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PECULIARITIES OF CHILDREN'S HORMONAL PROFILE 
WITH ALLERGOPATHOLOGY IN  DIFFERENT 

ECOLOGICAL CONDITIONS

Semenova I. N.. Rafikova Yu.S., Tlyauberdina A. Z.f 
Drovosekova I.V.

The thyreotrophins and hydrocortisones concentration was researched from the children who had 
different content of IgE from 1 to 17 years old living in South Ural of Republic Bashkortostan. The areas 
include both the pollution bubbles (Sibay city) and countryside (favorable living zones). Findings of inves­
tigation showed that children with high IgE concentration living around pollution bubbles had increased 
activity of pituitary-adrenal axis and thyreotrophins and hydrocortisone’s concentration. The children 
with high IgE concentration living in countryside had decreased thyreotrophins and hydrocortisone’s 
concentration because of reduction pituitary-adrenal axis and it’s accompanied by adaptation’s abnormal­
ity in response to forming of allergic process.
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В рамках данного исследования проводится анализ уровня экспрессии CD27, CD28, 
CD56, CD57, CD161 и CD279 (PD-1) CD3+CD4+ лимфоцитами периферической крови. С ис­
пользованием проточной цитофлуориметрии были выделены популяции «наивных» кле­
ток (CD45RA+CD62L+), клеток центральной (CD45RA~CD62L+) и эффекторной (CD45RA' 
CD62L") памяти, а также «терминально-дифференцированные» CD45RA-no3HTHBHbie 
эффекторные клетки (CD45RA+CD62L-). Показано, CD27 и CD28 представлены на поверх­
ности практических всех «наивных» клеток и клеток центральной памяти. Уровень экспрес­
сии CD56 и CD57 возрастал от клеток с фенотипом CD45RA+CD62L+ к CD45RA+CD62L~ 
клеткам. CD161 и CD279 (PD-1) лучше всего были представлены на клетках эффекторной 
памяти.

Ключевые слова: проточная цитофлуориметрия, Т-хелперы, эф ф екторны е клетки, 
CD27, CD28, CD161.CD57

Введение. В настоящее время существует 
множество подходов для анализа Т-хелперов 
периферической крови [3]. Одни основаны 
на исследовании функциональных особен­
ностей Т-клеток и предполагают определение 
спектра синтезируемых клетками цитокинов, 
в основе других находится оценка уровня экс­

прессии ключевых транскрипционных факто­
ров или спектра рецепторов, определяющих 
пути миграции или «хоуминг» клеток [4]. Вме­
сте с тем, эти методические приемы позволяют 
оценить только эффекторные свойства, кото­
рыми, например, вовсе не обладают незрелые 
или «наивные» Т-хелперы, только что покинув­
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шие тимус и не прошедшие антиген-зависимой 
дифференцировки, или которые слабо вы ра­
жены у клеток центральной памяти [8]. П оэ­
тому весьма перспективным представляется 
анализ CD3+CD4+ лимфоцитов с точки зрения 
их уровня дифференцировки, что позволяет 
оценить экспрессию эффекторных молекул 
на Т-хелперах, находящихся на различных 
стадиях созревания. В проточной цитофлуо- 
риметрии для этого применяют моноклональ­
ные антитела против различных изоформ 
CD45 и таких молекул «хоуминга» как CD62L 
или CCR7 [1,2]. Самыми незрелыми клетка­
ми с фенотипом CD45RA+CD62L+ являются 
«наивные» Т-хелперы. CD3+CD4+ лимфоциты, 
прошедшие антиген-зависимую дифференци- 
ровку в периферических лимфоидных органах 
и, как следствие активации, утратившие спо­
собность к экспрессии CD45RA, но все еще 
несущие на своей поверхности адгезионную 
молекулу CD62L или хемокиновый рецептор 
CCR7, относятся к клеткам центральной па­
мяти (СМ). Т-хелперы, негативно окрашиваю­
щиеся антителами против CD45RA и CD62L, 
формируют популяцию клеток эффекторной 
памяти (ЕМ). Отдельного внимания заслу­
живают CD3+CD4+ лимфоциты с фенотипом 
CD45RA+CD62L_, получившие название «тер­
минально-дифференцированных» CD45RA- 
позитивных эффекторных клеток (TEMRA), 
составляющие в периферической крови услов­
но здоровых доноров менее 1-2% от общего 
числе Т-хелперов и, по-видимому, являющие­
ся финальной стадией созревания Т-хелперов, 
хотя в норме большая часть клеток покидает 
циркуляторное русло еще на стадии ЕМ.

