (PBST, содержащим 1% 
казеина) 1,5 ч при комнатной температуре. Сы-
воротки иммунизированных животных серийно 
разбавляли и добавляли в блокированные план-
шеты. После инкубации при комнатной темпера-
туре в течение 1 ч планшеты трижды промывали 
PBST и инкубировали с козьим антимышиным 
IgG-HRP (Sigma-Aldrich, США) вторичными 
антителами при комнатной температуре в тече-
ние 1 ч. Планшеты трижды промывали PBST и 

добавляли субстрат HRP TMB (Amresco, США). 
Реакции останавливали с помощью 1 Н HCl. По-
глощение измеряли при 450 нм с использованием 
многорежимного считывателя микропланшетов 
Varioskan Lux (Thermo Fisher Scientific, США).

Анализ вируснейтрализации
Штаммы вируса Wuhan  – hCoV-19/Australia/ 

VIC01/2020 (EPI_ISL_406844), Delta – hCoV-19/ 
Russia/PSK-2804/2021 (EPI_ISL_7338814) и Omicron 1 –  
hCoV-19/Russia/Moscow171619-031221/2021 
(EPI_ISL_8920444) SARS-CoV-2 были получе-
ны из государственной коллекции возбудителей 
вирусных инфекций и риккетсиозов ФБУН ГНЦ 
ВБ «Вектор» Роспотребнадзора. Вируссодержа-
щий материал хранился при температуре -70 °C. 
Концентрация вируса в наработанном препарате 
составляла 5 × 106 ТЦД50/мл (тканевая цитопати-
ческая доза на миллилитр).

Образцы крови получали от всех животных че-
рез две недели после 2-й иммунизации. Из кро-
ви животных были получены сыворотки путем 
осаждения форменных элементов с помощью 
центрифугирования при 1000 ×  g в течение 7-10 
мин. Полученные сыворотки термически инак-
тивировали при 56 °C в течение 30 мин.

Определение нейтрализующих титров сыво-
роток проводили путем учета неповрежденно-
го монослоя культуры клеток Vero E6 в лунках 
96-луночного планшета (Corning, США). Куль-
туру клеток выращивали в 96-луночных куль-
туральных планшетах в ростовой питательной 
среде с добавлением 10% бычьей фетальной сы-
воротки и антибиотиков. Заражение клеток про-
водили вариантами Delta (B.1.617.2), Wuhan и 
Omicron (B.1.1.529) вируса SARS-CoV-2 в дозе 
100 ТЦД50/лунку. Исследуемые образцы сыво-
ротки крови разводили последовательно в среде 
DMEM (ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотреб-
надзора, Россия) с глутамином и антибиотиками 
с 2-кратным шагом, начиная с разведения 1:10 
до 1:2560. К разведениям сыворотки добавляли 
вирус в равной пропорции 1:1 и инкубировали в 
течение 1 ч при 37 °С, затем смесь вируса и сыво-
ротки наносили в дублях на монослой культуры 
клеток в объеме 100 мкл/лунку. Планшеты инку-
бировали в течение 4 сут. при 37  °С во влажной 
атмосфере 5% СО2. Для окрашивания в каждую 
лунку планшета вносили 100 мкл 0,2%-ного рас-
твора генцианвиолета. Через 4 сут. жидкость из 
лунок удаляли и промывали лунки водой. Учет 
результатов проводили визуально. Любое спец-
ифическое поражение культуры клеток в лунке 
учитывали как цитопатическое действие (ЦПД). 
Титром считали последнее разведение, при кото-
ром регистрировали защиту монослоя культуры 
клеток в лунках от ЦПД вируса. В качестве поло-
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жительного контроля использовали 20-кратное 
разведение образца сыворотки крови реконва-
лесцента COVID-19 с ранее установленным ти-
тром 1:80. В качестве отрицательного контроля 
использовали питательную среду.

Результаты 
Разработка вакцины «Дельта-Вак»
Первым этапом разработки вакцины «Дельта-

Вак» стало создание штамма-продуцента, ста-
бильно экспрессирующего RBD варианта Delta. 
В итоге был получен и охарактеризован стабиль-
ный клон CHO-K1-RBDdelta, экспрессирующий 
рекомбинантный RBD варианта Delta (B.1.617.2) 
SARS-CoV-2. По результатам ИФА выбран пер-
спективный клон суперпродуцент, продуктив-
ность которого достигла 50 мг/л. Полученный 
клон был адаптирован к суспензионному культи-
вированию и охарактеризован по стабильности 
экспрессии. Для этого его культивировали в те-
чение 25 пассажей и оценивали продуктивность 
и жизнеспособность клеток на каждом пассаже. 
Итоговая продуктивность полученной суспен-
зионной культуры CHO-K1-RBDdelta составила 
150 мг/л. 

Одним из важных этапов разработки безопас-
ной вакцины является стадия хроматографиче-
ской очистки. Разработанная схема двухстадийной 
хроматографической очистки RBDdelta включала 
аффинную и ионообменную хроматографии. Чи-
стота итогового препарата RBDdelta, определен-
ная при помощи ВЭЖХ, по посторонним приме-
сям составила 98,3% в основном пике. 

Оценка иммуногенности вакцины «Дельта-Вак»
Иммуногенность вакцины «Дельта-Вак» оце-

нивали на модели мышей BALB/c. Проводи-
ли двукратную иммунизацию животных дозой 
50 мкг RBD в комплексе с Al(OH)3 с двухнедель-
ным интервалом. Через две недели после второй 
иммунизации получали сыворотки крови и ана-
лизировали титры специфических IgG в ИФА с 
использованием в качестве антигенов RBD Delta 
и RBD Wuhan, а также тримеров S-белка вариан-
тов Delta, Wuhan и Omicron SARS-CoV-2. Резуль-
таты ИФА подтверждают, что вакцина «Дельта-
Вак» вызывает индукцию специфических IgG у 
мышей линии BALB/c, как показано на рисун-
ке 1.

Обратные титры специфических антител, вы-
явленных в ИФА с использованием рекомби-
нантных антигенов, находились в диапазоне от 
1 × 103 до 1 × 106. Статистической разницы в ти-
трах IgG иммунизированных мышей для антиге-
нов RBD Delta и RBD Wuhan не было выявлено. 
При этом статистическая разница в титрах IgG 
иммунизированных мышей наблюдалась, ког-

Рисунок 1. Анализ сывороточных IgG у мышей, 
иммунизированных дозой 50 мкг RBD Delta SARS-CoV-2 
в ИФА
Примечание. Представлены средние геометрические значения 
± SD. Статистический анализ выполнен с использованием 
U-критерия Манна–Уитни и критерия Краскела–Уоллиса.
Figure 1. Analysis of serum IgG in mice immunized with a dose 
of 50 μg of RBD Delta SARS-CoV-2 by ELISA
Note. Geometric means ± SD are presented. Statistical analysis was 
performed using the Mann–Whitney U test and the Kruskal–Wallis test.
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да в качестве антигенов использовали S-белки 
вариантов Delta (B.1.617.2), Wuhan и Omicron 
(B.1.1.529) SARS-CoV-2. При исследовании вза-
имодействия мышиных сывороток с S-белком 
вариантов Wuhan, Delta (B.1.617.2) и Omicron 
(B.1.1.529) SARS-CoV-2 средние геометрическое 
титры IgG составили 2,6 × 104, 1 × 105, 1,3 × 103 со-
ответственно. 

Далее сыворотки крови иммунизированных 
мышей оценивали на наличие перекрестной ней-
трализующей реактивности в отношении вариан-
тов Delta (B.1.617.2), Wuhan и Omicron (B.1.1.529) 
вируса SARS-CoV-2 in vitro на клетках Vero Е6. 
Результаты подтвердили, что сыворотки вакци-
нированных мышей обладают высокой нейтра-
лизующей активностью в отношении варианта 
Delta (B.1.617.2) и Wuhan SARS-CoV-2 (рис. 2), 
средний геометрический титр составил 1576±1,9 
и 905,1±2,0 соответственно. 

Титр нейтрализующих антител против вари-
анта Omicron (B.1.1.529) был ниже и составил 
452,5±2,4.
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Рисунок 2. Анализ сывороточных IgG у мышей, 
иммунизированных дозой 50 мкг RBD Delta SARS-CoV-2 
с гидроокисью алюминия, в тесте на ингибирование 
цитопатического действия вариантов Delta (B.1.617.2), 
Wuhan и Omicron (B.1.1.529) вируса SARS-CoV-2 
(100 ТЦД50) на культуре клеток Vero E6
Примечание. Представлены средние геометрические значения 
± SD. Статистический анализ выполнен с использованием 
U критерия Манна–Уитни и критерия Краскела–Уоллиса, 
при этом p < 0,05 считалось показателем статистической 
значимости.
Figure 2. Analysis of serum IgG in mice immunized with a dose 
of 50 μg of RBD Delta SARS-CoV-2 with aluminum hydroxide 
in a test for inhibition of the cytopathic effect of variants Delta 
(B.1.617.2), Wuhan and Omicron (B.1.1.529) of the SARS-CoV-2  
virus 
Note. Geometric means ± SD are presented. Statistical analysis was 
performed using the Mann–Whitney U test and the Kruskal–Wallis 
test, in this case, p < 0.05 was considered an indicator of statistical 
significance.
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Статистических различий в титрах нейтра-
лизующих антител в отношении варианта Delta 
(B.1.617.2) и Wuhan SARS-CoV-2 выявлено не 
было (p < 0,0784) на рисунке обозначается как 
ns. В то время как статистический анализ дан-
ных с использованием теста Манна–Уитни вы-
явил значимые различия между титр нейтрали-
зующих антител в отношении вариантов Omicron 
(B.1.1.529) и Delta (B.1.617.2) (p < 0,0004). 

Обсуждение
Как было показано, иммунизация рекомби-

нантным белком RBD SARS-CoV-2 обеспечи-
вает эффективную индукцию нейтрализующих 
антител, способных обеспечивать защиту им-
мунизированных, и поэтому считается много-
обещающим кандидатом для создания вакцин [4, 

19]. Настоящее исследование было направлено 
на разработку кандидатной субъединичной вак-
цины против SARS-CoV-2 на основе рекомби-
нантного рецептор-связывающего домена RBD 
SARS-CoV-2 варианта Delta (B.1.617.2). 

Важную роль при разработке субъединичных 
вакцин играет выбор системы экспрессии. Не-
обходимо обеспечить синтез целевого белка с 
сохранением его иммуногенных свойств. В ряде 
недавних исследованиях было показано, что 
рекомбинантные белковые вакцины на основе 
RBD SARS-CoV-2, полученного в клетках мле-
копитающих, способны индуцировать высокие 
титры нейтрализующих антител  [12, 13, 21, 27]. 
Наши данные по сравнительному исследованию 
иммуногенности рекомбинантного RBD SARS-
CoV-2, полученного в системах экспрессии кле-
ток-прокариот и млекопитающих, согласуются с 
вышеуказанными результатами  [17]. В качестве 
кандидата для вакцины выбрали RBD одного из 
наиболее патогенных вариантов SARS-CoV-2  – 
варианта Delta (B.1.617.2). Был разработан про-
дуцент рекомбинантного RBD на основе клеток 
CHO-K1 и проведена адаптация клеток проду-
цента к суспензионному культивированию, при 
этом продуктивность штамма составила 150 мг с 
литра культуральной среды. На данный момент, 
достигнутый уровень продуктивности достато-
чен для выполнения экспериментов in vivo и про-
ведения доклинических испытаний, однако, этот 
показатель может быть улучшен путем оптими-
зации состава питательных сред и режима куль-
тивирования. По литературным данным, уровень 
продукции коммерчески привлекательного про-
дуцента может достигать 1 г с литра культуры [23].

Для получения белка, отвечающего требо-
ваниям инъекционных препаратов, была раз-
работана схема хроматографической очистки, 
включающая аффинную и ионообменную хрома-
тографии. Потери белка при очистке не превы-
шали 10%, при этом чистота, определенная при 
помощи ВЭЖХ, составила 98,3%. На основании 
предварительных экспериментов по иммуноген-
ности [16] была выбрана доза RBD 50 мкг и адъю-
вант – гидроокись алюминия (Al(OH)3). 

Анализ иммуногенности полученного вак-
цинного препарата «Дельта-Вак» было решено 
проводить по двум основным показателям: уров-
ню индукции специфических и нейтрализующих 
антител. Для анализа уровня специфических ан-
тител использовали ИФА, а для анализа уровня 
нейтрализующих антител – реакцию вирусней-
трализации.

Несмотря на то, что ИФА является стандарт-
ным методом анализа в исследованиях гумораль-
ного иммунного ответа, большое значение имеет 
выбор антигена. В нашем исследовании для ИФА 
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были использованы два варианта антигенов: 
RBD и тримерный S-белок. Оказалось, что при 
использовании в качестве антигена RBD уров-
ни специфических антител для вариантов Wuhan 
и Delta статистически не отличались, в то время 
как при использовании антигена на основе три-
мерного S-белка отличия были. При этом резуль-
таты ИФА с тримерным S-белком коррелиру-
ют с результатами вируснейтрализации. Так как 
для целей работы важно оценить не просто титр 
специфических антител, а титр функциональных 
антител, потенциально способных блокировать 
вирус, то использование тримерного S-белка в 
ИФА позволяет получать более корректные ре-
зультаты. 

Результаты анализа сывороток крови живот-
ных, иммунизированных вакцинным препаратом 
«Дельта-Вак» в реакции вируснейтрализации, 
показывают, что они содержат антитела, ней-
трализующие не только гомологичный вариант 
SARS-CoV-2 Delta (B.1.617.2), но и гетерологич-
ные Wuhan, Omicron (B.1.1.529), при этом про-
тив последнего иммунный ответ был снижен. По 
всей видимости, это связано с тем, что S-белок 
Omicron (B.1.1.529) SARS-CoV-2 содержит боль-
шое количество аминокислотных замен, 15 из 
которых расположены в регионе RBD [11]. Наши 
результаты согласуются с исследованиями, в ко-
торых показано, что аминокислотные замены в 
S-белке у штамма Omicron (B.1.1.529) приводят 
к его ускользанию от терапевтических монокло-
нальных антител [2, 11]. Интересно отметить, 
что разница между специфическими и нейтра-

лизующими антителами в отношении Omicron 
(B.1.1.529) SARS-CoV-2, несмотря на общее сни-
жение, была наименьшей.

Заключение
На основании приведенных результатов мож-

но заключить, что разработанный прототип 
субъединичной вакцины на основе RBD вари-
анта Delta (B.1.617.2) SARS-CoV-2 индуцирует 
выраженный гуморальный иммунный ответ, ха-
рактеризующийся высокими титрами нейтрали-
зующих антител против гомологичного варианта 
вируса. Анализ перекрестной защиты показал 
наличие нейтрализующей активности против 
варианта Wuhan, однако уровень этой активно-
сти значительно варьировал между отдельными 
образцами. В отношении варианта Omicron на-
блюдалось значительное снижение уровня анти-
тельного ответа и высокая гетерогенность среди 
иммунных сывороток, что, возможно, свидетель-
ствует о частичной утрате перекрестной защиты. 
Полученные данные подчеркивают необходи-
мость дальнейших исследований по расширению 
спектра защитной активности за счет модифика-
ции антигенного состава вакцины или стратегий 
бустерной иммунизации.
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ЦИТОМЕТРИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ КЛЕТОЧНОГО 
КОМПАРТМЕНТА ИММУННОЙ СИСТЕМЫ УЧАСТНИКОВ 
СОВРЕМЕННЫХ БОЕВЫХ КОНФЛИКТОВ
Пашнин С.Л.1, Давыдова Е.В.1, 2, Альтман Д.Ш.1, Зурочка В.А.3, 4, 
Журавлев И.Ю.1, Жакупова Я.Т.2, 5

1 ГБУЗ «Челябинская областная клиническая больница», г. Челябинск, Россия 
2 ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Челябинск, Россия  
3 ФГБУН «Институт иммунологии и физиологии» Уральского отделения Российской академии наук, 
г. Екатеринбург, Россия  
4 ФГАОУ ВО «Южно-Уральский государственный университет (национальный исследовательский 
университет)», г. Челябинск, Россия  
5 ГБУЗ «Челябинский клинический терапевтический госпиталь для ветеранов войн», г. Челябинск, Россия

Резюме. Пребывание в зоне боевых действий сопряжено с высоким риском развития психических 
нарушений. Накоплен значительный объем знаний о механизмах иммуноопосредованных реакций 
при развитии нейропсихической патологии, в частности посттравматического стрессового расстрой-
ства (ПТСР). Важная роль в развитии нейровоспаления при стрессе отводится активированным 
Т-регуляторным клеткам. Цель исследования  – изучение показателей системы крови, цитометри-
ческих особенностей клеточного компартмента иммунной системы у участников современных во-
енных конфликтов с наличием расстройств адаптации, ассоциированных со стрессом. Обследованы 
97 ветеранов – участников современных военных конфликтов, мужского пола от 35 до 55 лет, из них 
35  – ветераны специальной военной операции на Украине (СВО)  – основная группа, 42 ветерана 
второй Чеченской военной кампании (группа сравнения), 20 человек – здоровые военнослужащие 
(контрольная группа). Всем проводилось патопсихологическое обследование в соответствии с кли-
ническими рекомендациями. У 12% ветеранов СВО диагностирован ПТСР, 77% имели различные 
варианты невротических расстройств, связанных со стрессом и соматоформными расстройствами. В 
группе сравнения 2% комбатантов имели диагноз «хроническое изменение личности». Общий анализ 
крови проводили стандартизированным методом на гематологическом анализаторе. Иммунофено-
типирование лимфоцитов с использованием проточного цитофлюориметра Navios (Beckman Coulter, 
США). В группе ветеранов СВО отмечены снижение степени разброса эритроцитов по объему, по-



1088

Pashnin S.L. et al.
Пашнин С.Л. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

казателя гетерогенности и среднего объема тромбоцитов, лимфопения, моноцитоз, что отражает раз-
нонаправленное действие регуляторов гемопоэтических клеток на отдельные линии дифференци-
ровки мононуклеаров. Цитометрический анализ состава лимфоцитов показал снижение Т-хелперов 
и зрелых NK-клеток в группе ветеранов СВО, что объясняет наличие лимфопении и может свиде-
тельствовать о дефиците адаптивного и врожденного компартментов иммунной защиты в условиях 
пролонгированной реакции на стресс. Установлено повышение численности ТNK и Т-регуляторных 
лимфоцитов, препятствующих возможности перехода иммунного ответа в аутоиммунную реакцию. 
При стрессе транскрипционный фактор FoxP3 участвует в повышающей регуляции индуцируемого 
глюкокортикоидами рецептора TNF в линии Т-регуляторных клеток, потенцируя пролиферативную 
активность последних. Показано снижение числа Т-хелперов и Т-регуляторных клеток с маркера-
ми ранней и поздней позитивной активации, ограничивая развитие как аутоиммунных реакций, так 
и развитие стресс-индуцированного нейровоспаления. Между контрольной группой и показателя-
ми группы сравнения практически отсутствовали различия, что свидетельствует о нивелировании 
с течением времени остроты стресс-индуцированных нейроиммунных реакций. Индуцированное 
стресс-медиаторами кроветворение и опосредованное нейроиммунными влияниями изменение ко-
личественного спектра субпопуляций лимфоцитов является следствием сложного многоуровневого 
нейропсиходинамического процесса ЦНС, ассоциированного с клиническими формами расстройств 
адаптации.

Ключевые слова: военный стресс, гематологические индексы, субпопуляционный профиль лимфоцитов, нарушения 
адаптации

CYTOMETRIC FEATURES OF CELLULAR IMMUNE 
COMPARTMENT IN PARTICIPANTS OF CURRENT MILITARY 
CONFLICTS
Pashnin S.L.а, Davydova E.V.a, b, Altman D.Sh.a, Zurochka V.A.c, d, 
Zhuravlev I.Yu.a, Zhakupova Ya.T.b, e

a Chelyabinsk Regional Clinical Hospital, Chelyabinsk, Russian Federation  

b South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russian Federation  
c Institute of Immunology and Physiology, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Yekaterinburg, Russian 
Federation  
d South Ural State University (National Research University), Chelyabinsk, Russian Federation  
e Chelyabinsk Clinical Therapeutic Hospital for War Veterans, Chelyabinsk, Russian Federation 

Abstract. Staying in a combat area is associated with a high risk of developing mental disorders. A significant 
knowledge has been accumulated concerning the mechanisms of immune-mediated mechanisms of 
neuropsychiatric pathologies, in particular, post-traumatic stress disorder (PTSD). Activated T regulatory cells 
play an important role in the development of neuroinflammation under stress conditions. Our purpose was to 
study the indices of blood system and cytometric features of immune cellular populations in the participants 
of current military conflicts in presence of stress-associated adaptation disorders. We examined 97 male 
veterans involved in modern military conflicts, 35 to 55 years old. The main group 35 included veterans of a 
special military operation in Ukraine (SVO), along with 42 veterans of the second Chechen military campaign 
(comparison group). Control group consisted of 20 healthy persons from military staff. All patients underwent 
pathopsychological examination in accordance with clinical recommendations. PTSD was diagnosed in 12% 
of SVO veterans, whereas 77% had various types of neurotic, stress-related and somatoform disorders. In the 
comparison group, 2% of combatants were diagnosed with chronic personality changes. A complete blood 
count was performed using a standardized technique with a hematological analyzer. Immunophenotyping 
of lymphocytes was performed by a Navios flow cytometer (Beckman Coulter, USA). In the group of SVO 
veterans, we have noted a decrease in RBC volume dispersion, reduced heterogeneity index and the average 
volume of platelets, as well as lymphopenia and monocytosis, thus reflecting the multidirectional effect of 
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hematopoietic regulation factors on distinct differentiation lineages of mononuclear cells. Cytometric analysis 
of lymphocyte populations showed a decrease in T  helper cells and mature NK cells in the group of SVO 
veterans which explains the presence of lymphopenia and may indicate a deficiency of adaptive and innate 
immune response upon prolonged response to stress. We have revealed an increased number of T  NK and 
T regulatory lymphocytes which are suggested to prevent the development of autoimmune disorders. Under 
stress conditions, the FoxP3 transcription factor may upregulate the glucocorticoid-induced TNF receptor 
in the T regulatory cells thus potentiating their proliferative activity. We have also shown a decreased number 
of T  helpers and T  regulatory cells expressing markers of early and late positive activation, limiting the 
development of both autoimmune reactions and the development of stress-induced neuroinflammation. No 
significant differences were found between the indices control group and comparison group, thus indicating 
that the severity of stress-induced neuroimmune reactions leveled out over time. Hematopoiesis induction 
by stress mediators and indirect neuroimmune-mediated changes in the quantitative profile of lymphocyte 
subpopulations seem to be a consequence of a complex multi-level neuropsychodynamic process of the central 
nervous system associated with clinical forms of adaptation disorders.

Keywords: combat stress, hematological indices, lymphocyte subpopulation profile, adaptation disorders

Введение
Выполнение профессиональных задач в ус-

ловиях боевой обстановки протекает в боль-
шинстве случаев в экстремальных условиях с 
высокими физическими и психо-эмоциональ-
ными перегрузками, что многократно увели-
чивает риск развития психических нарушений, 
включающих поведенческие и эмоциональные 
аспекты личностного, невротического и орга-
нического характера  [8, 9]. Пребывание в зоне 
боевых действий в условиях предельного обо-
стрения человеческих чувств, необходимости 
принятия немедленных решений, высокой со-
бранности и слаженности действий, от которых 
зависит не только выполнение боевой задачи, 
но и выживание формирует особый психологи-
ческий тип личности – психотип комбатанта [1, 
11]. Ряд наблюдаемых у комбатантов нейропси-
хиатрических симптомов, включающих тревогу, 
повторные переживания психотравмирующих 
событий, избегание, негативные эмоции, бес-
сонницу, изменения личности, аддиктивное по-
ведение и проблемы с памятью ассоциированы 
с формированием посттравматического стрес-
сового расстройства (ПТСР)  [30, 33] и частично 
перекликаются с генерализованным тревожным 
расстройством (ГТР) [27, 36].

