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В эксперименте in vitro создана модель трансформированного фенотипа нейтрофильных 
гранулоцитов (НГ) условно-здоровых лиц, оснащенных рецепторами CD62L, CD63, CD66d, 
под влиянием N-формил-метионил-лейцил-фенилаланина (fMLP). Описаны особенности 
трансформации фенотипа нейтрофильных гранулоцитов. В системе in vitro исследовано вли-
яние гексапептида аргинил-альфа-аспартил-лизил-валил-тирозил-аргинина на нетрансфор-
мированный и трансформированный фенотип НГ. Показано, что fMLP снижает количество 
нейтрофильных гранулоцитов, экспрессирующих рецептор CD62L, и уменьшает плотность 
экспрессии молекул CD62L на мембране НГ, оцениваемую по MFI, умеренно повышает плот-
ность экспрессии рецептора CD63, и умеренно повышает количество НГ, несущих CD66d ре-
цептор. При этом гексапептид практически не влияет на количество нетрансформирован-
ных НГ, несущих рецепторы CD62L, CD63, CD66d и уровень их экспрессии. В то же время, 
при одновременной инкубации НГ с fMLP и гексапептидом показано нивелирование эффек-
тов fMLP: повышается количество CD62L+НГ и увеличивается плотность экспрессии моле-
кул CD62L, при этом гексапептид не корректировал негативное влияние fMLP на количе-
ство CD63+НГ и количество CD66d+НГ, а также на уровень плотности экспрессии молекул 
CD63 и CD66d на поверхностной мембране НГ. В целом, полученные результаты демонстри-
руют классический иммуномодулирующий эффект гексапептида: с одной стороны – отсут-
ствие каких-либо изменений изучаемых рецепторов на нетрансформированных нейтрофиль-
ных гранулоцитах под его влиянием, с другой стороны – нивелирование трансформационных 
изменений фенотипических характеристик НГ, возникших под влиянием fMLP.
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ВВЕДЕНИЕ

Нейтрофильные гранулоциты (НГ) – клю-
чевые клетки иммунной системы, участвую-
щие как в чрезвычайно быстрой реализации 
эффекторных функций противомикробной 
защиты, так и  в  регуляции функционирова-
ния клеток адаптивного иммунитета. НГ ос-
нащены большим количеством поверхностных 
мембранных рецепторов, каждый из которых 
обладает различными индивидуальными свой-
ствами. Функциональная активность НГ зави-
сит от уровня экспрессии различных рецепто- 
ров [1–4]. Недавними исследованиями пока-
зано существование множества фенотипов НГ 
с разной рецепторной оснащенностью, разли-
чающихся по своим функциональным возмож-
ностям, реализуемым в ходе работы. Доказана 
пластичность НГ: способность одной и той же 
субпопуляции НГ с определенным фенотипом 
менять свои свойства в зависимости от различ-
ных воздействий. Изменения фенотипа НГ под 
влиянием микроокружения (острофазные бел-
ки, стрессорные и половые гормоны, хемоки-
ны, цитокины, бактерии, вирусы, грибы и т.д.) 
сопряжены с изменениями их функционирова-
ния, что нарушает сбалансированное в физио-
логических условиях состояние иммунной си-
стемы [4].

Несомненно большой интерес представ-
ляют поверхностные мембранные рецепторы 
НГ – CD62L, CD63, CD66d. Так, описаны раз-
личные варианты трансформации фенотипа 
CD62L+CD63+НГ у здоровых новорожденных 
и при врожденной пневмонии, в том числе ос-
ложненной сепсисом: выявлено 3 субпопуля-
ции НГ (CD62LdimCD63dim, CD62LbrightCD63dim, 
CD62LdimCD63mid), показано, что при раз-
витии инфекционного процесса происхо-
дит увеличение количества НГ с  фенотипом 
CD62LdimCD63mid, снижение CD62LbrightCD63dim 

НГ, более выраженные при тяжелом течении за-
болевания [5, 6]. Также установлено, что у боль-
ных с гнойным перитонитом в дооперационном 
периоде в  периферической крови повышено  
содержание CD62L+-, HLA-DR+- и CD64+-НГ.  
При этом высокий уровень содержания 
CD62L+-НГ сохраняется в течение 24 суток по-
слеоперационного периода, тогда как количе-
ство HLA-DR+- и CD64+-НГ на 24 сутки после-
операционного периода снижается до уровня 
нормы [7].

