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В.А. Михайлова, О.М. Овчинникова, Я.С. Онохина, А.А. Чугунова, М.С. Зайнулина,  
С.А. Сельков, Д.И. Соколов

Функциональная активность NK-клеток периферической крови при 
гестозе

Лаборатория иммунологии, Учреждение РАМН НИИ акушерства и гинекологии им. Д.О. Отта СЗО РАМН, 
199034, г. Санкт-Петербург, Менделеевская линия, д. 3; +7(812)328-98-50; corbie@hotmail.ru

Физиологическое течение беременности сопровождается миграцией NK-клеток в децидуальную ткань, где происходит 
подавление их цитотоксической активности. При гестозе происходит увеличение количества NK-клеток как в дециду-
альной ткани, так и в периферической крови. Данные о функциональной активности NK-клеток при гестозе на сегод-
няшний день носят противоречивый характер. Целью настоящей работы явилось изучение функциональной актив-
ности NK-клеток периферической крови при гестозе. Установлено, что при гестозе становится иной функциональная 
активность NK-клеток, что проявляется в изменении стратегии индукции гибели у клеток-мишеней. Преобладающей 
становится TRAIL-опосредованная индукция апоптоза, а механизм индукции гибели клеток, основанный на высвобож-
дении гранзимов и перфорина, отступает на второй план. Работа выполнена при финансовой поддержке Министерства 
образования и науки РФ ГК №02.740.11.0711 и грантов Президента РФ № НШ-3594.2010.7, МД-150.2011.7.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  NK-клетки; функциональная активность; CD107a; TRAIL; гестоз

V.A. Mikhaylova, O.M. Ovchinnikova, Y.S. Onohina, A.A.Chugunova, M.S. Zainulina, S.A. Selkov, D.I. Sokolov
Functional activity of peripheral blood NK-cells at preeclampsia

Abstract. During healthy pregnancy NK-cells migrate to decidual tissue where their cytotoxic activity decreases. Preec-
lampsia is associated with increasing amount of NK-cells in decidual tissue and in peripheral blood. The data on NK-cells’ 
functional activity at preeclampsia are controversial. The aim of the study was to assess functional activity of peripheral 
blood NK-cells at preeclampsia. We observed that NK-cells changed the strategy of their functional activity: TRAIL-con-
nected induction of apoptosis dominated while cytotoxicity associated with lytic granules release decreased. This work 
was supported by grants НШ–3594.2010.7, ГК №02.740.11.0711, МД-150.2011.7.

K e y  w o r d s :  NK-cells; functional activity; CD107a; TRAIL; preeclampsia

активации [6]. Цитотоксический эффект NK-клеток в 
отношении клеток-мишеней может быть не связан с 
эффектами гранзимов и перфорина, и реализовываться 
за счет связывания рецептора TRAIL-активированных 
NK-клеток с его лигандами (TRAIL-R) на поверхности 
клеток-мишеней [7]. При взаимодействии TRAIL и его 
рецептора в клетке-мишени индуцируется каскад сиг-
нальных реакций, активирующих каспазу-8 и каспазу-
10, инициирующих апоптоз клетки-мишени [8].

При физиологическом течении беременности NK-
клетки постоянно присутствуют в децидуальной тка-
ни. Пул децидуальных NK-клеток может пополняться 
за счет миграции NK-клеток из периферической кро-
ви в децидуальную ткань в ответ на секретируемые 
тканью плаценты хемокины [9]. За счет связывания 
рецепторов KIR2DL4 NK-клеток с молекулами локу-
са HLA-G, экспрессируемыми клетками трофобласта, 
цитотоксическая активность NK-клеток подавляется. 
Связывание KIR2DL4 и HLA-G стимулирует секре-
цию NK-клетками интерферона (IFN)γ, индуцирую-
щего экспрессию генов различных хемокинов (на-
пример, CXCL10), цитокинов и транскрипционных 
факторов клетками децидуальной ткани, что способ-
ствует поддержанию сосудистой сети ткани плаценты 
[10]. Так же IFNγ индуцирует выработку макрофага-
ми индоламин-2,3-доиксигеназы, что приводит к де-

Введение. NK-клетки обеспечивают элиминацию 
из организма вирусинфицированных и трансформиро-
ванных клеток [1]. Для NK-клеток характерно проявле-
ние цитотоксической активности за счет образования 
иммунологического синапса с клеткой-мишенью [2] и 
выделения в область контакта гранзимов и перфорина 
[1]. При этом происходит слияние лизосомальной и ци-
топлазматической мембран NK-клеток, что приводит к 
появлению на цитоплазматической мембране CD107a 
гликопротеина, ассоциированного с лизосомальными 
мембранами (LAMP-1) [3]. Таким образом, экспрессия 
CD107a NK-клетками отражает степень проявления 
ими цитотоксической активности, опосредованной 
гранзимами и перфорином [3, 4].