На сегодняшний день накоплен значитель-
ный объем знаний о механизмах нейроиммунно-
го взаимодействия, лежащих в основе ПТСР [11, 
26]. При ПТСР обнаруживают изменения функ-
ций трех субрегионов медиальной префронталь-
ной коры, передней поясной извилины, прелим-
бической коры и инфралимбической коры  [23]. 
При формировании синдрома ПТСР реализуется 
двунаправленная связь префронтальной коры с 
гиппокампом и миндалиной, что играет важную 
роль в эволюции эмоционального переживания 
травматического страха [24]. По мнению О.П. Ту-

чиной и соавт., развитие нейровоспаления на 
фоне ПТСР непосредственно связано с изме-
нением морфологии нейронов и клеток глии, а 
также активацией микроглиальных клеток  [14]. 
Иммуноопосредованные нейровоспалительные 
реакции при формировании нейропсихической 
патологии, в частности ПТСР, ГТР, развиваются 
благодаря наличию сложных многоуровневых по-
лимодальных связей между центральной нервной 
ситемой (ЦНС) и иммунной системой [29]. Важ-
ная роль в развитии нейровоспаления при стрес-
се отводится активированным Т-регуляторным 
клеткам (Treg) [35, 37]. Также известно, что любой 
вид стресса снижает уровень экспрессии предше-
ственника микроРНК (miR-124) в гиппокампе, 
обладающего нейропротективными свойствами, 
за счет повышения синтеза провоспалительных 
цитокинов микроглиальными клетками на тер-
ритории ЦНС, повышая тем самым восприимчи-
вость мужчин к состоянию тревоги и страха [19]. 
Также имеются данные о значительном сни-
жении экспрессии miRNA-598-3p в прелимби-
ческой коре у пациентов с ПТСР  [17]. Описано 
также значительное снижение уровня микроРНК 
Let-7a, ассоциированного с геном белка р53у па-
циентов с ПТСР на фоне увеличения содержания 
провоспалительной субпопуляции Т-хелперов 
(Th17)  [15]. Таким образом, вовлечение нейро-
иммунологических процессов в клиническую 
реализацию нейропсихиатрических синдромов 
являются весомым основанием для продолжения 
междисциплинарных биомедицинских исследо-
ваний в данном направлении. 

В связи с этим целью настоящего исследова-
ния явилось изучение показателей системы кро-
ви, цитометрических особенностей клеточного 
компартмента иммунной системы у участников 
современных локальных военных конфликтов с 
наличием расстройств адаптации, ассоциирован-
ных со стрессом.
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Материалы и методы
В исследовании принимали участие 97 па-

циентов мужского пола, участников современ-
ных военных конфликтов, находящихся на 
реабилитационном лечении в ГБУЗ «Челябин-
ский областной клинический терапевтический 
госпиталь для ветеранов войн» среднего воз-
раста 46,2±5,6  года, из них в 1-ю (основную) 
группу вошли 35 ветеранов – участников специ-
альной военной операции на территории Украи-
ны (УСВО), время пребывания в зоне проведения 
военной операции составило от 3 мес. до 1,5 лет 
(в среднем 8,2±2,3 мес.). 2-ю (группу сравнения) 
составили 42 ветерана второй Чеченской военной 
кампании (1999-2009) в возрастном диапазоне 35-
55 лет. 3-я группа (группа контроля) состояла из 
20 здоровых военнослужащих соответствующего 
возраста, не принимавших участия в военных 
кампаниях. Исследование одобрено решением 
Этического комитета ООО «ДокторЛаб» (Рос-
сия) (протокол №  3 от 17.10.2020). Всем участ-
никам исследования с применением комплекта 
психометрических шкал и тестов проведено кли-
ническое нейропсихологическое тестирование, 
включающее: Структурированное клиническое 
диагностическое интервью (СКИД), модуль I 
«ПТСР»; Шкалы для клинической диагностики 
ПТСР (Clinical-Administered PTSD Scale – CAPS); 
Миссисипскую шкалу для оценки посттравмати-
ческих реакций; Шкалу оценки интенсивности 
боевого опыта (Combat Exposure Scale  – CES), 
Шкалу оценки выраженности психофизиологи-
ческой реакции на стресс; проведена патопсихо-
логическая диагностика, выявляющая наличие в 
анамнезе пациента травматического события и 
определение уровня выраженности симптомати-
ки ПТСР [2]. Собраны жалобы и анамнез комба-
тантов согласно рекомендациям ФГБУ «НМИЦ 
психиатрии и неврологии имени В.М. Бехтерева» 
МЗ РФ (Санкт-Петербург) [2]. При необходимо-
сти проводились функциональные исследования: 
ТКДГ, УЗДГ, ЭЭГ, ЭКГ, УЗИ щитовидной железы 
и др. Критериями исключения являлись тяжелые 
ЧМТ, психоорганические синдромы, соматиче-
ская патология в стадии декомпенсации, онко-
логические и лимфопролиферативные заболева-
ния. По результатам исследования в 1-й группе у 
89% ветеранов СВО диагностированы расстрой-
ства адаптации (МКБ-10 F43: Реакция на тяже-
лый стресс и нарушения адаптации): из них у 12% 
диагностирован ПТСР (МКБ-10: F43.1), у 77% 
варианты невротических расстройств, связанных 
со стрессом и соматоформными расстройства-
ми (МКБ- 10: рубрики F40-48). Диагностические 
критерии ПТСР в МКБ-10 соответствуют крите-
риям по DSM-IV и рассматриваются в рубрике 
«Тревожные расстройства» (300.хх). В DSM-V с 

учетом изменений в диагностических крите-
риях ПТСР выделены 4 кластера: B  – навязчи-
вое воспроизведение травматического события 
(intrusion); C – избегание травматического собы-
тия (avoidance); D – негативные последствия для 
когнитивной сферы и настроения; E – повышен-
ное возбуждение и реактивность. Раздел МКБ-11 
«Расстройства, непосредственно связанные со 
стрессом» включает в себя 6B43 «расстройство 
адаптации» (6B43), «ПТСР» (6B40) и «комплекс-
ное ПТСР» (6B41).

Среди комбатантов 2-й группы (группы срав-
нения), у которых давность психотравмирующего 
события составила не менее 15 лет, только 2% ве-
теранов имели диагноз по МКБ-11: хроническое 
изменение личности после катастрофы (F62.0), 
остальные участники не имели признаков психо-
патологии. 

Гематологические исследования
Проводилась детекция количественных и ка-

чественных показателей общего анализа крови 
с оценкой лейкоцитарного, эритроцитарного и 
тромбоцитарного ростков кроветворения с рас-
четом гематологических индексов. Исследования 
выполнялись на гематологическом анализаторе 
Medonic M20 (Швеция). 

Иммунофенотипирование клеток крови
Для иммунологического исследования веноз-

ную кровь забирали из локтевой вены в утренние 
часы, натощак. Иммунофенотип лимфоцитов пе-
риферической крови определяли с помощью стан-
дартизированной технологии с использованием 
проточного цитофлюориметра Navios (Beckman 
Coulter, США)  [5]. Для процедуры гейтирова-
ния использовали комбинацию моноклональных 
панлейкоцитарных антител CD45+ и CD46+, для 
оценки содержания основных и минорных по-
пуляций лимфоцитов крови использовали сле-
дующие комбинации моноклональных антител: 
CD45/CD46/CD3 (Т-лимфоциты), CD45/CD46/
СD3/CD4+ (Т-хелперы), CD45/CD46/CD3/CD8 
(цитотоксические Т-лимфоциты), CD45/CD46/
CD3/ CD56 (NK- и TNK-клетки), CD45/CD46/
CD19/CD5 (В-лимфоциты), CD45/CD46/CD3/
CD4/CD25 (активированные Т-хелперы, ранняя 
активация), CD45/CD46/СD3/HLA-DR (активи-
рованные Т-лимфоциты, поздняя активация). 

Статистическая обработка материала
Статистическую обработку материала про-

водили с применением пакета прикладных про-
грамм Statistica for Windows vers. 10.0. (StatSoft Inc., 
США). Данные представляли в виде медианы и 
квартильного размаха, представляющего интер-
вал вокруг медианного значения, содержащий 
50 % наблюдений (Me  (Q0,25-Q0,75)). Различия 
между показателями оценивали при помощи мо-
дуля непараметрической статистики, используя 
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критерий Манна–Уитни для независимых выбо-
рок, с учетом уровня значимости p < 0,05.

Результаты
Оценка показателей периферического отдела 

эритрона и эритроцитарных индексов показа-
ла отсутствие изменений во всех группах, за ис-
ключением снижения в группе ветеранов СВО 
показателя RDW-CV, характеризующего степень 
разброса эритроцитов по объему и свидетель-
ствующего о некотором уменьшении объема эри-
троцитов от средней величины (табл.  1).

Отмечены изменения со стороны показателя 
гетерогенности тромбоцитов, отражающего из-
менение баланса форм тромбоцитов в 1-й груп-
пе, т. е. неоднородности клеток одного типа, а 
также снижение показателя среднего объема 
тромбоцитов, вероятно, свидетельствующего об 
уменьшении интенсивности тромбоцитопоэза, 
однако общее количество тромбоцитов и тром-
бокрит имели лишь тенденцию к снижению, не 
достигающую уровня статистической значимо-
сти. Дифференцированный аппаратный подсчет 
популяций лейкоцитов крови показал снижение 
процентного и абсолютного содержания лимфо-
цитов и повышение абсолютного количества мо-
ноцитов, что может отражать разнонаправленное 
действие регуляторов гемопоэтических клеток 
на отдельные линии дифференцировки моно-
нуклеаров. В условиях острого стресса и пост-
стрессовой дезадаптации организма в доступной 
литературе описаны стадии акцидентальной ин-
волюции как корковой, так и медуллярной зон 
тимуса и лимфоцитопения в крови [6]. 

Известно, что в условиях стресса обнаружи-
вается способность гемопоэтических цитокинов, 
в частности макрофагального колониестиму-
лирующего фактора (M-CSF), эритропоэтина, 
тромбопоэтина, фактора некроза опухоли аль-
фа (TNFα), интерферонов альфа и гамма (IFNα 
и IFNγ), трансформирующего фактора роста β 
(TGF-β), IL-6, IL-13, агонистов Toll-подобных 
рецепторов (TLR) детерминировать выбор линии 
происхождения и дифференцировки гемопоэти-
ческих стволовых клеток (HSPCs) и их предше-
ственников, посредством стимуляции фактора 
транскрипции NF-κB, сигнальных путей Stat3 и 
Notch, являющихся универсальными регулято-
рами клеточного гомеостаза [16, 38]. Кроме того, 
экспериментально доказано, что IL-6 может 
продуцироваться HSPCs во время стимуляции 
костного мозга агонистами TLR и/или мезен-
химальными и негемопоэтическими стволовы-
ми клетками (МСК) и транслировать сигнал на 
соседние HSPCs для стимуляции миелопоэза. 
Однако одним из наиболее часто задействован-
ных путей в регуляции индуцированного стрес-

сом кроветворения является ось TLR-MyD88/
TRIF- NF- κB [39]. 

Цитометрический анализ популяционного и 
субпопуляционного состава лимфоцитов показал 
значимое снижение относительного и абсолют-
ного количества Т-хелперов и зрелых NK-клеток 
(CD3-CD56+CD16+CD25dim), фенотипически от-
личающихся от ТNK-лимфоцитов отсутстви-
ем Т-клеточного рецептора (CD3) в группе вете-
ранов СВО (табл. 2).

Снижение численности данных популяций 
лимфоцитов вполне объясняет наличие лимфо-
пении и может свидетельствовать о дефиците 
адаптивного и врожденного компартментов им-
мунной защиты в условиях пролонгированной 
реакции на стресс. Численность натуральных 
киллеров, обеспечивающих реализацию немед-
ленных неспецифических реакций иммунной 
системы в большей степени, чем макрофаги, 
подвержена действию острого и хроническо-
го стрессового воздействия. Так, показано, что 
острый психоэмоциональный стресс снижает 
число NK-клеток в кровотоке и негативно влияет 
на способность фагоцитов к антигенной презен-
тации [12].

При этом в группе ветеранов СВО установлено 
значимое, вероятно компенсаторное, повышение 
численности ТNK-лимфоцитов, реализующих 
механизмы взаимодействия неспецифической и 
адаптивной иммунной реактивности. Известно, 
что, NKT-клетки одними из первых участвуют 
в распознавании аутоантигенов и чужеродных 
агентов. Наиболее мощным активатором ин-
вариантных NKT (iNKT) клеток и модельным 
антигеном  CD1d в условиях стресса является 
α-галактозилцерамид (α-GalCer), способный 
связываться с инвариантным Т-клеточным ре-
цептором iNKT и индуцировать секрецию ци-
токинов разнонаправленной функциональной 
активности, в частности IFNγ и TNFα, обеспе-
чивающих Тh1-девиацию иммунного ответа, 
напротив, при индукции секреции IL-4 и IL-13 
в сторону Тh2-типа, в зависимости от типа и ин-
тенсивности входящих активирующих сигна-
лов [31]. В то же время нарушение динамического 
равновесия между минорными субпопуляциями 
NKT-клеток детерминирует исход иммунного 
ответа, включая изменение баланса между субпо-
пуляциями Th1/Th2. 

Экспериментальные данные, полученные 
при моделировании ограничивающего стресса у 
мышей линии C57Bl/6 в течение 24 ч, показыва-
ют наличие лимфоцитопении за счет снижения 
числа Т-лимфоцитов и NK-клеток, цитотоксич-
ность последних в отношении клеток-мишеней 
YAC-1 снижалась через 24 ч после стресса, в от-
личие от субпопуляции TNK-лимфоцитов, коли-
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ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ РАСШИРЕННОЙ ГЕМОГРАММЫ У ВЕТЕРАНОВ СОВРЕМЕННЫХ БОЕВЫХ ДЕЙСТВИЙ,  
Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. INDICATORS OF EXPANDED HEMOGRAM IN VETERANS OF MODERN COMBAT OPERATIONS, Me (Q0.25-Q0.75)

Параметры 
Parameters

1-я группа. 
Ветераны 

специальной 
военной операции

Group 1.
Veterans of the 
special military 

operation
n = 35

2-я группа. 
Ветераны 
Чеченской 
кампании

Group 2. Veterans 
of the Chechen 

campaign
n = 42

3-я группа. 
Контрольная

Group 3. Control
n = 20

Эритроциты, 1012/л
Red blood cells, 1012/L

4,8
(4,6-5,3)

4,9
(4,72-5,10)

4,8
(4,6-5,1)

Концентрация гемоглобина, г/л
Hemoglobin concentration, g/L

142,6
(135,2-151,1)

148,5
(141,1-155,1)

143, 8 
(138,1-145,2)

Гематокрит, %
Hematocrit, %

44,5
(42,5-46,5)

45,1
(43,1-47,1)

44,3
(43,5-45,3)

Средний корпускулярный объем 
эритроцита, 10-15/л (фемтолитр)
Mean cell volume, 10-15/L (fL)

86,3
(79,6-94,8)

90,5
(89,4-92,8)

87,9
(86,2-90,1)

Среднее содержание гемоглобина 
в эритроците, пг
Mean cell hemoglobin concentration, pg

28,6
(27,5-29,3)

29,8
(27,9-31,2)

29,6
(28,4-31,9)

Средняя концентрация гемоглобина 
в эритроците, г/л
Mean corpuscular hemoglobin concentration, g/L

332,1
(328,1-335,2)

330,2
(325,2-338,1)

320,0
(315,1-334,4)

Распределение эритроцитов по объему, % 
Red cell distribution of width, % 

11,6
(11,3-12,0)

13,9
(13,4-13,9)*

13,7
(13,2-14,2)*

Количествотромбоцитов, 109/л
Number of platelets, 109 cells/L

234,8
(205,1-240,1)

259,7
(229,1-287,3)

250,8
(236,2-269,4)

Тромбокрит, %
Thrombocrit, %

0,26
(0,24-0,28)

0,27
(0,24-0,30)

0,29
(0,25-0,34)

Средний объем тромбоцита, fL
Mean platelet volume, fL

7,12
(6,9-7,4)

10,1
(9,9-10,7)*

10,0
(9,8-10,5)*

Ширина распределения тромбоцитов 
по объему, %
Distribution width of platelets by volume, %

11,7
(11,2-12,1)

14,3
(14,2-14,3)*

13,7
(13,5-14,2)*

Лейкоциты, 109/л
White blood cells, 109/L

6,3
(4,3-7,2)

7,3
(5,3-8,2)

7,2
(6,5-8,8)

Палочкоядерные нейтрофилы, %
Rod-shaped neutrophils, %

2,3
(2,0-3,2)

3,8
(3,0-4,0)

3,4
(3,0-4,0)

Сегментоядерные нейтрофилы, %
Segmented neutrophils, %

48,1
(39,2-56,3)

48,0 
(41,2-55,6)

53,2 
(46,3-60,3)

Эозинофилы, %
Eosinophils, %

4,8 
(3,0-6,0)

3,7
(3,0-4,0)

3,8
(3,0-4,0)

Лимфоциты, %
Lymphocytes, %

29,8
(22,1-30,6)

34,9
(32,1-39,2)*

32,4
(30,2-35,4)*

Базофилы, %
Basophils, %

0,1
(0,0-0,1)

0,1
(0,0-0,1)

0,1
(0,0-0,1)

Гранулоциты, 109/л
Granulocytes, 109/L

3,6
(3,3-4,7)

3,2
(2,5-4,5)

3,1
(2,6-4,3)

Моноциты, 109/л
Monocytes, 109/L

1,5
(0,9-1,9)

0,7
(0,62-0,86)*

0,8
(0,68-1,01)*

Лимфоциты, 109/л
Lymphocytes, 109/L

1,9
(1,7-2,1)

2,5
(2,3-3,1)*

2,4
(2,3-3,1)*

Примечание. * – значимые различия с 1-й группой при р ≤ 0,05. 
Note. *, significant differences with group 1 at p ≤ 0.05.



1093

Спектр лимфоцитов при боевом стрессе
Lymphocyte profile in combat stress2025, Vol. 27,  5

2025, Т. 27, № 5

ТАБЛИЦА 2. ПОКАЗАТЕЛИ ПОПУЛЯЦИОННОЙ ГЕТЕРОГЕННОСТИ ЛИМФОЦИТОВ В РАЗНЫХ КОГОРТАХ ВЕТЕРАНОВ 
СОВРЕМЕННЫХ ЛОКАЛЬНЫХ ВОЕННЫХ КОНФЛИКТОВ, Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 2. INDICATORS OF POPULATION HETEROGENEITY OF LYMPHOCYTES IN DIFFERENT COHORTS OF VETERANS 
OF MODERN LOCAL MILITARY CONFLICTS, Me (Q0.25-Q0.75)

Параметры 
Parameters

1-я группа. 
Ветераны 

специальной 
военной 

операции
Group 1.

Veterans of the 
special military 

operation
n = 35

2-я группа. 
Ветераны 
Чеченской 
кампании

Group 2. Veterans 
of the Chechen 

campaign
n = 42

3-я группа. 
Контрольная

Group 3. Control
n = 20

Общее количество T-лимфоцитов 
(CD45+CD3+CD19-), отн., %
Total number of T lymphocytes (CD46+CD3+CD19-), 
relative, %

75,2 
(69,7-78,7)

74,3
(72,1-76,7)

74,6
(72,9-75,0)

Общее количество Т-лимфоцитов 
(CD45+CD3+CD19-), абс., 106 кл/л
Total number of T lymphocytes (CD46+CD3+CD19-), 
abs., 106 cells/L

1863,4
(1299,1-2187,0)

2058,8
(1768,3-2390,0)

1661,1
(1508,4-1860,1)

T-хелперы (CD45+CD3+CD4+), отн., %
T helpers (CD45+CD3+CD4+), relative, %

32,3
(24,7-33,7)

35,2
(33,2-37,0)*

38,8
(36,4-41,1)*

T-хелперы (CD45+CD3+CD4+), абс., 106кл/л
T helpers (CD45+CD3+CD4+), abs., 106 cells/L

748,4
(621,2-849,1)

894,1
(886,2-917,4)*

881,6
(861,1-1025,8)*

T-цитотоксические (CD45+CD3+CD8+), отн., %
T cytotoxic (CD45+CD3+CD8+), relative, %

25,5
(18,9-29,1)

26,5
(23,7-29,3)

27,8
(25,4-29,1)

T-цитотоксические (CD45+CD3+CD8+), 106 кл/л
T cytotoxic (CD45+CD3+CD8+), 106cells/L

556,8
(380,2-649,1)

550,2
(429,1-652,3)

516,2
(472,3-572,3)

Соотношение CD4+/CD8+,109/л
CD4+/CD8+ ratio, 109/L

1,25
(1,10-1,45)

1,57
(1,47-1,77)*

1,64
(1,55-1,80)*

TNK-лимфоциты (CD46+CD3+CD16+CD56+), отн., %
TNK lymphocytes (CD46+CD3+CD16+CD56+), relative, 
%

3,3
(2,3-4,6)

1,54
(1,83-2,16)*

1,92
(1,67-2,19)*

TNK-лимфоциты (CD46+CD3+CD16+CD56+), абс., 
106 кл/л
TNK lymphocytes (CD46+CD3+CD16+CD56+),  
abs., 106 cells/L

76,6
(66,5-126,3)

53,5
(39,14-63,80)*

57,1
(47,4-65,4)*

NK-клетки (CD45+CD3-CD16+CD56+), отн., %
NK cells (CD45+CD3-CD16+CD56+), relative, %

6,2
(5,8-7,4)

7,7
(7,3-8,1)*

6,6
(6,5-6,7)*

NK-клетки (CD45+CD3-CD16+CD56+),  
абс., 106 кл/л
NK cells (CD45+CD3-CD16+CD56+),  
abs., 106 cells/L

192,3
(185,6-202,5)

218,9
(210,1-256,4)*

234,2
(219,9-267,7)*

T-лимфоциты CD45+CD3+CD4+CD25+ (ранняя 
активация), отн., %
T lymphocytes CD45+CD3+CD4+CD25+ (early 
activation), relative, %

4,6
(3,2-5,8)

10,5
(9,5-10,7)*

10,1
(8,5-11,2)*

T-лимфоциты CD45+CD3+CD4+CD25+ (ранняя 
активация), 109 кл/л
T lymphocytesCD45+CD3+CD4+CD25+ (early 
activation), 109 cells/L

44,6
(23,3-61,2)

85,9
(65,4-97,8)*

87,8
(68,8-102,6)*

T-лимфоциты CD45+CD3+CD4+HLA-DR+ (поздняя 
активация), отн., %
T lymphocytes CD45+CD3+CD4+HLA-DR+ (late 
activation), relative, %

3,17
(2,3-3,3)

5,04
(4,90-5,15)*

5,1
(4,3-5,5)*
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Параметры 
Parameters

1-я группа. 
Ветераны 

специальной 
военной 

операции
Group 1.

Veterans of the 
special military 

operation
n = 35

2-я группа. 
Ветераны 
Чеченской 
кампании

Group 2. Veterans 
of the Chechen 

campaign
n = 42

3-я группа. 
Контрольная

Group 3. Control
n = 20

T-лимфоцитыCD45+CD3+CD4+HLA-DR+ (поздняя 
активация), 106 кл/л
T lymphocytes CD45+CD3+CD4+HLA-DR+ (late 
activation), 106 cells/L

29,7
(17,0-33,2)

41,1
(33,6-47,3)*

44,4
(37,2-53,5)*

Т-регуляторные клетки 
(CD45R0+CD3+CD4+CD25+CD127-), отн., %
T regulatory cells (CD45R0+CD3+CD4+CD25+CD127-), 
relative, %

3,6
(2,6-4,8)

2,5
(1,9-2,6)*

2,3
(2,2-2,3)*

Т-регуляторные клетки (CD45R0+CD3+CD4+CD25+

CD127-),106 кл/л
T regulatory cells (CD45R0+CD3+CD4+CD25+CD127-), 
106 cells/L

53,7
(52,0-58,5)

49,9
(38,2-51,4)*

47,6
(40,7-50,2)*

Т-регуляторные клетки поздняя активация 
(CD45R0+CD3+CD4+CD25+CD127-HLA-DR+), отн., %
T regulatory cells late activation 
(CD45R0+CD3+CD4+CD25+CD127-HLA-DR+),  
relative, %

0,63
(0,43-0,79)

1,22
(0,74-1,35)*

1,34
(0,95-1,44)*

Т-регуляторные клетки поздняя 
активация(CD45R0+CD3+CD4+CD25+CD127-HLA-
DR+), абс., 106кл/л
T regulatory cells late activation (CD 45 
R0+CD3+CD4+CD25+CD127-HLA-DR+),  
abs., 106 cells/L

7,5
(5,6-8,4)

9,13
(8,12-11,30)*

10,2
(9,3-11,9)*

Общее количество B-лимфоцитов (CD45+CD3-

CD19+), отн., %
Total number of B lymphocytes (CD45+CD3-CD19+),  
relative, %

10,3
(7,1-13,1)

12,4
(11,40-13,12)

11,8
(10,9-13,1)

Общее количество B-лимфоцитов (CD45+CD3-

CD19+), 106 кл/л
Total number of B lymphocytes (CD45+CD3-CD19+), 
106 cells/L

281,5
(187,1-324,2)

350,2
(299,3-343,2)

316,5
(279,2-318,2)

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.

