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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

 

Актуальность темы 

 

Изучение роли костимуляторных молекул в иммунном ответе является 

важным направлением современной иммунологии. Молекулярные 

взаимодействия между различными типами клеток обеспечивают развитие, 

поддержание и завершение иммунного ответа в норме, а также определяют 

исход патологических процессов. Важную роль в регуляции иммунного 

ответа и воспалительных процессов играют костимуляторные молекулы, 

которые также называют иммунологическими точками контроля (ИКТ). 

В соответствии с современными представлениями, оптимальная 

активация Т-лимфоцитов требует двух сигналов: первый сигнал 

обеспечивается взаимодействием TCR (T cell receptor) c антигенным 

пептидом в контексте МНС (major histocompatibility complex), второй сигнал 

обеспечивается костимуляторными молекулами.  Основополагающие работы 

дают основания утверждать, что сигнал только через TCR в отсутствие 

костимуляции приводит к развитию Т-клеточной анергии, или неспособности 

Т-лимфоцитов отвечать на последующее взаимодействие с антигеном 

(Schwartz et al., 1989; Jenkins et al., 1990). Таким образом, было 

постулировано, что костимуляция играет ключевую роль в определении 

исхода взаимодействия Т-лимфоцитов хелперов (CD4+ helper T cells) с 

антигеном, представленного в контексте МНС класса II 

антигенпрезентирующими клетками (АПК). Критическая роль костимуляции 

в регуляции иммунного ответа мотивировала усиление интереса к ее 

изучению, что привело к значительному росту исследований в этой области. 

Данные о первых костимуляторных молекулах были опубликованы в 

конце 1980-х годов (June et al., 1987). Было показано, что молекулы, 

принадлежащие к суперсемейству иммуноглобулинов, способны 

стимулировать или ингибировать иммунный ответ на антиген. Важно 
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отметить, что к суперсемейству иммуноглобулинов также принадлежат сами 

иммуноглобулины, молекулы главного комплекса гистосовместимости 

(МНС) и Т-клеточные рецепторы, т. е. все основные молекулы, участвующие 

в иммунном ответе. Все белки суперсемейства иммуноглобулинов имеют 

сходную структуру: они состоят из одного или нескольких вариабельных 

(variable (V)) и (или) константных (constant (C)) доменов (Bajorath et al., 

1994). Первый костимуляторный лиганд был назван В7 (от B cell-restricted 

activation Ag 7) (Freeman et al., 1989). Позднее был обнаружен еще один 

лиганд, который был назван В7-2 (Freeman et al., 1993). На основе В7-1 и В7-

2 (CD80 и CD86 соответственно) из суперсемейства иммуноглобулинов было 

выделено В7 семейство костимуляторных молекул. Позднее В7 семейство 

молекул пополнилось новыми членами, о которых пойдет речь дальше. 

Первые работы по изучению роли новых членов суперсемейства 

иммуноглобулинов в регуляции иммунного ответа определили функцию 

CD28 молекулы как рецептора, стимулирующего активацию наивных Т-

лимфоцитов (June et al., 1990), и показали, что члены семейства B7 молекул, 

B7-1 (CD80) and B7-2 (CD86), являются лигандами этого рецептора (Azuma et 

al., 1993; Freeman et al., 1989; Freeman et al., 1993). Позднее было обнаружено, 

что молекула, гомологичная CD28 и названная CTLA-4 (cytotoxic T 

lymphocyte associated antigen-4), также взаимодействует с B7-1 и B7-2 (Brunet 

et al., 1987; Linsley et al., 1991).  Дальнейшие эксперименты с использованием 

нокаутных мышей показали, что CTLA-4 доставляет сигнал в Т-клетки, 

который снижает их активацию (Waterhouse et al., 1995; Tivol et al., 1995). 

Это дало основание заключить, что костимуляторные лиганды могут вызвать 

как активацию, так и ингибирование иммунного ответа, в зависимости от 

того, с каким рецептором они взаимодействуют. Дифференциальная 

экспрессия лигандов и рецепторов, индуцирующих активирующие и 

ингибирующие сигналы, обеспечивает регуляцию иммунного ответа. 

Взаимодействие между B7-1⁄B7-2 и CD28⁄CTLA-4 является одним из 

наиболее хорошо изученных молекулярных путей костимуляции. Сегодня 
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обнаружены новые костимуляторные молекулы, которые относятся к 

суперсемействам иммуноглобулинов и фактора некроза опухоли (TNF – 

tumor necrosis factor). Благодаря полученным знаниям о костимуляторных 

молекулах были разработаны терапевтические средства для лечения 

инфекционных, онкологических, аутоиммунных заболеваний и отторжения 

органов при трансплантации. 

Обнаружение новых костимуляторных молекул и изучение их функций 

несомненно позволит не только более полно понять тонкие механизмы 

активации и регуляции Т-лимфоцитов, но и разработать средства для 

манипуляции иммунным ответом в норме и патологии. 

 

Цели работы 
 

Целью данной работы было исследование роли новых 

костимуляторных молекул в регуляции адаптивного и врожденного 

иммунного ответа. В ходе работы было необходимо решить следующие 

основные задачи. 

1. С помощью методов биоинформатики найти новые молекулы, 

гомологичные известным членам семейства В7 костимуляторных 

молекул. 

2. Провести клонирование генов, кодирующих новые костимуляторные 

молекулы в клетках эукариот. 

3. Разработать молекулярные инструменты для изучения функциональной 

активности новых костимуляторных лигандов. 

4. Изучить экспрессию новых костимуляторных молекул в различных 

тканях и клетках человека. 

5. Исследовать влияние рекомбинантных форм костимуляторных 

молекул на пролиферацию, продукцию цитокинов и цитотоксическую 

активность Т-лимфоцитов in vitro. 
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6. Оценить влияние новых костимуляторных молекул на регуляцию 

антиген-специфического иммунного ответа in vivo. 

7. Исследовать роль костимуляторных молекул в активации NK-клеток. 

 

Научная новизна работы 
 

Обнаружена новая костимуляторная молекула В7-Н3 (B7 Homolog 3), 

которая принадлежит к семейству В7, и выяснена ее функциональная 

активность. В ходе выполнения работы созданы рекомбинантные химерные 

белки и клеточные линии, которые были использованы для изучения 

функциональной активности В7-Н3. Впервые показано, что В7-Н3 

взаимодействует с Т-лимфоцитами, вызывает усиленную продукцию IFN-γ и 

вследствие этого активирует цитотоксические CD8 Т-лимфоциты. В7-Н3 

активирует противоопухолевый иммунитет и вызывает генерацию 

иммунологической памяти против опухолей. 

Впервые продемонстрирована роль молекулы BTNL8 (Butyrophilin-like 

8), принадлежащей к семейству бутирофилинов, в регуляции иммунного 

ответа. Выявлено взаимодействие внеклеточной части молекулы BTNL8 с Т-

лимфоцитами. В экспериментах in vivo показано, что BTNL8 может 

стимулировать первичный иммунный ответ. 

Впервые показано, что для оптимальной активации NK-клеток 

необходимы два сигнала. Первым сигналом является взаимодействие 

иммуноглобулинов с Fc-рецептором, второй сигнал доставляется внутрь 

клетки через костимуляторные молекулы. γδ Т-лимфоциты экспрессируют 4-

1ВВ молекулу (из семейства TNF), которая играет важную роль в 

костимуляции NK-клеток. 4-1ВВ усиливает экспрессию NKG2D рецептора, 

который опосредует цитотоксическую активность NK-клеток. 