В образовании иммунологического синапса участву-
ют такие адгезионные молекулы, как LFA-1 со сторо-
ны NK-клеток и ICAM-1 со стороны клеток-мишеней 
[5]. Однако NK-клетки также экспрессируют ICAM-1, 
и экспрессия этих адгезионных молекул NK-клетками 
усиливается при активации IL-12. Блокирование с по-
мощью антител ICAM-1 NK-клеток приводит к сни-
жению их цитотоксической активности в отношении 
клеток К562, ингибирует цитотоксичность NK-клеток, 
вызванную PMA и иономицином, угнетает поток ио-
нов Ca2+, что указывает на участие ICAM-1 в регуля-
ции внутриклеточного сигналинга NK-клеток при 
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Оценка активности NK-клеток. Для анализа активно-
сти NK-клеток мононуклеары периферической крови вы-
деляли на градиенте плотности фиколл-верографин (Sigma, 
США) стандартным методом [19]. Затем мононуклеары инку-
бировали в пробирках 4 ч в культуральной среде RPMI-1640 
(Sigma, США), 10% ЭТС (Sigma, США), 1% стрептомицина 
и пенициллина (Sigma, США), 1% глютамина (Sigma, США) 
во влажной атмосфере при 37°С и 5% CO2 в концентрации  
1 млн клеток/мл. Для оценки дегрануляции клеток использовали 
метод, предложенный G. Alter и соавт. [3]. Часть клеток от каж-
дой пациентки инкубировали в присутствии антител к CD107a 
(в соответствии с указанием производителя BD, США) и 8 мкг/
мл монензина (BD, США). Вторую часть клеток от тех же паци-
енток инкубировали в присутствии антител к CD107a, 8 мкг/мл 
монензина и стандартного реагента для активации лейкоцитов 
(далее – активатора), содержащего 2,5 мкг/мл РМА и 0,5 мкг/мл 
иономицина (BD, США). После инкубации мононуклеары цен-
трифугировали при 200g в течение 10 мин и ресуспендировали 
в растворе Хенкса. Затем клетки в соответствии с указанием 
производителя (BD, США) обрабатывали специфическими ан-
тителами к CD3, CD56, CD54, а часть клеток – изотипическими 
антителами. Анализ флюоресценции проводили при помощи 
проточного цитофлюориметра FACS Canto II (BD, США). Для 
этого выполняли гейтирование лимфоцитов в координатах пря-
мого и бокового светорассеяния FSC-SSC. События, попавшие 
в регион лимфоцитов, анализировали, выделяя NK-клетки по 
фенотипу CD3-CD56+. Затем оценивали количество NK-клеток 
периферической крови, экспрессирующих CD107a и CD54, сре-
ди всех NK-клеток (рис.1, на 3-й полосе обложки).

Оценка экспрессии TRAIL. При анализе экспрессии 
TRAIL NK-клетками периферической крови применяли ан-
титела к CD3, CD16, CD56 (BD, США) и антитела к TRAIL 
(BD, США). Обработку клеток цельной периферической 
крови антителами осуществляли в соответствии с указания-
ми производителя. Анализ флюоресценции проводили при 
помощи проточного цитофлюориметра FACS Canto II (BD, 
США). Последовательно гейтируя в координатах FSC-SSC, 
CD3-CD16/CD56, дифференцировали NK-клетки по феноти-
пу CD3-CD16+CD56+. Границы устанавливали на основании 
предшествующего измерения флюоресценции клеток, окра-
шенных изотипическими антителами. Анализировали как 
относительное содержание TRAIL + NK-клеток, так и интен-
сивность их флюоресценции (рис.2 на 3-й полосе обложки).

Статистический анализ данных проводили в компью-
терной программе AtteStat 12.1.7, используя непараметриче-
ский критерий Манна–Уитни.

Р е з у л ь т а т ы  и  о б с у ж д е н и е .  NK-клетки 
присутствуют в децидуальной ткани в течение все-
го срока физиологической беременности [20]. При 
гестозе по сравнению с физиологической беремен-
ностью количество NK-клеток повышено в дециду-
альной ткани [21], а также в периферической крови 
[14]. Наши результаты дополняют полученные ранее 
данные и указывают на то, что гестоз по сравнению 
с физиологической беременностью характеризуется 
как повышенным относительным количеством, так и 
абсолютным количеством NK-клеток в перифериче-
ской крови (табл. 1).