чество и функциональная активность которых не 
изменялась, напротив, цитотоксичность NKT-
лимфоцитов в отношении сингенных тимоцитов 
возрастала параллельно с увеличением их доли, 
преимущественно путем аутореактвности через 
Fas-лиганд [25]. 

Также в группе ветеранов СВО отмечено зна-
чимое повышение субпопуляции Т-регуляторных 
клеток (Тreg), отличающихся высокой экспрес-
сией на мембране рецептора к интерлейкину-2 
(IL-2R), способных ингибировать активацию 
CD4+CD25+ лимфоцитов и ограничивать раз-
вертывание аутоиммунных реакций, обеспечивая 
формирование «периферической толерантно-

сти  [4]. При стрессе транскрипционный фактор 
FoxP3 участвует в повышающей регуляции экс-
прессии индуцируемого глюкокортикоидами 
рецептора TNF (GITR) в линии Т-регуляторных 
клеток, потенцируя пролиферативную актив-
ность последних, физиологический смысл ко-
торой заключается в отсечении возможности 
перерастания иммунного ответа в аутоиммунную 
реакцию [22]. Кроме того, глюкокортикоиды по-
вышают активность трансформирующего факто-
ра роста β (TGF-β), подавляющего избыточную 
активацию T-клеток и макрофагов [10, 13].

Вероятно, зафиксированное нами значимое 
снижение числа Т-хелперов и Т-регуляторных 
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клеток, несущих маркеры ранней (фенотип 
CD45+CD3+CD4+CD25+) и поздней позитивной 
активации: фенотип CD45+CD3+CD4+HLA-DR+ 
и CD45+CD3+CD4+CD25brightCD127-HLA-DR+ 
в 1-й группе ветеранов СВО, в сравнении с ве-
теранами 2-й группы, носит ограничительный 
характер, предупреждая развитие не только ау-
тоиммунных реакций, но и развитие стресс-
индуцированного нейровоспаления. Однако 
в литературных источниках имеются данные 
о понижающей регуляции в отношении коли-
чества CD45RA+CCR7+ «наивных» и CD45RA-

CCR7+ «центральных Т-клеток памяти» в ответ 
на острый психологический стресс, в то время 
как субпопуляция CD45RA-CCR7- «эффектор-
ных» и CD45RA+CCR7- «терминально диф-
ференцированных» эффекторных Т-клеток 
оставались стабильными или увеличивались. 
Авторы обнаружили, что острый психологиче-
ский стресс вызывает сопутствующее снижение 
CD4+FoxP3+Tregs и CD4+ Т-клеток, экспресси-
рующих Treg-родственные эффекторные моле-
кулы, цитотоксический Т-лимфоцитарный анти-
ген-4 (CTLA-4) и латентно-ассоциированный 
пептид (LAP)  [20]. Следует отметить, что между 
показателями группы сравнения, в которой лишь 
у 2% ветеранов имело место хроническое измене-
ние личности, и контрольной практически отсут-
ствуют значимые различия, что, вероятно, свиде-
тельствует о нивелировании с течением времени 
остроты стресс-индуцированных нейроиммун-
ных реакций. 

Обсуждение
Нейробиология стресса, индуцированного 

различными видами стрессорного воздействия, 
в том числе военного стресса, активно изучается 
с позиций общегеномных ассоциативных иссле-
дований, изучающих на уровне геномики, эпиге-
номики факторы риска формирования нейроп-
сихиатрических синдромов  [21, 32]. Авторами 
показано, что стресс-индуцированная глюко-
кортикостероидная стимуляция Т-лимфоцитов 
in vitro сопровождается измененным транскрип-
ционным ответом ядерного транскрипционного 
фактора активированных Т-лимфоцитов (nuclear 
factor of activated T cells cytoplasmic, NFATC1), что 
может способствовать развитию психопатоло-
гии, связанной со стрессом, включая ПТСР [32]. 

Недавние исследования показали, что в ус-
ловиях стресс-индуцированного нейровоспале-
ния многократно возрастает способность акти-
вированных макрофагов и дендритных клеток к 
продукции кинуренина. Последний, путем фер-
ментативной модификации, приобретает нейро-
токсические свойства за счет трансформации в 
3-гидроксикинуренин и хинолиновую кислоту. 

Напротив, в физиологических условиях метабо-
литы кинуренина, в частности кинурениновая 
кислота, обладают свойствами нейропротектора. 
При этом отмечено, что в ситуации пролонгиро-
ванного стресса нейротоксический путь метабо-
лизма доминирует [19]. Исследования показали, 
что индуцируемая провоспалительными цито-
кинами в условиях острого стресса активация 
индоламин-2,3-диоксигеназы, участвующей в 
метаболизме триптофана на территории ЦНС 
фермантативно опосредует переход к когнитив-
ным/аффективным расстройствам [7].

В свою очередь, имеются сведения о физио-
логической роли индоламин-2,3-диоксигеназы 
и связанного с ней кинуренина, тандемно регу-
лирующих продукцию регуляторных Т-клеток 
клетками микроглии на территории ЦНС. Од-
нако избыточная активация этого пути мета-
болизма триптофана может приводить к вы-
работке нейроактивных метаболитов, которые 
потенциально способны негативно влиять на 
механизмы межнейронной передачи и нарушать 
нормальное функционирование нейронов, при-
водя к манифестации нейропсихиатрических 
расстройств [28].

Более того, показано, что в условиях стресс-
индуцированного нейровоспаления Treg могут 
легко размножаться в ЦНС в течение длительно-
го времени и создавать резидентную популяцию 
Treg в мозге при стимуляции микросреды, что 
подчеркивает потенциальную взаимосвязь между 
эволюцией иммунологической и неврологиче-
ской систем [34].

Изучение нами фракции В-лимфоцитов в 
сравнительном аспекте не обнаружило значимых 
различий в количестве данных клеток в кровотоке. 
Однако известно, что с лимфопеническими реак-
циями, наблюдаемыми в периферической крови 
имеет место усиление грануло- и В-лимфопоэза в 
костном мозге, коррелирующее с уровнем стеро-
идных гормонов в плазме крови [3]. 

Заключение
Таким образом, индуцированное стресс-

медиаторами кроветворение и изменение коли-
чественного спектра субпопуляций лимфоцитов 
в крови является сложным и динамичным про-
цессом, включающим гормональные и нейроим-
мунные влияния на процессы лимфопоэза, диф-
ференцировки клеток, экспрессию адгезивных 
молекул лимфоцитов, выбор линии перекрест-
ной сигнализации между HSPCs, стромальными 
клетками костного мозга и негемопоэтическими 
тканями и в целом отражающим наличие стресс-
индуцированного нейровоспаления, ассоцииро-
ванного с клиническими формами нейропсихиа-
трических расстройств.
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ДЕПРИВАЦИЯ VEGF ВЛИЯЕТ НА ЭКСПРЕССИЮ 
ЭНДОГЛИНА В КЛЕТКАХ ТРОФОБЛАСТА И ЕСТЕСТВЕННЫХ 
КИЛЛЕРАХ
Тыщук Е.В., Денисова Е.А., Марко О.Б., Коган И.Ю., Сельков С.А., 
Соколов Д.И.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт акушерства, гинекологии и репродуктологии имени 
Д.О. Отта», Санкт-Петербург, Россия 

Резюме. Белки семейства VEGF участвуют в развитии многих клеточных популяций: эндотели-
альных клеток, моноцитов и макрофагов, стволовых клеток, опухолевых клеток, мышечных клеток 
стенок сосудов, клеток трофобласта и в целом любых клеток, экспрессирующих рецепторы к VEGF. 
Нарушения, затрагивающие продукцию белков VEGF и проведение сигналов от них, приводят ко 
многим патологическим состояниям, в том числе к аномалиям развития плаценты. Клетки трофобла-
ста являются основной популяцией клеток, формирующей плаценту. Они вовлечены в процессы се-
креции и рецепции VEGF, фактора, необходимого для обеспечения ангиогенеза. Несмотря на это, на 
данный момент в литературе недостаточно данных о влиянии проведения сигналов от VEGF в клет-
ках трофобласта на их функциональные особенности. Среди клеток окружения трофобласта, которые 
могут воздействовать на их активность в ходе беременности, особой группой являются материнские 
иммунные клетки, в частности NK-клетки. Принимая во внимание высокую численность NK-клеток 
в децидуальной оболочке, необходимо учитывать их вклад в изменение фенотипа клеток трофобла-
ста. В настоящем исследовании изучалась экспрессия NK-клетками и клетками трофобласта белков 
MICA и MICB, а также рецептора CD105. Молекулы MICA и MICB являются маркерами стресса 
и позволяют судить о жизнеспособности клеток. Рецептор CD105 экспрессирован на поверхности 
некоторых популяций клеток и участвует в передаче сигнала от белков семейства TGF-β. В частно-
сти, показано, что эндоглин регулирует сигналинг от TGF-β путем направления сигнала через пути 
SMAD2/3 или SMAD1/5/8. Эндоглин, согласно литературе, ингибирует сигналинг, задействующий 
белок SMAD3. Играет ли эндоглин ту же роль в случае NK-клеток и трофобласта, неизвестно. Из-
учение изменений в экспрессии эндоглина является актуальной проблемой, поскольку сигналы 
от TGF-β необходимы при дифференцировке популяций трофобласта, а нарушения в механизмах 
сигналинга могут приводить к невынашиванию. В результате исследования мы показали, что VEGF 
играет роль в регуляции активности трофобласта и естественных киллеров. В частности, депривация 
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VEGF-A моноклональными антителами против этого цитокина при сокультивировании трофобла-
ста и NK-клеток приводит к угнетению экспрессии CD105 обеими популяциями клеток. При этом 
суточная инкубация трофобласта с антителами к VEGF не вызывала изменений в их устойчивости к 
цитотоксической активности естественных киллеров. Вместе полученные результаты говорят о том, 
что депривация VEGF приводит к значимым изменениям в рецепции белков семейства TGF-β клет-
ками трофобласта и естественными киллерами.

Ключевые слова: antiVEGF, CD105, эндоглин, NK-клетки, трофобласт, TGF-β

VEGF DEPRIVATION AFFECTS ENDOGLIN EXPRESSION 
IN TROPHOBLAST CELLS AND NATURAL KILLERS
Tyshchuk E.V., Denisova E.A., Marko O.B., Kogan I.Yu.,  
Selkov S.A., Sokolov D.I.
D. Ott Research Institute of Obstetrics, Gynecology and Reproductology, St. Petersburg, Russian Federation 

Abstract. Vascular Endothelial Growth Factors (VEGFs) are a group of proteins involved in differentiation 
of various cell types including endothelial cells, monocytes, macrophages, stem cells, tumor cells, vascular 
smooth muscle cells, trophoblast cells, and other cell populations that express VEGF receptors. Pathological 
conditions, such as abnormalities in placental development, can be caused by altered production and signaling 
of VEGFs. Trophoblast cells play a significant role in placental formation and are essential for angiogenesis due 
to their secretion and reception of VEGF. However, there is a lack of information in the literature regarding 
the influence of VEGF on functional characteristics of trophoblast cells. Maternal immune cells, particularly 
natural killer (NK) cells, have been shown to affect the activity of trophoblasts during pregnancy. Given the 
high abundance of NK cells in decidual tissue, it is important to evaluate their potential influence on phenotype 
of trophoblast cells. In this study, we investigated the expression of MICA, MICB, and CD105 proteins by NK 
cells and trophoblast cells. MICA and MICB are stress markers that allow us to assess cell viability. CD105 
is a receptor expressed on the surface of various cell types. It plays a role in signal transmission from TGF-β 
family proteins. In particular, endoglin has been shown to regulate signaling from TGF-β by directing signals 
through the SMAD2/3 or SMAD1/5/8 pathways. According to the literature, endoglin inhibits the SMAD3-
mediated signaling. However, similar effects of endoglin have not been confirmed for NK cells and trophoblasts. 
The studies of endoglin expression levels are of importance, since the signals from TGF-β are essential for 
differentiation of trophoblast cells. Disruption of TGF-β signaling can lead to pregnancy complications and 
miscarriage. We have demonstrated that VEGF plays a role in regulating the activity of trophoblasts and NK 
cells. In particular, treatment with neutralizing monoclonal antibodies to VEGF-A was associated with reduced 
expression of CD105, a VEGF coreceptor, on trophoblasts and NK cells under co-culture conditions. However, 
pretreatment of trophoblasts with anti-VEGF antibodies did not alter their resistance to the cytotoxic activity 
of NK cells. Taken together, these findings suggest that inhibition of VEGF signaling results in significant 
changes in reception of TGF-β family proteins by trophoblasts and natural killer cells.

Keywords: antiVEGF, CD105, endoglin, NK cells, trophoblasts, TGF-β
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Introduction
Members of the VEGF family of proteins regulate 

vascular growth  [3]. Many pathological conditions, 
including abnormalities of placenta development, are 
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associated with complications in the production of 
VEGF proteins and the transmission of signals from 
them [22]. There are three types of VEGF receptors: 
VEGFR1, which binds VEGF-A, VEGF-B, PlGF, and 
VEGF-F; VEGFR2, which binds VEGF-A, VEGF-E, 
VEGF-C, and VEGF-D; and VEGFR3, which 
binds VEGF-C and VEGF-D  [28]. These receptors 
cause the activation of different signaling pathways 
in cells. The activation of VEGFR1 and VEGFR2 
receptors is involved in the process of angiogenesis, 
both physiological and pathological, while VEGFR3 
regulates the process of lymphangiogenesis [39].

Speaking about the participation of VEGFR1 
and VEGFR2 in the regulation of angiogenesis, 
it should be noted that VEGFR2 plays a primary 
role in the activation of many processes in cells 
related to proliferation, migration and blood vessel 
formation. However, the involvement of VEGFR1 
in these processes cannot be denied either, since 
experiments with the deletion of the murine gene 
encoding VEGFR1 resulted in pathological vascular 
development and the embryonic death [5, 11]. It has 
been shown that VEGFR1 has a much higher affinity 
for VEGF-A compared to VEGFR2. However, 
the level of phosphorylation of VEGFR1 after 
activation is lower than that of VEGFR2, which could 
explain the more active participation of VEGFR2 
in the regulation of angiogenesis  [17, 44]. Another 
characteristic of VEGFR1 is the existence of a soluble 
form of the receptor, sFlt1, which has an affinity for 
A-VEGF that is comparable to that of the membrane 
form  [20]. Since increased VEGFR1 expression 
leads to a decrease in the concentration of VEGF-A 
available to bind to VEGFR2, VEGFR1 is thought 
to act as a regulator of signal transduction through 
VEGFR2 [26]. 

VEGF is involved in the development of various 
cell types, including endothelial cells, monocytes, 
macrophages, stem cells, tumor cells, vascular smooth 
muscle cells, trophoblast cells, and any other cells that 
express VEGF receptors [10, 28, 36]. VEGFR1 is also 
expressed by NK cells [6]. Many studies have shown 
high levels of VEGF-A expression in the placenta, 
particularly in macrophages, endometrial glandular 
cells, leukocytes, endothelial cells, vascular smooth 
muscle cells, in villous and extravillous trophoblasts, 
and in NK cells  [8, 18, 19, 36, 37]. Disruption of 
VEGF signaling has been shown to be associated 
with pregnancy complications. For example, an 
increase in the concentration of sFlt1 in serum is 
a sign of preeclampsia, as it competes for VEGF 
binding with membrane VEGF receptors [7, 26, 51]. 
In addition, the intensity of VEGFR1 expression 
by syncytiotrophoblasts was found to be increased 

in cases of preeclampsia, compared to healthy 
pregnancies [51].

Maternal immune cells, particularly NK cells, 
are an important group of cells in the trophoblast 
microenvironment. During the first trimester, this 
cell population accounts for approximately 70% of 
all leukocytes within the decidua, highlighting the 
significance of their functions  [1]. NK cells play a 
crucial role in the transformation of uterine spiral 
arteries and the regulation of trophoblastic invasion 
into the uterine mucosa [33, 48]. As already mentioned, 
both trophoblasts and NK cells have receptors for 
VEGF and are capable of secreting VEGF. Therefore, 
they are able to regulate each other’s activity in an 
autocrine and paracrine way. 

The interaction between NK cells and trophoblasts 
is one of the key factors supporting the pregnancy, 
as these cells are involved in the development of 
placental tissue. In this regard, the investigation of 
interactions mediated by both secretory products 
and receptors of trophoblasts and NK cells is of great 
importance. In particular, in the field of reproductive 
medicine, a lot of studies have been focused on the 
synthesis and reception of VEGF, a factor necessary 
for angiogenesis. However, despite this, there are 
currently insufficient data in the literature on the 
effect of VEGF on the functional characteristics of 
these cells [38]. Therefore, the aim of this study was to 
evaluate the role of VEGF in maintaining the viability 
of trophoblast and NK cells. To achieve this goal, 
bevacizumab was used. It is an antibody that binds 
to the VEGF-A and prevents it from binding to its 
receptors  [32]. Bevacizumab is already widely used 
to treat choroidal neovascularization and diabetes 
complications [30], as well as various tumors and other 
abnormal angiogenesis-related conditions  [12, 16, 
34]. In this study, we investigated the surface markers 
of NK cells and trophoblasts, specifically the MICA 
and MICB proteins. These proteins function as stress 
markers and help determine cell viability. Additionally, 
we studied the CD105 receptor, which is expressed on 
endothelial cells, trophoblasts, and other cell types. 
This receptor plays a role in the transmission of signals 
from TGF-β family proteins [23]. 

It has been demonstrated that signals from TGF-β 
play a crucial role during placentation as they are 
essential for the differentiation of trophoblast popu
lations [15, 49]. Disruptions in signaling pathways 
can lead to pregnancy loss [45]. Using an endothelial 
cell model, it has been shown that endoglin regulates 
TGF-β signaling by directing the signal via the 
SMAD2/3 or SMAD1/5/8 pathways. Signaling along 
the SMAD1/5/8 pathway promotes proliferation and 
migration of endothelial cells, thereby stimulating 
angiogenesis. In contrast, activation of the SMAD2/3 
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pathway has an anti-angiogenic effect [23]. Endoglin, 
according to the literature, inhibits the signaling 
pathway involving the SMAD3 protein  [14]. Whe
ther endoglin plays a similar role in NK cells and 
trophoblasts is currently unknown. However, it has 
been demonstrated that SMAD proteins, which are 
involved in these signaling pathways, are active in 
trophoblast cells  [4, 47], and only SMAD2/3 have 
been identified in NK cells [50].

Materials and methods 
Cell lines 
The study was conducted using the JEG-3 and 

NK-92 cell lines (ATCC, USA), which reflect the 
main characteristics of extravillous trophoblasts and 
natural killer cells, respectively [13, 21]. The cells were 
cultured according to the manufacturer’s instructions 
(ATCC, USA). Recombinant IL-2 (‘Roncoleukin’, 
BIOTECH, St.   Petersburg, Russia) was used as a 
growth factor for the NK-92 cells. Cell viability in 
all experimental settings was assessed using trypan 
blue staining. The viability was at least 95% for each 
experiment. 

Inductors
Antibodies to VEGF (5000 nM, Avastin, F. Hoff

mann – La Roche Ltd., Switzerland, Germany) were 
used as inducers. 

Assessment of the phenotype of JEG-3 and NK-
92 cells after incubation in the presence of anti-VEGF 
antibodies

JEG-3 cells were cultured in 5 mL of medium in 
25 cm² flasks (BD Biosciences, USA) with a density of 
1 × 106 cells, for 48 hours. After this period, 1.5 × 106 
NK-92 cells were pre-treated with carboxyfluorescein 
diacetate succinimidyl ester (CFSE), in accordance 
with the manufacturer’s instructions (Sigma-Aldrich, 
USA). The cells were then added to part of the flasks. 
NK- 92 cells, stained with CFSE, and intact JEG- 3 
cells were used as controls. After that, the mono- 
and co-cultured cells were treated with antibodies 
to VEGF. After a 22-hour incubation period, the 
JEG-3 cells were removed from the flasks using a 
scraper without using a trypsin-versene solution. The 
cells were treated with Fc-block reagent (Miltenyi 
Biotec, Spain) and monoclonal antibodies against 
CD94, CD45, CD105, MICA, MICB, NKG2D, and 
NKG2A (R&D, BD Biosciences, USA) in accordance 
with the manufacturer’s instructions. Appropriate 
isotypic antibodies (R&D, BD Biosciences, USA) 
were used as a control for non-specific binding. 
The expression of the markers and cell fluorescence 
intensity were evaluated using a FacsCantoII flow 
cytometer (BD Biosciences, USA). There were four 
biological replicates with one technical replicate for 
each experiment. 

Assessment of the cytotoxic activity of NK-92 cells 
toward JEG-3 cells

The cytotoxic activity was assessed as described 
previously [29]. JEG-3 cells were cultured in a flask at 
a concentration of 2.5 × 105/10 mL of medium. After 
2 hours, antibodies to VEGF were added to the flask. 
After culturing for 22 hours, the JEG-3 cells were 
washed and stained with a CASE solution following 
the manufacturer’s instructions (Sigma-Aldrich, 
USA). The stained JEG-3 cells were removed from 
the flasks using trypsin and versene solution and 
then transferred to the wells of a 96-well round-
bottom plate (BD Biosciences, USA). Next, NK-92 
cells were added to the wells containing JEG-3 cells 
at a 10:1 ratio (effector:target). The plate was then 
centrifuged for 5 minutes at 100 g. After 4 hours of 
incubation, the cells were stained with a propidium 
iodide solution according to the manufacturer’s 
instructions (Sigma-Aldrich, USA). The percentage 
of dead JEG-3 cells was assessed using a FacsCantoII 
flow cytometer (BD Biosciences, USA) following a 
previously described gating strategy [29]. There were 
three biological replicates and two technical replicates 
in each experiment. 

Statistical analysis
GraphPad Prism 8 software was used for statistical 

analysis. Statistical comparisons between groups were 
conducted using a non-parametric Mann–Whitney 
U test. Differences were considered significant at 
p < 0.05.

Results
The expression of MICA and CD105 proteins by 

JEG-3 cells was altered in the presence of antibodies to 
VEGF and NK-92 cells

Analysis of the phenotype of JEG-3 cells revealed 
that approximately 12% of the cells express the MICB 
molecule, approximately 16% express MICA, and 
18.5% express the CD105 receptor (Figure 1A).

The co-culture of JEG-3 cells with NK-92 cells, 
compared to monoculture, resulted in a two-fold 
increase in the percentage of JEG-3 cells expressing 
the CD105 receptor. The percentage of JEG-3 cells 
expressing MICA and MICB molecules remained un
changed under these conditions. Analysis of the mean 
fluorescence intensity after co-culture with NK-92 
cells compared to monoculture showed no change in 
the expression intensity of MICA, MICB, and CD105 
proteins by JEG-3. Analysis of the JEG- 3 cells 
phenotype after its co-culture with NK-92 cells in the 
presence of antibodies to VEGF showed a decrease 
in the percentage of JEG-3 cells expressing MICA 
and CD105 proteins compared to the baseline level 
during co-cultivation, The percentage of JEG- 3 cells 
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Figure 1. The percentage of trophoblast cells (JEG-3) expressing MICA, MICB, and CD105 proteins (A), and the intensity 
of expression of these markers (B) in the presence of antibodies against VEGF (antiVEGF) in mono- and co-culture with 
natural killer cells (NK-92)
Note. Differences from isotype control: ***,  p < 0.001. Differences between groups: #, p < 0.05; ###, p < 0.001.
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expressing the MICB receptor remained unchanged 
(Figure 1A).

