
286

ОБЗОРЫ И ЛЕКЦИИ
REVIEWS AND LECTURES

УДК 616-092.19-092.4:577.27
https://doi.org: 10.20538/1682-0363-2019-1-286–293

Влияние гуморальных факторов гомеостатической пролиферации  
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РЕЗЮМЕ

Цель – изучение влияния гуморальных факторов гомеостатической пролиферации интерлейкина 
(IL) 7 и IL-15 на фенотипические и функциональные характеристики T-регуляторных клеток у 
здоровых доноров in vitro.

Материалы и методы. В исследование были включены 15 условно здоровых доноров. Методом 
проточной цитометрии проводились фенотипирование, оценка ýкспрессии FoxP3 и основных 
функциональных молекул T-регуляторных клеток (CTLA-4, PD-L1, HLA-D) до и после 
культивирования с IL-7 и IL-15, а также с анти-CD3-антителами в комбинации с IL-2. Оценивался 
пролиферативный ответ T-регуляторных клеток на стимуляцию указанными факторами.

Результаты. Обнаружено, что факторы гомеостатической пролиферации способствуют сохранению 
фенотипа CD4+CD25+FoxP3+ и численному поддержанию T-регуляторных лимфоцитов в культуре, 
а также могут положительно влиять на ýкспрессию таких функциональных молекул, как PD-L1 
и HLA-DR. Кроме того показано, что указанные факторы способны вызывать пролиферацию 
T-регуляторных клеток в существенно более низкой степени, чем CD4+-лимфоцитов.

Заключение. Выявлена способность гомеостатических факторов IL-7 и IL-15 поддерживать фенотип 
T-регуляторных клеток и ýкспрессию функциональных маркеров. По-видимому, ýто играет 
важную роль в условиях лимфопении при снижении числа ýффекторных лимфоцитов – основных 
продуцентов IL-2, которому отводится первостепенная роль в гомеостазе T-регуляторных клеток 
в норме. 

Ключевые слова: Treg, интерлейкин 7, интерлейкин 15, транскрипционный фактор FoxP3, супрес-
сорные молекулы. 

Конфликт интересов. Авторы декларируют отсутствие явных и потенциальных конфликтов интере-
сов, связанных с публикацией настоящей статьи.

Источник финансирования. Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ и Новоси-
бирской области (№ 17-44-540167р_а).

Соответствие принципам этики. Исследование одобрено ýтическим комитетом НИИФКИ (протокол 
№ 110 от 11.10.2017).

Для цитирования: Шевырев Д.В., Блинова Е.А., Козлов В.А. Влияние гуморальных факторов гоме-
остатитческой пролиферации на t-регуляторные клетки in vitro. Бюллетень сибирской медицины. 
2019; 18 (1): 286–293. https://doi.org: 10.20538/1682-0363-2019-1-286–293.

__________________________

* Шевырев Даниил Вадимович, е-mail: dr.daniil25@mail.ru.

Bulletin of Siberian Medicine. 2019; 18 (1): 286–293



287

Оригинальные  статьи

УДК 616-092.19-092.4:577.27
https://doi.org: 10.20538/1682-0363-2019-1-286–293

The influence of humoral factors of homeostatistic proliferation  
on t-regulatory cells in vitro

Shevyrev D.V., Blinova E.A., Kozlov V.A.

Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology (RIFCI) 
14, Yadrintsevskaya Str., Novosibirsk, 630099, Russian Federation

ABSTRACT

Aim. The aim of this study was the investigation of the influence of humoral factors of homeostatic 
proliferation IL-7 and IL-15 on T-regulatory cells in healthy donors.

Materials and methods. The study included 15 conditionally healthy donors. Phenotyping and evaluation 
of expression changes of transcription factor FoxP3 and the main functional molecules on T-regulatory 
cells such as PD-L1, CTLA-4 and HLA-DR during cultivation under IL-7, IL-15 and anti-CD3 stimulation 
combined with IL-2 were performed by flow cytometry. Also, we estimated proliferation intensity of 
T-regulatory cells in the course of cultivation. 