Целью данного исследования было изу­
чение экспрессии некоторых регуляторных 
и эффекторных молекул CD3+CD4+ лимфоци­
тами периферической крови различного уров­
ня дифференцировки.

М атериалы и методы. Объектом исследо­
вания служила венозная кровь, полученная 
путем пункции периферической вены и со­
бранная в вакуумные пробирки с добавлени­
ем К3ЭДТА. В рамках данного исследования 
было обследовано 52 условно здоровых донора 
(29 мужчин и 23 женщин) в возрасте 18-65 лет 
(32,32±1,56). Все исследования выполнены 
с информированного согласия испытуемых 
и в соответствии с Хельсинкской декларацией 
Всемирной ассоциации «Этические принципы 
проведения научных медицинских исследова­

ний с участием человека» с поправками 2000 г. 
и «Правилами клинической практики в Рос­
сийской Федерации», утвержденными Прика­
зом М инздрава РФ от 19.06.2003 г. № 266.

Для выявления Т-хелперов использовали 
антитела против CD3 (клон UCHT1) и CD4 
(клон 13В8.2), для разделения CD3+CD4+ лим­
фоцитов на отдельные субпопуляции ис­
пользовали антитела против CD45RA (клон 
2H4LDH11LDB9 (2Н4)) и CD62L (клон DREG56). 
На выявленных популяциях «наивных» Т-хел­
перов (CD45RA+CD62L+), Т-хелперах цен­
тральной (CD45RA~CD62L+) и эффекторной 
(CD45RA~CD62L+) памяти, а также TEMRA 
(CD45RA+CD62L') определяли уровни экс­
прессии CD27 (клон 1A4CD27), CD28 (клон 
CD28.2), CD56 (клон N901 (NKH-1)), CD57 
(клон N CI), CD161 (клон HP-3G10) и CD279 
(клон ЕН12.2Н7). Окраску антителами произ­
водили по методикам, рекомендованным про­
изводителями. Использовали антитела про­
тив CD161 и CD279 производства BioLegend 
(США), все остальные антитела -  производства 
Beckman Coulter (США). Удаление эритроци­
тов из образцов проводили по безотмывочной 
технологии с использованием лизирующего 
раствора VersaLyse (кат. № А09777), к 975 мкл 
которого ex tempera добавляли 25 мкл фикси­
рующего раствора IOTest 3 Fixative Solution 
(кат. № А07800). После разрушения эритроци­
тов образцы однократно отмывали избытком 
физиологического раствора при 330g в течение 
7 минут. Анализ образцов проводили на про­
точном цитофлуориметре Navios™ (Beckman 
Coulter, США), оснащенном тремя диодными 
лазерами 405, 488 и 638 нм. Обработку цитоф- 
луориметрических данных проводили при по­
мощи программ Navios Software v.1.2 и Kaluza™ 
v.1.2 (Beckman Coulter, США). Статистиче­
скую обработку проводили при помощи про­
граммного обеспечения Statistica 8.0 (StatSoft, 
США). Результаты приводили в виде средне­
го и ошибки среднего. Нормальность распре­
деления показателей в полученных выборках 
проверялась при помощи теста Колмогорова- 
Смирнова (для п>50). Результаты приводили 
в виде среднего и ошибки среднего. Сравнение 
уровней экспрессии основных регуляторных 
и эффекторным молекул Т-хелперами различ­
ных стадий дифференцировки проводили при 
помощи f-критерия Стьюдента.

Результаты и обсуждение. Одной из важ ­
нейших функций молекулы CD27, принадле-
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жащей к семейству TXFR, является защ ита ак­
тивированных «наивных» Т-киеток и Т-клеток 
памяти от апоптоза за  счет усиления экс­
прессии анти-апоптотмческях белков в ядре 
клетки через сигнальные каскады, связанные 
с активаций NF-kB и JXK. Поэтому данный 
антиген традиционно рассматривается в ка­
честве маркера «не эффекторных» клеток, ко­
торым для активации и формирования клона 
антиген-специфических клеток необходим 
CD70 [4]. Именно поэтому подавляющее боль­
шинство «наивных - Т-хелперов и Т-хелперов 
центральной памяти (рис., А), единственным 
ответом которых на активацию Т-клеточного 
рецептора антигеном, презентируемым АПК, 
несут на своей поверхности CD27 (99,79±0,05% 
и 94,98±0,32%, соответственно). По мере 
дальнейшей дифференцировки и приобрете­
нию эффекторных свойств уровень экспрес­
сии данной молекулы постепенно снижается 
до 71,41±1,39% в рамках популяции с фено­
типом CD45RA~CD62L“ и 72,52±3,53% среди 
Т-хелперов TEMRA.

