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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ ПЕРЕПРОГРАММИРОВАНИЕ 
IN VITRO ТРАНСФОРМИРОВАННОГО ФЕНОТИПА 2 
СУБПОПУЛЯЦИЙ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ 
ДЕТЕЙ С ОСТРОЙ ДЕСТРУКТИВНОЙ ПНЕВМОНИЕЙ 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ СИНТЕТИЧЕСКОГО ГЕКСАПЕПТИДА
Нестерова И.В.1, 2, Чапурина В.Н.1, Чудилова Г.А.1, Тараканов В.А.1 
1 ФГБОУ ВО «Кубанский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Краснодар, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов», Москва, Россия

Резюме. Эффекторные дисфункции нейтрофильных гранулоцитов часто ассоциированы с воз-
никновением дисрегуляторных процессов в антибактериальной иммунной защите. Острая деструк-
тивная пневмония – тяжелое гнойно-воспалительное заболевание, сопряженное с дискордантной 
работой эффекторных механизмов нейтрофильных гранулоцитов и появлением негативно трансфор-
мированных субпопуляций. В связи с чем поиск новых экспериментальных подходов, направленных 
на переориентирование негативно измененного фенотипа различных субпопуляций нейтрофильных 
гранулоцитов детей с острой деструктивной пневмонией с использованием различных иммунотроп-
ных субстанций, является весьма актуальным. Цель исследования: в «закрытой экспериментальной 
системе in vitro» оценить модулирующие эффекты влияния синтетического Гексапептида (Arginyl-
alpha-Aspartyl-Lysyl-Valyl-Tyrosyl-Arginine) на содержание и фенотип 2 функционально-значимых 
субпопуляций мажорной – CD16+СD64-CD32+CD11b+ и минорной – CD16+СD64+CD32+CD11b+ 
нейтрофильных гранулоцитов детей с нетипично протекающей острой деструктивной пневмонией. 
Исследовано 20 образцов периферической крови 10 детей с острой деструктивной пневмонией и 40 
образцов периферической крови 20 условно здоровых детей 2-4 лет. Проведено иммунофенотипи-
рование 2 субпопуляций нейтрофильных гранулоцитов с учетом плотности экспрессии мембранных 
рецепторов по MFI. Фенотипические особенности субпопуляций нейтрофильных гранулоцитов оце-
нивались в системе in vitro до и после инкубации периферической крови с Гексапептидом (10-6 г/л; 
t – 37 °C, 60 мин). У детей с острой деструктивной пневмонией, по сравнению с условно здоровыми 
детьми, установлены варианты негативной трансформации изучаемых субпопуляций нейтрофиль-
ных гранулоцитов: выявлено значительное уменьшение доли мажорной субпопуляции с 98,0 (96,9-
98,7) % до 55,8 (35,3-74,8) % со снижением плотности экспрессии CD16 и CD11b по MFI и досто-
верное увеличение доли минорной субпопуляции с 1,3 (0,4-1,6) % до 52,6 (41,8-54,9) % с усилением 
экспрессии активационного рецептора CD11b и снижением экспрессии СD64. В «закрытой системе 
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in vitro» продемонстрированы иммуномодулирующие эффекты влияний Гексапептида на нейтро-
фильные гранулоциты детей с острой деструктивной пневмонией: позитивное ремодулирование из-
мененного фенотипа обеих субпопуляций при отсутствии достоверных количественных изменений. 
Так, под влиянием гексапептида установлено достоверное повышение экспрессии активационных 
рецепторов CD16, CD11b в мажорной субпопуляции и достоверное снижение их экспрессии в ми-
норной субпопуляции до уровня таковых у условно здоровых детей. В то же время Гексапептид не 
повлиял на изучаемые субпопуляции нейтрофильных гранулоцитов условно здоровых детей. Исклю-
чение составило увеличение экспрессии СD64 в минорной субпопуляции. Полученные данные могут 
быть использованы в дальнейшем для разработки новых методов таргетной иммунотерапии, направ-
ленной на коррекцию фенотипа субпопуляций нейтрофильных гранулоцитов при острой деструктив-
ной пневмонии у детей. 