Co-culture of JEG-3 cells with NK-92 cells, as 
well as treatment with antibodies to VEGF, did not 
affect the intensity of expression of MICA, MICB, 
and CD105 proteins by the cells (Figure 1B).

The phenotype of NK-92 cells was affected by 
the presence of antibodies to VEGF and JEG-3 cells

Analysis of the NK-92 cell phenotype has revealed 
that the entire population of studied cells expresses the 
NKG2D receptor on their surface and approximately 
75% express the CD94 receptor. Additionally, the 
MICA protein has been found to be expressed on 
1.5% of the cells, the MICB protein on 10.5%, and 
the CD105 protein on 26% (Figure 2).

When co-cultured with JEG-3 cells, NK cells re
duced the expression level of CD94, compared to the 
level observed during monoculture, including in the 
presence of antibodies to VEGF. On the contrary, 
the percentage of NK-92 cells expressing the MICA 

protein increased under conditions of co-culture com
pared with monoculture. The percentage of NK- 92 
cells expressing NKG2D, MICB, NKG2A, and 
CD105 molecules under co-culture conditions did 
not change compared to monoculture (Figure  2). 
The cultivation of NK-92 cells in the presence of 
antibodies to VEGF led to a decrease in the number 
of cells expressing the CD105 receptor (Figure 2). 

Co-culture of NK-92 cells with JEG-3 cells 
showed an increase in the intensity of expression of 
NKG2D, CD94, and CD105 receptors by NK-92 
cells compared to monoculture. The results indicate 
functional activation of NK cells in the presence of 
target cells. Additionally, the intensity of expression of 
MICA and MICB proteins by NK cells also increased 
under co-culture conditions (Figure 3). Treatment 
of NK cells with antibodies to VEGF, both in mono- 
and coculture, leads to a decrease in the intensity of 
expression of the CD105 receptor (Figure 3). This 
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Figure 3. The intensity of expression of NKG2D, CD94, CD105, MICA, and MICB proteins by natural killer cells (NK-92) 
in the presence of antibodies against VEGF (antiVEGF) in mono- and co-culture with trophoblast cells (JEG-3)
Note. Differences from isotype control: ***, p < 0.001. Differences between groups: #, p < 0.05; ##, p < 0.01; ###, p < 0.001.
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Figure 2. The percentage of natural killer cells (NK-92) expressing NKG2D, CD94, CD105, MICA, and MICB proteins  
in the presence of antibodies to VEGF (antiVEGF) in mono- and co-culture with trophoblast cells (JEG-3)
Note. Differences from isotype control: ***, p < 0.001. Differences between groups: #, p < 0,05; ###, p < 0,001.
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Figure 4. Cytotoxicity of NK-92 cells toward JEG-3 cells 
pretreated with antibodies to VEGF (antiVEGF)
Note. Significant differences: **, p < 0,01.

result may suggest changes in TGF-β signaling in the 
absence of VEGF.

Pretreatment of JEG cells with antibodies to VEGF 
did not affect their survival in the presence of NK cells

Analysis of the cytotoxic activity of NK-92 cells 
toward JEG-3 cells showed that, in the presence 
of NK cells, the mortality rate of JEG-3 was higher 
than the baseline mortality rate. Pretreatment of JEG 
cells with antibodies to VEGF did not influence their 
viability in the presence of NK cells (Figure 4). 

Discussion
Trophoblast cells and natural killer cells are 

important participants in the process of placentation. 
Both cell populations are capable of secretion and 
reception of VEGF. Previously, it has been found 
that VEGF affects the proliferation and survival of 
trophoblast cells [51]. VEGF also induces activation 
of NK cells adhesion [27]. Nevertheless, there is a lack 
of data in the literature on the role this factor plays in 
the cell activity. In this regard, we evaluated changes 
in the phenotype of JEG-3 trophoblast and NK-92 
natural killer cells after their mono- or co-culture in 
the presence of antibodies to VEGF.

In this study, the expression of CD105, MICA, 
and MICB proteins was evaluated. Endoglin (CD105) 
is a coreceptor for TGF-β which regulates signal 
transmission from this factor via the SMAD2/3 
or SMAD1/5/8 pathways  [23, 24]. In particular, 
endoglin has been shown to activate signaling 
involving SMAD1/5/8 proteins and inhibit SMAD2/3 
pathway  [14, 35]. In endothelial cells, it has been 
demonstrated that signaling through the SMAD1/5/8 
pathway promotes proliferation and migration of the 
cells, whereas activation of the SMAD2/3 pathway 
has an angiostatic effect  [23]. Therefore, a high 
level of endoglin expression may indicate a more 
active transmission of signals through SMAD1/5/8 
proteins compared to SMAD2/3. MICA and MICB 
are stress-induced molecules that are expressed by 
various cell populations, including immune cells [41]. 
An increase in the expression of these proteins was 
observed in tumor cells. MICA/B transcripts have 
been found in placental samples. The levels of mic 
mRNA are higher in samples taken from patients 
with preeclampsia compared to those from healthy 
patients [2, 42]. The analysis of the levels of expression 
of these markers allows us to assess the physiological 
state of trophoblast cells and monitor the conditions 
under which they experience stress.

In this work, we showed that JEG-3 trophoblast 
cells express all three markers. Under conditions of co-
culture with NK cells, the number of trophoblast cells 
expressing endoglin increased. This result suggests a 
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possible increased role for endoglin in mediating the 
transmission of TGF-β signals in trophoblast cells in 
the presence of natural killer cells. It also suggests a 
potential alteration in signaling pathways, from the 
SMAD2/3 pathway to the SMAD1/5/8, which may 
activate trophoblast proliferation. The treatment 
of the cell co-culture with antibodies to VEGF led 
to a decrease in the level of endoglin expression 
by trophoblasts to the initial level observed during 
monoculture. At the same time, under monoculture 
conditions, the endoglin level remained constant 
regardless of the presence of antibodies to VEGF. 
Apparently, TGF-β signaling is regulated by VEGF 
and its absence in the cell co-culture prevents the 
changes that occur in trophoblast cells when they 
are exposed to NK cells. It has also been shown that 
activation of SMAD2/3 in trophoblast cells leads to 
the secretion of VEGF-A [25]. Based on this, it can be 
assumed that trophoblast cells use the mechanism of 
suppression of CD105 expression in order to activate 
VEGF secretion. 

Later, we evaluated how treatment of trophoblast 
cells with antibodies to VEGF affected their survival 
in the presence of natural killer cells. NK cells suc
cessfully killed trophoblast cells, however, treatment 
with the antibodies did not cause any changes in the 
resistance of trophoblast cells to the cytotoxic activity 
of NK cells. The results obtained suggest that VEGF 
deprivation leads to the previously described effects 
associated with changes in signal transduction from 
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TGF-β in trophoblast cells only when they are co-
cultured with natural killer cells.

Not only NK cells are able to influence the activity 
of trophoblast, but trophoblast cells also play a role in 
placentation by activating various mechanisms that 
regulate NK cell function [40, 43, 46]. Taking this into 
account, we evaluated the effect of trophoblast cells 
and VEGF antibodies on the expression by NK cells 
of the activating NKG2D receptor (whose ligands are 
MICA/B molecules), CD94 receptor (whose ligand 
is the HLA-E molecule expressed by trophoblast), 
as well as MICA, MICB, and CD105 proteins. The 
analysis showed that treatment with the antibodies 
caused a decrease in the expression of CD105 by 
NK  cells in both mono- and co-culture conditions. 
Since there is no data in the literature on the existence 
of the SMAD1/5/8 pathway in NK cells, it can be 
assumed that the treatment with antibodies to VEGF 
leads to a decrease in the role of endoglin in signaling 
from TGF-β. As a coreceptor, endoglin not only 
directs signals from TGF-β, but also regulates the 
strength of the binding between receptor and other 
proteins of TGF-β family, such as activin A, BMP-2, 
BMP-7, BMP-9, and BMP-10, which are also able to 
affect the cell functions [31].

Treatment with antibodies to VEGF did not affect 
the expression of the other studied markers by NK 
cells. Evaluation of the phenotype of NK cells showed 
that they expressed NKG2D at a high level, both when 
mono- and co-cultured with trophoblast. Evaluation of 
the phenotype of NK cells showed that they expressed 
NKG2D at a high level, both when mono- and co-
cultured with trophoblast. In addition, the intensity 
of expression of this receptor increased upon co-
culture conditions, suggesting that NK cells activate 
the NKG2D-MICA/B pathway when performing 
cytotoxic functions. As for the CD94 receptor, there 
was a decrease in the number of cells expressing this 
receptor following co-culture with trophoblast cells. 
However, the intensity of its expression increased, 
which may indicate the differentiation of NK cell 
populations under the influence of factors secreted 
by trophoblast cells. This results in the formation of 
cells that are more sensitive to the HLA-E ligand on 
the surface of trophoblast cells  [9, 29]. With regard 
to MICA/B markers, it has been observed that their 
expression in NK cells was increased under co-culture 

conditions. This is likely due to the cells undergoing a 
stress response.

Conclusion
Thus, VEGF plays an important role in regulating 

the activity of trophoblasts and natural killer cells. In 
particular, the lack of VEGF-A during trophoblast 
and NK cell co-culture leads to inhibition of CD105 
expression by trophoblast cells, which can lead to 
activation of SMAD2/3 signaling pathways in cells 
that inhibit cell proliferation. At the same time, 
treatment of trophoblast cells with antibodies to 
VEGF for 22 hours did not cause changes in their 
resistance to the cytotoxic activity of natural killer 
cells. This suggests that antibodies to VEGF have 
an inhibitory effect on trophoblast cells only when 
they are co-cultured with NK cells. In addition, the 
isolation of VEGF using antibodies caused a decrease 
in the level of expression of CD105 by NK cells. This 
indicates that, in the absence of VEGF, the role of this 
coreceptor in TGF-β signaling decreases. Since the 
existence of the SMAD1/5/8 pathway in NK cells has 
not been established, it is possible that in the absence 
of endoglin, the sensitivity of these cells to other TGF 
family proteins, such as activin A and BMP-2, BMP- 7, 
BMP-9, and, BMP-10, may change. Together, 
the results indicate that VEGF deprivation causes 
significant changes in the reception of TGF-β family 
proteins by trophoblast cells and natural killer cells. In 
addition, the data obtained provide an experimental 
basis for the search for new diagnostic methods in 
certain forms of obstetric pathology, particularly 
preeclampsia. In this condition, the assessment of 
VEGF levels and its functional antagonists, sFlt and 
endoglin, is of great importance in understanding the 
pathogenesis of the disease.
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ВОЗМОЖНАЯ РОЛЬ ТРОМБОЦИТАРНО-МОНОЦИТАРНЫХ 
КОМПЛЕКСОВ В ПАТОГЕНЕЗЕ ПРИВЫЧНОГО 
НЕВЫНАШИВАНИЯ БЕРЕМЕННОСТИ
Павлов О.В.1, Чепанов С.В.1, Корнюшина Е.А.1, Шенгелия М.О.1, 
Тхай Д.В.1, Сельков С.А.1, 2

1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт акушерства, гинекологии и репродуктологии имени 
Д.О. Отта», Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Привычное невынашивание беременности представляет собой существенную клиниче-
скую проблему, которая затрагивает 1-5% популяции, при этом в более чем половине случаев причина 
преждевременной потери беременности остается неизвестной. Одной из возможных причин являет-
ся нарушение баланса в системе гемостаза матери, приводящее к тромбозу маточно-плацентарных 
сосудов, снижению перфузии плаценты и гипоксии. Изменения морфофункциональных свойств мо-
ноцитов и образуемых ими и активированными тромбоцитами агрегатов могут являться факторами, 
приводящими к различным осложнениям беременности. Однако роль тромбоцитарно-моноцитар-
ных комплексов (ТМК) в патогенезе привычного невынашивания беременности практически не из-
учена. Целью настоящего исследования было определение количественных изменений в содержании 
и фенотипических характеристиках ТМК периферической крови при привычном невынашивании 
беременности, а также оценка влияния тромбоцитов на экспрессию поверхностных белков-моноци-
тов при физиологическом и патологическом развитии беременности. Исследуемые группы составили 
женщины с диагнозом «привычный выкидыш», имеющие беременность 6-12 недель, и женщины с 
неосложненной беременностью (7-12 недель). В общей популяции и субпопуляциях моноцитов пери-
ферической крови пациенток методами проточной цитофлуориметрии определяли содержание ТМК 
и уровни экспрессии поверхностных антигенов: CD62P, CD11b, CD86, CD162, HLA-DR, TREM-1. 
Установлено, что при привычном невынашивании уровень ТМК повышен (26,5%) в сравнении с бе-
ременностью, протекающей без осложнений (15,3%), и это повышение происходит с участием всех 
трех субпопуляций моноцитов: классических, промежуточных и неклассических. На уровне общей 
популяции моноцитов в ТМК отмечалось снижение экспрессии HLA-DR и повышение уровня экс-
прессии CD11b, тогда как экспрессия CD62P, CD162, CD86 и TREM-1 существенно не изменялась. 
Субпопуляции моноцитов вносили различный вклад в изменение уровней экспрессии активацион-
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ных маркеров моноцитов, связанное с привычным невынашиванием, и эти изменения не всегда про-
являлись на уровне всей популяции моноцитов. Сравнение ТМК и свободных моноцитов показало, 
что изменения поверхностного фенотипа моноцитов в составе ТМК обусловлены как влиянием тром-
боцитов, так и другими факторами. При привычном невынашивании наблюдалось индуцированное 
тромбоцитами усиление адгезионных свойств моноцитов, что проявлялось в повышении уровня экс-
прессии CD11b. В то же время снижение уровня экспрессии HLA-DR в моноцитах не было вызвано 
взаимодействием с тромбоцитами. Полученные результаты свидетельствуют о том, что привычное 
невынашивание беременности сопровождается повышением содержания ТМК в периферической 
крови и изменениями антигенного фенотипа моноцитов в составе ТМК, демонстрируют иммуно-
модуляторное влияние тромбоцитов, а также дают обоснования значимости определения паттернов 
экспрессии поверхностных антигенных маркеров ТМК в диагностических и терапевтических целях.

Ключевые слова: беременность, привычное невынашивание беременности, тромбоциты, моноциты, тромбоцитарно-
моноцитарные комплексы, антигенный фенотип

POSSIBLE ROLE OF PLATELET-MONOCYTE COMPLEXES 
IN THE PATHOGENESIS OF RECURRENT PREGNANCY LOSS
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Abstract. Recurrent pregnancy loss (RPL) is a significant clinical problem that affects 1-5% of population. 
Moreover, the cause of RPL remains unknown in more than half of cases. Possible reasons include imbalanced 
maternal hemostasis, thrombosis of uteroplacental vessels, decreased placental perfusion and hypoxia. 
Changes in morphofunctional features of monocytes and platelet-monocyte aggregates may be the factors 
causing pregnancy complications. However, role of platelet-monocyte complexes (PMC) in pathogenesis of 
RPL is unknown. The purpose of our study was to determine quantitative changes in contents and antigenic 
phenotype of PMCs in peripheral blood of the patients with RPL, and to assess the effect of platelets on the 
expression of monocyte surface proteins in normal and pathological pregnancy. The study groups consisted of 
6 to12-week pregnant women diagnosed with RPL and females with uncomplicated pregnancy (7-12 weeks). 
PMC content and expression of CD62P, CD11b, CD86, CD162, HLA-DR, TREM-1 were determined in 
total cell population and subpopulations of peripheral blood monocytes using cytofluorimetry technique. It 
was found that PMC level was increased in patients with RPL (26.5%) compared to uncomplicated pregnancy 
(15.3%) with all monocyte subpopulations contributing to this increase. Decrease in HLA-DR expression 
and increase in CD11b expression was observed in total PMCs, while expression of CD62P, CD162, CD86 
and TREM- 1 did not change significantly. Monocyte subpopulations were differently involved into the RPL-
associated expression of activation markers, while the changes detected in distinct subpopulations were not 
always evident in total monocyte populations in recurrent pregnancy loss. A comparison of PMC and free 
monocytes demonstrated that changes in surface phenotype of monocytes were caused by platelets and other 
exogenous factors. In patients with RPL, we observed platelet-induced increase in adhesive properties of 
monocytes which manifested as increased CD11b expression. In contrast, decrease in monocyte HLA-DR 
levels was not caused by platelets. The results obtained suggest that RPL is accompanied by increased level 
of peripheral blood PMC and changes in antigenic profile of platelet-associated and free monocytes, thus 
demonstrating the immunomodulatory effect of platelets, and also confirming the importance of determining 
expression patterns of surface antigenic markers of PMC for diagnostic and therapeutic purposes.

Keywords: pregnancy, recurrent pregnancy loss, platelets, monocytes, platelet-monocyte complexes, antigenic phenotype

Introduction
Recurrent pregnancy loss (recurrent miscarriage) 

is a significant clinical problem that affects 1-5% 
of the population, with approximately 80% of 

pregnancy losses occurring before the 12th week of 

pregnancy [28]. Despite the progress made in studying 

this disease, more than half of cases are diagnosed 

as idiopathic miscarriage, the cause of which is 
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unknown [8]. In most cases of recurrent miscarriage, 
including those of unknown etiology, pathological 
changes in the uteroplacental complex are detected 
as thrombotic events and signs of inflammation [12]. 
One of the proposed pathophysiological mechanisms 
of pregnancy loss is an imbalance in the maternal 
hemostatic system, leading to thrombosis of the 
uteroplacental vessels, decreased placental perfusion 
and hypoxia. Maternal thrombophilia is considered 
as the cause of these changes, leading to obstetric 
disorders such as miscarriage, intrauterine growth 
retardation, intrauterine fetal death, preeclampsia [6, 
31, 35]. Although doubts have been expressed about 
the existence of a cause-and-effect relationship 
between the thrombophilic condition and recurrent 
miscarriage  [1], thrombophilia continues to be 
considered a risk factor for this disease [22].

Platelet-leukocyte complexes (PLC) are heterotypic 
cellular aggregates circulating in the peripheral blood. 
PLCs are a link between the hemostasis system and 
the immune system. Activation of platelets causes their 
degranulation, as a result of which P-selectin molecules 
(CD62P) are released from alpha granules onto the 
surface of the plasma membrane, forming a bond with 
the PSGL-1 ligand (CD162), which is constitutively 
expressed on the surface of leukocytes  [34, 39, 43]. 
This connection is stabilized and strengthened by 
the interaction of other molecules on the surface 
of platelets and leukocytes, including MAC-1 
(CD11b/ CD18)  [10,  36]. The crosstalk between pla
telets and leukocytes within PLC has a modulating 
effect on the functions of these cells, affecting their 
prothrombotic and proinflammatory properties res
pectively. Circulating PLC produce procoagulant, 
oxidative and mitogenic factors and can cause both 
capillary microembolism and arterial thrombosis [19].

The experimental data obtained indicate that PLC 
play a role in the pathogenesis of diseases charac
terized by thrombotic and inflammatory pheno
mena: cardiovascular diseases  [3, 23, 44], ischemic 
stroke [18, 26, 37], diabetes mellitus [9, 13, 42], chronic 
obstructive pulmonary disease [2, 25], liver [32] and 
kidney  [5, 11, 41] diseases, bacterial  [20, 30, 40] 
and viral [16, 17, 21, 30] infections, pneumonia and 
thrombosis caused by the new coronavirus infection 
COVID-19 [7, 15, 38].

Until now, only one study was known in which 
changes in PLC content were determined in patients 
with recurrent pregnancy loss. The authors of this 
study found an increase in PLC levels in the peripheral 
blood of non-pregnant women with thrombophilia 
and previous history of recurrent miscarriage in the 
first trimester of pregnancy [24].

Platelet-monocyte complexes (PMC) are the most 
numerous and stable among the aggregates formed by 
platelets and leukocytes [33], and characterization of 
these complexes helps to identify their possible role 
in the development of various diseases, including 
reproductive pathologies. From this point of view, 

PMC are of interest both as a diagnostic marker and 
as a therapeutic target.

Peripheral blood monocytes are divided into three 
subpopulations: the most numerous subpopulation 
of classical monocytes (CD14++CD16-) and two 
minor fractions of intermediate (CD14++CD16+) 
and non-classical monocytes (CD14+CD16++)  [45]. 
Subpopulations of monocytes differ functionally, 
exhibit different patterns of expression of surface 
antigenic markers, cytokines and chemokines, and 
each subpopulation may have a distinct role under 
physiological and pathological conditions [27]. It can 
be assumed that subpopulations of monocytes interact 
with platelets in various ways, and PMCs formed by 
different fractions of monocytes play different roles in 
the pathogenesis of recurrent pregnancy loss.

The interaction of activated platelet with mono
cytes can result not only in an increase in the number 
of circulating TMCs, but also in morphofunctional 
changes affecting all monocytes or individual subpo
pulations and leading to disturbance of physiological 
processes. However, these changes may be due to the 
influence of other physiological (pathophysiological) 
factors, and it is necessary to distinguish between 
these ways of modulating monocyte properties and 
functions.

The purpose of this study was to determine 
quantitative changes in the content and phenotypic 
characteristics of PMC in the total population 
and individual subpopulations of peripheral blood 
monocytes in patients with recurrent pregnancy 
loss, as well as a comparative assessment of the effect 
of platelets on the expression of surface marker 
proteins of monocytes during the physiological and 
pathological development of pregnancy.

Materials and methods
Participant groups comprise pregnant women 

(6-12 weeks of gestation) with a history of recurrent 
pregnancy loss (RPL group) and women with 
uncomplicated (normal) 7-12-week pregnancy (NP 
group). The age of the patients ranged from 24 to 42 
years. According to clinical guidelines, a recurrent 
pregnancy loss was considered to be a history of two 
or more clinical pregnancy losses within 22 weeks of 
gestation [29].

Peripheral blood samples were obtained from the 
antecubital vein by puncture with a 21G needle. To 
exclude post-traumatic platelet aggregation, the first 
3 ml of blood was discarded. Blood was collected into 
a vacutainer containing 3.8% sodium citrate). 

Within 20 minutes of collection, 100 μL of whole 
blood was incubated with the following fluorochrome-
conjugated monoclonal antibodies: anti-CD45-
PerCP, anti-CD14-AlexaFluor® 700, anti-CD41a-
APC, anti-CD16-PE-Cy7™, anti-CD62P-FITC, 
anti-CD86-FITC, anti-HLA-DR-FITC, anti-
CD162-PE, anti-CD11b-PE, anti-TREM-1-PE 
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(all – BD Biosciences, USA). Nonspecific antibodies 
labeled with appropriate fluorochromes were used 
as isotype control. The samples were incubated 
without stirring in the dark at room temperature for 
20 minutes.Incubated for 20 min in the dark at room 
temperature. After incubation, erythrocytes were 
lysed by adding a tenfold volume of BD FACS™ 
Lysing Solution (BD Biosciences, USA). The samples 
were centrifuged (300 g, 5 min), the supernatant was 
collected, and the cell pellet was resuspended in 200 
μL of BD FACS™Lysing Solution. 

The samples were analyzed using a FACSCanto 
II flow cytometer (Becton Dickinson, USA). The 
obtained data were processed using FACSDiva 
software (BD Biosciences, USA). On a two-
dimensional histogram with SSC/CD45 coordinates, 
a region corresponding to monocytes was identified, 
in which 20,000 events were analyzed. To identify 
free monocytes and PMC, the selected region 
was analyzed on a two-dimensional histogram 
with CD14/CD41a coordinates. Events with the 
CD14+CD41a- phenotype were classified as free 
monocytes; PMC were defined as events with double 
positive CD14+CD41a+ staining. The expression of 
surface antigens was determined in each population 
using specific monoclonal antibodies. 