Бисфосфонаты, которые применяются в терапии онкологических 

заболеваний (золедронат или зомета), индуцируют активацию γδ Т-
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лимфоцитов и увеличивают экспрессию CD137, что приводит к усилению 

прямой и антителозависимой цитотоксичности NK-клеток против опухолей. 

 

Теоретическая и практическая значимость 
 

Теоретическая значимость работы обусловлена тем, что в ней описаны 

две новые костимуляторные молекулы B7-H3 и BTNL8 с уникальными 

свойствами, расширяющими наши представления об участии 

костимуляторных молекул в регуляции иммунного ответа. Так, описаны 

особенности экспрессии новых костимуляторных молекул в различных 

органах и тканях человека. Определена экспрессия предполагаемых 

рецепторов на Т-лимфоцитах, взаимодействующих с новыми 

костимуляторными лигандами, представленными на АПК. Предложено 

использовать рекомбинантные химерные белки, содержащие внеклеточную 

часть костимуляторных молекул, для регуляции иммунного ответа. 

Выявлено, что В7-Н3 и BTNL8 играют ключевую роль в активации 

противоопухолевого антиген-специфического ответа. 

Полученные результаты о функциональной активности и экспрессии 

В7-Н3 позволили приступить к клиническим испытаниям моноклональных 

антител против В7-Н3 для терапии онкологических заболеваний. В 

настоящее время проводится 11 клинических испытаний, где изучается 

безопасность и терапевтические эффекты моноклональных антител (МАТ) 

против В7-Н3 на пациентах с различными онкологическими заболеваниями, 

которые нечувствительны к другим видам терапии (Flem-Karlsen et al., 2018). 

На основании полученных результатов было предположено, что для 

активации клеток естественного иммунитета, таких как NK-клетки, 

требуются два сигнала. Первый сигнал передается через Fc-рецептор 

иммуноглобулинов, а второй – костимуляторными молекулами. В частности, 

4-1ВВL, который экспрессируется на активированных γδ Т-лимфоцитах, 
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обеспечивает костимуляцию NK-клеток после контакта с 

иммобилизованными иммуноглобулинами. 

Результаты работы позволили предложить модель для улучшения 

существующих методов иммунотерапии онкологических заболеваний. 

Комбинирование опухолеспецифических МАТ, которые взаимодействуют с 

Fc-рецептором на NK-клетках (цетуксимаб и ритуксимаб), и агентов, 

активирующих γδ T-лимфоциты и применяемых в клиниках зомета (Zometa), 

может улучшить иммунотерапию рака через активацию адаптивного и 

естественного иммунитета. 

 

Внедрение результатов работы в практику 
 

В настоящее время проводятся 11 клинических испытаний, 

спонсированных компанией MacroGenics (США), где МАТ против В7-Н3 

используются в качестве монотерапии или в комбинации с другими МАТ 

(Ипилимумаб/анти-CTLA-4 и Пембролизумаб/анти-PD-1) для терапии рака 

простаты, поджелудочной железы, яичника, желудка, рака легкого и др. 

Результаты диссертационной работы могут быть использованы для 

разработки клинического протокола по применению комбинации Зомета и 

МАТ (Цетуксимаб или Ритуксимаб) для терапии CD20+ лимфомы и Her2+ 

опухолей. Кроме того, возможно использование рекомбинантных химерных 

белков костимуляторных молекул для повышения эффективности 

существующих вакцин против инфекций и онкологических заболеваний. 

 

Основные положения, выносимые на защиту 
 

1. В7-Н3 молекула является новым представителем семейства В7 

костимуляторных молекул. В присутствии антигенного сигнала В7-Н3 

вызывает усиление активации Т-лимфоцитов и активирует 

противоопухолевый иммунный ответ. 
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2. BTNL8 принадлежит к семейству бутирофилинов и обладает 

костимуляторными свойствами. BTNL8 взаимодействует с 

неизвестным рецептором на поверхности покоящихся Т клеток и 

способен костимулировать пролиферацию и продукцию цитокинов Т-

лимфоцитами. Инъекция BTNL8-Fc химерного рекомбинантного белка 

во время иммунизации приводит к усилению первичного иммунного 

ответа. 

3. Для оптимальной активации NK-клеток требуются два сигнала. 

Первый доставляется через взаимодействие иммуноглобулинов с Fc-

рецептором, второй обусловливается CD137 костимуляторной 

молекулой. 

4. Бисфосфанаты вызывают экспрессию CD137 на поверхности γδ Т-

лимфоцитов, которая обеспечивает активацию NK-клеток после 

прайминга с иммобилизированными иммуноглобулинами. Через 

увеличение экспрессии CD137 бисфосфанаты усиливают прямую и 

антителозависимую клеточную цитотоксичность (АЗКЦ) NK-клеток. 

 

Апробация работы и публикации 
 

Основные результаты работы опубликованы в 12 статьях в журналах, 

индексируемых в базах данных Web of Science и Scopus, включая Nature 

Medicine, Nature Immunology, Immunity, Blood, Journal of Immunology, 

Clinical Cancer Research, Molecular Biotechnology, Cancer Research, Molecular 

Immunology, Cancer Immunology and Immunotherapy.  Результаты 

диссертационной работы доложены на международных конференциях, 

включая Annual meetings of the American Association of Immunologists, 

Experimental Biology, FASEB, American Association of Cancer Research и др. 

Также результаты и методы, используемые в работе, опубликованы в двух 

главах книг. По результатам работы были подготовлены 9 патентных заявок. 

Работа выполнена в Клинике Мэйо (Mayo Clinic), г. Рочестер, Миннесота, 



8 
 

США (1998–2002); компании CuraGen, г. Брэнфорд, Коннектикут, США 

(2005–2008); университете Мэриленда, г. Балтимор, Мэриленд, США (2008–

2012). 

 

Личный вклад автора 
 

Представленные в работе экспериментальные данные получены лично 

автором либо при его непосредственном участии на всех этапах 

исследования, включая планирование и проведение экспериментов, 

обработку, оформление и публикацию результатов. 

 

Структура и объем диссертации 
 

Работа состоит из введения, обзора литературы, описания материалов и 

методов, изложения результатов исследований, обсуждения результатов и 

списка литературы, заключения (нужно написать ???). Диссертация изложена 

на ??? страницах, включает в себя ??? таблиц и ??? рисунков. Список 

цитируемой литературы состоит из ??? источников, из них ??? отечественные 

и ??? иностранные. 

 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

 

B7-H3 

 

1. Клонирование В7-Н3 
 

Молекулы семейства В7 (B7-1, B7-2, В7-Н1 и В7-Н2) играют важную 

роль в регуляции иммунного ответа. Основываясь на этих наблюдениях, мы 

предположили, что в постгеномную эру среди новых обнаруженных генов 

могут существовать молекулы, имеющие гомологию с известными 
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молекулами семейства В7, которые также вовлечены в регуляцию иммунного 

ответа. С использованием всех ранее опубликованных данных о 

последовательностях молекул семейства В7 был произведен поиск 

гомологичных нуклеотидных последовательностей в открытой базе данных 

Национального центра биотехнологической информации (NCBI) и частной 

базе данных Human Genome Sciences Inc. (США). Среди нуклеотидных 

последовательностей, присутствующих в дендритных клетках человека, была 

выявлена молекула, которая имеет характеристики, сходные с молекулами 

семейства В7. Наличие нуклеотидной последовательности, кодирующей 

новую молекулу семейства В7, в антигенпрезентирующих клетках было 

подтверждено путем анализа мРНК, выделенных из ТНР-1 и дендритных 

клеток, с помощью ПЦР. Молекула была названа В7-Н3 (B7 Homolog 3). 