Функциональную активность NK-клеток в насто-
ящей работе оценивалась по экспрессии клетками 
CD107a, гликопротеина, ассоциированного с лизосо-
мальными мембранами клеток. Подобный метод из-
мерения активности NK-клеток дает возможность 
непосредственно оценивать количество дегранулиро-
вавших NK-клеток [3, 22]. Данный метод сопоставим с 
классическим методом оценки активности NK-клеток, 
включающим инкубацию в присутствии клеток К562. 
Кроме того, результаты, полученные методом оцен-
ки экспрессии CD107a, коррелируют с активностью 

привации триптофана в клеточном микроокружении 
и как следствие к развитию иммуносупрессии. Кро-
ме того, IFNγ стимулирует экспрессию и секрецию 
неклассических молекул главного комплекса гисто-
совместимости HLA-G и HLA-E эндотелиальными 
клетками и клетками трофобласта [11, 12], что также 
способствует поддержанию состояния иммунологи-
ческой толерантности в системе мать–плод.

Гестоз – осложнение беременности, развивающееся 
после 20-й недели беременности, для которого характер-
но развитие полиорганной недостаточности [13]. При 
гестозе происходит увеличение количества NK-клеток 
как в децидуальной ткани [14, 15], так и в перифери-
ческой крови [14]. Для оценки цитотоксической актив-
ности NK-клеток при гестозе ранее использовали метод 
совместной инкубации NK-клеток и клеток линии K652 
с последующим учетом количества погибших клеток-
мишеней К562. Указанный метод оценки цитотоксиче-
ского потенциала NK-клеток дает возможность оценить 
результат цитотоксической активности этих клеток, од-
нако не позволяет проанализировать механизм ее реа-
лизации. Кроме того, результаты, полученные разными 
исследовательскими группами, носят противоречивый 
характер. Так, в одном случае активность NK-клеток, 
полученных от беременных с гестозом, была выше, чем 
в контрольной группе [16]. В другой группе было уста-
новлено, что активность NK-клеток у женщин при ге-
стозе снижена по сравнению с активностью NK-клеток 
женщин с физиологической беременностью и у небере-
менных женщин [17]. Также есть данные, что при ге-
стозе и при физиологической беременности цитотокси-
ческая активность NK-клеток периферической крови не 
имеет различий [18]. Учитывая противоречивые данные 
о функциональном состоянии NK-клеток при беремен-
ности, целью настоящего исследования явилась оценка 
цитотоксической активности NK-клеток перифериче-
ской крови и экспрессии ими молекул CD54 (ICAM-1) и 
TRAIL у беременных женщин.

Материал и методы. Объект исследования. Анализ экс-
прессии CD107a и CD54 NK-клетками периферической крови 
был проведен у 64 женщин (20 здоровых небеременных жен-
щин, 20 женщин с физиологическим течением беременности, 
24 беременных с гестозом средней степени). Анализ экспрессии 
NK-клетками периферической крови TRAIL был проведен у 62 
женщин (22 здоровые небеременные женщины, 18 женщин с 
физиологическим течением беременности, 22 беременные с ге-
стозом). Возраст женщин в каждой группе 19–40 лет, и в среднем 
составил 28,5 ± 5,3 года. Различий по возрасту женщин между 
группами не выявлено. Критериями исключения являлись са-
харный диабет 1-го типа, многоводие, маловодие, урогениталь-
ная инфекция, острая инфекция или обострение хронической 
инфекции, аутоиммунные заболевания, гипертоническая бо-
лезнь и заболевания системы кровообращения. Диагноз гестоза 
у беременных установлен на основании ведущих клинических 
симптомов в соответствии с классификацией по Г.М. Савелье-
вой (2005). Материалом для исследования являлась перифери-
ческая кровь из локтевой вены, забор которой осуществляли в 
пробирки с антикоагулянтом Na2ЭДТА. Получено информиро-
ванное согласие пациенток на обследование.

Оценка содержания NK-клеток в периферической крови. 
Для оценки содержания NK-клеток в периферической крови 
здоровых небеременных женщин, женщин с физиологиче-
ской беременностью и с гестозом использовали стандартный 
набор для определения относительного и абсолютного со-
става лимфоцитов периферической крови (BD Multitest with 
Trucount tubes, США). Анализ проводили на проточном ци-
тофлюориметре FACS Canto II (BD, США).

Copyright ОАО «ЦКБ «БИБКОМ» & ООО «Aгентство Kнига-Cервис»Copyright ОАО «ЦКБ «БИБКОМ» & ООО «Aгентство Kнига-Cервис»

Перейти на страницу с полной версией»

Перейти на страницу с полной версией»

http://rucont.ru/efd/340051
http://rucont.ru/efd/340051