Аналогичные тенденции были отмечены 
при анализе уровня экспрессии еще одной 
важнейш ей костимуляционной молекулы -  
CD28 (рис., Б), уровень которой также сни­
жался по мере дифференцировки Т-хелперов. 
В случае лимфоцитов с фенотипами CD45RA+ 
CD62L+ и CD45RA~CD62L+ почти 100% клеток 
экспрессировали CD28. При переходе к клет­
кам эффекторной памяти содержание CD28+ 
лимфоцитов в рамках данной популяции до­
стоверно снижалось до 92,51 ±1,25% (р<0,001), 
а при переходе к CD45RA*CD62L~CD3+CD4+ 
падало до 75,64±3,58% (р=0,01). CD28 относит­
ся к иммуноглобулиновому суперсемейству 
и представляет собой трансмембранный го- 
модимерный гликопротеин с молекулярной 
массой каждой цепи около 44 кДа, в составе 
цитоплазматического домена которых содер­
жатся четыре остатка тирозина необходимые 
для фосфорилированы в случае связывания 
с белками семейства В7. Кроме CD28, в группу 
костимулирующих молекул на данный момент 
также входят CTLA-4 (CD152), ICOS, PD-1, 
BTLA. Если связывание CD28 и ICOS с лиган­
дами преимущественно повышает активацию 
Т-клеток, то связывание CTLA-4, PD-1 и BTLA 
с лигандами оказывает янгибирукмцее во з­
действие [16].

В ходе проведенного яты щ м иняя нами 
был оценен уровень экспрессия PD-1 (CD279),

также относящегося к семейству CD28/CTLA-4/ 
ICOS, но, как уже было отмечено выше, об ­
ладающего ингибиторным эффектом. PD-1 
на Т-клетках является антагонистом сигналов, 
полученных, в первую очередь, от Т-клеточного 
рецептора [7]. Считается, что низкое аффинное 
взаимодействие TcR со специфическим анти­
геном в комплеске с молекулами MHC-II прак­
тически полностью нивелируется эффектами 
от взаимодействия PD-1 со своими лиганда­
ми на поверхности антиген-презентирующей 
клетки. Наличие дополнительных костимули­
рующих сигналов от АПК посредством взаи­
модействия молекул семейства В7 и CD28, 
а также наличие в окружающей среде IL-2, 
снижает эффективность ингибирующего дей­
ствия PD-1. Активация PD-1 сопровождается 
снижением эффективности фосфорилирова- 
ния (-субъединицы рецепторного комплекса 
CD3, ZAP-70 и PKC0 [13]. Все эти эффекты до­
стигались за счет наличия в составе внутри­
клеточного домена PD-1 последовательности 
ITSM. Именно PD-1 при помощи вторичных 
посредников снижает эффективность фос- 
форилирования киназы Akt, блокируя CD28- 
зависимую активацию фосфатидилинозитол 
3-киназы. Возможно именно поэтому экс­
прессия PD-1 постепенно возрастает от по­
пуляции «наивных» Т-хелперов, где данный 
антиген обнаруживается лишь на 3,93±0,34% 
клеток (рис., Е), к популяции клеток эф ф ек­
торной памяти, когда PD-1 представлен уже 
на 64,25±1,61% лимфоцитов.

Высокий уровень PD-1 характерен и для 
клеток центральной памяти, так как он де­
тектируется на мембране почти половины 
лимфоцитов с фенотипом CD45RACD62L* 
(46,65±1,67%). Снижение экспрессии данной 
молекулы на поверхности клеток TEMRA 
может рассматриваться как переход Т-хелпе- 
ров в эффекторную фазу дифференцировки. 
Так, фенотип Т-лимфоцитов (как CD3+CD4+, 
так и CD3+CD8+, причем, для последнего это 
будет более корректно и оправданно) цен­
тральной памяти можно описать как CCR7+ 
C D 2 7 +C D 2 8 +C D 45R A -C D 57-K L R G 1-PD 1-, 
в ходе дальнейшей дифференцировки и пе­
реходе к клетки эф ф екторной памяти они 
приобретаю т фенотип клеток эф ф ектор­
ной памяти CCR7~CD27+/'C D 28+/'CD45RA 
CD57+/'K L R G l+/'P D r ,  тогда как диф ф ерен­
цированные эффекторные клетки популяции 
TEMRA описываются как CCR7'CD27~CD28~
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CD45RA+CD57+KLRG1+PD1+/- [8]. Более того, 
PD-1 очень часто рассматривается как молеку­
ла, наличие которой свидетельствует о слабой 
способности клеток отвечать пролиферацией 
на неспецифические стимуляторы в условиях 
in vitro. Такой поход позволяет рассматривать 
PD-1, равно как и CD57, анализ экспрессии ко­
торого будет приведен ниже, в качестве мар­
кера поздней дифференцировки и клеточного 
«старения» Т-лимфоцитов.