Найденная нуклеотидная последовательность кодирует две изоформы белка, 

316 и 534 а.о. (рис. 1). Идентичность в предсказанной аминокислотной 

последовательности внеклеточного домена короткой изоформы новой 

молекулы с другими человеческими молекулами семейства В7 достигала: В7-

Н2 – 32 %, B7-H1 – 27 %, B7-1 – 23 %, B7-H7 – 23 %, B7-2 – 21 %, B7-H6 – 

21 %, B7-H4 –17 %, B7-H5 – 17 %. 

 

 
Рисунок 1. Геномная организация локуса B7-H3 человека и мыши. 
Последовательности взяты из базы данных NCBI. NC_000015.10 – Homo 
sapiens и NC_000075.6 – Mus musculus 
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4Ig B7-H3 состоит из 10 экзонов, кодирующих сигнальный пептид 

(СП), V1 домен, C1 домен, V2 домен, C2 домен, трансмембранный домен и 

три цитоплазматических домена. Короткая форма B7-H3 образуется за счет 

альтернативного сплайсинга экзона 2 и экзона 5, что приводит к отсутствию 

C1 и V2 доменов (рис. 1). Предсказанный короткий В7-Н3 белок состоит из 

N-концевого сигнального пептида; внеклеточных V- и C- Ig доменов; 

трансмембранного домена и цитоплазматического хвоста в 45 а.о. Это 

означает, что B7-H3 является трансмембранным белком I-го типа, 

принадлежащего к суперсемейству иммуноглобулинов. Как и другие члены 

B7 семейства, B7-H3 имеет четыре консервативных цистеина, которые 

принимают участие в формировании V- и C- Ig доменов. Отсутствие гептад 

(heptad) а.о. последовательности (HPPHCPC) и С-концевого B30.2 домена 

указывает на то, что B7-H3 не принадлежит к гликопротеинам семейства 

бутирофилинов (butyrophilin) и миелин-олигодендроцитов (myelin 

oligodendrocyte) (Linsley et al., 1994; Henry et al., 1999). Таким образом, наши 

данные свидетельствуют о том, что B7-H3 относятся к семейству молекул 

B7. 

Анализ мышиного генома показал, что мышиный B7-H3 состоит из 8 

экзонов. Мышиный ген содержит два псевдоэкзона (C1 и V2), в 

последовательностях которых содержатся множественные стоп-кодоны; в 

результате у мыши обнаружена только одна, короткая изоформа B7-H3 

(рис. 1). 

 

2. Экспрессия В7-Н3 
 

Нозерн-блот с тканями человека показал, что В7-Н3 кодируется мРНК 

размером 4,1-кб и экспрессируется во многих тканях человека, включая 

сердце, печень, плаценту, простату, семенники, матку, поджелудочную 

железу, тонкий и толстый отделы кишечника. мРНК, кодирующая B7-H3, 
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также была найдена в головном мозге, скелетных мышцах, почках и легких 

(рис. 2А и 2Б). В7-Н3 мРНК также была обнаружена в нескольких 

лимфоидных органах, в том числе в селезенке, лимфатических узлах, 

костном мозге, эмбриональной печени и тимусе (рис. 2В). Однако B7-H3 

мРНК не была обнаружена в мононуклеарных клетках периферической крови 

(МКПК) (рис. 2В). Несколько линий опухолевых клеток, в том числе клетки 

меланомы G361, аденокарциномы шейки матки HeLa S3, хронической 

миелоидной лейкемии К562, карциномы легких A546 и колоректальной 

аденокарциномы SW480, также экспрессируют В7-Н3 мРНК (рис. 2Г). 

Другие клеточные линии лимфоидного происхождения Molt-4 

(лимфобластный лейкоз) и Раджи (лимфома Беркитта) не имеют В7-Н3 

мРНК. Равные количества мРНК, кодирующей β-актин, были обнаружены во 

всех образцах клеток и тканей (данные не представлены). Наличие B7-H3 

мРНК было подтверждено с помощью ПЦР в К562, U937, ТНР-1 и 

дендритных клетках, но не в Raji, Jurkat или Molt-4 клетках (данные не 

представлены). 
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Рисунок 2. Нозерн-блот-анализ B7-H3 мРНК. Общая РНК была выделена из 
тканей человека (А, Б и В) и опухолевых клеток (Г). Каждая дорожка 
содержит 1 мкг мРНК. Молекулярные маркеры указаны в 1000 н.о. В7-Н3 
кДНК использовалась в качестве зонда
 

 Используя сыворотки, полученные путем иммунизации мышей 

гидрофильным пептидом из внеклеточной части молекулы B7-H3, было 

определено, что B7-H3 белок экспрессируется на поверхности дендритных 

клеток, моноцитов и Т-лимфоцитов только после их активации (рис. 3). 

 
Рисунок 3. Анализ экспрессии B7-H3 с помощью проточной цитометрии. 
Клетки инкубировали с иммунными сыворотками против B7-H3 
(незаполненная гистограмма) или контрольными сыворотками (серая 
гистограмма) плюс FITC-конъюгированные антитела против мышиного IgG. 
Уровень интенсивности флуоресценции для нестимулированных CD3+ Т-
лимфоцитов; CD19+ В-клеток; CD14+ моноцитов, дендритных клеток и U937 
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клеток (левые гистограммы), те же клетки, инкубированные с указанными 
физиологическими стимуляторами (центральные гистограммы) или клетки, 
инкубированные с комбинацией ФГА и иономицин (правые гистограммы) 

 

3. Предполагаемый B7-H3 рецептор экспрессируется 
на активированных Т-лимфоцитах 

 
Для того чтобы определить, на каких клетках экспрессируется 

предполагаемый рецептор, взаимодействующий с B7-H3, был создан 

химерный рекомбинантный белок B7-H3Ig, где внеклеточная часть молекулы 

B7-H3 была соединена с Fc-фрагментом человеческого иммуноглобулина 

IgG1. Результаты проточной цитометрии показывают, что неактивированные 

CD4+ и CD8+ Т-лимфоциты не экспрессируют рецептор, 

взаимодействующий с B7-H3 (рис. 4). Однако стимуляция Т-лимфоцитов с 

фитогемагглютинин (ФГА) в течение 24 часов приводила к экспрессии B7-

H3 рецептора (рис. 4), которая исчезала к 48 часам после начала стимуляции. 

Таким образом, наши результаты говорят о временной экспрессии рецептора 

B7-H3 на ранних сроках активации Т-лимфоцитов. B7-H3Ig не 

взаимодействовал с другими клеточными популяциями, такими как NK-

клетки, В-клетки и макрофаги. 
 

 
Рисунок 4. Взаимодействие B7-H3Ig с CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитами. 
Неактивированные (левые панели) или ФГА-активированные Т-лимфоциты 
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(правые панели) красили с B7-H3Ig и МАТ против CD3, CD4 и CD8 молекул. 
Клетки гейтировали по экспрессии CD3 в популяции лимфоцитов и 
определяли взаимодействие B7-H3Ig с CD4+ (верхние панели) или CD8+ 
(нижние панели) Т-лимфоцитами 
 

В ходе экспериментов было выяснено, что ни один из тестированных 

рекомбинантных химерных белков рецепторов семейства В7 (CTLA-4Ig, 

ICOSIg и PD-1Ig) не взаимодействовал с B7-H3 трансфицированными 293 

клетками. Был сделан вывод, что потенциальный рецептор для B7-H3 

лиганда экспрессируется на активированных Т-лимфоцитах и отличается от 

CTLA-4, ICOS и PD-1. 