Молекулы CD62L экспрессируются почти 
на всех циркулирующих неактивированных 
НГ и  костномозговых миелоидных клетках. 

CD62L – L-селектин [LAM‑1] относится к се-
мейству поверхностных селектинов и участву-
ет в “роллинге” НГ на поверхности эндотелия 
при инициализации воспалительного процес-
са в иммунном ответе.

Молекула CD63 – лизосомальный мем-
бран ассоциированный гликопротеин‑3 
(LAMP‑3), семейства тетраспанинов (TM4SF, 
transmembrane‑4 superfamily). CD63 и  дру-
гие тетраспанины (CD9, CD81, CD82) образу-
ют связь с VLA‑3, фосфатидилинозитол‑4-ки-
назой, VLA‑6, CD11/CD18 и тирозин-киназой. 
CD63 присутствует в альфа-гранулах неакти-
вированных тромбоцитов и  экспрессируется 
на поверхностной мембране активных тромбо-
цитов, кроме того CD63 также экспрессирует-
ся на поверхности и цитоплазме многих клеток 
организма человека. Поверхностная экспрессия 
CD63 на НГ связана с  лизосомальной секре-
цией. Известно, что CD63 содержится только 
в азурофильных гранулах неактивированных 
нейтрофилов и являетсяих маркером. Под вли-
янием активирующих стимулов экспрессия 
CD63 на поверхностной мембране НГ значи-
тельно повышается. Увеличение уровня экс-
прессии CD63 сопряжено с процессами фаго-
цитоза и дегрануляции НГ [8].

НГ экспрессируют несколько раково-эмбри-
ональных антигенов (CEACAM), которые от-
носятся к суперсемейству иммуноглобулинов, 
являющихся молекулами клеточной адгезии: 
CD66a, CD66b, CD66d. CD66d участвует в са-
мых разнообразных физиологических и пато-
логических процессах, таких как рак, бакте-
риальная и вирусная инфекции, воспаление, 
клеточная адгезия и т.д. CD66d (GM‑1) – уча-
ствует в активации НГ, адгезии и выполняет 
роль рецептора для некоторых бактерий. По-
вышение адгезионной активности НГ, опосре-
дованной молекулой CD66d, связывают с уве-
личением экспрессии CD11/CD18 и снижением 
экспрессии CD62L на поверхностной мембра-
не НГ. CD66d является эксклюзивным марке-
ром гранулоцитов. Экспрессия CD66d на НГ 
увеличается под влиянием многих стимулято-
ров [9, 10].

Детекция экспрессии рецепторов на мем-
бранной поверхности НГ позволяет не толь-
ко распознавать фенотип клеток, но и оцени-
вать их функциональное состояние, как при 
нормальных физиологических, так и при раз-
личных патологических условиях. Анализ ра-
нее проведенных исследований позволяет 
заключить, что ядерный аппарат НГ чутко ре-
агирует на самые различные внешние стимулы 
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изменением уровня реструктуризации хрома-
тина и своей биологической активности. Ре-
структуризация хроматина является предпо-
сылкой для появления матричной активности 
ДНК и последующего белкового синтеза. Пока-
зано, что при воздействии на НГ цитокинового 
окружения (IFNγ, G–CSF, TNFα и др.) в систе-
ме in vitro активированные и  дифференциро-
ванные клетки способны менять свой фенотип, 
при этом происходит достоверное увеличение 
реструктуризации хроматина НГ. Под влияни-
ем ГМДП и IFNγ повышается уровень экспрес-
сии генов IL‑8, IL‑1β и TNFα относительно не 
индуцированного контроля, что выражается 
в сильной прямой корреляционной связи меж-
ду этими показателями и изменением феноти-
па нейтрофильных гранулоцитов [11]. 

