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Исследование влияния высокомолекулярного гиалуронана  
на функциональную активность Т-регуляторных клеток человека

Работа посвящена изучению влияния высокомолекулярного гиалуронана, являющегося компонентом меж-
клеточного матрикса, на супрессорную активность Тreg-клеток периферической крови здорового человека 
c фенотипом CD4+CD25+FoxP3+, обеспечивающих толерантность к собственным антигенам. Гиалуронан 
усиливал у части доноров супрессорную активность Тreg-клеток в отношении пролиферации эффекторных 
Т-лимфоцитов, у другой части снижал ее независимо от формы его презентации Тreg-клеткам (растворимая 
или фиксированная на твердой фазе). Гиалуронан не влиял на продукцию IL-10 Тreg-клетками. В свою очередь, 
Т-супрессорная активность не была связана с продукцией IL-10 Treg-клетками. Обсуждаются предполагае-
мые механизмы влияния гиалуронана на развитие супрессии, опосредованной Тreg-клетками. Разработанные 
в работе методические подходы к изучению Treg-клеток с помощью гиалуронана могут быть полезны для ис-
следований нарушения нормальной Treg-зависимой иммуносупрессии при аутоиммунопатологии и при раке.
Ключевые слова: Т-регуляторные клетки, иммуномагнитная клеточная сепарация, проточная цитофлуориме-
трия, гиалуронан, интерлейкин-10, МТТ-тест.

V.A. Abramova, N. Abdolla, Yu.V. Perfilieva, E.O. Ostapchuk, N.N. Belyaev 
Study of high molecular weight hyaluronan influence on functional activity of human T regulatory cells

The work is devoted to study the extracellular matrix component, high molecular weight hyaluronan, on the suppressor 
activity of CD4+CD25+FoxP3+ Treg cells, which were obtained from healthy human peripheral blood. Hyaluronan 
has been established to increase suppressor activity of Treg cells in part of donors; in other individuals it caused a 
decrease in this parameter. Hyaluronan did not influence on the production of IL-10 by Treg cells. In its turn suppressor 
activity has not been associated with IL-10 production by Treg cells. Some mechanisms of hyaluronan infulence on 
the suppression by Treg cells are discussed. Experimental approaches worked out in this study, can be useful for 
investigation of the impaired Treg-dependent immunosupression in pathologic states as autoimmunity and cancer.
Key words: T-regulatory cells, immunomagnetic cell separation, flow cytofluorimetry, hyaluronan, interleukin-10, 
MTT-test.

В.А. Абрамова, Н. Абдолла, Ю.В. Перфильева, Е.О. Остапчук, Н.Н. Беляев 
Жоғары молекулалық салмақтағы гиалуронанның  адамның Т- реттегіш жасушаларының  

функционалдық активтілігіне әсерін зерттеу

Бұл жұмыс сау адамдардың шеткі аймақтық қанындағы Treg-жасушалардың супрессорлық активтілігіне, жа-
суша аралық матрикстің компонетті болып табылатын жоғары молекулалық салмақтағы гиалуронанның әсерін 
зерттеуге арналған. Гиалуронан бір бөлек донорларда эффекторлық Т жасушалардың пролиферациясына, Treg 
жасушалардың супрессорлық активтілігін күшейтсе, ал басқа  бір бөлігінде оны төмендетті. Гиалуронан Treg-
жасушалардың IL-10 продукциясына әсер етпеді. Өз кезегінде, Т супрессорлық активтілік, Treg-жасушалардың 
IL-10 продукциясымен байланысы болмады. Treg-жасушаларымен гиалуронанның супрессия дамуындағы 
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болжамды әсер механизмі талқылануда. Бұл жұмыстағы гиалуронның көмегімен Treg жасушаларын зерттеуге 
арналған  жетілдірілген  әдістемелік жолдар, онкологиялық және аутоиммундық аурулар кезіндегі иммундық 
супрессияға байланысты қалыпты Treg-тің кемістігін зерттеу үшін пайдалы болуы мүмкін. 
Түйін сөздер: Т-реттегіш жасушалар, иммуномагниттік жасушалық сепарация, ағынды цитофлуориметрия, 
гиалуронан, интерлейкин-10, МТТ-тест.