Что же касается CD57, то этот углеводный 
эпитоп, также известный в качестве HNK1 
или LEU7 или L2, представлен как на поверх­
ности Т-клеток, так и натуральных киллеров 
периферической крови, где он рассматрива­
ется в качестве одного из основных маркеров 
клеточной зрелости [9]. Более того, в случае 
цитотоксических клеток уровень экспрессии 
этого антигена на поверхности клеточной 
мембраны находился в прямой зависимости 
от уровней перфорина и гранзимов, локали­
зованных в составе цитолитических гранул 
цитоплазмы клеток [5]. В ходе собственных 
исследований (рис., Г) было показано, что 
уровень CD57 возрастал в линии «наивные» 
Т-хелперы (менее 1%) -  клетки центральной 
памяти (менее 1%) -  клетки эффекторной па­
мяти (6,92±1,36%), достигая своего максимума 
в рамках популяции TEMRA (19,97±4,56%). Та­
ким образом, можно сделать вывод о том, что 
по мере дифференцировки CD4+ и CD8+ Т-кле­
ток наблюдалось увеличение числа количества

клеток, экспрессирующих CD57, от популяции 
«наивных» к популяции TEMRA. Параллельно 
с появлением CD57 уменьшается длина тело- 
меров и снижается теломеразная активность 
клеток [11]. Экспрессия CD57 на Т-хелперах 
также сопровождается снижением пролифе- 
ративной активности и увеличением уровня 
спонтанного апоптоза в условиях in vitro [12].

Сходные с экспрессией CD57 тенденции были 
отмечены при анализе уровня CD56 на Т-хел­
перах различного уровня дифференцировки, 
что позволяет рассматривать CD56 в качества 
одного из маркеров поздних стадий дифферен­
цировки Т-хелперов (рис., В). Так, на «наивных» 
CD3+CD4+ лимфоцитах и Т-хелперах централь­
ной памяти данный антиген практически 
не обнаруж ивался (0,32±0,09% и 0,23±0,06%, 
соответственно). На весьма незначительном 
уровне -  1,77±0,41% -  он был представлен 
на Т-хелперах с фенотипом CD45RACD62L", 
но при переходе к популяции TEMRA относи­
тельное содержание С056-позитивных клеток 
возрастало до 5,81+2,04%. Данные литературы 
свидетельствуют о том, что среди Т-хелперов 
CD56 обнаруж ивается на популяции, ко- 
экспрессирующей CD8 (CD4+CD8dim), с фено­
типом CD27"CD45R0+CD62L'CD95+ [17]. Поми­
мо CD56 часть Т-хелперов данной популяции 
несет на поверхности еще и CD57, а в цито­
плазматических гранулах содержит перфорин, 
однако точные функции данной популяции 
остаются до сих пор мало исследованными.

naive TEMRA naive TEMRA naive TEMRA

Рисунок. Экспрессия регуляторных и эффекторных молекул CD3’CD4* лимфоцитами периферической крови раз­
личного уровня дифференцировки.
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Гистограммы А-Е -  относительное со­
держание клеток, эксн ресш рувщ н х  на сво­
ей поверхности CD27, CD2&, CD56, CD57, 
CD161 и CD279 (PD -1), в  пределах популя­
ций Т-хелперов различного уровня диф ф е­
ренцировки, соответственно. «Наивные» 
Т-хелперы -  N *CD45RA'CD62L~), Т-хелперы 
центральной -  CM (CD45RA CD62L") -  и эф ­
фекторной -  ЕМ (CD45RA CD62L') -  памяти, 
а также «терминально-дифференцированные» 
СВ4511А-позитивные эффекторные Т-хелпе- 
ры -  TEMRA (CD45RA-CD62L-). N, С, Е, Т -  
различия с популяцией «наивных» клеток, кле­
ток центральной памяти, клеток эффекторной 
памяти и клетками TEMRA достоверны при 
р<0,05 согласно f-критерию Стьюдента.