 

4. B7-H3 молекула костимулирует Т-клеточный ответ 
 

Так как было показано, что рецептор B7-H3 экспрессируется на Т-

лимфоцитах, в дальнейших экспериментах мы изучали влияние В7-Н3 на 

функцию Т-клеток. Для этого очищенные Т-лимфоциты инкубировали с 

МАТ против CD3 молекулы, иммобилизованными на поверхности 96-

луночных планшетов в присутствии также иммобилизованного 

рекомбинантного белка B7-H3Ig. В присутствии субоптимальной дозы анти-

CD3 МАТ и B7-H3Ig отмечалось усиление пролиферации Т-лимфоцитов 

(рис. 5А). Иммобилизованный В7-Н3Ig усиливал пролиферацию как CD4+, 

так и CD8+ Т-клеток (рис. 5Б). 
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Рисунок 5. B7-H3 костимулирует TCR опосредованную пролиферацию Т-
лимфоцитов.  (А) Т-клетки культивировались в плоскодонном 96-луночном 
планшете с иммобилизованными МАТ против CD3 (40 нг/мл) и указанными 
концентрациями B7-1Ig, B7-H3Ig или контрольных Ig. (Б) CD4+ и CD8+ T-
лимфоциты, очищенные с помощью магнитных частиц, инкубировались с 
иммобилизованными МАТ антителами против CD3 (40 нг/мл) + B7-1Ig, B7-
H3Ig или контрольными Ig (10 мкг/мл) в 96-луночных планшетах. После 48 
часов инкубации в лунки добавляли 3H-тимидин (1 μCi/well) и 
культивировали еще 24 часа 
 

Было также показано, что 624mel клетки, экспрессирующие B7-H3 на 

поверхности (рис. 6А), индуцируют цитотоксические Т-лимфоциты (ЦТЛ) 

(рис. 6Б). Таким образом, наши результаты показывают, что В7-Н3 может 

костимулировать пролиферацию CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов и генерацию 

ЦТЛ in vitro. 
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Рисунок 6. B7-H3 усиливает генерацию цитотоксических Т-лимфоцитов. 
(А) Клетки меланомы 624mel, трансфицированные рекомбинантной 
плазмидой, кодирующей B7-H3 (серые гистограммы), или контрольной 
плазмидой, были окрашены с иммунными сыворотками против B7-H3. (Б) Т-
клетки инкубировали 96 часов с 624mel клетками, экспрессирующими B7-
H3, или контрольными клетками. Цитотоксическая активность тестировалась 
с помощью стандартного теста высвобождения 51[Сr] 
 

Из данных, представленных на рис. 7А, следует, что Т-клетки, 

инкубированные с субоптимальной дозой anti-CD3 МАТ и B7-H3Ig, 

экспрессировали в 18 раз больше мРНК IFN-γ в сравнении с контрольной 

группой. Небольшое, но, возможно, значительное увеличение экспрессии 

мРНК, кодирующей IL-8 и TNF-α, было также обнаружено в Т-лимфоцитах, 

инкубированных в присутствии анти-CD3 МАТ и B7-H3Ig. Также с 

использованием иммуноферментного анализа  (ИФА), было подтверждено, 

что Т-лимфоциты продуцируют увеличенное количество IFN-γ при 

стимуляции их анти-CD3 + B7-H3Ig (рис. 7Б и 7В). В дополнение Т-

лимфоциты, инкубированные с 293 клетками, экспрессирующими на 

поверхности B7-H3, секретировали значительно больше IFN-γ в сравнении с 

контролем. Таким образом, полученные результаты говорят о том, что 

костимуляция через B7-H3 молекулу селективно повышает продукцию IFN-γ. 
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Рисунок 7. B7-H3 усиливает продукцию IFN-γ. (А) Т-лимфоциты 
периферической крови, очищенные с помощью магнитных частиц, 
инкубировали (5×106 клеток/лунку) в 24-луночных планшетах с 
иммобилизованными анти-CD3 МАТ (40 нг/мл) с B7-H3Ig или контрольными 
Ig (10 мкг/мл). После 24 часов инкубации из клеток выделяли РНК, которую 
переводили в кДНК с использованием реверс-транскриптазы в присутствии 
α-32P–dCTP. Меченые кДНК гибридизировали на GEArray мембранах. 
Уровни мРНК, кодирующие цитокины, выражались в условных единицах 
пропорционально мРНК, кодирующей β-актин. Результаты одного из двух 
независимых экспериментов показаны. (Б) Т-клетки (5×106 клеток/лунку), 
обогащенные с использованием волокон нейлона, культивировались в 24-
луночных планшетах с иммобилизованными анти-CD3 МАТ (40 нг/мл) с B7-
H3Ig или контрольными Ig (10 мкг/мл). Супернатанты собирали после 24 
часов инкубации и концентрацию IFN-γ измеряли с помощью ИФА. 
(В) Мононуклеарные клетки периферической крови (5×106 клеток/лунку) 
инкубировались с облученными НЕК293Т клетками, трансфицированными 
родительской pcDNA3.1 (–) плазмидой (293/контроль) или B7-H3 pcDNA 
вектором (293/B7-H3). Супернатанты собирались в указанные точки времени, 
и концентрацию IFN-γ измеряли с помощью ИФА 
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Из результатов, представленных на рис. 8, видно, что рекомбинантный 

белок B7-H3Ig, сконструированный из внеклеточной части мышиной B7-H3 

и Fc-фрагмента мышиного IgG2a, усиливает пролиферацию мышиных Т-

лимфоцитов (рис. 8А) и продукцию IFN-γ (рис. 8Б) в ответ на 

субоптимальную стимуляцию с анти-CD3 МАТ. При этом костимуляторный 

эффект был дозозависимым. Контрольный Fc-фрагмент мышиного IgG2a (Ig) 

не влиял на пролиферацию и продукцию IFN-γ Т-клетками. Таким образом, 

мышиный гомолог B7-H3 имеет сходную костимуляторную функцию с 

человеческой молекулой. 

 
Рисунок 8. B7-H3 костимулирует Т-клеточный ответ у мышей. Анти-CD3 
МАТ индуцированная пролиферация (А) и продукция IFN-γ (Б) мышиными 
Т-лимфоцитами, инкубированными в присутствии B7-H3Ig (черные 
столбики) или контрольного Ig (белые столбики) 
 

6. Эффект B7-H3 экспрессии на противоопухолевый иммунный ответ 
 

Нами было обнаружено, что 44 % экспериментальных животных 

отторгают Р815 опухоли, которые экспрессируют В7-Н3 на своей 

поверхности (рис. 9А).  Однако, когда Р815 B7-H3 инокулировали в 

иммунодефицитных мышей BALB/c nu/nu, контрольные опухоли и опухоли, 

экспрессирующие В7-Н3, росли с одинаковой скоростью (рис. 9Б). Эти 
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результаты свидетельствуют о том, что экспрессия В7-Н3 усиливает 

иммуногенность мастоцитомы Р815. 