Т-регуляторные клетки (Treg) представляют 
собой популяцию Т-лимфоцитов с фенотипом 
CD4+CD25+FoxP3+, составляющих важное зве-
но адаптивного иммунитета, контролирующее 
активность эффекторных клеток и обеспечива-
ющее толерантность к собственным антигенам 
[1, 2]. В качестве дополнительных маркеров 
Treg-клеток при их идентификации использу-
ют GITR, OX40 (CD134), CTLA-4 (CD152) [3]. 
Дисфункция Treg-клеток приводит к развитию 
аутоиммунной патологии, такой, как ревмато-
идный артрит, множественный склероз, воспа-
ление толстого кишечника, синдром Шегрена, 
миастения гравис, тироидит Хашимото, систем-
ная красная волчанка, диабет первого типа [4, 
5], тогда как при раке наблюдается увеличение 
активности Treg-клеток, инфильтрирующих 
опухоль, что приводит к локальной иммуносу-
прессии и росту опухоли [6]. Treg-клетки так-
же могут существенно модулировать течение 
инфекционного процесса [7]. Хотя активация 
Treg-клеток, имеющих клональное разнообра-
зие, запускается специфическим образом через 
посредство Т-клеточных рецепторов, супрессия, 
которую они индуцируют, не является антиген-
специфической [8].

Механизмы активации и угнетения Treg-
клеток являются предметом интенсивных ис-
следований. Особый интерес представляет 
взаимодействие Treg-клеток с внеклеточным 
матриксом (extracellular matrix, ECM), пред-
ставляющим сложную смесь протеинов, про-
теогликанов и глюкозаминогликанов, которые 
поддерживают архитектуру тканей [9]. Важным 
компонентом ЕСМ является гиалуронан (НА) – 
отрицательно заряженный полисахарид [10], со-
стоящий из повторяющихся звеньев дисахарида 
(D-глюкуроновая кислота (β1→3)-N–ацетилглю-
козамин (β1→4)). Гиалуронан может существо-
вать как в высоко-, так и в низкомолекулярной 
форме. В отличие от высокомолекулярного HA, 
низкомолекулярный HA выполняет противопо-
ложные функции в регулировании иммунного 
ответа, то есть, он выступает в роли своеобраз-

ного «сигнала опасности», и взаимодействие с 
ним приводит к активации иммунокомпетент-
ных клеток [10]. «Сигналом опасности» низко-
молекулярный HA считают потому, что он об-
разуется из высокомолекулярного HA при его 
деградации гиалуронидазами, экспрессия кото-
рых в ЕСМ увеличивается при воспалении. НА 
привлекает внимание исследователей в виду его 
участия в механизме возникновения и регуляции 
воспаления, в том числе Treg-клетками [11-13]. 

Молекула CD44 является клеточным рецеп-
тором лимфоцитов для HA. Существует мно-
жество изоформ CD44, которые образуются за 
счет альтернативного сплайсинга вариантных 
экзонов [11, 14, 15]. Однако экспрессия CD44 на 
поверхности клеток еще не гарантирует связы-
вание с НА. В отсутствии стимуляции лимфоци-
ты экспрессируют стандартную форму CD44, не 
способную связывать гиалуронан [11, 13]. Ак-
тивация Treg-клеток митогенными стимулами в 
условиях эксперимента (анти-CD3 + анти-CD28) 
вызывает экспрессию v9 и v6 изоформ CD44, ко-
торые связывают высокомолекулярный HA, что 
приводит к усилению их супрессорной функции 
[14, 15]. Остается неизвестным, присутствуют 
ли в норме в циркулирующей крови здоровых 
людей Treg-клетки, способные к активации су-
прессорной активности после связывания высо-
комолекулярного HA. 