To identify monocyte subpopulations, the 
corresponding region on the two-dimensional 
histogram SSC/CD45 was projected onto a two-
dimensional CD14/CD16 histogram, where three 
monocyte fractions were identified: classical 
(CD14++CD16-), intermediate (CD14++CD16+) and 
non-classical (CD14+CD16++). Free monocytes and 
PMC were determined in each subpopulation by the 
absence or presence of CD41a, respectively, as well as 
the expression of surface antigen markers.

Statistical analysis was performed using the 
GraphPad Prism 8.0.1 statistical software package 
(Graph Pad Software Inc., San Diego, CA, USA). 
Variables were assessed for normality using the 
Shapiro–Wilk test. Parametric and nonparametric 
(Mann–Whitney) tests were used to assess dif
ferences between groups. Paired t-test and non-pa
rametric Wilcoxon test were used to compare the 
phenotypic characteristics of PMC-associated and 
free monocytes. Statistical significance was assumed 
at p < 0.05.

Results
In the peripheral blood obtained from RPL group 

the proportion of PMC reached 26.5%, while in 
NP group PMC accounted for 15.3% (Figure 1A). 
PMC are formed primarily through the interaction of 
P-selectin (CD62), expressed by activated platelets, 
with the PSGL-1 ligand (CD162) on the surface of 
the monocyte. We did not find statistically significant 
changes in the number of PMC expressing CD62P 
and CD162 in patients with recurrent miscarriage. 

Figure 1. Characteristics of platelet-monocyte complexes  
in the total monocyte population
Note. Graphs demonstrate the proportion of platelet-monocyte 
complexes relative to the total monocytes in the peripheral blood (A) 
and the percentage of platelet-monocyte complexes expressing CD62P 
(B) and CD162 (C) in patients with normal pregnancy and recurrent 
pregnancy loss. Plots show the range, median, 25th and 75th percentile. 
NP, normal pregnancy; RPL, recurrent pregnancy loss.
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Figure 2. Expression of activation markers of platelet-monocyte complexes in the total monocyte population
Note. Diagrams demonstrate the percentage of platelet-monocyte complexes expressing HLA-DR (A), CD86 (B), TREM-1 (C) and CD11b (D) 
in the peripheral blood of patients with normal pregnancy and recurrent pregnancy loss. Plots show range, median, 25th and 75th percentile. NP, 
normal pregnancy; RPL, recurrent pregnancy loss.

The percentage of CD62P+ and CD162+ PMC in both 
studied groups was about 5% and 99%, respectively 
(Figure 1B, C).

Increased expression of major histocompatibility 
complex molecule HLA-DR and costimulatory 
molecule CD86 are signs of monocyte activation 
associated with an inflammatory response. In both 
RPL and NP groups, the vast majority of PMC were 
positive for HLA-DR, however, in RPL patients there 
was a small but statistically significant decrease in the 
amount of HLA-DR+ PMC (93.7%) compared to NP 
group (98.0%) (Figure 2A). Staining with anti-CD86 
antibodies revealed no differences in the expression of 
this marker: the proportion of CD86+ TMCs in NP 
and RPL patients was 44.7% and 37.6%, respectively 
(Figure 2B).

TREM-1 (triggering receptor expressed on mye
loid cells 1) is present on the surface of monocytes. 
Activation of this receptor stimulates the production 
of cytokines and chemokines and contributes to 
the development of the inflammatory response  [4]. 
The interaction of TREM-1 with its ligand ensures 
the link between leukocytes and platelets  [14]. Our 
study showed that recurrent miscarriage did not 
accompanied with significant changes in TREM-1 
expression: ~85% TREM-1+ PMC was determined in 
both groups of patients (Figure 2C).

While in NP group the proportion of CD11b-
expressing PMC was 58.1%, patients with recurrent 
pregnancy loss demonstrated significant increase 
up to 82.5% (Figure 2D). CD11b is part of the 
multifunctional integrin αMβ2 (Mac-1), which, 
in particular, mediates monocyte functions such 
as adhesion and phagocytosis. An increase in the 
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Figure 3. Characteristics of platelet-monocyte complexes  
in monocyte subsets
Note. Graphs demonstrate the proportion of platelet-monocyte 
complexes (A) and the percentage of platelet-monocyte complexes 
expressing CD62P (B) and CD162 (C) in the classical (CD14++CD16-), 
intermediate (CD14++CD16+), and non-classical (CD14+CD16++) 
monocyte subsets in the patients with normal pregnancy and recurrent 
pregnancy loss. Plots show range, median, 25th and 75th percentile. Cl, 
classical monocytes; Int, intermediate monocytes; Non, non-classical 
monocytes.

expression of CD11b by monocytes in recurrent 
miscarriage may indicate an increase in their adhesion 
potential, resulting in an increased risk of thrombosis 
and damaging effects on the vascular endothelium.

Analyses of monocyte subpopulations showed that 
in RPL group all three monocyte fractions contribute 
to the increase in the number of platelet-monocyte 
aggregates (Figure 3A). Classical, intermediate and 
non-classical monocytes accounted for 15.3%, 20.2%, 
12.5% PMC, respectively, in NP group and 26.4%, 
28.3%, 18.4% PMC, respectively, in RPL group. In 
both groups, the largest and the lowest proportions of 
PMC were formed by intermediate and non-classical 
monocytes, respectively, and this difference was 
more prominent in RPL group (p  <  0.001) than in 
NP group (p < 0.05). Similar to the total monocyte 
population, all three monocyte subsets demonstrated 
no differences in CD62P expression between the 
studied groups (Figure  3B). Moreover, in RPL pa
tients, an increase in the expression of CD162 by a 
minor subpopulation of non-classical monocytes was 
observed (Figure 3C). Meanwhile, in the classical 
monocytes decreased HLA-DR+ expression (95.4%) 
was detected in RPL group when compared to NP 
group (99.4%) (Figure 4A). In the same fraction, 
a decrease in CD86+ PMC from 52.2% to 38.8%, 
was observed however, it did not reach statistical 
significance (Figure 4B). In RPL group no significant 
changes were found in the expression of HLA-DR 
and CD86 in PMC formed by intermediate and non-
classical monocytes (Figure 4A, B), while expression 
of TREM-1 was significantly increased in the PMC 
formed by non-classical monocytes (Figure 4C). 

CD11b was the only marker whose expression 
increased in all three monocyte subsets. In classical, 
intermediate and non-classical monocyte fractions, the 
proportions of CD11b+ PMC was 86.8%, 29.0% and 
30.7%, respectively, in RPL group and 66.4%, 16.3% 
and 16.0%, respectively, in NP group (Figure 4D).

In order to find out whether the observed pheno
typic (and putative functional) changes in PMC-
associated monocytes were induced by their direct 
interaction with platelets or whether these changes 
were caused by other factors and did not depend on 
the formation of platelet-monocyte aggregates, we 
made a comparison of expression patterns of surface 
antigens between PMC and free monocytes in blood 
samples obtained from RPL and NP patients. 

In NP group, formation of PMC led to a small 
but statistically significant decrease in the level of 
CD162 expression in the total monocyte population, 
while in RPL group this did not occur (Figure 5A). 
However, analysis of monocyte subpopulations 
showed that in both studied groups monocyte-platelet 
interactions attenuated CD162 expression in classical 
and intermediate monocytes (Figure 5B). In patients 
with normal pregnancy, the interaction of monocytes 
with platelets (PMC formation) led to a decrease in 
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the number of cells expressing activation markers 
HLA-DR and CD86, while in patients with recurrent 
miscarriage this change affected only CD86, but not 
HLA-DR (Figure 6A, 7A). A decrease in HLA-DR 
expression was observed in all three subpopulations 
of monocytes in NP group, while in RPL group 
HLA- DR expression decreased in non-classical 
monocytes only, and this change did not manifest 
itself at the level of total monocyte population 
(Figure 6B). In NP group, the number of CD86+ cells 
decreased in all subpopulations, and in RPL group 
the changes occurred in the fractions of classical and 
non-classical monocytes (Figure 7B). Platelets had a 

stimulating effect on the expression of TREM-1 by 
monocytes: in both groups of patients, the proportion 
of TREM-1 positive PMC increased (Figure 8A). This 
increase was ensured by classical monocytes, while 
multidirectional changes in TREM-1 expression 
was observed in subpopulations of intermediate and 
non-classical monocytes (Figure 8B). In the total 
monocyte population, formation of PMC did not 
significantly affected CD11b expression (Figure 9A). 
The absence of changes was observed in all monocyte 
subpopulations, with one exception: in RPL group, 
the proportion of CD11b+ non-classical monocytes 
significantly increased from 20% to 28% (Figure 9B).

Figure 4. Expression of activation markers of platelet-monocyte complexes in monocyte subsets
Note. Diagrams demonstrate the percentage of platelet-monocyte complexes expressing HLA-DR (A), CD86 (B), TREM-1 (C) and CD11b (D) 
in the classical (CD14++CD16-), intermediate (CD14++CD16+), and non-classical (CD14+CD16++) monocyte subsets in the patients with normal 
pregnancy and recurrent pregnancy loss. Plots show range, median, 25th and 75th percentile. Cl, classical monocytes; Int, intermediate monocytes; 
Non, non-classical monocytes.
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Figure 5. CD162 expression in monocytes and platelet-monocyte complexes
Note. Graphs demonstrate pairwise comparison of CD162 expression levels (percentage of CD162+ cells) on the surface of free and platelet-
associated monocytes in the patients with normal pregnancy and recurrent pregnancy loss. A, total monocytes; B, monocyte subsets.
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Figure 6. HLA-DR expression in monocytes and platelet-monocyte complexes
Note. Graphs demonstrate pairwise comparison of HLA-DR expression levels (percentage of HLA-DR+ cells) on the surface of free and platelet-
associated monocytes in the patients with normal pregnancy and recurrent pregnancy loss. A, total monocytes; B, monocyte subsets.
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Figure 7. CD86 expression in monocytes and platelet-monocyte complexes
Note. Graphs demonstrate pairwise comparison of CD86 expression levels (percentage of CD86+ cells) on the surface of free and platelet-
associated monocytes in the patients with normal pregnancy and recurrent pregnancy loss. A, total monocytes; B, monocyte subsets.
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Figure 8. TREM-1 expression in monocytes and platelet-monocyte complexes
Note. Graphs demonstrate pairwise comparison of TREM-1 expression levels (percentage of TREM-1+ cells) on the surface of free and platelet-
associated monocytes in the patients with normal pregnancy and recurrent pregnancy loss. A, total monocytes; B, monocyte subsets.
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Figure 9. CD11b expression in monocytes and platelet-monocyte complexes
Note. Graphs demonstrate pairwise comparison of CD11b expression levels (percentage of CD11b+ cells) on the surface of free and platelet-
associated monocytes in the patients with normal pregnancy and recurrent pregnancy loss. A, total monocytes; B, monocyte subsets.
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Discussion
Our results show that in first trimester pregnant 

women diagnosed with recurrent pregnancy loss, 
the content of platelet-monocyte complexes in the 
peripheral blood was increased in comparison with 
women of the same gestational age who had an 
uncomplicated pregnancy. It is known that normal 
pregnancy is characterized by increased coagulation 
capacity and activation of components of the immune 
system. Increased complex formation reflects pla
telet activation, which, along with a change in the 
activation status of monocytes as a result of their 
interaction with activated platelets, may represent an 
additional pathogenetic factor causing disturbances in 
the physiological course of pregnancy.

To our knowledge, this is the first study of platelet-
monocyte complexes in recurrent pregnancy loss. 
In the literature, there is only one publication on a 
similar topic, but its authors evaluated complexes 
formed by all leukocyte cells, without differentiation 
between types of leukocytes, and the studied groups 
consisted of non-pregnant women  [24]. This work 
demonstrated an increase in the level of platelet-
leukocyte aggregates in patients with recurrent 
miscarriage. Our study not only quantified PMC, 
but also determined their surface antigenic markers, 
both in the total population and in individual 
subpopulations of monocytes. Based on the results 
of a subpopulation analysis, we concluded that the 
fraction of non-classical monocytes has a lower ability 
to form complexes with platelets than the fractions of 
classical and intermediate monocytes. 

According to the results obtained, in patients 
with recurrent pregnancy loss the number of PMC 
increased in all subpopulations of monocytes. At 
the same time, in the fractions of classical and 
intermediate monocytes, the expression of CD162 
decreased due to the formation of PMC, thus 
suggested the participation of this molecule in the 
connections between monocytes and platelets. In 
contrast, the expression of CD162 by PMC-associated 
non-classical monocytes increased in patients with 
physiological pregnancy and did not change in 
patients with recurrent miscarriage. Moreover, it was 
the fraction of non-classical monocytes that formed 
the smallest number of PMC compared to the other 
monocyte subpopulations and only this subpopulation 
demonstrated increased CD162 level in RPL group 
when compared to NP group. 

The patterns of expression of surface markers 
of monocytes suggested that recurrent miscarriage 
was not accompanied by inflammatory activation of 
monocytes. Along with unchanged expression of the 
costimulatory molecule CD86 both in total population 
and in individual subpopulations of monocytes, in 
patients with recurrent pregnancy loss there was a 
decrease in the expression level of the activation 
marker HLA-DR ensured by classical monocytes. In 
total monocytes, the expression of another activation 

marker, TREM-1, also did not undergo significant 
changes due to recurrent miscarriage, although the 
number of TREM-1+ PMC increased in non-classical 
monocytes. In contrast to these antigens, which are 
characteristic of the “inflammatory” phenotype of 
monocytes, increased level of CD11b expression in 
RPL patients suggested enhancement of adhesive 
properties of PMC-associated monocytes that may 
represent one of the possible pathophysiological 
mechanisms of spontaneous misscarriage.

Our study shows the reasonability of identifying 
monocyte subpopulations when quantifying and 
phenotyping PMC, since the results obtained from 
studying total population of monocytes do not ne
cessarily reflect changes occurring in individual 
subpopulations.

Another aspect of our study was to reveal whether 
phenotypic characteristics of monocytes were affected 
by their interaction with platelets in consequence 
of formation of heterotypic aggregates (PMC) in 
normal pregnancy and in recurrent pregnancy loss, 
since changes in the morphofunctional properties 
of monocytes may be a pathogenetic factor for the 
disease.

To this end, we compared the expression levels of 
surface antigen markers between PMC-bound and free 
monocytes. Analysis revealed some patterns of changes 
in the antigenic phenotype of monocytes in patients 
with normal pregnancy and recurrent miscarriage. 
Unexpectedly, it turned out that formation of platelet-
monocyte aggregates resulted in decreased expression 
of HLA-DR and CD86. Nevertheless, in patients 
with normal pregnancy these changes occurred in 
all subpopulations of monocytes, whereas in women 
with recurrent pregnancy loss only one or two 
subpopulations, respectively, were involved. It would 
follow that the weakening of HLA-DR expression by 
monocytes in RPL group was not a result of platelet-
monocyte interaction, but was caused by other factors. 
Moreover, platelets induced comparable changes 
in the expression of CD86 in both studied groups, 
which did not lead to significant differences between 
them. Similarly, increased expression of TREM-1 by 
classical monocytes upon interaction with platelets 
was observed in both groups, but no difference was 
found in the expression of TREM-1 between NP 
and RPL patients. In our study, CD11b was the only 
marker whose expression increased as a result of 
platelet interactions with nonclassical monocytes, 
and this appeared to contribute to the increase in the 
number of CD11b+ PMC in women with recurrent 
pregnancy loss.

We hypothesize that development of inflammation 
and damaging effects on the vascular endothelium 
would underline the pathophysiological effects of 
PMC. However, our study did not reveal the signs 
of inflammatory changes in the antigenic phenotype 
of PMC in patients with recurrent pregnancy loss. 
It is possible that observed attenuation of the pro-
inflammatory properties of PMC, which is expressed 
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as reduced expression of HLA-DR, in some way 
contributes to the development of this reproductive 
pathology; however, no theoretical explanation has 
yet been found. Nevertheless, the increased ex
pression of CD11b in RPL group that we discovered 
may lead to increased adhesion of monocytes to the 
surface of endothelial cells and damage to the vascular 
endothelium. Obviously, we should continue to search 
for antigenic markers, the changes in expression 
of which may serve as a clue to understanding the 
mechanisms of PMC participation in the pathogenesis 
of recurrent miscarriage.

Unfortunately, it is not possible to compare our 
data with the results of other studies due to the lack 
of relevant information in the available literature. 
We can only refer to the results of our previous work 
which determined and characterized PMC in patients 
with another reproductive pathology – preeclampsia. 
As in the present study, in preeclampsia we observed 
an increased content of TMC in the blood; however, 
in addition to an increase in the expression level of 
CD11b, there was an increase in the expression of 
pro-inflammatory markers: HLA-DR, CD86 and 
TREM- 1 (unpublished data). Moreover, we found that 
in patients with preeclampsia, increased expression of 
TREM-1 and CD11b in PMC-associated monocytes 
was induced by platelets, while changes in the 
expression of HLA-DR and CD86 were caused by 
other factors.

This comparison led us to the following conclusion. 
Obviously, an increased level of PMC in the circulation 
is a general phenomenon, as it is observed in various 
diseases that are thromboinflammatory in nature, 
and from this point of view, determining the surface 

antigenic phenotype of PMC-associated monocytes 
seems to be more specific and more informative, since 
we assume that each disease is characterized by a 
particular pattern of expression of antigenic markers, 
which is formed under the influence of a unique 
combination of various factors, including platelets. 
Determining these patterns can help improve methods 
for diagnosing reproductive disorders, including 
recurrent miscarriage, reveal underlying mechanisms 
and develop new treatment approach.

Conclusion
In patients with recurrent pregnancy loss, the level  

of platelet-monocyte complexes in the peripheral  
blood increases compared to patients with uncompli
cated pregnancy. All three monocyte subpopulations 
participate in this increase. Changes in the surface 
antigenic phenotype of PMC-associated monocytes 
reflect weakening of the inflammatory features and 
strengthening of adhesive properties of these cells. 
Monocyte subpopulations differently contribute to 
the changes in the expression of activation markers 
associated with recurrent miscarriage.

The immunomodulatory effect of platelets is 
manifested in stimulation of the expression of the 
CD11b molecule, which characterizes the adhesion 
phenotype of monocytes, while decrease in the 
expression of another activation marker HLA-DR is 
apparently caused by other factors.

Determining specific expression patterns of surface 
antigenic markers of platelet-monocyte complexes 
may have diagnostic value and also help improve 
approaches to the treatment of recurrent pregnancy 
loss.
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АНАЛИЗ РОСТА ДОЛИ ПАТОЛОГИЧЕСКИХ ЗНАЧЕНИЙ 
УРОВНЕЙ TREC/KREC СРЕДИ ПРАКТИЧЕСКИ ЗДОРОВЫХ 
ЛИЦ В ПОСТПАНДЕМИЧЕСКИЙ ПЕРИОД
Ольховская А.Ю.1, Останкова Ю.В.1, Сайтгалина М.А.1, 
Егорова С.А.1, Щемелев А.Н.1, Дрозд И.В.1, Жимбаева О.Б.1, 
Данилова Е.М.1, Миличкина А.М.1, Башкетова Н.С.2, Буц Л.В.1, 
Тотолян Арег А.1
1 ФБУН «Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии 
имени Пастера» Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, 
Санкт-Петербург, Россия  
2 Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека по городу 
Санкт-Петербургу и Ленинградской области, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Пандемия COVID-19 стала глобальным вызовом для общественного здравоохранения. Не-
благоприятный прогноз при COVID-19 ассоциирован с триадой взаимосвязанных патогенетических 
механизмов: дисрегуляцией иммунного ответа, коагулопатией и вторичным иммунодефицитом, фор-
мирующими самоподдерживающийся цикл прогрессирующей полиорганной дисфункции. Причиной 
ослабления защитных функций иммунитета становится, в том числе, дефицит Т- и В-лимфоцитов, 
возникающий в результате истощения ресурсов иммунной системы во время острой стадии инфек-
ции. Оценить глубину поражения иммунной системы возможно посредством определения концен-
трации маркеров, отражающих функциональную активность Т- и В-лимфоцитов: Т-клеточные ре-
цепторные эксцизионные кольца (T cell receptor excision circles, TREC) и Каппа рекомбинационные 
эксцизионные кольца (κ-deleting recombination excision circles, KREC) соответственно. Целью насто-
ящего исследования стала оценка представленности доли патологических значений TREC/KREC в 
периферической крови условно здоровых лиц в постпандемический период. Материалом служили 
образцы цельной периферической крови условно здоровых лиц от 18 лет и старше, проживающих на 
территории Санкт-Петербурга и Ленинградской области, полученные в рамках популяционных ис-
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следований в период с 15 по 21 июня 2020 г. (717 человек), а также с 04 по 29 сентября 2023 г. (3716 че-
ловек). Для определения концентрации TREC и KREC проводили количественную Real-time ПЦР c 
использованием коммерческого набора TREC/KREC-AmpPS (НИИ им. Пастера, Санкт-Петербург) 
в соответствии с инструкцией производителя. Частота встречаемости сниженных уровней TREC и 
KREC в допандемический период составила 14,2 и 5,7% соответственно. А в постпандемический пе-
риод – 50,1 и 21,2% соответственно, что в 3,6 раза чаще. Достоверные различия в доле лиц с патоло-
гическими значениями аналитов обнаружены во всех возрастных группах. Выявлены характерные 
иммунологические нарушения, проявляющиеся изолированными изменениями Т-клеточного звена 
или сочетанными дисфункциями Т- и В-лимфоцитов. Примечательно, что изолированные дефек-
ты В-клеточного иммунитета обнаружены не были, что указывает на ключевую роль Т-клеточного 
компонента в развитии изучаемых иммунопатологических изменений. В постпандемический период 
обнаружено снижение минимальных популяционных значений TREC в старших возрастных группах 
относительно допандемических показателей и парадоксальное увеличение нижнего популяционного 
уровня KREC на 50,5%. Проведенное исследование свидетельствует о значительном увеличении ча-
стоты патологических значений TREC и KREC в популяции, что, вероятно, отражает долгосрочные 
изменения иммунного статуса после перенесенного COVID-19. Выявленные изменения подчерки-
вают значимость постоянного мониторинга иммунологического статуса населения в постпандеми-
ческий период. Перспективным направлением дальнейших исследований представляется изучение 
временной динамики обнаруженных нарушений и разработка превентивных стратегий для миними-
зации отдаленных последствий COVID-19.

Ключевые слова: COVID-19, TREC, KREC, постпандемический период, вторичный иммунодефицит, long-COVID, 
лабораторная диагностика

INCREASED INCIDENCE OF ABNORMAL TREC/KREC LEVELS 
IS REVEALED IN VIRTUALLY HEALTHY INDIVIDUALS OVER 
THE POST-PANDEMIC PERIOD
Olkhovskaya A.Yu.a, Ostankova Yu.V.a, Saitgalina M.A.a, Egorova S.A.a, 
Shchemelev А.N.a, Drozd I.V.a, Zhimbaeva O.B.a, Danilova E.M.a, 
Milichkina A.M.a, Bashketova N.S.b, Buts L.V.a, Totolian Areg A.a
a Saint Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation  
b Federal Service for Supervision of Consumer Rights Protection and Human Wellbeing for St. Petersburg and Leningrad 
Region, St. Petersburg, Russian Federation 

Abstract. The COVID-19 pandemic has posed an unprecedented challenge to global public health. 
Poor clinical outcomes in COVID-19 were associated with a pathogenic triad of interrelated mechanisms: 
immune dysregulation, coagulopathy, and secondary immunodeficiency, which collectively establish a self-
perpetuating cycle of progressive multiorgan dysfunction. The failure of immune defense stems, in part, from T 
and B cell depletion due to immune resource exhaustion during acute infection. The extent of immune system 
impairment may be assessed by quantifying biomarkers of lymphocyte function: T cell receptor excision circles 
(TREC) and κ-deleting recombination excision circles (KREC) for T and B cells, respectively. The aim of our 
study was to evaluate the prevalence of abnormal TREC/KREC levels in peripheral blood among apparently 
healthy individuals during the post-pandemic period. We analyzed whole peripheral blood samples from 4,433 
apparently healthy adults (≥ 18 years), residents of St. Petersburg and Leningrad Region. The samples were 
collected during two population studies: June 15-21, 2020 (n = 717) and September 4-29, 2023 (n = 3,716). 
TREC/ KREC quantification was performed by means of real-time PCR with “TREC/KREC- AmpPS” 
commercial kit (St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russia) following manufacturer’s protocol. 
The prevalence of reduced TREC/KREC levels increased significantly from pre-pandemic (14.2% and 5.7%, 
respectively) to post-pandemic periods (50.1% and 21.2%, respectively), thus representing a 3.6-fold increase. 
The mentioned differences in pathological biomarker levels were observed across all age groups. Characteristic 
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immunological disturbances manifested as either isolated T cell deficiencies or combined T/B cell dysfunction, 
with no isolated B  cell defects detected, thus suggesting the pivotal role of T  cell impairment in observed 
immunopathological changes. Post-pandemic findings included decreased minimal population TREC values in 
older age groups and a paradoxical 50.5% increase in lower threshold KREC levels. Our findings demonstrate a 
substantially increased prevalence of abnormal TREC/KREC values, which seems to reflect long-term immune 
alterations following COVID-19. These changes underscore the critical need for the ongoing immunological 
surveillance in the post-pandemic era. Future research should focus on temporal dynamics of these disturbances 
and develop preventive strategies to mitigate long-term COVID-19 sequelae.