Results. We revealed that humoral factors of homeostatic proliferation can effectively support a pool of 
T-regulatory cells during cultivation by number and phenotype and can maintain expression of important 
molecules such as PD-L1 and HLA-DR on regulatory T-cell surface. In addition, our study showed 
that IL-7 and IL-15 can cause relatively low T-regulatory cells proliferation in comparison to CD4+-
lymphocytes.

Conclusion. The observed ability of homeostatic proliferation factors to maintain T-regulatory cells 
pool presumably can play an important role in lymphopenic conditions when the number of effector 
cells is decreased and the insufficiency of interleukin IL-2 is observed, which plays a primary role in the 
homeostasis of T-regulatory cells in normal conditions.

Key words: T-regulatory cells, interleukin-7, interleukin-15, transcriptional factor FoxP3, suppression 
molecules.
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ВВЕДЕНИЕ
В последние годы значительное внимание 

исследователей направлено на изучение гомео- 
статических механизмов, регулирующих деятель-
ность иммунной системы. В течение жизни орга-
низм может сталкиваться с различными факто-
рами физической, химической или биологической 
природы, воздействие которых сопряжено с раз-
витием лимфопении. К таким факторам относятся 

инфекционные, аутоиммунные и онкологические 
заболевания, стрессы, ятрогенные вмешатель-
ства, травмы и т.д. Во взрослом состоянии основ-
ным компенсаторным механизмом, направлен-
ным на восполнение и поддержание постоянного 
уровня лимфоцитов, является гомеостатическая 
пролиферация (ГП) – нормальный физиологиче-
ский процесс, который запускается в условиях 
лимфопении [1]. При ýтом выраженность лимфо-
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пении определяет число вакантных лимфоцитар-
ных ниш и влияет на интенсивность протекания 
ГП [2]. Основными факторами, обеспечивающи-
ми ГП, являются: контакт T-клеточного рецеп-
тора (TCR) с аутоантигеном в составе главного 
комплекса гистосовместимости (self-pMHC) и 
взаимодействие с цитокинами – интерлейкином 
(IL) 7 и IL-15, уровень которых повышается при 
лимфопении [3, 4]. Показано, что в зависимости 
от выраженности и продолжительности лим-
фопении, ГП может сопровождаться рядом не-
гативных ýффектов – снижением разнообразия 
репертуара TCR, отбором потенциально ауторе-
активных лимфоцитов, а также конверсией фено-
типа наивных Т-лимфоцитов в T-клетки памяти. 
В итоге ýто может приводить к нарушению ауто-
толерантности и увеличивать вероятность разви-
тия аутоиммунных заболеваний [5–8]. 

Основными клетками, обеспечивающими толе-
рантность к аутоантигенам, являются T-регуля-
торные лимфоциты (Treg). Как было отмечено, 
гомеостаз Treg в значительной степени зависит 
от IL-2, главными продуцентами которого яв-
ляются Т-клетки, несущие αβ-TCR и любой из 
ко-рецепторов CD4 или CD8. Можно предполо-
жить, что лимфопения будет негативно влиять 
на периферический пул Treg ввиду сокращения 
компартмента Т-клеток-продуцентов IL-2. Дей-
ствительно, в нескольких исследованиях in vivo 
показано, что Treg не только теряют функцио-
нальную активность, но и могут подвергаться 
дифференцировке в Тh17-лимфоциты в условиях 
лимфопении, что в обоих случаях сопряжено с 
депривацией IL-2 [9–11]. Учитывая, что при лим-
фопении в восстановлении пула Т-лимфоцитов 
основную роль играют цитокины IL-7 и IL-15, 
возникает вопрос, каким образом данные гомео-
статические факторы влияют на фенотип и ýкс-
прессию функциональных маркеров Treg. Имею-
щиеся в литературе на сегодняшний день данные 
о воздействии IL-7 и IL-15 на популяцию Treg 
противоречивы. 