Ключевые слова: нейтрофильные гранулоциты, фенотип субпопуляций, острая деструктивная пневмония, гексапептид, 
ремодулирование

EXPERIMENTAL IN VITRO PHENOTYPE REPROGRAMMING 
OF TWO SUBSETS OF NEUTROPHILIC GRANULOCYTES IN 
CHILDREN WITH ACUTE DESTRUCTIVE PNEUMONIA BY 
MEANS OF A SYNTHETIC HEXAPEPTIDE
Nesterova I.V.a, b, Chapurina V.N.a, Chudilova G.A.a, Tarakanov V.A.a
a Kuban State Medical University, Krasnodar, Russian Federation  
b Peoples’ Friendship University of Russia, Moscow, Russian Federation

Abstract. Effector dysfunctions of neutrophil granulocytes are often associated with the occurrence of 
dysregulatory processes in the antibacterial immune defense. Acute destructive pneumonia is a severe purulent-
inflammatory disease associated with discordant functions of effector mechanisms of neutrophil granulocytes 
and emergence of negatively transformed cell subsets. Therefore, the search for new experimental approaches 
aimed at re-orientation of negatively altered phenotype of distinct subsets of neutrophilic granulocytes in the 
children with acute destructive pneumonia by means of various immunotropic substances is quite relevant. 
The aim of the study was to evaluate the modulating effects of synthetic hexapeptide (Arginyl-alpha-Aspartyl-
Lysyl-Valyl-Tyrosyl-Arginine) on the contents and phenotype of 2 functionally significant subsets of major 
(CD16+CD64-CD32+CD11b+) and minor (CD16+CD64+CD32+CD11b+) subpopulations of neutrophils in a 
«closed in vitro experimental system» sampled in the children with atypical acute destructive pneumonia. We 
have examined twenty peripheral blood samples from 10 children with acute destructive pneumonia, and 40 
blood samples of 20 healthy children 2-4 years old. Immunophenotyping of neutrophil granulocytes classified 
in 2 subsets was performed on the basis of expression density of membrane receptors, according to MFI criteria. 
Phenotypic features of neutrophil granulocyte subsets were evaluated in the in vitro system before and after 
incubation of peripheral blood with Hexapeptide (10-6 g/L; 37 °C, 60 min). In children with acute destructive 
pneumonia, compared with conditionally healthy children, the following variants of negative transformation 
of the neutrophil subsets were established: a significant decrease in the ratios of the major subset, i.e., from 
98.0 (96.9-98.7) % o 55.8 (35.3-74.8) %, with a decreased CD16 and CD11b density expression according to 
MFI, and a significantly increase ratio of the minor neutrophil subset: from 1.3 (0.4-1.6) % to 52.6 (41.8-54.9) 
%, with increased expression of CD11b receptor, and a decrease in CD64 expression. Immunomodulatory 
effects of Hexapeptide upon neutrophil granulocytes of children with acute destructive pneumonia have been 
demonstrated in the “closed in vitro system” showing positive phenotype remodeling of both cell subsets in 
the absence of significant quantitative changes. Thus, upon treatment with the hexapeptide, we have found a 
significantly increased expression of activation receptors CD16, CD11b in the major subset, and a significant 
decrease in their expression for the minor subset to the levels typical to healthy children. At the same time, 
hexapeptide did not affect the studied subsets of neutrophils from healthy children, except of increased 
CD64 expression in the minor subset. The obtained data can be used in future to develop new approaches to 
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the targeted immunotherapy aimed at correcting the phenotype of neutrophil granulocyte subsets in acute 
destructive pneumonia in children.

Keywords: neutrophil granulocytes, phenotype of subsets, acute destructive pneumonia, hexapeptide, remodeling

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в рамках научного проекта 
№ 20-315-90069.

Введение
В настоящее время актуальной проблемой 

здравоохранения является поиск новых терапев-
тических стратегий в лечении тяжелых гнойно-
воспалительных заболеваний (ГВЗ), таких как 
острая деструктивная пневмония (ОДП), ассо-
циированных с эффекторными дисфункциями 
нейтрофильных гранулоцитов (НГ), лежащих в 
основе дисрегуляторных процессов противоин-
фекционного иммунитета [3, 6].