 

 
Рисунок 9. Трансфекция В7-Н3 снижает скорость роста сингенных опухолей 
у иммунокомпетентных мышей. DBA/2 (А) или BALB/c nu/nu (Б) мыши 
получали инъекцию контрольных Р815 опухолевых клеток или В7-Н3, 
экспрессирующих Р815. Выживаемость мышей (А) наблюдали ежедневно, 
диаметр опухолей (Б) измеряли раз в 4 дня 
 

Для того чтобы определить клеточные механизмы отторжения 

опухолей, экспрессирующих В7-Н3, мышам DBA/2 вводили Р815 B7-H3 

клетки и антитела против CD4, CD8 или NK-клеток. Инъекция антител 

против CD4 или NK-клеток не имела значимого эффекта на рост Р815 B7-H3 

клеток. Однако МАТ против CD8 полностью снимали резистентность мышей 

к росту опухоли, экспрессирующей В7-Н3. Все мыши погибли в течение 30 

дней (рис. 10A). Таким образом, наши результаты свидетельствуют, что CD8 

клетки играют ключевую роль в противоопухолевом иммунном ответе, 

регулируемом В7-Н3 молекулой. Более того, мыши, которые отторгли Р815 

опухоли, экспрессирующие В7-Н3, были резистентны к повторной 

инокуляции клеток дикого типа линии Р815 (рис. 10Б) и показали 

повышенный уровень активности ЦТЛ, способных лизировать клетки Р815 

(рис. 10В), что говорит о развитии специфической иммунологический памяти 

против опухоли Р815. У мышей, не получавших инъекцию Р815 клеток, 

экспрессирующих В7-Н3, инокуляция родительских Р815 клеток приводила к 

росту опухолей без генерации опухолеспецифических ЦТЛ (рис. 10Б и 10В). 
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Рисунок 10. Экспрессия B7-H3 на P815 клетках усиливает 
опухолеспецифический ЦТЛ ответ. (А) DBA/2 мышам вводили Р815 B7-H3 
клеток, мыши также получали инъекцию МАТ против CD4, CD8 или asialo 
GM1 на 1, 7 и 14 день. Выживаемость мышей контролировали каждый день. 
(Б) Мышам, которые отторгли Р815 B7-H3 опухоли ( ) повторно, вводили 
Р815 клетки через 60 дней после первичной инъекции опухолевых клеток. 
DBA/2 мыши без предварительных инъекций ( ) служили в качестве 
контроля. (В) Цитотоксическая активность спленоцитов, полученных от 
мышей, которые отторгли вторичные инъекции Р815, измерялась с 
использованием стандартного теста высвобождения радиоактивного 51Cr 
 

Роль опухолеспецифических CD8+ ЦТЛ также была подтверждена с 

использованием Р1 TCR трансгенных мышей. CD8 клетки этих мышей 

экспрессируют TCR специфический для Р1А антиген, который присутствует 

в Р815 опухолях и представлен в контексте H-2Ld MHC. Нами был проведен 

адаптивный перенос спленоцитов (106 клеток) от мышей Р1А в мышей F1 

(DBA/2 х BALB/c), которые также получили инокуляцию клеток Р815 или 

Р815 B7-H3. У мышей, получивших инъекцию Р1А спленоцитов и Р815 

клеток дикого типа, наблюдалось развитие летальных опухолей, в то время 

как Р815 B7-H3 клетки отторгались и мыши жили более 40 дней после 

инокуляции опухолевых клеток (рис. 11А и 11Б), однако наблюдался 

временный рост опухолей в первые дни после инокуляции. Использование 

адаптивного переноса Р1А лимфоцитов позволило нам разработать модель 

для детального исследования роли В7-Н3 опосредованной костимуляции in 

vivo. 
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Рисунок 11 . Экспрессия B7-H3 усиливает активность 
опухолеспецифических СD8 Т-лимфоцитов. B6xD2F1 мышам вводили i.v. 
1×106 спленоцитов от P1 TCR трансгенных мышей. Эти мыши в тот же день 
получали s.c. инъекцию 1×106 P815 контроль ( ) или Р815 B7-H3 клеток ( ). 
Размер опухолей (А) и выживаемость мышей (Б) фиксировали 2–3 раза в 
неделю в течение эксперимента 

 

С использованием адаптивного переноса P1А-ЦТЛ была исследована 

роль В7-Н3 в пролиферации опухолеспецифических лимфоцитов. F1 мышам, 

получавшим инъекцию Р815 B7-H3 клеток, вводили P1А-ЦТЛ, обработанных 

CFCE. На 2, 3 и 5 день после введения P1А-ЦТЛ клетки селезенки и 

лимфоузлов, дренирующих опухоли, исследовались на уровень 

интенсивности CFCE флуоресценции (индикатор количества циклов 

пролиферации). На 3 день регистрировалась значительная пролиферация 

Р1А-специфических ЦТЛ в селезенке и лимфоузлах мышей с Р815 B7-H3 

опухолями (рис. 12). Таким образом, полученные результаты говорят о том, 

что В7-Н3 стимулирует деление опухолеспецифических ЦТЛ в лимфоидных 

органах, что объясняет усиление противоопухолевого иммунного ответа. 
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Рисунок 12. P815 клетки, экспрессирующие B7-H3, индуцируют 
пролиферацию опухолеспецифических ЦТЛ in vivo. C57xD2F1 мышам 
вводили s.c. 1×106 P815 или Р815 В7-Н3 клеток. На 6 день мыши получали 
i.v. инъекцию очищенных CD8+ P1A-ЦТЛ, меченных с CFSE. Лимфоузлы, 
дренирующие опухоли и селезенки, собирали на 2, 3 и 5 день после введения 
ЦТЛ. Клетки красили с P1A/H-2d димером и CD8 МАТ конъюгированных с 
CyChrome для гейтирования, деление клеток определяли с помощью 
проточной цитометрии 
 

 

BTNL8 

 

1. Клонирование BTNL8 
 

С использованием последовательностей внеклеточной части описанных 

молекул семейства В7 был произведен поиск гомологичных нуклеотидных 

последовательностей в открытых и частных базах данных. Было найдено 

множество мРНК и EST, кодирующих предполагаемый белок, сходный с 

молекулами семейства В7. Дальнейший биоинформационный анализ 

нуклеотидных и аминокислотных последовательностей показал, что 

молекула может быт идентифицирована как бутирофилиновый-аналог 8 

(butyrophilin-like 8; BTNL8) зарегистрированный в базе данных NCBI как 

Hs.189109. Никакой информации о функции этой молекулы нами не было 

обнаружено в открытых источниках литературы и базах данных. Молекула 

BTNL8 соответствовала нуклеотидной последовательности NT 023133, 
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локализованной на 5 хромосоме человека в позиции 5q35.3. Ген BTNL8, 

состоящий из 8 экзонов, достигал 52 kb и содержал информацию для 

транскрипции короткой и длинной изоформы мРНК, кодирующей 

трансмембранный белок 1-го типа. С использованием BLAST (basic local 

alignment search tool) алгоритма в базе данных NCBI для анализа экспрессии 

BTNL8 было определено, что мРНК, кодирующая эту молекулу, может 

присутствовать в различных тканях человеческого организма. С 

применением ПЦР с последующим секвенированием были выявлены мРНК, 

кодирующие обе изоформы BTNL8 в образцах тканей человеческого 

кишечника. Обе изоформы BTNL8 имеют идентичную нуклеотидную 

последовательность, кодирующую сигнальный пептид, внеклеточную часть 

(состоящую из IgV и IgC доменов), гидрофобный трансмембранный регион, 

соответствующие экзонам 1-4 (рис. 13А). Экзоны 5-8 кодировали 

внутриклеточную часть молекулы BTNL8. Было также обнаружено, что 4 

экзон содержит участок альтернативного сплайсинга, который обуславливает 

транскрипцию мРНК, кодирующую длинную форму белка BTNL8 размером 

500 а.о., который содержит В30.2 фрагмент, характерный для молекул 

семейства бутирофилинов (рис. 13А и Б). РНК кодирующая короткую форму 

белка имеет участок 4-го экзона длинной 244 а.о., который приводит к 

изменению рамки считывания и возникновению стоп-кодона в результате 

чего транскрибируется белок длинной 347 а.о. без В30.2 фрагмента. Таким 

образом короткая форма белка BTNL8 представляет собой молекулу с 

характеристиками присущими членам семейства В7 (рис. 13А). Наличие 

В30.2 фрагмента в длинной изоформе белка BTNL8 говорит о его гомологии 

с другими членами семейства бутирофилинов (рис. 13А). 
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Рисунок 13. Сравнение аминокислотных последовательностей (А) и 
геномная организация (Б) двух изоформ BTNL8. Белые и заштрихованные 
прямоугольники обозначают кодирующие и некодирующие участки для двух 
изоформ BTNL8 соответственно. Цифры внутри или сверху 
прямоугольников обозначают количество нуклеотидов в каждом экзоне. 
Длинна интронов указана под прямоугольниками, обозначающими экзоны 
 