В связи с выше изложенным, весьма важны-
ми с нашей точки зрения представляются во-
просы экспериментального модулирования 
фенотипов различных субпопуляций НГ и кор-
рекции их дефектной активности. Это позво-
лит в дальнейшем разрабатывать новые методы 
таргетных иммунотерапевтических воздей-
ствий на дефектно функционирующие НГ (де-
фицит количества НГ, дефектный фагоцитоз, 
негативные гиперэргические реакции, “пара-
лизис”– состояние неотвечаемости при кон-
такте с микробным антигеном) при многих им-
мунозависимых заболеваниях.

Известно, что гексапептид аргинил-альфа- 
аспартил-лизил-валил-тирозил-аргинин (ГП)  
является активным центром гормона тимуса 
тимопоэтина и  обладает определенными им-
мунорегуляторными свойствами, а также спо-
собностью вызывать инактивацию свобод-
но-радикальных и  перекисных соединений, 
восстанавливая баланс окислительно-анти- 
окислительных реакций при инфекцион-
но-воспалительных заболеваниях. В связи с из-
ложенным определенный интерес представляет 
изучение влияния ГП на трансформированный 
фенотип НГ.

Цель исследования: разработка эксперимен-
тальной модели трансформированного фено-
типа CD62L+CD63+CD66d+НГ с последующей 
оценкой особенностей влияния гексапепти-
да аргинил-альфа-аспартил-лизил-валил-ти-
розил-аргинина на интактные НГ и  НГ ус-
ловно-здоровых лиц с  экспериментально 
трансформированным фенотипом.

МАТЕРИАЛЫ И  МЕТОДЫ

Исследованы НГ периферической крови 10 
условно-здоровых лиц обоего пола в возрасте 
от 26 до 66 лет. Оценка экспрессии рецепторов 
на мембране НГ проводилась методом проточ-
ной цитометрии с использованием проточно-
го цитофлуориметра FC500 (“Beckman Coulter”, 
США) и конъюгатов моноклональных антител 
CD62L-ECD, CD63-FITC, CD66d-PE (“Beckman 
Coulter International S.A.”, Франция). Оценива-
ли количество НГ (%), экспрессирующих мем-
бранные CD62L, CD63, CD66d рецепторы и ин-
тенсивность их экспрессии по MFI (значение 
интенсивности флуоресценции) [12].

На первом этапе проведена оценка количе-
ства интактных НГ, одномоментно экспрес-
сирующих CD62L, CD63, CD66d молекулы 
с параллельной детекцией интенсивности их 
экспрессии по MFI, данные параметры в даль-
нейшем были использованы в  качестве кон-
троля. На втором этапе для создания в системе  
in vitro экспериментальной модели трансформи- 
рованного фенотипа НГ одномоментно экс-
прессирующего CD62L, CD63, CD66d молеку-
лы (экспериментальная модель 1), использова-
ли N-формил-метионил-лейцил-фенилаланин 
(fMLP), который является пептидом бактери-
ального происхождения, активатором фаго-
цитоза и дегрануляции НГ, способствует фор-
мированию активных форм кислорода и азота. 
Образцы цельной крови условно-здоровых лиц 
инкубировали с fMLP в конечной концентра-
ции 10–7М, в течение 1 часа, при температуре 
37 °С. Далее оценивали особенности трансфор-
мированного фенотипа НГ. На 3‑м этапе оце-
нивали влияние в  системе in vitro ГП на не-
измененный фенотип НГ, экспрессирующих 
мембранные молекулы CD62L, CD63, CD66d 
условно-здоровых лиц (экспериментальная мо-
дель 2). Образцы цельной крови условно-здоро-
вых лиц инкубировали с ГП в конечной концен- 
трации 10–6 г/л в течение 1 часа при температуре  
37 °С. На 4‑м этапе оценивали совместное одно-
моментное влияние fMLP в конечной концен-
трации 10–7М и ГП в конечной концентрации 
10–6 г/л на фенотип НГ условно-здоровых лиц, 
экспрессирующих мембранные CD62L, CD63, 
CD66d (экспериментальная модель 3). Инку-
бацию проводили в течение 1 часа при темпе-
ратуре 37 °С. Оценка количества НГ (%), од-
номоментно экспрессирующих CD62L, CD63, 
CD66d молекулы с параллельной детекцией ин-
тенсивности их экспрессии по MFI, была про-
ведена во всех экспериментальных моделях. 
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Полученные данные были подвергнуты адек-
ватной статистической обработке.