Keywords: COVID-19, TREC, KREC, post-pandemic period, secondary immunodeficiency, long-COVID, laboratory diagnostics

Введение
С момента первых официальных сообщений о 

случаях пневмонии неизвестного происхождения 
в Ухане (провинция Хубэй, Китай) в декабре 2019 
года прошло более пяти лет. Возбудителем забо-
левания был новый коронавирус – SARS- CoV- 2 
(Severe acute respiratory syndrome-related corona
virus-2), а вызываемая им болезнь получила на-
звание COVID-19 (Coronavirus Disease 2019). 
Первый случай заболевания COVID-19 в Санкт-
Петербурге был зафиксирован 2 марта 2020 г. [10]. 
Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) 
официально признала вспышку COVID-19 пан-
демией 11 марта 2020 года, а 5 мая 2023 года объя-
вила о завершении пандемического периода [49]. 
Этот временной отрезок стал беспрецедентным 
вызовом для глобального здравоохранения, по-
требовав мобилизации всех ресурсов междуна-
родного медицинского сообщества для проти-
водействия стремительному распространению 
инфекции. Коронавирусная инфекция явилась 
серьезным испытанием для человечества, оказав 
огромное влияние на здоровье миллионов людей. 
Окончание пандемического статуса ознаменова-
ло переход к долгосрочной стратегии контроля за 
циркуляцией вируса в популяции [10, 38].

Иммунная система играет ключевую роль в 
защите организма от инфекционных агентов, 
поддержании гомеостаза и восстановлении по-
вреждений после болезни. Исследования пато-
генеза COVID-19 показали, что вирус проника-
ет в клетки через рецептор ACE2, что объясняет 
поражение не только дыхательной системы, но 
и других органов (почек, сердца, нервной систе-
мы) [51]. При этом тяжелые формы заболевания 
связаны с чрезмерной активацией иммунного 
ответа, приводящей к цитокиновому шторму  – 
неконтролируемому выбросу провоспалитель-
ных молекул (IL-6, TNFα, IFNγ). Этот каскад 
реакций провоцирует системное воспаление, 
сопровождающееся массовым образованием 
микротромбов из-за гиперкоагуляции, инфиль-
трацией органов мононуклеарными клетками и 
выраженной лимфопенией  – критическим сни-

жением Т- и В-лимфоцитов, что резко ослабляет 
противовирусную защиту. Таким образом, клю-
чевыми факторами неблагоприятного прогноза 
при COVID-19 являются иммунопатологические 
реакции, коагулопатия и вторичный иммуноде-
фицит, формирующие порочный круг прогресси-
рующего повреждения органов  [1, 6, 27, 31, 36]. 
Реверсия лимфопении посредством восстановле-
ния лимфоцитарного пула способствует клини-
ческому улучшению при COVID-19 за счет нор-
мализации функций Т- и В-клеток, необходимых 
для формирования специфического противови-
русного иммунитета [29]. Отсутствие такого вос-
становления способствует развитию хронических 
воспалительных состояний и ослаблению защит-
ных функций иммунитета.

В связи с вышесказанным очевидно, что при-
чиной этого ослабления становится, в том числе, 
дефицит Т-лимфоцитов и В-лимфоцитов, воз-
никший в результате истощения ресурсов иммун-
ной системы во время острой стадии инфекции. 
Особенно страдает численность Т-клеточных 
клонов, важных для распознавания и уничтоже-
ния вирусов и опухолевых клеток. Исследования 
показывают, что недостаток Т-лимфоцитов со-
храняется у некоторых пациентов месяцами по-
сле завершения острой фазы заболевания  [21]. 
Еще одной причиной является дисфункция ре-
генеративных способностей костного мозга. 
Хроническое воспаление нарушает нормальное 
функционирование гемопоэтических стволовых 
клеток, замедляет образование новых кровяных 
клеток и снижает синтез зрелых иммунокомпе-
тентных клеток. Подобное состояние известно 
как «костномозговая недостаточность». Она вы-
ражается нехваткой белых кровяных телец и эри-
троцитов, повышая риск вторичных бактериаль-
ных инфекций и анемий [22, 28].

Оценить глубину поражения иммунной систе-
мы возможно посредством определения концен-
трации маркеров, отражающих функциональную 
активность Т- и В-лимфоцитов.

В процессе созревания Т-лимфоцитов при 
перестройке гена рецептора Т-клеток в тиму-
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се образуются кольцевые фрагменты ДНК  – 
Т-клеточные рецепторные эксцизионные кольца 
(T cell receptor excision circles, TREC) [37], кото-
рые служат индикатором продуктивности тире-
оидного выхода зрелых Т-лимфоцитов. Низкий 
уровень TREC свидетельствует о недостаточной 
выработке молодых Т-клеток, уменьшении попу-
ляции Т-лимфоцитов и снижении общей способ-
ности противостоять инфекционным агентам. 
Аналогично образуются в ходе формирования 
антигенраспознающих структур В-лимфоцитов 
Каппа рекомбинационные эксцизионные кольца 
(κ-deleting recombination excision circles, KREC), 
отражающие эффективность дифференцировки 
и продукцию плазматических клеток, выраба-
тывающих защитные антитела. Уровень KREC 
демонстрирует активность гуморального звена 
иммунитета, позволяя оценить степень защи-
щенности организма от повторных атак возбуди-
телей болезней. Концентрации TREC и KREC в 
крови являются чувствительными индикаторами 
стадии антиген-независимой дифференцировки 
клеток адаптивного иммунитета  [46]. Исходя из 
вышесказанного, количественная оценка уров-
ней TREC и KREC  – важнейшая методика для 
определения функциональной эффективности 
иммунитета. 

Ранее нами была показана информативность 
уровней TREC/KREC при ВИЧ-инфекции и 
COVID-19 [7, 12, 13]. Определение уровней TREC 
и KREC делает возможной не только раннюю ди-
агностику первичных иммунодефицитов [20], но 
и оценку готовности пациента к вакцинации, вы-
бор оптимальной лечебной тактики, оптимиза-
цию профилактических мероприятий и контроль 
качества восстановления иммунной системы по-
сле тяжелых заболеваний [33]. Таким образом, со-
временная лабораторная диагностика располага-
ет удобным и весьма доступным методом оценки 
состояния иммунитета использование которого 
позволяет существенно расширить диагности-
ческие возможности, способствуя оптимизации 
профилактических мероприятий, повышению 
точности диагностики, эффективности лечения 
и реабилитации пациентов, что, в целом, приво-
дит к совершенствованию качества медицинской 
помощи [14, 44]. Важнейшим аспектом примене-
ния данного метода выступает его предиктивный 
потенциал для раннего выявления групп риска. 
Снижение показателей TREC и/или KREC в этих 
группах служит прогностическим маркером по-
вышенного риска развития инфекционной пато-
логии и ассоциировано с высокой вероятностью 
тяжелого течения заболеваний.

В связи с вышесказанным целью настояще-
го исследования стала оценка представленности 
доли патологических значений TREC/KREC в 
периферической крови условно здоровых лиц в 
постпандемический период. 

Материалы и методы
Материалом служили образцы цельной пери-

ферической крови условно здоровых лиц от 18 лет 
и старше, проживающих на территории Санкт-
Петербурга и Ленинградской области, получен-
ные в рамках популяционного исследования в пе-
риод с 15 по 21 июня 2020 г. (717 человек), а также 
с 04 по 29 сентября 2023 г. (3716 человек) [8, 9, 10]. 
Критерием исключения добровольца из исследо-
вания в обеих группах являлось наличие диагно-
за иммунодефицит любого генеза, вирусный ге-
патит В, С, D, ВИЧ-инфекция, дополнительным 
критерием исключения для волонтеров 2020  г. 
было наличие острого заболевания COVID-19. 
На проведение данного исследования было полу-
чено согласие локального Этического комитета 
ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии 
им. Пастера (протоколы №  64 от 25.05.2020 г. и 
№ 86 от 17.08.2023 г.).

Взятие крови осуществляли в медицинском 
центре ФБУН «Санкт-Петербургский НИИ эпи-
демиологии и микробиологии имени Пастера» из 
локтевой вены в пробирку с консервантом ЭДТА 
с фиолетовой крышкой. Экстракцию суммарной 
фракции ДНК осуществляли из аликвот цельной 
крови с использованием коммерческого набора 
«НК-Магно-UltraPure-A» (НПФ «ЭПИТОП», 
Санкт-Петербург) и автоматической станции 
для выделения нуклеиновых кислот Auto-Pure 
96 (Allsheng, Китай), согласно инструкциям про-
изводителей. Для определения концентрации 
TREC и KREC проводили количественную Real-
time ПЦР c использованием коммерческого на-
бора TREC/KREC-AmpPS (НИИ им. Пастера, 
Санкт-Петербург, Россия) в соответствии с ин-
струкцией производителя [11, 14].

Статистическую обработку данных проводили 
с применением пакетов программного обеспе-
чения GraphPad Prizm 5 и Microsoft Excel 2010. 
Сравнительный анализ независимых выборок 
пациентов проводили с использованием крите-
риев Манна–Уитни, Краскела–Уоллиса и теста 
Данна. Редактирование выбросов и экстремаль-
ных значений выполняли с использованием про-
граммного обеспечения Deductor Academic 5.3 
(BaseGroup Labs) с применением метода опре-
деления выбросов и экстремальных значений по 
интерквартильной ширине (для выбросов – 1,5, 
для экстремальных значений 3). 
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ТАБЛИЦА 1. ДОЛЯ ПАТОЛОГИЧЕСКИХ ЗНАЧЕНИЙ TREC И KREC В ПОПУЛЯЦИИ В ДОПАНДЕМИЧЕСКИЙ 
И ПОСТПАНДЕМИЧЕСКИЙ ПЕРИОД

TABLE 1. PROPORTION OF PATHOLOGICAL TREC AND KREC VALUES IN THE POPULATION IN THE PRE-PANDEMIC 
AND POST-PANDEMIC PERIODS

Возраст
ные 

группы
Age 

groups 

Статисти
ческие 
показа

тели
Statistical 
indicators

Патологические уровни TREC
Pathological TREC levels

Патологические уровни КRЕC
Pathological KREC levels

Допандемический 
период

Pre-pandemic period

Постпандемический 
период

Post-pandemic period

Допандемический 
период

Pre-pandemic period

Постпандемический 
период

Post-pandemic period

18-29 лет
18-29 
years

Абс., (n)
Аbs, (n)

7 из 120
7 out of 120

195 из 619
195 out of 619

5 из 120
5 out of 120

105 из 619
105 out of 619

%, 95% 
ДИ:

%, 95% 
CI:

5,8%
(2,4-11,7%)

31,5%
(27,9-35,3%)

4,2%
(1,4-9,5%)

17,0%
(14,1-20,2%)

p-value:

χχ2 = 32,064, p < 0,0001, df = 1, 
OP = 7,424 (95% ДИ: 3,4-16,2)
χ2 = 32.064, p < 0.0001, df = 1, 
OR = 7.424 (95% CI: 3.4-16.2)

χχ2 = 12,000, p = 0,0005, df = 1, 
OР = 4,698 (95% ДИ: 1,9-11,8)
χ2 = 12.000, p = 0.0005, df = 1, 
OR = 4,698 (95% CI: 1.9-11.8)

30-39 лет
30-39 
years

Абс., (n)
Аbs, (n)

12 из 118
12 out of 118

258 из 649
258 out of 649

6 из 118
6 out of 118

132 из 649
132 out of 649

%, 95% 
ДИ:

%, 95% 
CI:

10,2%
(5,4-17,1%)

39,8%
(36,0-43,6%)

5,1%
(1,9-10,7%)

20,3%
(17,3-23,6%)

p-value:

χχ2 = 37,024, p < 0,0001, df = 1, 
OР = 5,829 (95% ДИ: 3,1-10,8)
χ2 = 37.024, p < 0.0001, df = 1, 
OR = 5.829 (95% CI: 3.1-10.8)

χχ2 = 14,729, p < 0,0001, df = 1, 
OР = 4,766 (95% ДИ: 2,1-11,1)
χ2 = 14.729, p < 0.0001, df = 1, 
OR = 4.766 (95% CI: 2.1-11.1)

40-49 лет
40-49 
years

Абс., (n)
Аbs, (n)

16 из 132
16 out of 132

306 из 655
306 out of 655

8 из 132
8 out of 132

154 из 655
154 out of 655

%, 95% 
ДИ:

%, 95% 
CI:

12,1%
(7,1-18,9%)

46,7%
(42,8-50,6%)

6,1%
(2,7-11,6%)

23,5%
(20,3-27,0%)

p-value:

χχ2 = 52,971, p < 0,0001, df = 1, 
OР = 6,357 (95% ДИ: 3,7-11,0)
χ2 = 52.971, p < 0.0001, df = 1, 
OR = 6.357 (95% CI: 3.7-11.0)

χχ2 = 19,412, p < 0,0001, df = 1, 
OР = 4,764 (95% ДИ: 2,3-10,0)
χ2 = 19.412, p < 0.0001, df = 1, 
OR = 4.764 (95% CI: 2.3-10.0)

50-59 лет
50-59 
years

Абс., (n)
Аbs, (n)

28 из 135
28 out of 135

322 из 619
322 out of 619

5 из 135
5 out of 135

135 из 619
135 out of 619

%, 95% 
ДИ:

%, 95% 
CI:

20,7%
(14,3-28,6%)

52,0%
(48,0-56,0%)

3,7%
(1,2-8,4%)

24,2%
(20,9-27,8%)

p-value:

χχ2 = 42,347, p < 0,0001, df = 1, 
OР = 4,143 (95% ДИ: 2,7-6,5)
χ2 = 42.347, p < 0.0001, df = 1, 
OR = 4.143 (95% CI: 2.7-6.5)

χχ2 = 22,846, p < 0,0001, df = 1, 
OР = 7,252 (95% ДИ: 2,9-18,1)
χ2 = 22.846, p < 0.0001, df = 1, 
OR = 7.252 (95% CI: 2.9-18.1)

60-69 лет
60-69 
years

Абс., (n)
Аbs, (n)

21 из 111
21 out of 111

411 из 618
411 out of 618

10 из 111
10 out of 111

150 из 618
150 out of 618

%, 95% 
ДИ:

%, 95% 
CI:

18,9%
(12,1-27,5%)

66,5%
(62,6-70,2%)

9,0%
(4,41-15,90%)

24,3%
(20,9-27,9%)
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Возраст
ные 

группы
Age 

groups 

Статисти
ческие 
показа

тели
Statistical 
indicators

Патологические уровни TREC
Pathological TREC levels

Патологические уровни КRЕC
Pathological KREC levels

Допандемический 
период

Pre-pandemic period

Постпандемический 
период

Post-pandemic period

Допандемический 
период

Pre-pandemic period

Постпандемический 
период

Post-pandemic period

60-69 лет
60-69 
years

p-value:

χχ2 = 86,298, p < 0,0001, df = 1, 
OР = 8,509 (95% ДИ: 5,1-14,1) 
χ2 = 86.298, p < 0.0001, df = 1, 
OR = 8.509 (95% CI: 5.1-14.1) 

χχ2 = 11,921, p = 0,0006, df = 1, 
OР = 3,237 (95% ДИ: 1,6-6,4)
χ2 = 11.921, p = 0.0006, df = 1, 
OR = 3.237 (95% CI: 1.6-6.4)

от 70 лет
70+ years

Абс., (n)
Аbs, (n)

18 из 101
18 out of 101

369 из 556
369 out of 556

7 из 101
7 out of 101

111 из 556
111 out of 556

%, 95% 
ДИ:

%, 95% 
CI:

17,8%
(10,9-26,7%)

66,4%
(62,3-70,3%)

6,9%
(2,8-13,8%)

20,0%
(16,7-23,5%)

p-value:

χχ2 = 81,217, p < 0,0001, df = 1, 
OР = 9,099 (95% ДИ: 5,3-15,6)
χ2 = 81.217, p < 0.0001, df = 1, 
OR = 9.099 (95% CI: 5.3-15.6)

χχ2 = 8,989, p = 0,0027, df = 1, 
OР = 3,350 (95% ДИ: 1,5-7,4)
χ2 = 8.989, p = 0.0027, df = 1, 
OR = 3.350 (95% CI: 1.5-7.4)

Всего
Total

Абс., (n)
Аbs, (n)

102 из 717
102 out of 717

1861 из 3716
1861 out of 3716

41 из 717
41 out of 717

787 из 3716
787 out of 3716

%, 95% 
ДИ:

%, 95% 
CI:

14,2%
(11,8-17,0%)

50,1%
(48,5-51,7%)

5,7%
(4,1-7,7%)

21,2%
(19,9-22,5%)

p-value:

χχ2 = 311,71, p < 0,0001, df = 1, 
OР = 6,049 (95% ДИ: 4,9-7,5)
χ2 = 311.71, p < 0.0001, df = 1, 
OR = 6.049 (95% CI: 4.9-7.5)

χχ2 = 93,565, p < 0,0001, df = 1, 
OР = 4,430 (95% ДИ: 3,2-6,1)
χ2 = 93.565, p < 0.0001, df = 1, 
OR = 4.430 (95% CI: 3.2-6.1)

Таблица 1 (окончание)
Table 1 (continued)

Для оценки распределения уровней TREC и 
KREC в постпандемический период определяли 
нижнюю и верхнюю границы, а также медиану 
целевых аналитов в популяции по аналогии с 
определением референсных интервалов прямым 
методом, согласно рекомендациям Международ-
ной федерации клинической химии (International 
Federation of Clinical Chemistry, IFCC) и Государ-
ственного стандарта (ГОСТ) Р 53022.3-2008  [2, 
19, 39], в соответствии с которым статистически 
достаточной является выборка, включающая 120 
практически здоровых человек, по результатам 
исследования которых рассчитывают 95% дове-
рительный интервал [3].

Результаты
Определено количественное содержание 

молекул TREC и KREC в каждом образце кро-
ви. Частота встречаемости сниженных уровней 
TREC и KREC в допандемический период соста-
вила 14,2% (n = 102 из 717, 95% ДИ: 11,8-17,0%) 
и 5,7% (n = 41 из 717, 95% ДИ: 4,1-7,7%), соот-
ветственно. Частота встречаемости сниженных 

уровней TREC и KREC в постпандемический пе-
риод составила 50,1% (n = 1861 из 3716, 95% ДИ: 
48,5-51,7%) и 21,2% (n  =  787 из 3716, 95% ДИ: 
19,9-22,5%) соответственно, что приблизительно 
в 3,6 (в 3,5 раза для TREC; в 3,7 раза для KREC) 
чаще, чем в допандемический период. В  табли-
це 1 приведены данные о частоте встречаемости 
сниженных уровней TREC и KREC в популяции 
в допандемический и постпандемический перио-
ды соответственно. 

На рисунке 1 представлены данные о частоте 
встречаемости сочетаний нормальных и патоло-
гических уровней молекул TREC и KREC в попу-
ляции в допандемический и постпандемический 
периоды. 

Очевидно увеличение доли патологических 
значений уровней TREC и/или KREC в постпан-
демический период в сравнении с допандеми-
ческим. Анализ данных выявил несоответствие 
между частотой патологических значений KREC 
в постпандемическом периоде, зарегистриро-
ванной в таблице 1, и их представленностью на 
рисунке 1Б. Это расхождение объясняется тем, 
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Рисунок 1. Доля патологических значений TREC и KREC в допандемический и постпандемический период
Примечание. А – TREC и/или KREC. Б – KREC. В – TREC. Г – TREC и KREC.
Figure 1. Proportion of pathological TREC and KREC values in the pre-pandemic and post-pandemic periods
Note. A, TREC and/or KREC. B, KREC. C, TREC. D,  both TREC and KREC.

Рисунок 2. Уровни TREC в зависимости от возраста 
обследуемых в постпандемический период
Figure 2. TREC levels depending on age in the post-pandemic 
period

Возрастные группы, лет
Age groups, years

18-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70+Всего:
All:

Возрастные группы, лет
Age groups, years

18-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70+Всего:
All:

Возрастные группы, лет
Age groups, years

18-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70+Всего:
All:

Возрастные группы, лет
Age groups, years

18-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70+Всего:
All:

Постпандемический период
Post-pandemic period

Допандемический период
Pre-pandemic period

80
70
60
50
40
30
20
10

0

%

6
5
4
3
2
1
0

%

25

20

15

10

5

0

%

60

50

40

30

20

10

0

%

А (А)

Г (D)

Б (B)

В (C) TREC

KREC

TREC и KREC
TREC and KREC

TREC и/или KREC
TREC and/or KREC

9,2 12,7
16,6

24,4 24,3
34,9

*

* * * *
* *

42,7
49,3 55,4

19,8

67,2 70,0

52,8

17,8

12,1

31,6

5,0

17,9

7,6

22,3

10,6

25,8
20,7

33,6

15,3

42,9

12,9

50,0

2,1

18,4

0,8

13,6

2,5

17,4

20,9

1,5
0,0

18,4

3,6

23,6

5,0

16,4*

*
*

*
*

* * *

*
*

* *
*

*

3,6
2,7

3,4 3,4
2,6

2,9

4,5

2,6

3,7
3,4

5,4

0,6

2,0

3,6

*

Возрастные группы, лет 
Age groups, years

(n  =  435) (n  =  398) (n  =  368) (n  =  312) (n  =  235) (n  =  218)
18-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70+

1567
901,1 565,1 424,9 185,0 101,4

TR
EC

, к
оп

ий
/10

5  кл
ет

ок
TR

EC
, c

op
ies

 pe
r 1

05  ce
lls

10000

8000

6000

4000

2000

0

что в большинстве случаев в постпандемический 
период сниженные показатели KREC сочета-
лись с низкими уровнями TREC, что привело к 
уменьшению доли изолированных нарушений 
KREC в отдельных исследуемых группах при ви-
зуализации данных. Проведенное исследование 
выявило характерные иммунологические нару-
шения, проявляющиеся либо изолированными 
изменениями Т-клеточного звена, либо соче-
танными дисфункциями Т- и В-лимфоцитов. 
Примечательно, что изолированные дефекты 
В-клеточного иммунитета обнаружены не были, 
что указывает на ключевую роль Т-клеточного 
компонента в развитии изучаемых иммунопато-
логических изменений.

На рисунках 2 и 3 представлено распределение 
значений TREC и KREC в популяции в постпан-
демический период, в зависимости от возрас-
та волонтеров, цифрами отмечены медианы для 
каждой возрастной группы.
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Рисунок 3. Уровни KREC в зависимости от возраста 
обследуемых в постпандемический период
Figure 3. KREC levels depending on age in the post-pandemic 
period

Рисунок 4. Размах значений уровней TREC по 
возрастным группам («ящики с усами», обозначены 
перцентили 2,5-97,5, указаны медианы)
Figure 4. Range of TREC levels by age group (“box-and-
whisker plot,” showing percentiles 2.5-97.5, medians indicated)

Рисунок 5. Размах значений уровней KREC 
по возрастным группам («ящики с усами», обозначены 
перцентили 2,5-97,5, указаны медианы)
Figure 5. Range of KREC levels by age group (“box-and-
whisker plot,” showing percentiles 2.5-97.5, medians indicated)

Нормальность распределения полученных 
числовых значений в каждой возрастной группе 
проверяли с помощью двух критериев: Колмо-
горова–Смирнова и Шапиро–Уилка. Согласно 
проведенному анализу, ни в одной из выборок 
распределение числовых данных не подчинялось 
закону нормального распределения. Все после-
дующие статистические расчеты были выполне-
ны с применением инструментов непараметри-
ческой статистики. 