CD161, также известный в качестве KLRB1 
(от англ. «Killer cell Lectin-like Receptor sub­
family В, m em ber 1») или NKR-P1A, относит­
ся к суперсемейству пектинов С-типа и явля­
ется трансмембранным белком второго типа, 
на N -конце которого находится ITIM -подоб- 
ная последовательность, поэтому в случае, 
например, НК-клеток CD 161 может быть 
негативным регулятором их эффекторных 
функций [15]. Что же касается Т-лимфоци- 
тов, то данная молекула рассматривается как 
«суррогатный» маркер продуцентов IL-17, так 
как часть популяции CD161+ способна к син­
тезу данного цитокина в ответ на стимуляцию 
in vitro [10]. При этом большая часть клеток, 
позитивных по CD161, относилась к клеткам 
памяти, уже сменивших CD45RA на CD45R0.
В ходе собственных экспериментов было по­
казано, что лишь около 1% CD 161+ клеток об­
наруживается среди «наивных» Т-хелперов 
(рис., Д). Более того, экспрессии CD161 воз­
растает до 30,77±1,49% в популяции клеток 
центральной памяти, тогда как среди Т-хел­
перов с фенотипом CD45RA'CD62L_ прибли­
жается к значению в 50%. Однако в состав 
«терминально-дифференцированных» Т-хел­
перов входит уже не бовее 15% лимфоцитов, 
экспрессирующих CD161. Столь высокая экс­
прессия CD161 на ■ агтжат тффггторной памя­
ти может быть связана с тем, что именно на этой 
стадии Т-хелперы периферическую
кровь и мигрируют в п а и , n r  и реализуются _ 
их функции. Лигандаи1 этой моаехуны могут 
служить различного рока п ж к я ш е  детер­
минанты, например, ИЕКПК-Яояобшй транс­
крипт 1 (LLT1), нам б еш в ш  моиектжа FILAR, 
экспрессия которой тхтыяаетсх на активиро­

ванных лимфоцитах, включая В- и Т-клетках, 
а также моноцитах, макрофагах и дендрит­
ных клетках, равно как и на различных клет­
ках соединительной ткани [6]. Более того, 
CD161-позитивные Т-хелперы обычно экс­
прессировали CCR6 и (37-интегрин, основным 
лигандом последнего является MAdCAM-1 -  
адгезионная молекула, отвечающая за мигра­
цию лимфоцитов из кровяного русла в ткани 
кишечника. Непосредственное участие CD161 
в процессах транс эндотелиальной миграции 
лимфоцитов периферической крови была по­
казана в экспериментах in vitro с блокирующи­
ми антителами против данной молекулы [14]. 
Отдельного внимания заслуживает тот факт, 
что в уровень мРНК IL-23R и RORC, а также 
количество клеток, способных к продукции 
IL-22, были значительно выше во фракции 
CD 161-позитивных Т-клеток, тогда как все 
клетки периферической крови, способные 
к синтезу IL-17, также входили исключитель­
но в данную популяцию лимфоцитов [10].

Таким образом, анализ уровня эффектор­
ных и регуляторным молекул с применени­
ем многоцветного цитофлуориметрического 
анализа позволяет не только расширить наши 
представления об основах функционирова­
ния Т-клеточного звена приобретенного им ­
мунитета, но найти новые маркеры различных 
популяция Т-хелперов, внедрение которых 
к клиническую практику может существенно 
повысить информативность лабораторных 
исследований.

Поддержано М инистерством образования 
и науки РФ, проект № 1326.
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EXPRESSION OF DIFFERENT EFFECTOR 
A N D  REGULATORY MOLECULES BY PERIPHERAL BLOOD 

T HELPER DIFFERENTIATION SUBSETS

Serebriakova M.K., Borisov F.G., Krobinets 1.1., Prozorovskaya E.L.,
Savchenko A. A., Kudryavtsev I.V.

Using flow cytometry the expression of CD27, CD28, CD56, CD57, CD161 и CD279 (PD-1) was 
compared between “naive” (CD45RA+CD62L+), central memory (CD45RA“CD62L+) and effector mem­
ory (CD45RA'CD62L ) as well as terminally differentiated CD45RA-positive effector cells (CD45RA+ 
CD62L-) in the population of peripheral blood T-helpers. It was shown that almost all CD45RA+CD62L+ 
CD45RA+CD62L‘ T-cells expressed both costimulation molecules CD27 and CD28. The expression of 
CD56 and CD57 increased from “naive” Th to TEMRA Th. Expression of CD161 and PD-1 (CD279) 
showed maximal levels within effector memory CD3+CD4+ lymphocytes.

Keywords: flowing tsitofluorimetriya, T-helpery, effector cages, CD27, CD28, CD161, CD57
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