РЕЗУЛЬТАТЫ И  ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ полученных данных продемонстри-
ровал, что у  условно-здоровых лиц количе-
ство интактных НГ, несущих рецептор CD62L 
(CD62L+НГ) составило 93,1 ± 1,72% [88,7; 95,6]
с плотностью по MFI, равной 5,59 ± 1,035 [4,29; 
7,57]. Культивирование образцов перифериче-
ской крови с fMLP (экспериментальная модель 1)  
способствовало значительному снижению ко-
личества CD62L+НГ в  1,67 раза (на  40,1%) 
с 93,1 ± 1,72% до 55,8 ± 7,40% [42,1; 70,6] (р < 0,01), 
при этом коэффициент регрессии составил  
0,5 ± 0,12. Выявлено уменьшение плотно-
сти экспрессируемых молекул CD62L на мем-
бране НГ в 2,33 раза – на 57,1%, с 5,59 ± 1,035 
[4,29; 7,57] до 2,40 ± 0,314 [1,86; 3,08] (р < 0,01), 
при этом коэффициент регрессии составил 
0,4 ± 0,05. Кроме того, под влиянием fMLP уме-
ренно, но достоверно увеличилась плотность 
экспрессии молекул CD63+НГ с 3,14 ± 0,15 [2,81; 
3,41] до 3,52 ± 0,15 [3,23; 3,90] (р < 0,01), при этом 
количество CD63+НГ было высоким и состави-
ло 99,97 ± 0,05, что не отличалось от контроля 
(p > 0,05). Под влиянием fMLP умеренно уве-
личивалось количество CD66+НГ с 78,1 ± 3,43% 
[72,3; 81,4] до 83,7 ± 2,88% [79,1; 88,1], при этом 
уровень плотности экспрессируемых молекул 
CD66d на мембране НГ не изменился (табл., 
рис.). Данные, полученные в эксперименталь- 
ной модели 1 in vitro по трансформации 

изучаемых рецепторов под действием fMLP, со-
ответствуют ранее выявленным изменениям 
у  новорожденных с  врожденной пневмонией 
и пневмонией тяжелого течения, осложненной 
сепсисом в виде снижения количества CD62L+НГ 
и уровня экспрессии рецептора CD62L на фоне 
увеличения уровня экспрессии CD63 [5, 6].

В созданной на третьем этапе исследова-
ния экспериментальной модели 2 проводилась 
оценка влияния регуляторного гексапепти-
да ГП на НГ условно-здоровых лиц. Получен-
ные данные продемонстрировали отсутствие 
позитивных и негативных влияний ГП на ко-
личество CD62L+НГ, CD63+НГ, CD66d+НГ 
и  плотность всех экспрессируемых молекул. 
Количество НГ, экспрессирующих молекулы 
CD62L, CD63, CD66d, и  уровень их экспрес-
сии не изменились по сравнению с контролем 
(табл.). Таким образом, выявлен иммуномоду-
лирующий эффект ГП, который проявился от-
сутствием эффектов на нетрансформирован-
ный фенотип НГ здоровых лиц.