Согласно одним данным, IL-7 способен под-
держивать стабильную ýкспрессию FoxP3 в Treg 
[12, 13], в то время как другие данные указывают 
на участие данного цитокина в дифференцировке 
Treg в Th17-клетки, которым отводится важная 
роль в патогенезе аутоиммунных заболеваний 
[14]. В исследованиях in vivo показано, что IL-
15 может способствовать пролиферации Treg и 
ýкспрессии в них транскрипционного фактора 
FoxP3 и тем самым предотвращать развитие ау-
тоиммунного диабета [15]. Однако при вирусной 
инфекции IL-15 вызывает противоположные ýф-

фекты, обеспечивая устойчивость Т-ýффектор-
ных клеток к супрессорному действию Treg [16]. 
Целью настоящего исследования явилось изуче-
ние влияния гуморальных факторов ГП IL-7 и 
IL-15 на фенотипические и функциональные ха-
рактеристики Treg.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом для исследования послужила пе-

риферическая кровь, полученная от 15 условно 
здоровых доноров в возрасте 27–60 лет, средний 
возраст (47 ± 11) лет. Для выделения фракции 
мононуклеарных клеток (МНК) использовался 
метод центрифугирования в градиенте плотности 
фиколл-урографина. Treg-клетки окрашивали ан-
тителами фирмы Bio Legend (США): для поверх-
ностных молекул CD3-PE/Cy7, CD4-APC/Cy7, 
CD25-PE, CD127-PerCP/Cy5.5, внутриклеточных –  
FoxP3-PE, CD3-FITC, CD4-APC/Cy7, CD25-APC. 
Оценка ýкспрессии основных функциональ-
ных молекул проводилась с помощью монокло-
нальных антител: PD-L1-APC, CTLA-4-PE/Cy7, 
HLA-DR-PerCP. Анализ фенотипа осуществлял-
ся на цитофлуориметре FACS Canto II (Becton 
Dickinson, США). Для оценки пролиферативного 
ответа Treg использовался витальный краситель 
CFSE, предварительно проводилось выделение 
чистой популяции T-регуляторных клеток мето-
дом иммуномагнитной сепарации с применением 
набора MACS Treg Isolation Kit фирмы Miltenyi 
Biotec (Россия) по фенотипу CD4+CD25+CD127dim. 
Чистота магнитной сортировки Treg-клеток со-
ставила в среднем (96 ± 3,6)%. Для сохранения 
жизнеспособности выделенные T-регуляторные 
клетки сокультивировали с МНК в соотношении 
1 : 1. Культивацию проводили в течение 7 сут 
в 48- и 96-луночных круглодонных планшетах в 
среде RPMI-1640, дополненной антибиотиками и 
10% FCS в присутствии IL-7 (25 нг/мл) и IL-15 
(25 нг/мл) производства PeproTech (Великобри-
тания), а также анти-CD3-антител (0,25 мкг/мл),  
производитель «Сорбент», Россия,  и IL-2 (25 
МЕ/мл), компания «НПК БИОТЕХ», Россия. 
Оптимальная концентрация цитокинов, в ответ 
на которые пролиферировало большее количе-
ство CD3+CD4+- и CD3+CD8+-клеток, были по-
добраны опытным путем. В качестве контроля 
проводилась культивирование без стимуляции. 
Статистическая обработка данных проводилась 
с помощью программы Statistica 6.0 с использо-
ванием непараметрических методов: Вилкоксона 
(для зависимых выборок) и Манна – Уитни (для 
независимых). Различия считались достоверными 
при p < 0,05. Для описательной статистики так-
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же использовались непараметрические методы, 
вычисляли медиану и интерквартильный размах 
(25-й и 75-й перцентили) Me (Q

25
–Q

75
).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Содержание CD25+FoxP3+-Treg перифериче-

ской крови среди CD4+-лимфоцитов у здоровых 
доноров составило (6,05 ± 1,5)%. Согласно резуль-
татам, представленным на рис. 1, IL-7 способен 
поддерживать популяцию Treg по числу и феноти-
пу (ýкспрессия FoxP3 и CD25) в культуре in vitro 
на уровне, сопоставимом со стимуляцией IL-2 и 
анти-CD3-антителами. IL-15 также был способен 
поддерживать Treg в культуре, но достоверно сла-
бее, чем IL-7 (p = 0,009), в то время как в контро-
ле без стимуляции доля CD25+FoxP3+-лимфоцитов 
оказалась значительно ниже. 