Целью исследования явилось изучение влия-
ния высокомолекулярного HA на супрессорную 
активность Treg-клеток периферической крови 
человека.  

Материалы и методы
В качестве источника Treg-клеток использо-

вали периферическую кровь здоровых доноров, 
полученную из локтевой вены. 10 мл крови с 
антикоагулянтом ЭДТА осторожно наслаивали 
на 10 мл гистопака 1077 (Sigma-Aldrich, Герма-
ния) и центрифугировали 20 мин при 3000 g при 
4°С. Фракцию мононуклеарных клеток (PBMC) 
отбирали из интерфазного кольца и отмывали 
20-кратным объемом среды RPMI-1640 центри-
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фугированием при 200 g в течение 10 мин при 
20оС.

Выделение популяции Treg-клеток из 
мононуклеарной фракции перифериче-
ской крови проводили с помощью набора 
«CD4+CD25+CD127dim/- Reg T Cell Isolation 
Kit II» (Milenyi Biotec, Германия) согласно про-
писи фирмы-производителя, используя колон-
ки типа CS+ и MS+ и магнитный сепаратор 
MiniMACS. На первом этапе с помощью нега-
тивной иммуномагнитной селекции из моно-
нуклеарной фракции крови удаляли не-СD4+ 
клетки с помощью коктейля моноклональных 
биотинилированных антител к специфическим 
маркерам, не встречающимся на Treg-клетках 
(CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, 
TCR, CD235a, CD127high), и железосодер-
жащих парамагнитных бус, конъюгированных с 
моноклональными антителами против биотина. 
Затем проводили позитивную селекцию по мар-
керу CD25, используя бусы с моноклональными 
антителами к CD25. CD25- Т-клетки, выделив-
шиеся в негативной фракции, использовали в 
качестве клеток-мишеней (Tconv).

О супрессорной активности Treg-клеток, 
активированных НА, судили по торможению 
пролиферации клеток-мишеней, оцениваемому 
по снижению активности цитоплазматических 
дегидрогеназ в МТТ-тесте [16]. Treg-клетки 
(5×104 кл./лун.) кокультивировали с клетками-
мишенями Tconv (105 кл./лун.) в присутствии 
фитогемагглютинина (PHA) (Sigma-Aldrich) (5 
мкг/мл) или 10 нг/мл форбол миристат ацета-
та и 0,5 мкг/мл иономицина  (PMA/I) (Sigma-
Aldrich) в 96-луночных планшетах, в присут-
ствии или отсутствии НА, в 200 мкл полной 
культуральной среды (ПКС) RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich), содержащей 10% фетальной бычьей 
сыворотки (Sigma-Aldrich), 2 мМ глутамина 
(Sigma-Aldrich), 100 U/мл пенициллина и 100 
мг/мл стрептомицина, при 37°С и 5% СО2 в СО2-
инкубаторе в течение 72 ч. За 4 ч до окончания 
культивирования в каждую ячейку вносили 
по 500 мкг/мл МТТ (3-(4,5-диметилтиазол-2-
ил)-2,5-дифенилтетразолиум бромид) (Sigma-
Aldrich). По окончанию опыта из лунок удаляли 
супернатант, образовавшиеся кристаллы форма-
зана подсушивали, растворяли в диметилсуль-
фоксиде (Sigma-Aldrich) и колориметрировали 
в иммуноферментном анализаторе при 492/630 

нм. Индекс супрессии пролиферации (ИСп) кле-
ток вычисляли по формуле: ИСп=(К-О)/Кх100%, 
где К – значение экстинкции в контроле, О – то 
же самое в опыте. К вычисляли, суммируя зна-
чения экстинкции в лунках с Treg-клетками и 
клетками-мишенями.