Оценка одномоментного комбинированно-
го воздействия fMLP и  ГП на четвертом эта-
пе исследования (экспериментальная модель 3)  
позволила установить нивелирование выяв-
ленных ранее негативных эффектов fMLP 
на CD62L+НГ. Так, под влиянием ГП значи-
тельно увеличилось количество CD62L+НГ 
с 55,8 ± 7,40% [42,1; 70,6] (моновлияние fMLP) до 
67,3 ± 7,73% [54,9; 76,1] (р <0,01). Кроме того, уме-
ренно возросла плотность экспрессии молекул 
CD62L с 2,40 ± 0,314 [1,86; 3,08] до 2,83 ± 0,296 
[2,31; 3,32] (р <0,01). Однако, при этом ГП не 

Таблица. Особенности экспрессии молекул CD62L, CD63, CD66d на поверхностной мембране интактных НГ 
и НГ, подвергнутых экспериментальным воздействиям

Фенотип
Группы

CD62L CD63 CD66d

% НГ MFI % НГ MFI %НГ MFI

Контроль  
(интактные НГ)

93,1 ± 1,72
[88,7; 95,6]

5,59 ± 1,035
[4,29; 7,57]

99,8 ± 0,21
[99,1; 100,0]

3,14 ± 0,155
[2,81; 3,41]

78,1 ± 3,43
[72,3; 81,4]

2,28 ± 0,107
[2,14; 2,49]

Экспериментальная
модель 1 –
fMLP

55,8 ± 7,40
[42,1; 70,6]
p1*

2,40 ± 0,314
[1,86; 3,08]
p1*

99,97 ± 0,05
[99,8; 100,0]

3,52 ± 0,156
[3,23; 3,90]
p1*

83,7 ± 2,88
[79,1; 88,1]
p1**

2,40 ± 0,116
[2,22; 2,54]

Экспериментальная
модель 2 –
ГП

94,4 ± 2,0
[90,2; 98,6]

5,12 ± 0,743
[4,15; 6,7]
p1**

99,8 ± 0,25
[99,2; 100,0]

3,21 ± 0,148
[3,01; 3,47]
p1**

80,4 ± 2,88
[75,4; 87,8]

2,43 ± 0,136
[2,13; 2,63]

Экспериментальная
модель 3 – fMLP+ГП

67,3 ± 7,73
[54,9; 76,1]
p1*, p2*, p3*

2,83 ± 0,296
[2,31; 3,32]
p1*, p2*, p3*

99,97 ± 0,04
[99,9; 100,0]
p1**

3,50 ± 0,141
[3,21; 3,7]
p1*, p3*

86,7 ± 2,99
[80,8; 91,6]

2,47 ± 0,113
[2,27; 2,65]

Примечание: p1 – достоверность различий между контролем и экспериментальными моделями; р2 – достоверность разли-
чий между экспериментальной моделью 1 и моделью 3; p3 – достоверность различий между экспериментальной моделью  
2 и моделью 3; M ± m; [min; max]; * р < 0,01; **p< 0,05.
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корректировал негативное влияние fMLP на 
количество CD63+НГ и количество CD66d+НГ, 
а также на уровень плотности экспрессии мо-
лекул CD63 и  CD66d на поверхностной мем-
бране НГ (табл., рис.). Таким образом, выявлен 
иммуномодулирующий эффект ГП, восстанав-
ливающий трансформационные изменения фе-
нотипических характеристик НГ, вызванные 
влиянием бактериального пептида, наиболее 
выраженные в отношении экспрессии CD62L, 
что важно для полноценного перемещения ми-
крофагоцита к очагу воспаления.