в то время как поверхностная ýкспрессия данной 
молекулы достоверно снижалась во всех образ-
цах после культивации и значимо не отличалась в 
группах контроля и при стимуляции (рис. 2). Из-
менение ýкспрессии PD-L1 при культивировании 
носило другой характер (рис. 3).

Рис. 1. Т-регуляторные клетки у здоровых доноров 
до и после культивирования in vitro, %, n = 11, Me 
(Q

25
–Q

75
): ПК – периферическая кровь, К – контроль 

без стимуляции (здесь и в рис. 2–4). * достоверное 
отличие (p < 0,05) в сравнении с контролем; # досто-

верное отличие (p < 0,05) в сравнении с IL-7 

Fig. 1.  Treg-cell before and after cultivation, %, n = 11, 
Me (Q

25
–Q

75
): ПК – peripheral blood, K – control with-

out stimulation (here and in fig. 2–4). *significant differ-
ence (p < 0.05) in comparison with control, # significant 

difference (p < 0.05) in comparison with IL-7

На следующем ýтапе было исследовано вли-
яние гуморальных факторов ГП на ýкспрессию 
Treg-клетками основных функциональных моле-
кул, таких как CTLA-4 и PD-L1, играющих важ-
ную роль в контакт-зависимых супрессорных ме-
ханизмах. Изучение внутриклеточной ýкспрессии 
CTLA-4 не выявило существенных отличий в об-
разцах из периферической крови до стимуляции 
и после культивирования со стимуляцией и без 
нее. Доля CD4+CD25+FoxP3+-лимфоцитов, ýкс-
прессирующих CTLA-4, составила (98,5 ± 0,5)%, 

Рис. 2. CTLA-4+-Т-регуляторные клетки у здоровых 
доноров до и после культивирования in vitro, %,  
n = 8, Me (Q

25
–Q

75
). * достоверное отличие (p < 0,05)  

в сравнении с периферической кровью

Fig. 2. CTLA-4+-Treg-cell before and after cultivation, 
%, n = 8, Me (Q

25
–Q

75
). *significant difference (p < 0.05) 

in comparison with peripheral blood

Рис. 3. PD-L1+-регуляторные клетки до и после культи-
вирования, %, n = 8, Me (Q

25
–Q

75
). * достоверное отли-

чие (p < 0,05) в сравнении с anti-CD3+IL-2 стимуляцией; 
# достоверное отличие (p < 0,05) в сравнении с IL-7

Fig. 3. PD-L1+-T-regulatory cell before and after 
cultivation, %, n = 8, Me (Q

25
–Q

75
). * significant difference 

(p < 0.05) in comparison with anti-CD3+IL-2 stimulation, 
# significant difference (p < 0.05) in comparison with 

IL-7
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Выявлено достоверное увеличение доли Treg, 
ýкспрессирующих PD-L1 под влиянием IL-2 
и анти-CD3-антител; стимуляция IL-15 в виде 
тенденции увеличивала процентное соотношение 
PD-L1+-Treg в сравнении с клетками перифери-
ческой крови (p = 0,06). Однако в контроле и 
IL-7-стимулированных клетках данный параметр 
не изменялся.

Экспрессия HLA-DR на CD25+FoxP3+-Treg 
в периферической крови составил (21 ± 2,5)%. 
При культивировании без стимуляции доля 
HLA-DR+-Treg-лимфоцитов значительно снижа-
лась, при ýтом IL-7 лучше остальных факторов 
обеспечивал сохранение ýкспрессии HLA-DR in 
vitro (рис. 4).