Оценку фиксации HA на полистирольных 
планшетах проводили следующим образом. 
Поли-L-лизин (PL) (Sigma-Aldrich) в концентра-
ции 3 мкг/мл, растворенный в 5 мМ фосфатно-
солевом буферном растворе (рН=7,4), инкубиро-
вали в лунках 96-луночного планшета (100 мкл) 
в течение 3-х суток при температуре 4-8°С. По-
сле соответствующих отмывок в лунки вносили 
водный раствор (100 мкл) биотинилированного 
НА (Sigma-Aldrich) в возрастающих концентра-
циях (10, 100, 200 мкг/мл) и инкубировали 2 ч 
при комнатной температуре. В качестве блоки-
рующего агента использовали 0,5% раствор (200 
мкл) бычьего сывороточного альбумина (BSA) 
в карбонат-бикарбонатном буферном растворе 
(рН=8,9). В контрольных ячейках НА не вноси-
ли (К-), или вносили 100 мкг/мл НА без пред-
варительного нанесения PL. Отмывали 3 раза и 
вносили конъюгат «стрептавидин-пероксидаза 
хрена (Sigma-Aldrich). Через 1 ч инкубирова-
ния при 37°С реакцию проявляли добавлением 
100 мкл субстрата о-фенилендиамина (Sigma-
Aldrich), растворенного в цитратно-фосфатном 
буферном растворе (рН=5,0), в присутствии 
Н2О2. Через 30 мин инкубирования в темноте 
реакцию останавливали добавлением 50 мкл 4 
н H2SO4  и измеряли экстинкцию при 492 нм на 
иммуноферментном анализаторе.

IL-10 в супернатантах культуральной среды 
определяли с помощью иммуноферментного 
анализа (ИФА), используя набор реагентов фир-
мы Diaclone (Франция) согласно прилагаемой 
инструкции. Для этого клетки подвергали куль-
тивированию в ПКС при стандартных условиях 
в течение 72 ч в присутствии или отсутствии НА 
(100 мкг/мл). Для оценки влияния НА на про-
дукцию IL-10 вычисляли индекс супрессии про-
дукции IL-10 по формуле: ИСIL-10 = (К1+К2-О)/
(К1+К2)×100%, где К1 – концентрация IL-10 в 
лунке с Treg-клетками, К2 – концентрация IL-10 
в лунке с Tconv, О – концентрация IL-10 в опыт-
ной лунке (Treg+Tconv).

Для статистической обработки использовали 
прикладную программу Microsoft Excel. Вычис-
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ляли среднюю арифметическую, среднюю ква-
дратическую ошибку средней арифметической, 
коэффициент корреляции (r), достоверность 
различия средних Р по критерию Стъюдента 
(ТТЕСТ).

Результаты и их обсуждение
«Золотым стандартом» оценки супрессорной 

активности Treg-клеток считается тест подавления 
пролиферации «традиционных» Т-лимфоцитов 
(Tconv), стимулированных поликлональными ми-
тогенами. Мы изучили влияние НА на супрессор-
ную активность Treg-клеток в отношении проли-
ферации Tconv-клеток, стимулированных извест-
ными Т-клеточными митогенами PHA или PMA/I, 
в присутствии или отсутствии  НА (таблица 1).

 
Таблица 1 – Индекс супрессии пролиферации Tconv, не стимулированных или стимулированных различными 
митогенами, Treg-клетками в отсутствии или присутствии HA 

Вариант 
эксперимента

Растворенный НА Иммобилизованный НА 

н/с PHA PMA/I PMA/I

НА- 33,5±12,1 39,9±14,2 21,6±14,6 37,0±6,0

НА+ 7,4±3,1 5,9±1,7 26,7±9,0 37,4±5,3

P(НА-/НА+) 0,157 0,135 0,795 0,956

Статистический анализ показал, что по сред-
ним данным ни в одном из случаев не было до-
стоверных различий ИС пролиферации Tconv, 
стимулированных или не стимулированных (н/с) 
любым из использованных митогенов в присут-
ствии или отсутствии HA, хотя наблюдалась 
тенденция к снижению ИС в ответ на НА при 
стимуляции PHA и в отсутствии стимуляции.