НГ – главенствующие клетки противобакте-
риальной защиты, наделенные возможностями 
активации и регуляции иммунного ответа. Ме-
ханизмы функционирования НГ зависят от ре-
цепторного аппарата клетки, молниеносно реа-
гирующего на сдвиги в иммунном гомеостазе [1, 
8]. Существуют многообразные субпопуляции 
НГ с различной функциональной активностью, 
в основе которой лежат количественные и каче-
ственные характеристики мембранных рецепто-
ров, таких как CD16 (FcγRIII), CD32 (FcγRII), 
CD11b (Mac-1/CR3A), CD64 (FcγRI), отвечаю-
щих за эффекторные механизмы клетки [5, 7]. 
При дисфункциях рецепторного аппарата НГ 
наблюдается срыв противомикробной защиты, 
приводящий к развитию тяжело протекающих 
ГВЗ, резистентных к антибактериальным препа-
ратам [4]. С нашей точки зрения, векторное вли-
яние на субпопуляции НГ может стать «ключом» 
в лечении нетипично протекающих ГВЗ, что по-
зволит таргетно корректировать дисфункции НГ.

В плане исследования особый интерес пред-
ставляет изучение эффектов Гексапептида 
(Arginyl-alpha-Aspartyl-Lysyl-Valyl-Tyrosyl-Argi-
nine, ГП) – синтетической субстанции активно-
го центра гормона тимуса – тимопоэтина, обла-
дающей биологическими свойствами нативного 
гормона, с оценкой ее влияния на субпопуляции 
НГ [2].

Цель исследования – в «закрытой экспе-
риментальной системе in vitro» оценить моду-
лирующие эффекты влияния синтетического 
Гексапептида (Arginyl-alpha-Aspartyl-Lysyl-Valyl-
Tyrosyl-Arginine) на содержание и фенотип 2 
функционально-значимых субпопуляций мажор-
ной – CD16+СD64-CD32+CD11b+ и минорной – 
CD16+СD64+CD32+CD11b+ нейтрофильных 

грану лоцитов детей с нетипично протекающей 
острой деструктивной пневмонией.

Материалы и методы
Для изучения влияния ГП на субпопуляции 

НГ исследовано 60 образцов периферической 
крови (ПК). Обследовано 20 условно здоровых 
детей (10 мальчиков и 10 девочек) 2-4 лет: об-
разцы ПК до инкубации вошли в группу сравне-
ния 1, после инкубации с ГП – в группу исследо-
вания 1. Также под наблюдением находилось 10 
детей (6 мальчиков и 4 девочек) 2-4 лет с ОДП, 
образцы ПК которых до инкубации составили 
группу сравнения 2, после инкубации с ГП – 
группу исследования 2.

Инкубацию с синтетическим ГП проводи-
ли в течение 1 часа при Т 37 °С в концентрации 
10-6 г/л. Методом проточной цитометрии (FC 500 
Beckman Coulter, США) определяли содержание 
субпопуляций НГ (%НГ), одномоментно экс-
прессирующих рецепторы CD16, CD64, CD32, 
CD11b, с оценкой плотности экспрессии по ин-
тенсивности флуоресценции (MFI). 

Перед включением детей в исследование у 
родителей было получено информированное 
согласие на участие в исследовании, забор ПК, 
обработку данных и публикацию результатов в 
соответствии с Хельсинкской декларацией Все-
мирной медицинской ассоциации.

Для статистической обработки использова-
лись Microsoft Exel 2016 и StatPlus 2017. В срав-
нении групп применялись непараметрические 
критерии: U-критерий Манна–Уитни и кри-
терий Шапиро–Уилка. Результаты выражали в 
виде медианы (Ме) и интерквантильного размаха 
(Q0,25-Q0,75). Различие групп полагали статистиче-
ски значимым при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Анализ полученных данных продемон-