Рис. 4. HLA-DR+-T-регуляторные клетки до и после 
культивирования, %, n = 5, Me (Q

25
–Q

75
). * достовер-

ное отличие (p < 0,05) в сравнении с периферической 
кровью, # достоверное отличие (p < 0,05) в сравнении 

с контролем или стимуляцией anti-CD3+IL-2

Fig. 4. HLA-DR+-T-regulatory cell before and after 
cultivation, %, n = 5, Me (Q

25
–Q

75
). * significant 

difference (p < 0.05) in comparison with peripheral 
blood; # significant difference (p < 0.05) in comparison 

with control or stimulation with anti-CD3+IL-2

Рис. 5. Средняя интенсивность флуоресценции (MFI) 
FoxP3 у HLA-DR+и HLA-DR--T-регуляторных клеток 
периферической крови, n = 8, Me (Q

25
–Q

75
). * досто-

верное отличие (p = 0,007) HLA-DR--Treg-клеток от 
HLA-DR+

Fig. 5. Mean fluorescence intensity of FoxP3 in HLA-DR+ 
and HLA-DR--T-regulatory cells, n = 8, Me (Q

25
–Q

75
). * 

significant difference (p = 0,007) HLA-DR--T-regulatory 
cells from HLA-DR+

Обнаружено, что HLA-DR+-Treg обладают 
достоверно более высокой ýкспрессией FoxP3 в 
сравнении с HLA-DR-негативными регуляторны-
ми клетками. Данное явление наблюдалось также 
и после культивирования (рис. 5).

На следующем ýтапе изучалась пролиферация 
Treg и CD4+-ýффекторных лимфоцитов под вли-
янием гуморальных факторов ГП и комбинации 
анти-CD3-антител с IL-2. Как видно из табл. 1,  
Treg отвечали на стимуляцию пролифераци-
ей, однако, ее интенсивность была существенно 
ниже, чем у CD4+-ýффекторных клеток. Тем не 
менее как CD4+-ýффекторные лимфоциты, так и 
Treg осуществляли в среднем 5–6 детектируемых 
делений в течение 7 сут.

Т а б л и ц а  1 

T a b l e  1

Оценка пролиферации лимфоцитов, доля клеток, вступивших в пролиферацию, %, Me (Q25–Q75) 
Measuring of cell proliferation, percent of proliferating cells, %, Me (Q25–Q75)

Субпопуляция 
Subpopulion

Контроль 
Control

Anti-CD3+IL-2 IL-7 IL-15

Treg 1,05 (1–1,4) 26,4 (16,7–35,4) 7,9 (4,7–11,1) 7,7 (5,9–9,1)

CD4+ 2,6 (1,9–3,1) 82,3 (69,7–95,1) 45,8 (35,3–57,4) 68 (56,4–80,5)

ОБСУЖДЕНИЕ
В норме поддержание пула Treg в организме 

происходит в основном за счет IL-2, что под-
тверждается развитием тяжелых аутоиммунных 
расстройств как у мышей, так и у людей с ге-

нетическим дефицитом IL-2 или с различными 
дефектами его рецептора IL-2R [17–21]. Установ-
лено, что IL-2 необходим для развития, функ-
ционального созревания и выживания Treg [22]. 
Учитывая, что основными клетками, вырабатыва-
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ющими данный цитокин, являются T-ýффектор-
ные клетки [23] и размер периферического пула 
Treg зависит от числа продуцентов IL-2 [24], то 
выявленная нами in vitro способность IL-15 и, в 
большей степени, IL-7 поддерживать число Treg 
и ýкспрессию FoxP3 может быть альтернативным 
механизмом гомеостаза Treg при лимфопении. В 
целом ýто согласуется с большинством литера-
турных данных, которые указывают на свойство 
цитокинов с общей γ-цепью положительно влиять 
на гомеостаз Treg, в частности за счет активации 
сигнального пути STAT5 [25].