Полученные данные позволяют расширить 
и углубить понимание роли НГ в иммунном 
гомеостазе и оценить динамическую взаимо- 
связь функционального потенциала клетки c её 
генной экспрессией и синтезом тех или иных 
факторов, участвующих в иммунологическом 

“crosstalking”, и фенотипической поляризацией 

в ответ на индуцирующие интро- и экстрацел-
люлярное окружение.

ВЫВОДЫ

1. Обобщая полученные данные, можно прий- 
ти к заключению, что в системе in vitro под вли-
янием бактериального пептида fMLP создана 
экспериментальная модель трансформирован-
ного фенотипа CD62L+CD63+CD66d+НГ.

2. Бактериальный пептид fMLP способству-
ет трансформации фенотипа НГ, влияя в боль-
шей степени на количество НГ, экспрессирую-
щих CD62L, и плотность экспрессируемых на 
поверхностной мембране НГ молекул CD62L.

3. Под влиянием fMLP незначительно повы-
шается уровень экспрессируемых мембранных 
молекул CD63 и количество CD66d+НГ.

40

0

20

60

80

100

120
%

*
*

**

Контроль –
интактные

НГ

Модель 1 –
fMLP

Модель 2 –
ГП

Модель 3 –
fMLP + ГП

Контроль –
интактные

НГ

Модель 1 –
fMLP

Модель 2 –
ГП

Модель 3 –
fMLP + ГП

% НГ CD62L 

% НГ CD63 

%НГ CD66d 

0

1

2

3

4

5

6

*

**

*
* ** *

MFI MFI CD62L

MFI CD63

MFI CD66d

(а)

(б)

Рис. Динамика изменений относительного содержания (а) и интенсивности оснащения (б) CD62L, CD63, CD66d нейтро-
фильных гранулоцитов в экспериментах in vitro. Примечание: *р< 0,01; **p< 0,05.
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4. Полученные результаты демонстриру-
ют классический иммуно-модулирующий эф-
фект ГП, который проявился с одной стороны 
при его моновоздействии на нетрансформи-
рованный фенотип НГ здоровых лиц – отсут-
ствие каких-либо изменений изучаемых рецеп-
торов НГ, и с другой стороны – нивелирование 
трансформационных изменений фенотипиче-
ских характеристик НГ, возникших под влия-
нием бактериального пептида fMLP.
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The experimental model of the in vitro transformed phenotype of neutrophilic granulocytes (NG) 
equipped with receptors CD62L, CD63, CD66d, was created under the influence of N-formyl-
methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP). The features of the transformed phenotype of NG were 
described. The influence of the hexapeptide arginyl-alpha-aspartyl-lysyl-poured-tyrosyl-arginine on 
untransformed and transformed phenotype of NG was investigated in vitro. It was shown that fMLP 
reduces the number of NG, expressing the receptor CD62L and reduces the density of expression of this 
receptor on the surface membrane of NG, moderately increases the density of CD63 and moderately 
increases the number of CD66dL+NG. Hexapeptide does not influence on the number of untransformed 
NG, bearing receptors CD62L, CD63, CD66d, and the level of the expression of those molecules. It has 
been shown the mitigation of the influences of fMLP after the simultaneous incubation NG with fMLP 
and hexapeptide: the number of CD62L+NG was increased and the density of membrane expression of 
the molecules of CD62L was increased too. At the same time, hexapeptide did not correct the negative 
effects of fMLP on the number of CD63+NG and CD66d+NG, and on level of density of the expression 
of CD63 and CD66d molecules on the surface membrane of NG. Overall, the results demonstrate the 
classic immunomodulatory effect of hexapeptide: on the one hand, we saw the absence of any changes 
of the studying receptors on membrane of the untransformed NG under hexapeptide influences, and 
on the other hand, it was demonstrated a strong trend of leveling the negative transformational effects 
of fMLP under hexapeptide influences.
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