За основу были взяты данные, полученные 
от 3716 условно здоровых волонтеров, перед 
проведением статистического анализа было вы-
полнено удаление выбросов (превышение в 1,5 
раза интервала межквартильного размаха) и экс-
тремальных значений (превышение в 3 раза ин-
тервала межквартильного размаха) отдельно для 
каждой возрастной группы. Полученные в ре-
зультате диаграммы размаха значений TREC и 
KREC в перечисленных группах изображены на 
рисунках 4 и 5. 

При анализе полученных уровней TREC, 
для сравнения медиан использовали Критерий 
Краскела–Уоллиса. Данный тест, позволяющий 
проверить гипотезу о равенстве медиан всех вы-
борок, показал наличие статистически значимых 
различий между исследуемыми группами (сте-
пень различия между выборками: H(2)  =  537,2, 
p  <  0,0001). Полученные результаты свидетель-
ствует о том, что медианы по крайней мере двух 
групп из анализируемых различаются. В связи с 
вышесказанным, для уточнения, какие именно 
группы отличаются друг от друга, использовали 
тест Данна. Различие между группами 40-49 лет 
и 50-59 лет и между 60-69 лет и 70+ лет оказалось 
не значимым (p  >  0,05), однако при сравнении 
всех остальных групп были выявлены значитель-
ные различия (p < 0,001 для всех попарных груп-
повых сравнений).

При апостериорном сравнении с примене-
нием критерия Манна–Уитни достоверные раз-
личия были выявлены для всех пар групп при 
последовательном сравнении (p <  0,05) за исклю-
чением сравнения возрастных групп 40- 49 лет и 
50-59 лет, p = 0,0910.

Учитывая наблюдаемое увеличение частоты 
патологических значений TREC в популяции в 
постпандемический период и отсутствие одно-
значных данных о возможности восстановления 
исходных показателей TREC у пациентов после 
COVID-19, представляется обоснованной необ-
ходимость дальнейшей определения динамики 
состояния.

За нижнюю и верхнюю границы в выделенных 
группах были приняты 2,5 и 97,5 перцентиль, со-
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ТАБЛИЦА 2. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ПОПУЛЯЦИОННЫХ УРОВНЕЙ TREC (КОПИЙ/105 КЛЕТОК) У ЛЮДЕЙ РАЗНЫХ 
ВОЗРАСТНЫХ ГРУПП, ОПРЕДЕЛЕННЫЕ В ДОПАНДЕМИЧЕСКИЙ И ПОСТПАНДЕМИЧЕСКИЙ ПЕРИОДЫ

TABLE 2. DISTRIBUTION OF POPULATION-LEVEL TREC CONCENTRATIONS (COPIES PER 105 CELLS) IN DIFFERENT AGE 
GROUPS DETERMINED IN THE PRE-PANDEMIC AND POST-PANDEMIC PERIODS

Возрастные 
группы

Age groups 

Допандемический период
Pre-pandemic period

Постпандемический период
Post-pandemic period

n Медиана
Median 

Нижняя 
граница

Lower 
boundary

Верхняя 
граница

Upper 
boundary

n Медиана
Median 

Нижняя 
граница

Lower 
boundary

Верхняя 
граница

Upper 
boundary

18-29 лет
18-29 years  108 553,3 44,91 2135 393 1426 41,31 6282

30-39 лет
30-39 years  101 252,7 23,6 1597 357 776,4 33,43 4113

40-49 лет
40-49 years  111 191,3 18,27 1098 320 386,3 6,17 2492

50-59 лет
50-59 years  103 131,1 13,98 1543 277 343,5 5,495 2475

60-69 лет
60-69 years  88 74,87 12,54 1715 205 144,3 0,985 1331

от 70 лет
70+ years  79 44,71 11,43 683,1 186 65,71 0,8403 883,8

ТАБЛИЦА 3. ПОПУЛЯЦИОННЫЙ УРОВЕНЬ KREC (КОПИЙ/105 КЛЕТОК) У ЛЮДЕЙ СТАРШЕ 18 ЛЕТ

TABLE 3. POPULATION LEVEL OF KREC (COPIES PER 105 CELLS) IN INDIVIDUALS AGED 18 YEARS AND OLDER

Допандемический период
Pre-pandemic period

Постпандемический период
Post-pandemic period

Число 
волонтеров, n

Number 
of volunteers, n

Медиана
Median 

Нижняя 
граница

Lower 
boundary 

Верхняя 
граница

Upper 
boundary

Число 
волонтеров, n

Number 
of volunteers, n

Медиана
Median 

Нижняя 
граница

Lower 
boundary 

Верхняя 
граница

Upper 
boundary

676 385,7 49,9 1478 2826 1102 75,1 3848

ответственно, согласно международным стандар-
там [2, 19, 39]. В таблице 2 приведены возрастные 
группы и распределение популяционных уров-
ней TREC в допандемический и постпандемиче-
ский периоды.

На фоне регистрируемого роста отклонений 
показателей KREC от нормы в постпанедмиче-
скую эпоху и, как и в случае TREC, неопреде-
ленности относительно долгосрочной динамики 
аналита у перенесших COVID-19, представляется 
обоснованным проведение ревизии распределе-
ния его уровней в условно-здоровой популяции.

Достоверных различий при проведении срав-
нительного анализа уровней KREC между воз-
растными группами с применением критерия 

Краскела–Уоллиса и теста Данна выявлено не 
было.

Исходя из вышесказанного, уровни KREC 
постпандемического периода рассчитывали для 
всей выборки без деления на возрастные группы. 
В таблице 3 представлены полученное медианное 
значение, а также границы нормы у людей стар-
ше 18 лет.

Обсуждение
Помимо непосредственно острого инфекци-

онного процесса, значительная часть переболев-
ших COVID-19 сталкивается с долгосрочными 
последствиями, известными как постковидный 
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синдром (long-COVID), состоянием, характе-
ризующимся длительным течением симптомов 
COVID-19, продолжающихся более 12 недель по-
сле первичного заболевания. При этом недоста-
точность Т- и В-клеточных звеньев иммунитета 
может сохраняться в течение длительного време-
ни  [30]. Симптомы long-COVID могут включать 
усталость, одышку, боли в мышцах и суставах, 
проблемы с концентрацией внимания (так на-
зываемый «мозговой туман»), нарушение сна, 
головную боль, потерю вкуса и запаха, тревогу и 
депрессию, а также нарушения сердечно-сосуди-
стой системы и органов дыхания [15, 21, 18]. 

По данным ВОЗ, около трети переболевших 
COVID-19 лиц сообщают о длительном сохра-
нении симптомов после выписки из больницы. 
Причины развития long-COVID пока недоста-
точно изучены, однако предполагается, что это 
связано с иммунологическими реакциями орга-
низма, повреждением тканей вирусом, хрониче-
скими воспалительными процессами и наруше-
нием регуляции иммунной системы [41]. В ходе 
исследования когорты медицинских работников 
в Израиле было установлено, что даже у полно-
стью вакцинированных против SARS-CoV-2 
людей сохраняется риск развития long-COVID 
после прорывной инфекции, что подчеркивает 
необходимость дальнейшего изучения поствак-
цинальных осложнений и долгосрочных послед-
ствий COVID-19 [17].

Патогенетическую основу длительных по-
ствирусных нарушений функциональной ак-
тивности иммунной системы при long-COVID 
составляет комбинация ключевых факторов: 
глубокого истощения лимфоидного пула и дис-
регуляции гемопоэза. Первая причина связана с 
длительным сохранением повышенной продук-
ции провоспалительных цитокинов. Остаточные 
следы хронического воспаления способствуют 
угнетению иммунного ответа и препятствуют 
быстрому восстановлению пораженных тканей и 
органов. Постоянная секреция воспалительных 
молекул, таких как IL-6, TNFα и IFNγ, отрица-
тельно сказывается на функциональности лей-
коцитов и провоцирует развитие хронической 
усталости  [50]. Массивная антигенная нагрузка 
в острой фазе COVID-19 приводит к клональ-
ному истощению Т-лимфоцитов, особенно ци-
тотоксических CD8+ клеток и Т-хелперов, что 
подтверждается длительным сохранением лим-
фопении у реконвалесцентов. Одновременно 
хроническое воспаление, опосредованное перси-
стирующей вирусной РНК и цитокиновым дис-
балансом, индуцирует функциональные измене-

ния в нише гемопоэтических стволовых клеток. 
Это выражается в подавлении сигнальных путей 
(включая JAK-STAT и NF-κB), регулирующих 
пролиферацию и дифференцировку, что ведет 
к развитию миелоидного смещения и недоста-
точному восполнению лимфоидных клеточных 
популяций. Возникающая в результате панцито-
пения создает условия для развития вторичных 
иммунодефицитных состояний с повышенной 
восприимчивостью к инфекциям и неопластиче-
ским процессам.

В ходе исследования была определена доля 
сниженных значений TREC и/или KREC. Доля 
лиц с нормальными уровнями TREC и KREC 
среди условно здоровых добровольцев в сентябре 
2023 г. составила 47,2%, что практически вдвое 
ниже в сравнении с допандемическим показате-
лем (82,2%). Полученные данные согласуются с 
тем фактом, что SARS-CoV-2 непосредственно 
воздействует на тимус и костный мозг, нарушая 
процесс образования новых Т- и В-клеток  [25]. 
Даже после достижения клинической ремиссии 
у пациентов сохраняются признаки персистиру-
ющего воспалительного процесса и нарушения 
иммунорегуляторных механизмов. Ранее нами 
было показано нарушение функционирования 
Т-клеточного звена приобретенного иммуните-
та у пациентов после перенесенной коронави-
русной инфекции, что может быть тесно связано 
с процессами созревания и дифференцировки 
Т-клеток в тимусе [4]. Было отмечено, что группы 
лиц, перенесших коронавирусную инфекцию, в 
сравнении с контрольной группой, имели дли-
тельное сохранение сниженного относительного 
содержания CD4+Т-клеток (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 (701 кл/1 мкл 
(478-807) против 1005 кл/1 мкл (700-1419) при 
р = 0,020 и 876 кл/1 мкл (661-1046) при р = 0,008 
соответственно), а также более высокие пока-
затели CD8+Т-лимфоцитов (29,4% (20,7-39,7) и 
26,5% (21,1-32,7), против 21,3% (17,1-26,0), при 
p = 0,024 и р = 0,026 соответственно) [4].

Долговременные последствия тяжелого те-
чения COVID-19 заключаются в стойких нару-
шениях функционирования адаптивного звена 
иммунной системы, включая формирование 
значительного количества неспособных полно-
ценно функционировать CD8+T-клеток  [16]. 
У  пациентов с тяжелым эпизодом коронавирус-
ной инфекции в анамнезе, спустя шесть месяцев 
после выздоровления, наблюдается резкое со-
кращение числа наивных CD8+T-клеток, игра-
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ющих важную роль в формировании первичного 
иммунного ответа  [47]. Высокий уровень исто-
щенных CD8+ клеток ассоциирован с тяжестью 
течения COVID-19 и ухудшением исходов бо-
лезни  [34], а уменьшение численности наивных 
CD8+ лимфоцитов отмечается сразу после пере-
несенной коронавирусной инфекции  [26]. Ука-
занные изменения способны негативно влиять 
на способность организма противостоять новым 
инфекционным агентам, злокачественным ново-
образованиям и способствовать хронизации вос-
палительных реакций, что значительно усложня-
ет реабилитационный процесс и требует особого 
внимания в процессе медицинского сопровожде-
ния пациента.

Как уже упоминалось выше, переболевшие 
COVID-19 часто сталкиваются с различными 
хроническими симптомами постковидного син-
дрома, а также со сбоями в работе иммунной 
системы  [15, 18, 21]. Такие пациенты нередко 
сталкиваются с повторными бактериальными 
и грибковыми инфекциями, обусловленными 
ослабленным иммунитетом. Несмотря на то, 
что основная часть лонгитюдных исследований 
была посвящена пациентам с тяжелым течени-
ем COVID-19, современные научные данные [23, 
24, 35, 42, 45] демонстрируют наличие разноо-
бразных проявлений long-COVID и у лиц, пере-
несших инфекцию в легкой или субклинической 
форме. При этом у данной категории пациентов 
наблюдаются менее выраженные изменения им-
мунного профиля и патогенетических механиз-
мов. 

Известно, что SARS-CoV-2 вызывает значи-
тельные изменения в составе лимфоцитов, при-
водящие к снижению выработки зрелых лим-
фоцитов. С помощью проточной цитометрии I. 
Kwiecień и соавт. провели оценку иммунологиче-
ского профиля пациентов с COVID-19 с интер-
стициальными поражениями на рентгенограм-
ме грудной клетки и без таковых в сравнении с 
условно здоровыми лицами. В группе с измене-
ниями на рентгенограмме отмечен значительно 
более высокий процент плазмобластов и более 
низкий процент CD4+ лимфоцитов в сравне-
нии с двумя другими группами. У пациентов с 
положительным рентгенологическим статусом 
COVID-19 наблюдалась также более низкая доля 
эффекторных CD4+Т-клеток, наивных CD8+Т-
клеток и более высокая доля клеток центральной 
памяти CD4+ и эффекторных CD8+Т-клеток по 
сравнению с контрольной группой [32].

Вышеуказанные изменения иммунологиче-
ских параметров свидетельствуют о необходимо-

сти пересмотра существующих подходов к оценке 
функционального состояния иммунной системы 
у перенесших COVID-19 лиц.

В настоящем исследовании повышение числа 
лиц с патологическими уровнями TREC и/или 
KREC свидетельствует о продолжительном вли-
янии SARS-CoV-2 на состояние иммунной си-
стемы. Снижение функциональной активности 
иммунной системы, проявляющееся в виде де-
фицита образования новых Т- и В-лимфоцитов, 
способствующего ухудшению гуморального и 
клеточного звеньев иммунитета, создает основу 
для развития постковидного синдрома. 

Несмотря на увеличение доли лиц с патологи-
ческими уровнями TREC и/или KREC, настоя-
щее исследование показало необходимость диф-
ференцированной оценки постпандемических 
популяционных уровней TREC для разных воз-
растных групп и единой оценки для KREC лицам 
18 лет и старше. Однако при этом продемонстри-
рована трансформация популяционных диапазо-
нов TREC и KREC в постпандемический период. 
Были обнаружены следующие ключевые изме-
нения: снижение минимальных популяционных 
значений TREC в старших возрастных группах 
относительно допандемических показателей и 
парадоксальное увеличение нижнего популяци-
онного уровня KREC на 50,5% (75,1 копий/105 
клеток по сравнению с допандемическим уров-
нем 49,9 копий/105 клеток).

Расширение нижних уровней TREC можно 
объяснить функциональным снижением количе-
ства клеток памяти. Основной задачей Т-клеток 
CD8+ является, как известно, устранение ин-
фицированных вирусами клеток  [5]. Развитие 
Т-клеток, как CD4+, так и CD8+, происходит в 
тимусе, откуда выходят недавние клетки-эми-
гранты тимуса (Recent thymic emigrants, RTE) и 
направляются во вторичные лимфоидные орга-
ны (селезенку и лимфатические узлы)  [37]. Со-
зревание RTE приводит к образованию зрелых 
наивных Т-клеток, которые после контакта с 
антигеном трансформируются в эффекторные 
и центральные клетки памяти. Эффекторные 
Т-лимфоциты устраняют инфицированные ви-
русом клетки, в то время как центральные клетки 
памяти активируются после контакта с другим 
антигеном и становятся эффекторными клетка-
ми памяти или центральными клетками памяти. 
Зрелые клетки CD4+ в основном играют роль в 
активации, пролиферации и дифференцировке 
цитотоксических Т-лимфоцитов CD8+ и стиму-
ляции В-лимфоцитов к образованию специфи-
ческих антител. То есть, перенесенная вирусная 
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инфекция может вызывать стойкое снижение 
уровня TREC, что свидетельствует о возможном 
долгосрочном или перманентном нарушении 
иммунной реконституции. Данное предположе-
ние находит косвенное подтверждение в выяв-
ленной возрастной динамике изменений: если 
нижние границы значений TREC в группах 18-29 
и 30-39 лет остались практически неизменны-
ми, то в старших возрастных группах зафикси-
рованы статистически значимые отклонения. 
Эти результаты согласуются с ранее опублико-
ванными данными, свидетельствующими об от-
сутствии значимых различий в уровнях TREC 
между инфицированными SARS-CoV-2 и здо-
ровыми лицами молодого возраста (18-29 лет), а 
также сообщавшими о существовании возраст-
ассоциированного роста частоты тяжелых форм 
COVID-19, который коррелирует со снижением 
показателей TREC [13].

Если изменение нижних уровней TREC лег-
ко объяснить результатом влияния COVID-19, 
приводящим к длительному снижению уровней 
Т-лимфоцитов, то увеличение нижнего уровня 
KREC требует дальнейших исследований. 

Анализ международных публикаций выявил 
работы, в которых зарегистрированные рефе-
ренсные диапазоны существенно превышали 
показатели, полученные в настоящем исследо-
вании. Так, L. Shakerian и соавт. в 2019 г. обсле-
довали 133 условно здоровых добровольцев из 
Ирана, выделив две возрастные группы: 15- 35 лет 
(n = 83) и от 35 лет (n = 50). Для указанных групп 
были определены диапазоны TREC и KREC (ко-
пий/3,2 мм образца крови): для группы 15-35 лет 
диапазон уровня TREC составил 29  ±  23  ко-
пий/3,2 мм образца крови, диапазон уровня 
KREC составил 24  ± 16 копий/3,2 мм образца 
крови; для группы от 35 лет диапазон уровня 
TREC – 0-35 копий/3,2 мм образца крови, диа-
пазон уровня KREC – 29 ±22 копий/3,2 мм об-
разца крови [43].

В исследовании J.S.Y. Kwok и соавт. в 2020 г. 
были определены уровни TREC и KREC у 185 
взрослых условно здоровых доноров (90 мужчин 
и 95 женщин; медианный возраст: 44,1 года), жи-
телей Гонконга. Референтные интервалы были 
установлены для 5-ти возрастных групп: 19-30 лет 
(уровень TREC: 12-20831 копий/106 клеток, уро-
вень KREC: 1-3063), 31-40 лет (уровень TREC: 
10-8436 копий/106 клеток, уровень KREC: 2-6098 
копий/106 клеток), 41-50 лет (уровень TREC: 
7-6644 копий/106 клеток, уровень KREC: 4-7363 
копий/106 клеток), 5-60 лет (уровень TREC: 0 и 
0 копий/106 клеток, уровень KREC: 3-5566 ко-

пий/106 клеток) и от 61 года, (уровень TREC: 0 
и 0 копий/106 клеток, уровень KREC: 1-2907 ко-
пий/106 клеток)  [33]. В данном исследовании, 
ввиду малочисленности выборки, не проводили 
редактирование выбросов и экстремальных зна-
чений, что может быть причиной полученных от-
личий между проведенным нами исследованием 
и исследованием в 2020 году. Другой причиной 
могла оказаться пандемия короновируса, начав-
шаяся в 2019 году в Китае, так как достоверно из-
вестно, что данная вирусная инфекция влияет на 
функциональную активность иммунной систе-
мы [47, 48]. 

Расхождения между полученными нами зна-
чениями и данными вышеописанных исследо-
ваний, вероятно, обусловлены недостаточным 
размером выборки в указанных работах, что 
не соответствует требованиям международных 
стандартов для достоверного установления, за-
явленных авторами референсных интервалов. 
Наблюдаемые различия в уровнях аналитов мо-
гут отражать комплексное влияние региональ-
ных факторов, включая экологические условия 
(как природные, так и антропогенные), а также 
этнодемографические особенности популяций. 
При интерпретации полученных данных следует 
учитывать, что такая мультифакторная обуслов-
ленность требует тщательного анализа при со-
поставлении результатов между регионами, осо-
бенно при наличии значимых различий в уровне 
загрязнения окружающей среды или этническом 
составе исследуемых групп.

Тем не менее ни описанные результаты, ни 
возможные причины различий не объясняют по-
вышение нижней границы KREC при одновре-
менном увеличении доли лиц с патологически 
низкими его уровнями. Однако можно предпо-
ложить, что к такому эффекту приводит принци-
пиальное участие В-клеток в противовирусном 
иммунном ответе. Генерации функционирую-
щих В-клеток предшествует выход переходных 
В-лимфоцитов из костного мозга. Они мигриру-
ют в периферические лимфоидные органы и в ко-
нечном итоге развиваются в наивные В-клетки. 
Под воздействием антигена наивные В-клетки 
преобразуются в В-клетки памяти или плазмо-
бласты, созревающие до плазматических клеток, 
основной функцией которых является интенсив-
ная выработка антител. Таким образом, вирусная 
инфекция индуцирует активацию иммунного от-
вета, сопровождающуюся усиленной пролифе-
рацией B-лимфоцитов. Маркером повышенной 
активации зрелых B-клеток становится пиковое 
(транзиторное?) повышение уровня KREC.
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Косвенным подтверждением предположений 
о причинах изменения в постпандемическом 
периоде нижних границ уровней TREC (сниже-
ние) и KREC (повышение) являются результаты 
исследования, показавшего, что активация как 
CD4+/CD8+Т-клеток, так и В-клеток, различает-
ся у наивных и переболевших COVID-19 людей 
на протяжении 11-месячного постинфекционно-
го периода [46].

Таким образом, патоген-индуцированные из-
менения могли вызвать модификацию диапазо-
нов TREC и KREC, что требует оценки необходи-
мости пересмотра ранее принятых нормативных 
значений, так как только адекватно рассчитан-
ные референсы позволяют определить степень 
функциональной недостаточности иммунной 
системы, способность организма к возобновле-
нию нормального синтеза зрелых лимфоцитов, а 
также оценить стабилизацию иммунологических 
изменений после перенесенного заболевания. 
Однако открытым остается вопрос сохранения 
новых уровней TREC и KREC в популяции на 

протяжении следующих лет, что требует дальней-
ших популяционных исследований в динамике.

Заключение
Проведенное исследование свидетельствует о 

значительном увеличении частоты патологиче-
ских значений TREC и KREC в популяции, что, 
вероятно, отражает долгосрочные изменения им-
мунного статуса после перенесенного COVID-19. 
Полученные данные указывают на рост доли лиц 
с потенциально нарушенной иммунной функци-
ей, что может ассоциироваться с повышенным 
риском инфекционных и других заболеваний, 
связанных с иммунной недостаточностью. 

Выявленные изменения подчеркивают зна-
чимость постоянного мониторинга иммунологи-
ческого статуса населения в постпандемический 
период. Перспективным направлением даль-
нейших исследований представляется изучение 
временной динамики обнаруженных нарушений 
и разработка превентивных стратегий для мини-
мизации отдаленных последствий COVID-19.
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20 июля 2025 года исполнилось 85 лет со дня рождения Владимира Александровича Козлова – од-
ного из крупнейших советских и российский иммунологов, академика Российской академии наук, 
профессора, доктора медицинских наук, заведующего кафедрой клинической иммунологии Ново-
сибирского государственного медицинского университета, научного руководителя Научно-иссле-
довательского института фундаментальной и клинической иммунологии (НИИФКИ), заведующего 
лабораторией клинической иммунопатологии этого же института. 

Владимир Александрович родился в городе Новосибирске. В 1963 году окончил Новосибирский 
государственный медицинский институт. С 1963 года он последовательно прошел путь ординатора, 
аспиранта, младшего и старшего научного сотрудника, заведующего лабораторией, заместителя ди-
ректора по научной работе, директора института, заместителя председателя Сибирского отделения 
Российской академии медицинских наук.