Для того чтобы приблизить условия взаимо-
действия Treg-клеток с НА к естественным, мы 
отработали методику иммобилизации НА на по-
верхности культуральных планшетов с исполь-
зованием методологического подхода, предло-
женного Azze R.O. и соавт. [17], заключающе-
гося в предварительной сорбции PL. Результаты 
анализа представлены на рисунке 1.

Из рисунка 1 следует, что предварительное 
покрытие поверхности лунок планшетов PL обе-

спечивает хорошую сорбцию НА в высоких кон-
центрациях (Р<<0,001), тогда как в отсутствии PL 
(б/PL) НА не сорбируется совсем (P=0,092), оче-
видно, из-за отсутствия гидрофобных участков 
на молекуле и  общего отрицательного заряда.

Используя отработанный метод фиксации 
НА на поверхности планшета через PL, нане-
сенный на поверхность лунок в концентрации 
200 мкг/мл, мы проанализировали влияние НА 
на индукцию супрессорной активности у Treg-
клеток в отношении Tconv, стимулированных 
PMA/I, в МТТ-тесте. Как видно из таблицы 1, 
иммобилизованный НА (крайняя правая колон-
ка), так же, как и растворенный НА, судя по 
средним данным, не оказывал никакого действия 
на изменение супрессорной активности Treg-
клеток. Следовательно, реакция Treg-клеток на 
НА не зависела от формы его презентации.
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PMA/I, не зависел от воздействия НА, анализ индивидуальных ИСп позволил выявить 
две группы доноров, Treg-клетки которых принципиально различались по реакции на 
НА. Так, 4 образца из 7 (57,1%) показали усиление супрессорной активности в 
присутствии НА, а 3 (42,9%), наоборот, снижение (рис. 2 а и б). Объединение данных по 
этому принципу выявило следующую картину (рис. 3). 
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сопоставима с таковой в I группе при воздействии НА (39,0-49,8%). Воздействие НА 
приводило к достоверному (Pt=0,047) снижению ИС (12,9-30,0%).  
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Хотя по средним значениям ИС пролифера-
ции Tconv-клеток, активированных PMA/I, не 
зависел от воздействия НА, анализ индивиду-
альных ИСп позволил выявить две группы до-
норов, Treg-клетки которых принципиально раз-
личались по реакции на НА. Так, 4 образца из 7 
(57,1%) показали усиление супрессорной актив-
ности в присутствии НА, а 3 (42,9%), наоборот, 
снижение (рис. 2 а и б). Объединение данных по 
этому принципу выявило следующую картину 
(рис. 3).

I группа доноров характеризовалась широ-
ким размахом варьирования значений ИСп (1,2-
43,3%) в отсутствии действия НА и умеренным 
повышением ИС (18,7-48,5%) при воздействии 

НА. В этой группе не было выявлено достовер-
ного влияния НА (Рt=0,139) на ИСп. Во II группе 
доноров средняя величина ИС в отсутствии дей-
ствия НА была сопоставима с таковой в I группе 
при воздействии НА (39,0-49,8%). Воздействие 
НА приводило к достоверному (Pt=0,047) сниже-
нию ИС (12,9-30,0%). 