2. Экспрессия мРНК, кодирующей изоформы BTNL8 
 

Для того чтобы определить клеточную и тканевую экспрессию мРНК, 

кодирующую обе изоформы BTNL8, использовалась ПЦР в реальном 

времени. Наборы праймеров и проб были разработаны для проведения ПЦР 

на панели кДНК, полученных из различных клеток и тканей человека (рис. 

14). Все образцы кДНК были нормализованы и проверены с помощью 

праймеров и проб для GAPDH – гена, экспрессирующегося на постоянном 

уровне во всех клетках. Было обнаружено, что мРНК, кодирующие обе 

изоформы BTNL8, присутствуют в кишечнике, легких, семеннике, 
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лимфоузлах и щитовидной железе. Интересно, что В7 изоформа, но не BTN, 

синтезируется в селезенке. При анализе первичных клеток было обнаружено, 

что BTNL8 мРНК присутствует только в покоящихся нейтрофилах, но при 

активации с липополисахоридом TNF-а уровень BTNL8 заметно снижался. 

 
Рисунок 14. Анализ экспрессии BTNL8 с помощью ПЦР в реальном 
времени. кДНК из тканей и клеток здоровых доноров анализировали с 
помощью наборов праймеров и проб, специфических для двух изоформ 
BTNL8 (B7-подобной BTNL8 (черные столбцы), BTN-подобной BTNL8 
(белые столбцы)) и GAPDH (серые ромбы). Результаты представлены в виде 
СТ (количество циклов амплификации), где  СТ = 35 – (CT эксперимента) 

 

3. Анализ экспрессии рецептора для BTNL8 
 

Рецепторы для всех известных В7 лигандов экспрессируются на 

поверхности Т-лимфоцитов. Для того чтобы исследовать экспрессию 

рецептора, взаимодействующего с BTNL8 лигандом, были выполнены 
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эксперименты с использованием проточной цитометрии, где 

рекомбинантный химерный белок, созданный из внеклеточной части BTNL8 

и Fc-домена иммуноглобулина, использовался для окраски клеток. Было 

показано, что BTNL8Ig взаимодействует с неактивированными Т-

лимфоцитами и Jurkat Т-клеточной линией (рис. 15). Человеческие Т-

лимфоциты и Jurkat клетки, активированные с ФГА или ФМА + 

иономицином, теряли экспрессию предполагаемого рецептора, 

взаимодействующего с BTNL8Ig (рис. 15). Важно отметить, что экспрессия 

BTNL8 рецептора также обнаруживалось на Jurkat клетках после 72 часов 

инкубации без активатора. Рецептор BTNL8 не был обнаружен на B-

лимфоцитах, NK-клетках и моноцитах (данные не представлены). B7-H2Ig, 

химерный рекомбинантный белок лиганда для рецептора ICOS, 

использовался в качестве положительного контроля в экспериментах с 

использованием проточной цитометрии. B7-H2Ig взаимодействовал с 

покоящимися и активированными Т-лимфоцитами. Связывание B7-H2Ig с 

активированными клетками было значительно сильнее, чем связывание с 

неактивированными Т-лимфоцитами (рис. 15). С помощью ИФА было также 

определено, что BTNL8Ig не связывается с известными рецепторами 

лигандов семейства В7, такими как CD28, CTLA4, ICOS и PD-1. 
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Рисунок 15. Экспрессия предполагаемого рецептора для BTNL8 на Т-
клетках.  Jurkat клетки стимулировали с ФМА + иономицин в течение 24 
часов (верхние гистограммы) и окрашивали с BTNL8Ig. Свежевыделенные 
человеческие Т-лимфоциты стимулировались с ФГА в течение 24 часов. 
Клетки красились с BTNL8Ig или B7-H2Ig (белые гистограммы), 
контрольным Ig (серые гистограммы) с последующим добавлением антител 
против Fc части человеческого IgG1, конъюгированных с РЕ. 
 

4. Костимуляция Т-клеточной пролиферации с BTNL8 молекулой 
 

Так как было определено, что BTNL8 связывается с предполагаемым 

рецептором на Т-клетках, следующим логическим действием было изучение 

эффектов BTNL8 на функцию Т-лимфоцитов. Для этого CD4 и CD8 Т-

лимфоциты инкубировались в 96-луночном планшете с иммобилизованными 

МАТ против CD3 и рекомбинантного BTNL8Ig. Было обнаружено, что 

BTNL8Ig рекомбинантный белок сам по себе не вызвал пролиферацию Т-

лимфоцитов (рис. 16). Однако статистически значимое усиление 

пролиферации наблюдалось, когда CD4 и CD8 Т-лимфоциты инкубировались 

в присутствии субоптимальной дозы анти-CD3 МАТ (20 нг/мл) и BTNL8Ig 

(10 мкг/мл) по сравнению с пролиферацией Т-клеток, культивированных 

только с анти-CD3 МАТ или контрольным рекомбинантным Ig (рис. 16А). 

Т-лимфоциты, культивируемые в присутствии BTNL8Ig, 

продуцировали также больше IFN-γ, TNF-α, IL-8 и IL-10 в сравнении с Т-

клетками, инкубированными в присутствии контрольных Ig (рис. 16Б). В 

дополнение Т-лимфоциты, культивированные с клетками 293, 

трансфицированными BTNL8, продуцировали в 3,5 раза больше IFN-γ по 

сравнению с лимфоцитами, инкубированными с контрольными клетками 293. 

IL-10 был обнаружен только в супернатантах Т-клеток, культивированных в 

присутствии BTNL8 трансфицированных клеток. Таким образом, было 

показано, что BTNL8 значительно усиливает пролиферацию Т-клеток и 
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продукцию ряда цитокинов в ответ на стимуляцию анти-CD3 или 

аллоантигенами. 