Обнаруженное нами снижение числа Treg, 
ýкспрессирующих на поверхности CTLA-4, мо-
жет отражать отсутствие в наших условиях куль-
тивации достаточных стимулов для осуществле-
ния супрессии через CTLA-4-опосредованный 
механизм. В то время как отсутствие изменений 
во внутриклеточной ýкспрессии данной молекулы 
указывает на сохранение потенциальной возмож-
ности его реализации. Данный механизм хорошо 
известен и заключается в конкурентном связы-
вании молекул комплекса B7 (CD80/86) на ден-
дритных клетках, что предотвращает активацию 
ýффекторных T-клеток [26].

Нами впервые было исследовано влияние IL-
7, IL-15, а также комбинации анти-CD3-антител с 
IL-2 на ýкспрессию PD-L1 T-регуляторными лим-
фоцитами. Данная молекула участвует в механиз-
мах контактной супрессии, и, связываясь с PD-1 
на Т-ýффекторах, может вызывать их анергию или 
апоптоз [27]. Наблюдаемое увеличение числа PD-
L1+-Treg при стимуляции анти-CD3 и IL-2, а также 
IL-15 свидетельствует в пользу увеличения супрес-
сорной активности  Treg в данных условиях. Кро-
ме того, показано, что ýкспрессия PD-L1 на Treg 
связана с более стабильной ýкспрессией основного 
транскрипционного фактора – FoxP3 [28]. Сто-
ит отметить, что обнаруженная закономерность 
соответствует литературным данным по влиянию 
цитокинов с общей γ-цепью на ýкспрессию PD-L1 
CD4+T-ýффекторными лимфоцитами [29]. 

При изучении ýкспрессии HLA-DR на Treg 
нами показано, что IL-7 лучше других факто-
ров поддерживает ýкспрессию данной молекулы, 
кроме того, обнаружено, что HLA-DR+Treg обла-
дают более высокой ýкспрессией FoxP3. Из ýтого 
можно предположить, что ýти клетки не толь-
ко имеют активированный статус, но и обладают 
более высоким супрессорным потенциалом, ко-
торый может быть связан с контакт-зависимыми 
механизмами [30]. 

Наибольший пролиферативный ответ Treg на-
блюдался при стимуляции анти-CD3-антителами 

в комбинации с IL-2, в то время как IL-7 и IL-15 
вызывали более низкую и схожую по интенсив-
ности пролиферацию. При ýтом пролифератив-
ный ответ CD4+-ýффекторных лимфоцитов был 
значительно выше. Необходимо отметить, что 
пролиферация Treg может происходить как через 
антигензависимые, так и через антигеннезависи-
мые механизмы [31]. Так, стимуляция Treg-клеток 
антигеном соответствующей специфичности мно-
гократно усиливает пролиферацию только специ-
фичного Treg-клона данному антигену [32–34]. В 
то время как антигеннезависимая пролиферация, 
опосредованная гуморальными факторами, явля-
ется поликлональной и необходима для поддер-
жания периферического пула Treg. Таким обра-
зом,  нами была продемонстрирована медленная 
антигеннезависимая пролиферация Treg-клеток 
под действием гомеостатических цитокинов IL-7 
и IL-15, схожая с процессом  гомеостатической 
пролиферации T-лимфоцитов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В проведенном исследовании показано, что гу-

моральные факторы IL-7 и IL-15 способны сохра-
нять численность и фенотип Treg, а также обе-
спечивать их пролиферацию. Это представляется 
важным в контексте состояния лимфопении, ког-
да возникает определенный дефицит продукции 
IL-2, который в норме необходим для гомеостаза 
Treg. Однако пролиферация Treg под воздействи-
ем факторов гомеостатической пролиферации 
происходит на более низком уровне, чем проли-
ферация CD4+T-ýффекторов в тех же условиях, 
что, вероятно, может приводить к запаздыванию 
восстановления пула Treg-клеток во время го-
меостатической пролиферации, и, по-видимому, 
представляет еще один механизм связи лимфопе-
нии с развитием аутоиммунных заболеваний. 
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