IL-10 является одним из медиаторов имму-
носупрессорного действия Treg-клеток [18]. Мы 
определили содержание IL-10 в культуральной 
среде Treg-клеток, Tconv-клеток и смеси этих 
клеток и культивируемых в течение 72 ч в при-
сутствии или отсутствии растворимого НА и 
различных митогенных стимулов. Результаты 
анализа представлены на рисунке 4.
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Из рисунка 4 видно, что основными источни-
ками  продукции IL-10 являются Tconv-клетки. 
Совместное культивирование Treg-клеток с 
Tconv-клетками приводило к снижению про-

дукции IL-10, что более выражено на диаграмме 
средних значений (рис. 5). Из рисунка 5 также 
следует, что НА никак не влиял на продукцию 
IL-10. 
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Рисунок 5 – Влияние НА на продукцию IL-10 Т-клетками здоровых доноров 
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Для оценки связи продукции IL-10 с супрес-
сорной активностью Treg-клеток мы рассчитали 
ИС продукции IL-10 и провели корреляционный 
анализ между ИСп и ИСIL-10. Оказалось, что в 
условиях инкубации в отсутствии НА наблюда-
лась положительная корреляция средней степе-
ни (r=0,44), тогда как при воздействии НА ни-
какой связи между этими показателями не было 

выявлено (r= – 0,18). Данный факт позволяет 
заключить, что в отсутствии НА Treg-клетки 
супрессировали пролиферацию Tconv-клеток 
и, по-видимому, продукцию ими IL-10. Воздей-
ствие НА приводило к нарушению этой законо-
мерности, при очевидном отсутствии влияния 
НА на продукцию IL-10 Treg-клетками.

Проведенные исследования позволяют пред-
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положить, что в норме у здоровых людей в пе-
риферической крови циркулирует популяция 
Treg-клеток, способных связывать высокомоле-
кулярный гиалуронан. Однако способность этой 
популяции оказывать супрессорный эффект на 
эффекторные Т-клетки (Tconv) после взаимо-
действия с гиалуронаном была выявлена лишь 
у 57,1% обследованных здоровых доноров, а у 
42,9% обследованных наблюдалось снижение 
супрессорной активности в ответ на гиалуронан.  

Можно предположить, что у доноров I груп-
пы эта популяция после связывания с высоко-
молекулярным HA оказывала супрессорный 
эффект на Т-клетки, угнетая их пролифера-
цию. Поскольку связывание гиалуронана Treg-
клетками осуществляется через изоформы v9 и 
v6 поверхностной адгезивной молекулы CD44, 
экспрессия которых ассоциирована с активаци-
ей Treg-клеток, можно заключить, что в норме 
в периферической крови всегда присутствует 
определенное количество функционально-ак-
тивных Treg-клеток. Гораздо сложнее объяснить 
снижение супрессорной активности Treg-клеток 
в ответ на НА у доноров II группы. В работе [13] 
было показано, что у мышей воздействие высо-
комолекулярного HA на Treg-клетки сопрово-
ждалось продукцией IL-2, который сам по себе, 
как известно, является индуктором пролифера-

ции Т-клеток [19], а также продукцией супрес-
сорного цитокина IL-10. Возможно, II группа 
доноров отличалась повышенной продукцией 
IL-2 Treg-клетками при контакте с НА, что при-
водило к усилению пролиферации клеток-ми-
шеней вместо супрессии. Является ли такое их 
свойство следствием транзиторного физиоло-
гического состояния организма или признаком 
наличия скрытого бессимптомного хроническо-
го воспаления у данных индивидуумов, устано-
вить на данный момент не представляется воз-
можным. Для ответа на этот вопрос необходимы 
дополнительные исследования.

Судя по очевидному отсутствию связи 
уровня продукции IL-10 с наличием контакта 
Treg-клеток с гиалуронаном в процессе куль-
тивирования, IL-10 не участвовал в механизме 
гиалуронанзависимой супрессии пролиферации 
эффекторных Т-клеток. Возможно, в данном 
случае осуществлялся контакт-зависимый меха-
низм супрессии через мембранную форму TGFβ 
и CTLA-4 [20]. 

Разработанные нами методические подходы 
к изучению Treg-клеток с помощью гиалуронана 
могут быть полезны для исследований наруше-
ния нормальной Treg-зависимой иммуносупрес-
сии при аутоиммунопатологии и при раке.
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