 

 
Рисунок 16. BTNL8 костимулирует пролиферацию Т-лимфоцитов. 
(А) Очищенные CD4+ и CD8+ Т-клетки (2×105 клеток/лунку) культивировали 
в 96-луночных планшетах, покрытых указанными дозами анти-CD3 МАТ и 
10 мкг/мл контрольных Ig (белые столбцы) или BTNL8Ig (черные столбцы). 
Через 24 часа в лунки добавляли BrdU и культивировали дополнительные 
24 часа. Включение BrdU во вновь синтезированную ДНК определяли с 
помощью специфических МАТ. Результаты представлены в виде среднего 
значения ± стандартное отклонение оптической плотности (OD, optical 
density) для трех лунок.  Один из четырех независимых экспериментов 
представлен. (Б) Т-клетки, очищенные из периферической крови, 
культивировали в 96-луночных планшетах, покрытых анти-CD3 МАТ и 
контрольными Ig или BTNL8Ig. Супернатанты собирались через 24 часа. 
Концентрацию цитокинов в супернатантах определяли с помощью ИФА. 
Один из трех независимых экспериментов представлен. * – p < 0,05 
 

5. BTNL8 усиливает первичный гуморальный ответ in vivo 
 

Для того чтобы проверить эффект BTNL8 на иммунный ответ in vivo, 

мышам вводили внутрибрюшинно BTNL8Ig, мыши также получали 



29 
 

внутрибрюшинную инъекцию OVA с окисью алюминия (OVA/алюм). Для 

оценки первичного и вторичного иммунного ответа образцы крови 

собирались на 16 и 30 день соответственно. Было обнаружено, что мыши, 

получавшие инъекцию BTNL8Ig и иммунизированные с OVA/алюм, имели 

увеличенный уровень анти-OVA IgG1 в сыворотке во время первичного 

ответа (рис. 17). Уровень антиген-специфических IgG2a не определялся в 

сыворотке у мышей после введения OVA/алюм и контрольного Ig. Однако 5 

из 6 мышей, которые получали инъекцию BTNL8Ig и OVA/алюм, показали 

увеличенный уровень продукции антиген-специфических IgG2a (среднее 

значение = 39,4 нг/мл) при первичном ответе (рис. 17). Значительных 

изменений в уровне продукции OVA специфических IgG1 и IgG2a не 

наблюдалось в группах мышей, получавших инъекцию OVA без адъюванта, 

независимо от того, получали ли они инъекции BTNL8Ig или нет. 

 

 
 

Рисунок 17. BTNL8 костимулирует первичный гуморальный иммунный 
ответ. Мышей иммунизировали с OVA±Alum. Сыворотки собирались на 
14 день после первой инъекции OVA (левые диаграммы) или на 7 день после 
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второй инъекции OVA (правые диаграммы). Уровень OVA специфических 
IgG разных изотипов определяли с помощью ИФА. * – p > 0,05 

 

Как и ожидалось, уровни OVA специфических IgG1 и IgG2a были 

значительно выше у мышей, получавших две инъекции OVA (вторичный 

иммунный ответ). Однако в отличие от первичного гуморального ответа 

BTNL8Ig не усиливал вторичный ответ на антиген (рис. 17). Эти результаты 

свидетельствуют о том, что BTNL8 костимулирует первичный иммунный 

ответ, но не имеет эффекта на вторичный антиген-специфический 

гуморальный иммунитет или формирование иммунологической памяти. 

 

3. Костимуляция натурального иммунного ответа 
 

1. Взаимодействие NK-клеток и γδ Т-лимфоцитов 
 

Обычно термин костимуляция используется для объяснения усиления 

функциональной активности Т-лимфоцитов, когда в качестве первого 

сигнала выступает взаимодействие TCR и MHC с антигеном, в то время как 

взаимодействие между костимуляторными лигандами и их рецепторами 

обеспечивает оптимальную стимуляцию Т-клеточного иммунного ответа.  

Наши предварительные наблюдения говорят о том, что оптимальная 

активация NK-клеток также зависит от взаимодействия с другими клетками, 

что, возможно, опосредовано костимуляторными молекулами. 

Предварительные результаты свидетельствуют, что для активации NK-клеток 

γδ Т-лимфоциты играют важную роль. 

Как показано на рис. 18А, инкубация NK-клеток с иммобилизованными 

hIgG1 вызывала экспрессию CD69 у 25 % клеток.  Добавление in vitro 

активированных γδ Т-лимфоцитов увеличивало экспрессию CD69 на NK-

клетках до 45,9 % (рис. 18Б). Также наблюдался сходный профиль 

экспрессии CD54, еще одной молекулы, которая экспрессируется только на 

активированных NK-клетках (рис. 18Б). 
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Рисунок 18. Прайминг NK-клеток с иммобилизованным hIgG1 и 
костимуляция в присутствии γδ T-лимфоцитов. (A) Очищенные NK-клетки 
(2 105 клетки/лунку) культивировали с иммобилизованными hIgG1 и (или) с 
γδ T-лимфоцитами (в указанных концентрациях), активированных in vitro в 
присутствии IPP и IL-2. Уровень экспрессии CD69 и CD54 на гейтированных 
CD3-CD56+ NK-клетках определяли с помощью проточной цитометрии 
 

2. Роль CD137 и CD137L взаимодействия в активации NK-клеток 
 

Известно, что лиганды B7 и TNF семейств необходимы для 

оптимальной стимуляции клеток иммунной системы (Croft, 2014; Chen and 

Flies, 2013).  На рис. 19А показано, что нестимулированные γδ Т-лимфоциты 

не экспрессируют B7-1, B7-2, OX40L или CD137L. Одиноко после 

стимуляции с IPP in vitro γδ Т-лимфоциты экспрессируют B7-1 (86 %), 

OX40L (12 %) и CD137L (58 %). NK-клетки экспрессируют OX40 и CD137 

после IgG1 прайминга, и экспрессия этих молекул была увеличена в 

присутствии γδ Т-лимфоцитов (рис. 19Б). Экспрессии CD28 и CTLA-4 на 

поверхности NK-клеток не обнаружено даже после инкубации с γδ T-

лимфоцитами (рис. 19Б). ICOS и PD-1 также не были обнаружены на 

поверхности NK-клеток (данные не представлены). 
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Рисунок 19. γδ Т-лимфоциты экспрессируют костимуляторные лиганды, а 
NK-клетки экспрессируют рецепторы. (А) Свежевыделенные или 
активированные γδ Т-лимфоциты были окрашены с МАТ против B7-1 
(CD80), B7-2 (CD86), OX40L (CD252) и 41BBL (CD137L). Экспрессия 
лигандов на гейтированных CD3+ γδ TCR+ клетках показана. (Б) NK-клетки, 
культивированные с различными стимуляторами или без стимуляторов, были 
окрашены с МАТ против CD28, CTLA-4 (CD152), OX40 (CD134) и 4-1BB 
(CD137). Гистограммы гейтированных CD3-CD56+ NK-клеток показаны 
 

Тот факт, что при стимуляции NK-клеток увеличивается экспрессия 

CD137 и OX40, костимуляторных рецепторов, дало нам основание 

предположить, что эти молекулы могут участвовать в усилении 

противоопухолевого иммунного ответа, опосредованного NK-клетками. Для 

проверки этой гипотезы были использованы рекомбинантные химерные 

белки CD137Ig и OX40Ig, которые блокируют связывание соответствующих 

костимляторных молекул. Добавление в культуру клеток CTLA-4Ig 
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(использованного в качестве отрицательного контроля) не ингибировало 

активацию NK-клеток в присутствии γδ Т-лимфоцитов (результаты не 

представлены). Однако CD137Ig частично ингибировал экспрессию CD54 на 

поверхности NK-клеток (рис. 20А). Эти результаты говорят о том, что CD137 

участвует в активации NK-клеток γδ Т-лимфоцитами. Подобные результаты 

были получены при использовании Р815 клеток трансфицированными 

CD137L (рис. 20Б). Эти данные свидетельствуют, что CD137/CD137L 

взаимодействие, по крайней мере частично, вовлечено в активацию NK-

клеток γδ Т-лимфоцитами. 