стрировал, что в ПК условно здоровых де-
тей регистрируется мажорная субпопуляция 
НГ – CD16+СD64-CD32+CD11b+, доля которой 
составляет 98,0 (96,5-98,7)%, характеризующа-
яся высоким уровнем плотности экспрессии 
по MFI CD16, средним MFI CD11b и CD32, 
что соответствует фенотипу субпопуляции  
CD16brightСD64-CD32midCD11bmid. При этом в ПК 
группы сравнения 1 присутствует также минорная 
субпопуляция – CD16+СD64+CD32+CD11b+НГ,  
количество которой составляет 1,3 (0,4-1,6)%, 
имеющая одинаковое с мажорной субпопуляцией 
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ТАБЛИЦА 1. ВЛИЯНИЕ ГЕКСАПЕПТИДА НА ФЕНОТИП СУБПОПУЛЯЦИЙ  
CD16+СD64-CD32+CD11b+ И CD16+CD64+CD32+CD11b+ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ УСЛОВНО ЗДОРОВЫХ 
ДЕТЕЙ И ДЕТЕЙ С ОСТРОЙ ДЕСТРУКТИВНОЙ ПНЕВМОНИЕЙ IN VITRO, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. EFFECT OF HEXAPEPTIDE ON PHENOTYPE OF CD16+СD64-CD32+CD11b+ AND CD16+CD64+CD32+CD11b+ 
NEUTROPHIL GRANULOCYTES OF CONDITIONALLY HEALTHY CHILDREN AND CHILDREN WITH ACUTE DESTRUCTIVE 
PNEUMONIA IN VITRO, Me (Q0.25-Q0.75)

Субпопуляция СD16+СD64- CD32+CD11b+НГ
Subset СD16+СD64-CD32+CD11b+NG

Группы
Groups

%НГ
%NG MFI СD16 MFI CD32 MFI CD11b

фенотип
phenotype CD16brightСD64-CD32midCD11bmid

НГ условно здоровых 
детей до инкубации
NG of Healthy children before 
incubation

98,0 
(96,9-98,7)

132,5
(120,5-144,5)

5,7 
(4,4-6,2)

22,4 
(20,9-25,7)

НГ условно здоровых 
детей после инкубации 
с ГП
NG of Healthy children after 
incubation with HP

фенотип
phenotype CD16brightСD64-CD32midCD11bmid

98,7 
(97,8-99,2)

131,8 
(125,4-133,5)

5,9 
(4,8-7,6)

19,7
(16,9-20,7)

НГ детей с ОДП до 
инкубации
NG of Children with ADP 
before incubation

фенотип
phenotype CD16midСD64-CD32midCD11bdim

55,8*
(35,3-74,8)

112,2*
(86,1-115,7)

4,9
(3,7-6,2)

15,2*
(14,7-15,5)

НГ детей с ОДП после 
инкубации с ГП
NG of Children with ADP after 
incubation with HP

фенотип
phenotype CD16brightСD64-CD32midCD11bmid

49,6*
(24,1-73,4)

123,5^
(118,5-134,7)

6,11
(4,5-8,3)

23,75^
(21,1-28,0)

Субпопуляция СD16+СD64+CD32+CD11b+НГ
Subset СD16+СD64+CD32+CD11b+NG

%НГ
%NG MFI CD16 MFI CD64 MFICD32 MFI CD11b

НГ условно здоровых 
детей до инкубации
NG of Healthy children before 
incubation

фенотип
phenotype CD16midСD64brightCD32midCD11bmid

1,3 
(0,4-1,6)

91,5 
(82,2-106,5)

9,3 
(9,2-9,6)

6,5 
(5,0-8,9)

19,8
(16,4-26,9)

НГ условно здоровых 
детей после инкубации 
с ГП
NG of Healthy children after 
incubation with HP

фенотип
phenotype CD16midСD64brightCD32midCD11bmid

1,2
(0,9-1,3)

89,6
(80,8-91,7)

23,3*
(14,98-30,20)

7,6
(4,96-10,00)

16,8
(16,0-19,2)

НГ детей с ОДП до 
инкубации
NG of Children with ADP 
before incubation

фенотип
phenotype CD16midСD64dimCD32midCD11bbright

52,6*
(41,8-54,9)

129
(83,5-131,0)

3,1*
(2,9-3,4)

7,2
(5,6-7,9)

31,2*
(27,3-35,2)

НГ детей с ОДП после 
инкубации с ГП
NG of Children with ADP after 
incubation with HP

фенотип
phenotype CD16midСD64dimCD32midCD11bmid

47,9*
(23,9-51,3)

91,7
(57,8-117,0)

3,3*
(3,0-3,9)

5,2
(2,8-8,6)

17,3^
(15,8-17,9)

Примечание. * – значимые различия относительно группы условно здоровых детей, p < 0,05; ^ – значимые различия 
относительно группы детей с ОДП, p < 0,05. 