В 1969 году Владимир Александрович защитил диссертацию на соискание ученой степени канди-
дата медицинских наук по теме «Постэмбриональные и пострадиационные сдвиги в иммунокомпе-
тентной ткани животных разных генотипов», в 1981 году им была защищена докторская диссертация 
на тему «Гуморально-клеточные уровни регуляции основных этапов антителогенеза».

В 1986 году Владимиру Александровичу было присвоено звание «профессор» по специальности 
«аллергология и иммунология», в 1994 году – избран членом-корреспондентом Российской академии 
медицинских наук (РАМН) по специальности «Иммунология», в 2002 году – действительным членом 
(академиком) РАМН по специальности «Иммунология».

Важнейшими трудовыми достижениями Владимира Александровича являются многолетние мас-
штабные комплексные исследования по следующим направлениям:

1 page

КОЗЛОВ ВЛАДИМИР АЛЕКСАНДРОВИЧ  
(К 85-ЛЕТИЮ СО ДНЯ РОЖДЕНИЯ)

Фото Игоря Парфенова
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–	 молекулярно-генетические основы регуляции процессов дифференцировки, активации и 
пролиферации клеток иммунной системы;

–	 интегративная роль иммунной системы во взаимодействии с основными регуляторными си-
стемами организма;

–	 клеточные и молекулярно-генетические механизмы формирования иммунопатологических 
состояний при развитии основных заболеваний человека.

С именем В.А. Козлова связано развитие фундаментальных исследований в области регуляции 
иммунного гомеостаза во взаимодействии с нервной, эндокринной и кроветворной системами в нор-
ме и патологии. 

Владимир Александрович внес большой вклад в развитие экспериментальной иммунологии. Им 
были выявлены разнонаправленные конкурентные механизмы регуляции пролиферации и диффе-
ренцировки стволовых кроветворных клеток, а также впервые в мире выдвинута и обоснована гипо-
теза об участии полипотентных стволовых кроветворных клеток в формировании иммунного ответа.

Впервые в мире В.А. Козловым с сотрудниками описаны иммунорегуляторные функции эритро-
идных клеток. По результатам этих исследований в 1990 году Госкомитетом СССР по делам изобрете-
ний зарегистрировано открытие «Явление регуляции гуморального иммунного ответа гетерогенной 
популяцией клеток эритроидного ряда». Впоследствии из эритробластов был выделен иммуноде-
прессивный фактор, обладающий ингибирующим эффектом на пролиферацию В-лимфоцитов.

Под руководством В.А. Козлова разработан новый иммуноактивный препарат, не имеющий ана-
логов в России и за рубежом, – Hb (цепь гемоглобина) со свойствами модулятора эритро- и иммуно-
поэза. Обоснована возможность применения нового ингибитора пролиферации стволовых кровет-
ворных клеток (Hbb, а также входящего в его состав пептида PN951) в качестве химиопротекторного 
средства.

В последние десятилетия под руководством В.А. Козлова инициированы и успешно ведутся до 
настоящего времени работы по созданию принципиально нового класса препаратов для лечения ос-
новных заболеваний человека на основе биомедицинских клеточных продуктов. Среди наиболее пер-
спективных разработок можно отметить: клеточные продукты на основе генно-модифицированных 
T-клеток для терапии онкологических заболеваний  (CAR-T, TCR-T, TCR-подобные CAR-Т клетки); 
дендритно-клеточные вакцины в лечении онкологических, инфекционных и аутоиммунных заболе-
ваний; М2-макрофаги и секретируемые ими продукты в лечении нейропатологии и психоневрологи-
ческих расстройств; Т-клеточные вакцины в лечении аллергических и аутоиммунных  заболеваний;  
стволовые клетки костного  мозга в лечении цирроза печени, травматических  повреждений спинного 
и головного мозга, ишемии нижних конечностей. 

Можно сказать, что именно благодаря идейному руководству Владимира Александровича фун-
даментальные и прикладные разработки в области клеточных технологий стали визитной карточкой 
НИИФКИ, а Клиника иммунопатологии – единственным в Сибири клиническим учреждением, 
специализирующимся на лечении больных с нарушениями функций иммунной системы, в том числе 
и с помощью внедренных методов иммунотерапии.

Одним из направлений деятельности института является проведение, поисковых и прикладных 
исследований, направленных на развитие новых методов иммунодиагностики, иммунопрофилакти-
ки и иммунотерапии. В связи с распространением коронавирусной инфекции COVID-19, вызванной 
SARS-CoV-2, которая стала одним из самых значительных вызовов не только для здравоохранения, 
но и для научных учреждений страны, при кураторстве В.А. Козлова в НИИФКИ был разработан и 
запатентован новый способ лечения и реабилитации пациентов с хроническими постковидными на-
рушениями обоняния, основанный на интраназальном введении пациентами секреторных факторов 
собственных макрофагов. Данный подход позволил восстановить обоняние у пациентов с продолжи-
тельностью такого вида расстройств более 12 месяцев.

В.А. Козлов обогатил науку новыми представлениями о закономерностях функционирования им-
мунной системы как целостного образования. Системный подход позволил получить ряд уникальных 
данных о механизмах иммунорегулирующего действия гормонов, нейромедиаторов и нейропепти-
дов, о механизмах нейроэндокринной регуляции функций макрофагов. Его неутомимая энергия и 
жажда новых идей позволяет развивать направления и воплощать перспективные проекты. Одним из 
таковых в последние годы является изучение тимуса и основ его функционирования на протяжении 
всей жизни человека. В основу новой концепции академика положен тот факт, что тимус выступает 
не только инициатором иммунопатогенеза аутоиммунных и онкологических заболеваний, но и про-
лонгатором инфекционных болезней, аллергических и других состояний организма, особое место в 
которых занимает процесс старения. Владимир Александрович ставит тимус как центральный орган 
иммунной системы во главу угла, делая акцент на необходимости лечения не «периферии» иммунной 
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системы, а ее «центра» – тимуса. Если мы этому научимся, то можно будет подумать не только о лече-
нии, но и излечении многих заболеваний.

Под руководством В.А. Козлова сформировалась школа высококвалифицированных исследовате-
лей в области иммунологии. Им подготовлено более 70 докторов и кандидатов наук. В течение ряда 
лет В.А. Козлов является председателем защитного диссертационного совета 24.1.184.01 (Д 001.001.
XX) по специальности 3.2.7. Иммунология; главным редактором журналов «Клеточная транспланто-
логия и тканевая инженерия» и «Традиционная медицина. Восток и Запад», заместителем главного 
редактора журнала «Цитокины и воспаление», членом редакционных коллегий журналов «Бюлле-
тень СО РАМН», «Медицинская иммунология» (Санкт-Петербург), «Аллергология и иммунология», 
«Клеточные технологии в биологии и медицине», членом редакционного совета журнала «Россий-
ский иммунологический журнал» (Москва), членом редакционного совета журнала «Иммунология» 
(Москва).

В.А. Козлов является почетным вице-президентом Российского научного общества иммунологов 
(РНОИ), президентом Ассоциации специалистов клинических иммунологов и клеточных технологов, 
вице-президентом Education Instruction Committee of World Federation of Chinese Medicine Societies, 
почетным членом The World Immunopathology Organization (WIPO), приглашенным профессором в 
Тяньцзиньском университете традиционной китайской медицины.

Огромны заслуги В.А. Козлова в преподавании иммунологии и усилиях выделить иммунологию 
в самостоятельную научную дисциплину. Он является заведующим кафедрой иммунологии ФМПЗ 
ИМТ Новосибирского государственного университета (НГУ) и инициатором создания курсов «Им-
мунология» и «Клеточные технологии» в этом университете. 

В.А. Козлов – автор и соавтор более 1250 научных публикаций, в том числе 15 монографий, 7 ру-
ководств и учебников. Им получено 36 патентов, 9 авторских свидетельств, 1 диплом на открытие. 

Владимир Александрович удостоен премии РАМН им. Н.И. Пирогова, почетного знака им. акад. 
РАМН В.И. Иоффе; является кавалером золотого почетного знака «Общественное признание»; ему 
присвоено почетное звание «заслуженный ветеран Сибирского отделения РАН»; награжден золотой 
медалью Российского научного общества иммунологов, государственной премией Правительства 
Российской Федерации в области образования, знаком отличия «За заслуги перед Новосибирской 
областью» и знаком «Отличник здравоохранения». 

В эти юбилейные дни все иммунологи России присоединяются к многочисленным поздравлениям 
в адрес академика В.А. Козлова и желают ему творческого долголетия и активной работы на благо 
клинической и фундаментальной иммунологии.
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Статьи представляются в  редакцию через систе-
му электронного издательства (http://mimmun.ru)  
в  соответствии с  требованиями журнала «Меди-
цинская иммунология» и «Инструкцией по подго-
товке и отправке статьи», представленной на сайте.

С 2016 г. в журнале публикуются статьи на рус-
ском и на английском языках. 

В журнал принимаются следующие виды публи-
каций:

Оригинальная статья
Статья должна описывать результаты закончен-

ного исследования. Допускается объем статьи до 20 
машинописных страниц, включая рисунки, табли-
цы. Статья должна содержать: 1) введение; 2) мате-
риалы и методы; 3) результаты исследований; 4) об-
суждение результатов; 5) благодарности. 

•	� Введение содержит обоснование цели и задач 
проведенного исследования. 

•	� Материалы и методы могут излагаться в виде 
отдельных фрагментов с  короткими подза-
головками. Все нетрадиционные модифи-
кации методов должны быть описаны с  до-
статочной степенью подробности. Для  всех 
используемых в работе реактивов, животных, 
клеточных культур и т. д. необходимо точно 
указывать производителей и/или источники 
получения (с  названиями страны, фирмы, 
института).

•	� Результаты описываются в логической после-
довательности в виде отдельных фрагментов, 
разделенных подзаголовками, без элементов 
обсуждения, без повторения методических 
подробностей, без дублирования цифровых 
данных, приведенных в таблицах и рисунках.

•	� В  обсуждении проводится детальный анализ 
полученных данных в сопоставлении с дан-
ными литературы, что служит обоснованием 
выводов и заключений авторов.

•	� Раздел «Благодарности» не  является обяза-
тельным, но крайне желателен. В  этом раз-
деле авторы могут выразить признательность 
организации, субсидировавшей проведе-
ние исследований, коллегам, консультиро-
вавшим работу в  процессе ее выполнения  
и/или  написания, а  также техническому 
персоналу за  помощь в  выполнении иссле-
дований. Благодарности за  предоставление 
специфических реактивов или  оборудова-
ния, как  правило, помещаются в  разделе 
«Материалы и методы».

Краткие сообщения
Журнал публикует небольшие по объему статьи, 

которые имеют безусловную новизну и значимость. 
Эти статьи проходят ускоренное рецензирование 
и  публикуются в  короткие сроки. Общий объем 
краткого сообщения ограничен 8 машинописны-
ми страницами, количество рисунков и/или таблиц 
не  может быть более 3, а  список использованных 
литературных источников не должен превышать 15. 
Титульный лист оформляется, как  описано выше. 

Разделы краткого сообщения аналогичны вышео-
писанным разделам оригинальной статьи, но не вы-
деляются заголовками и подзаголовками, результа-
ты могут быть изложены вместе с обсуждением. 

Обзорные статьи и лекции
Обзорные статьи и лекции в основном заказы-

ваются редакцией или  могут быть рекомендованы 
одним из  членов редколлегии. Более подробную 
информацию о  правилах оформления этих статей 
можно узнать в редакции

Библиографические стандарты описания 
цитируемых публикаций
Описание статьи из журнала:

Варюшина Е.А., Александров Г.В., Сазоно-
ва  Т.А., Симбирцев А.С. Изучение влияния мест-
ного применения рекомбинантного человече-
ского интерлейкина-1β на репарацию язвенных 
повреждений слизистой оболочки желудка // Ци-
токины и воспаление, 2012. Т. 11, № 1. С. 64-69. 
[Varyushina  Е.А., Аlexandrov G.V., Sazonova Т.А., 
Simbirtsev А.S. Study of the effect of local application 
of recombinant human interleukin-1β in the repair 
of ulcerative lesions of gastric mucosa. Tsitokiny i 
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no. 1, pp. 64-69. (In Russ.)]

Описание статьи из книги (монографии):
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Примеры правильного оформления англоязычных 
ссылок:
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Goodman J.W., Parslow T.G. Immunoglobulin 
proteins. Basic and Clinical Immunology. Ed. 
Stites  D.P., Terr A.I., Parslow T.G., Appletion and 
Lange, 1994, pp. 66-79.

Ссылки на  литературные источники в  тексте 
статьи, в рисунках и таблицах обозначаются араб-
скими цифрами в  квадратных скобках [1, 2, 3,...]. 
не допускаются ссылки на диссертации, авторефе-
раты диссертаций, публикации в сборниках, мето-
дические документы местного уровня. Количество 
источников не ограничено. В каждой ссылке при-
водятся все авторы работы. Неопубликованные 
статьи в список не включаются.

Обозначения, сокращения и единицы измерения
Для сложных терминов или названий, наиболее 

часто используемых в тексте статьи, можно ввести 
(в круглых скобках после первого упоминания пол-
ного названия термина) не более 3–5 нетрадицион-
ных сокращений. Узаконенные международными 
номенклатурами сокращения используются в соот-
ветствующей транскрипции. Например, для терми-
на «интерлейкин» используется сокращение «IL», 
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а не русскоязычный вариант «ИЛ»; аналогично это-
му используются сокращения: «TNF», а не «ТНФ» 
или «ФНО»; «CD», а не «СД». Названия микроор-
ганизмов приводятся в  оригинальной транскрип-
ции с использованием курсива (E. coli, Streptococcus 
pyogenes). Единицы измерения приводятся без точ-
ки после их сокращенного обозначения (с, ч, см, 
мл, мг, kDa и т.д.), регламентированного междуна-
родными правилами.

Оформление иллюстративного материала
Иллюстративный материал должен быть ориги-

нальным, то есть ранее нигде не опубликованным. 
Общее количество иллюстраций (таблиц и  рисун-
ков) не  должно превышать восьми. При большем 
количестве иллюстраций их публикация оплачива-
ется автором. Публикация цветных иллюстраций 
(независимо от их количества) также оплачивается 
автором. Весь иллюстративный материал присыла-
ется в двух экземплярах и на диске в виде отдель-
ных файлов.

Размеры иллюстраций:
•	 максимальная высота – 210 мм
•	� максимальная ширина для 1 столбца – 82 мм, 

для 2 столбцов – 170 мм
Таблицы. Каждая таблица печатается на отдель-

ном листе (в отдельном файле на диске) через 2 ин-
тервала. Нумерация таблиц дается арабскими циф-
рами отдельно от  нумерации рисунков (графиков 
и фотографий). Название печатается над таблицей. 
Весь текст на русском языке, содержащийся в таб
лице, включая единицы измерения, должен быть 
переведен на английский язык; при этом перевод 
следует помещать в ячейку с соответствующим рус-
ским текстом отдельной строкой. Название табли-
цы и текст примечания к ней также должны быть 
переведены на английский язык и приведены под 
русским текстом с новой строки. Для пометок в та-
блицах следует использовать одну или  несколько 
(*). Пояснения печатаются после соответствующе-
го количества (*) под таблицей. Единицы измере-
ния, при необходимости, включаются в заголовки 
строк или столбцов.

Рисунки (графики и фотографии). В тексте статьи 
названия рисунков (графиков, фотографий) и  та-
блиц размещаются сразу после абзаца, где на  них 
дается первая ссылка. Все рисунки нумеруются по-
следовательно арабскими цифрами по мере их ис-
пользования в  тексте статьи. Названия рисунков 
и  подписи к  ним выносятся в  виде списка на  от-
дельную страницу. В  списке указываются: номер 
рисунка, название (с большой буквы), текст приме-
чаний (для микрофотографий должно быть указано 
увеличение). Подписи к рисункам даются краткие, 
но достаточно информативные. Названия рисунков 
и примечаний к ним, нарисуночные подписи, текст 
легенды должны быть переведены на английский 
язык и размещены под соответствующим текстом 
с новой строки. На  обороте каждой иллюстрации 
подписывается фамилия первого автора, название 
статьи и порядковый номер. Для публикации в жур-
нале принимаются только оригиналы фотографий 
(не  ксерокопии) хорошего качества, максималь-
но приближенные к  вышеуказанным размерам. 

Фотографии не должны иметь больших полей, т. е. 
фотографический материал должен занимать всю 
площадь фотографии. Рисунки могут быть пред-
ставлены в  графических форматах с  расширением 
.tiff (разрешение не менее 300 dpi при 100% масшта-
бе), .eps или .ai. Изображения, встроенные в доку-
менты Word, не принимаются. Графики и диаграм-
мы предоставляются вместе с таблицами, на основе 
которых они были созданы, или с численными обо-
значениями показателей, отображаемых соответ-
ствующими графическими элементами (столбика-
ми, секторами и т.п.) в виде файлов с расширениями 
.doc или, предпочтительнее, .xls.

Плата за публикацию статей
При соблюдении правил публикация статей 

в  журнале «Медицинская иммунология» является 
бесплатной для  авторов и  учреждений, в  которых 
они работают. Редакция может потребовать опла-
ту в следующих случаях: 1) за публикацию цветных 
иллюстраций; 2) при большом количестве иллю-
стративного материала (свыше 8 иллюстраций).

Подготовка статей
Для представления статьи авторы должны под-

твердить нижеследующие пункты. Статья может 
быть отклонена, если она им не соответствует.

А.	� Направляя статью в журнал, авторы гаранти-
руют, что поданные материалы не  были ра-
нее опубликованы полностью или по частям, 
в любой форме, в любом месте или на любом 
языке. Также авторы гарантируют, что статья  
не представлена для рассмотрения и публи-
кации в другом журнале. С момента приня-
тия статьи к печати в журнале «Медицинская 
иммунология» приведенный в ней материал 
не может быть опубликован авторами полно-
стью или по частям в любой форме, в любом 
месте и  на любом языке без согласования 
с  руководством журнала. Исключением мо-
жет являться: 1) предварительная или после-
дующая публикация материалов статьи в виде 
тезисов или короткого резюме; 2) использо-
вание материалов статьи как  части лекции 
или обзора; 3) использование автором пред-
ставленных в журнал материалов при напи-
сании диссертации, книги или монографии. 
Воспроизведение всего издания или  части 
любым способом запрещается без письмен-
ного разрешения издателей. Нарушение за-
кона будет преследоваться в  судебном по-
рядке. Охраняется Законом РФ № 5351-1 
«Об  авторском праве и  смежных правах» 
от 09.07.93 г.

Б.	� Файл отправляемой статьи представлен 
в формате .doc, .docx, .rtf.

В.	� Помимо файла со  статьей, предоставлены 
следующие файлы:
1) �Файл с  метаданными (при загрузке в  си-

стему ему присваивается имя «Метадан-
ные»):

•	�Фамилия, имя, отчество, ученая степень, 
ученое звание, должность автора, ответ-
ственного за  дальнейшую переписку с  ре-
дакцией (на русском и английском языках).

•	�Название учреждения, где работает ответ-
ственный автор (в  русском и  официально 
принятом английском вариантах).
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•	�Почтовый адрес для переписки с указани-
ем почтового индекса (на  русском и  анг
лийском языках).

•	�Телефон, факс (с  указанием кода страны 
и города), e-mail.

•	�Фамилия и  инициалы остальных соавто-
ров, их ученые степени, ученые звания, 
должности.

•	�Полное название статьи, направляемой 
в редакцию.

•	�Количество страниц текста, количество ри-
сунков, количество таблиц.

•	�Указать, для какого раздела журнала пред-
назначена работа: оригинальные статьи, 
лекции, обзоры, «точка зрения», краткие 
сообщения, новые иммунологические ме-
тоды, случаи из  практики, дневник имму-
нолога, книжное обозрение.

•	�Дата отправления работы.
2) �Отсканированная копия  файла с метадан-

ными, подписанная всеми авторами (при 
загрузке в систему ему присваивается имя 
«Подписи авторов»)

3) �Титульный лист (при загрузке в  систему 
ему присваивается имя «Титульный лист»), 
по форме:

• �название статьи (без использования каких-
либо сокращений)  (на  русском и  англий-
ском языках);

• �Фамилия, имя, отчество, ученая степень, 
ученое звание, должность всех авторов 
(полностью)  (на  русском и  английском 
языках);

• �подразделение и  учреждение, в  котором 
выполнялась работа (если в  работе уча-
ствовали авторы из  разных учреждений, 
это должно быть отмечено звездочка-
ми)  (в  русском и  официально принятом 
английском вариантах);

• �сокращенное название статьи для верхнего 
колонтитула (не более 35 символов, вклю-
чая пробелы и знаки препинания) (на рус-
ском и английском языках);

• �не менее 6 ключевых слов на русском и анг
лийском языках;

• �адрес для переписки с указанием телефона, 
номера факса и адреса e-mail.

4) Резюме (при загрузке в систему ему при-
сваивается имя «Резюме»). Предоставляется  
в  виде одного абзаца без ссылок и  специ
фических сокращений. Объем – не  менее 
300 слов. Резюме в  полном объеме пред-
ставляется также в  переводе на  английский 
язык. В отдельных случаях, по решению ре-
дакционной коллегии, может быть затребо-
ван развернутый вариант резюме на англий-
ском языке.
5) Рисунки, если они есть - каждый отдель-
ным файлом (при загрузке в  систему каж-
дому рисунку  присваивается имя «Рисунок. 
Название рисунка (где название рисунка соот-
ветствует содержащемуся в  файле рисунку. 
Порядковый номер рисунка»)

6) Файл в формате .doc, .docx., rtf, с названи-
ями рисунков

7) Таблицы, если они есть - каждая отдель-
ным файлом (Название каждой таблицы 
должно быть приведено заголовком в файле 
с самой таблицей)

8) Файл с  цитируемой литературой (при за-
грузке в систему ему присваивается имя «Ли-
тература»), по  следующей форме: таблица 
из  четырех столбцов (альбомная ориента-
ция), где:

Порядковый 
номер ссылки

Авторы, назва-
ние публикации 
и источника, где 
она опублико-
вана, выходные 
данные

ФИО, название 
публикации 
и источника 
на английском

Полный ин-
тернет-адрес 
(URL) цитиру-
емой статьи

Размещаются 
в таблице 
в алфавитном 
порядке, вна-
чале русско
язычные, затем 
на языках 
с  латинской 
графикой

Указывать 
по библио-
графическому 
стандарту, пред-
ставленному 
выше

Официальное 
англоязыч-
ное название 
публикации 
и источника, 
где она опу-
бликована 
- для русско-
язычных ста-
тей. В редких 
случаях, когда 
не существует 
официальных 
англоязычных 
названий (это 
возможно 
для таких 
типов публи-
каций, как те-
зисы, книги 
и др.) - редак-
ция просит 
предоставить 
их перевод, 
используя 
красный 
цвет шрифта. 
Для англоязыч-
ных публикаций 
и источников 
в этом столбце 
ставится про-
черк

В том случае, 
если инфор-
мация о статье 
не размещена 
на офици-
альном сайте 
издания, 
допустимо 
использовать 
URL статьи 
со сторонних 
сайтов, в том 
числе системы 
www.e-library.ru 

Текст должен быть набран с  одинарным меж-
строчным интервалом; используется кегль шрифта 
в 14 пунктов; для выделения используется курсив, 
а  не подчеркивание; все ссылки на  иллюстрации, 
графики и  таблицы расположены в  соответствую-
щих местах в тексте, а не в конце документа.

Текст соответствует стилистическим и  библио-
графческим требованиям.

Если вы отправляете статью в  рецензируемый 
раздел журнала, то  вы согласны с  требованиями 
слепого рецензирования, подробнее о  котором 
можно узнать на сайте журнала (http://mimmun.ru) 
из рубрики Рецензирование, в разделе «О Журнале».
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Рисунок 2. Схема конструкции CAR анти-GD2 второго поколения
Figure 2. Schematic diagram of the second-generation CAR anti-GD2 design
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Рисунок 3. Активация репортерной линии Jurkat-NFAT-GFP в тесте с клетками-мишенями
Figure 3. Activation of the Jurkat-NFAT-GFP reporter line in a test with target cells
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