 

 
Рисунок 20. Блокирование CD137L снижает активацию NK-клеток в 
присутствии γδ Т-лимфоцитов. (А) NK-клетки культивировались с 
активированными γδ Т-лимфоцитами в присутствии CD137Ig химерного 
рекомбинантного белка или без. (Б) NK-клетки культивировались с Р815 
клетками, трансфицированными CD137L или контрольными Р815 в 
присутствии CD137Ig химерного рекомбинантного белка или без. После 48 
часов культивирования экспрессию CD54 и CD25 на CD3-CD56+ NK-клетках 
анализировали с помощью проточной цитометрии 

 

Результаты, представленные на рис. 21, показывают, что NK-клетки 

после прайминга с иммобилизованными hIgG1 не проявляют цитолитической 

активности, в то время как добавление γδ Т-лимфоцитов значительно 

усиливало NK-опосредованный лизис опухолевых клеток (рис. 21). 

Добавление CD137Ig в культуру NK и γδ Т-клеток снижало цитотоксическую 
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активность NK-клеток на 40 %. Это говорит о том, что 4-1ВВ вовлечен в 

регуляцию противоопухолевой функции NK-клеток. 

 

 
Рисунок 21. 4-1ВВ регулирует цитотоксическую активность NK-клеток. 
(А) Рекомбинантный химерный протеин 4-1ВВIg добавляли в культуру NK и 
γδ T-лимфоцитов. (Б) NK-клетки культивировали с контрольными P815 
клетками или Р815 клетками, экспрессирующими 4-1ВВL. В некоторые 
культуры добавляли 4-1ВВIg. После 48 часов инкубации NK-клетки очищали 
и анализировали цитотоксичность. * – P > 0,05 по сравнению с hIgG1 
контроль 
 

3. Эффект препаратов, применяемых в клиниках, 

на активацию NK-клеток 

 

Для того чтобы изучить возможность применения клинических 

препаратов для активации NK-клеток и γδ Т-лимфоцитов, в следующих 

экспериментах были использованы ритуксимаб; МАТ, распознающие CD20 и 

используемые для терапии В-клеточной лимфомы; цетуксимаб; МАТ, 

распознающие Her2 и используемые для терапии Her2+ опухолей молочной 

железы, и зомета (zoledronic acid), бисфосфонат, используемый в клиниках 

для лечения онкологических больных и индуцирующий активацию γδ T-

лимфоцитов. Как показано на рис. 22, инкубация МКПК с Зомета 

значительно усиливала прямую цитолитическую активность NK-клеток 
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против SCCHN (TU167) и B-клеточной лимфомы (Ramos) мишеней. Важно 

отметить, что удаление γδ Т-лимфоцитов перед началом культивирования 

значительно снижало прямую цитотоксическую активность NK-клеток. 

Как и ожидалось, более высокий уровень NK-опосредованной 

цитотоксичности против TU167 (Her2+) и Ramos (CD20+) наблюдался в 

присутствии специфических антител (цетуксимаб и ритуксимаб 

соответственно). Однако культивирование МКПК с зомета значительно 

увеличивало АЗКЦ. Более того, удаление γδ Т-лимфоцитов перед началом 

культивирования с зомета снижало уровень NK цитотоксичности до уровня, 

который наблюдался, когда МКПК культивировались без зометы (рис. 22). 

Это наблюдение говорит о том, что γδ Т-лимфоциты необходимы для 

активации цитотоксичности NK-клеток в присутствии зомета. В целом эти 

результаты доказывают физиологическую и клиническую значимость γδ Т-

лимфоцитов, экспрессии 4-1ВВ в активации прямой и антителозависимой NK 

цитотоксичности. 
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Рисунок 22. Зомета усиливает прямую и антителозависимую NK 
цитотоксичность. МКПК культивировались со средой или зомета. В 
некоторых группах γδ Т-лимфоциты удаляли перед началом 
культивирования. Через 96 часов NK-клетки выделяли из клеточных культур 
и определяли цитотоксическую активность. * – P > 0,05 по сравнению с 
цитотоксичностью NK-клеток, выделенных из популяции МКПК, из которых 
удалили γδ Т-лимфоциты 

 
 

ВЫВОДЫ 

 

1. Клонированы и охарактеризованы две новые молекулы, B7-H3 и BTNL8, с 

костимуляторными свойствами.  С использованием различных методов 

молекулярной биологии для анализа функциональной активности молекул 

были созданы химерные рекомбинантные белки, ряд опухолевых 

клеточных линий, трансфицированных плазмидами, кодирующими 

костимуляторные молекулы, и специфические моноклональные антитела. 

2. Показано, что B7-H3, которая имеет аминокислотную гомологию с В7-1, 

В7-2, В7-Н1 и В7-Н2 и, таким образом, принадлежащая к семейству В7, 



37 
 

экспрессируется на поверхности антигенпрезентирующих клеток, а ее 

рецептор – на поверхности Т-лимфоцитов. В присутствии сигнала через 

TCR взаимодействие В7-Н3 с предполагаемым рецептором вызывает 

усиление продукции IFN-γ и усиливает генерацию цитотоксических Т-

лимфоцитов. 

3. Экспрессия В7-Н3 на поверхности опухолевых клеток приводит к их 

отторжению и развитию долговременной иммунологической памяти 

против опухолевых антигенов. 

4. Выявлено, что внеклеточная часть BTNL8 имеет аминокислотную 

последовательность, гомологичную известным В7 молекулам, в то время 

как цитоплазматическая часть молекулы содержит В30.2 домен, который 

характеризует молекулы, принадлежащие к семейству бутирофилонов. 

5. Впервые показано, что in vitro BTNL8 способен костимулировать 

пролиферацию и продукцию цитокинов Т-лимфоцитами. In vivo введение 

BTNL8Ig усиливает продукцию антиген-специфических IgG1 и IgG2a во 

время первичного, но не вторичного иммунного ответа. 

6. Продемонстрирована ранее не известная функция γδ T-лимфоцитов: 

активированные γδ T-лимфоциты способны индуцировать NK-

опосредованный лизис опухолевых клеток, которые обычно резистентны 

к NK цитотоксичности. γδ T-лимфоциты также усиливают АЗКЦ.  Для 

оптимальной активации NK-клеток, подобно активации Т-лимфоцитов, 

требуются два сигнала: первый обеспечивается Fc-рецептором, второй – 

костимуляторными молекулами, в частности 4-1ВВ. 

 

ПЕРСПЕКТИВЫ И ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 
 

Одним из самых важных и интересных направлений развития 

исследований функциональной активности В7-Н3 и BTNL8 лигандов 

является поиск их специфических рецепторов. Обнаружение рецепторов и 
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развитие молекулярных инструментов для управления костимуляцией может 

позволить разработать новые стратегии для терапии аутоиммунных 

заболеваний и иммунотерапии рака. Костимуляторные молекулы могут 

также помочь повысить эффективность существующих вакцин через 

усиление положительных сигналов и блокировку ингибирующих путей. 

Использование В7-Н3 поможет увеличить продукцию Th1 цитокинов, 

которые необходимы для дифференциации и активации Т-клеточного 

иммунитета. Стимуляция с применением BTNL8 лиганда может обеспечить 

значительную активацию первичного иммунного ответа. 

Агенты, активирующие γδ T-лимфоциты, такие как бисфосфонаты 

(зомета), которые в настоящее время применяются в клиниках, могут быть 

использованы в качестве иммуномодулирующих препаратов для усиления 

естественного иммунного ответа против опухолей. Комбинирование таких 

препаратов с моноклональными антителами, также применяемыми в 

клиниках (цетуксимаб и ритуксимаб), может улучшить иммунотерапию рака 

через активацию адаптивного и естественного иммунитета. 
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