Note. *, significant differences relative to the group of healthy children, p < 0.05; ^, significant differences relative to the group of 
children with ADP, p < 0.05.
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оснащение по MFI CD11b и CD32, более низкий 
MFI CD16 и отличающаяся экспрессией CD64, 
с фенотипом CD16midСD64brightCD32midCD11bmid 
(табл. 1). 

При оценке эффектов влияния ГП на НГ груп-
пы условно здоровых детей установлено сохране-
ние содержания мажорной и минорной субпопу-
ляций (р1, 2 > 0,05), MFI CD16, CD32 и CD11b в 
обеих субпопуляциях НГ оставались на уровне 
показателей группы сравнения 1 (р1, 2, 3 > 0,05) на 
фоне повышения в 3 раза MFI СD64 в субпопуля-
ции CD16+СD64+CD32+CD11b+НГ относительно 
показателей до инкубации (р < 0,05) (табл. 1).

Исследование ПК детей с ОДП позволило 
установить достоверное снижение в 1,7 раз 
доли мажорной субпопуляции (р < 0,05) от-
носительно показателей условно здоровых 
детей, с появлением трансформированно-
го фенотипа CD16midСD64-CD32midCD11bdimНГ,  
имеющего сниженный MFI CD16 и CD11b  
(р1, 2 < 0,05) и неизмененный MFI CD32 (р > 0,05). 
Количество НГ минорной субпопуляции в 
группе сравнения 2 увеличилось в 30 раз от-
носительно группы сравнения 1 (р < 0,05), на 
фоне снижения в 3 раза MFI CD64, увеличения 
в 1,6 раз MFI CD11b (р1, 2 < 0,05) и тенденций 
к увеличению MFI CD16 и СD32 (р1, 2 > 0,05), 
что характеризует фенотип субпопуляции как  
CD16brighСD64dimCD32midCD11bbright (табл. 1).

В образцах ПК детей с ОДП по-
сле инкубации с ГП содержание субпо- 
пуляций CD16+СD64-CD32+CD11b+НГ и  
CD16+СD64+CD32+CD11b+НГ не изменя-
лось и оставалось на уровне показателей груп-
пы сравнения 2. При этом отмечалась ре-
организация фенотипических профилей до 
показателей условно здоровых детей: усиление 
MFI CD16 и MFI CD11b в мажорной субпопу-
ляции (р1, 2 > 0,05), с восстановлением фенотипа  

CD16brightСD64-CD32midCD11bmid, и сниже-
ние их экспрессии в минорной субпопуля-
ции (р1, 2 < 0,05), с приобретением фенотипа 
CD16midСD64dimCD32midCD11bmid (табл. 1). 

Таким образом, в «закрытой эксперименталь-
ной системе in vitro» выявлены иммуномодулиру-
ющие эффекты ГП, выражающиеся в отсутствии 
влияния на не измененный фенотип субпопуля-
ций НГ условно здоровых детей и позитивным 
ремодулированием негативно трансформирован-
ного фенотипа мажорной и минорной субпопу-
ляций НГ детей с нетипично протекающей ОДП.

Заключение
Проведенное в «закрытой эксперимен-

тальной системе in vitro» исследование про-
демонстрировало модулирующее влияние ГП 
на субпопуляции CD16+СD64-CD32+CD11b+ и 
CD16+СD64+CD32+CD11b+НГ. Так под действи-
ем ГП в ПК условно здоровых детей не изменя-
лось содержание и фенотип изучаемых субпопу-
ляций НГ, исключение составило достоверное 
увеличение в 3 раза экспрессии СD64 в минор-
ной субпопуляции. Эффекты ГП на НГ детей с 
ОДП проявлялись позитивным ремодулирова-
нием фенотипа изучаемых субпопуляций при 
отсутствии количественных изменений. В обеих 
субпопуляциях отмечалось восстановление MFI 
активационных рецепторов CD16 и CD11b до по-
казателей условно здоровых детей. Полученные 
данные оцениваются как положительный имму-
номодулирующий эффект ГП и в дальнейшем 
могут быть использованы для разработки новых 
методов таргетной иммунотерапии с использова-
нием лекарственной формы данной субстанции, 
направленной на коррекцию фенотипа субпопу-
ляций нейтрофильных гранулоцитов при ОДП у 
детей.
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