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В условиях лимфопении Т-лимфоциты пролиферируют и приобретают поверхностный активаци-
онный фенотип, во многом похожий на фенотип истинных Т-клеток памяти. Мы исследовали фе-
нотипические особенности популяции CD8+ Т-клеток, формирующейся из лимфоцитов донора
после адоптивного переноса сингенных спленоцитов сублетально облученным мышам. Указанная
популяция экспрессирует маркеры CD44, CD122, CD5, CD49d и хемокиновый рецептор CXCR3.
Таким образом, впервые продемонстрирован феномен формирования популяции Т-клеток с при-
знаками супрессорных CD8+ Т-лимфоцитов и истинных клеток памяти.
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В условиях лимфопении в организме возника-
ют популяции суррогатных CD8+ Т-клеток памя-
ти, по фенотипу похожих на истинные клетки па-
мяти (“memory-like” CD8+, TML) [1–4]. Данные
первоначальных экспериментов позволяли пред-
полагать, что формирующаяся в условиях лимфо-
пении популяция TML повторяет фенотипические
особенности истинных клеток памяти и может
заменить их в иммунном ответе [5, 6]. Однако на-
капливаются доказательства того, что TML схожи
с истинными клетками памяти по профилю экс-
прессии поверхностных маркеров; вместе с тем

# равный вклад авторов.

имеются ключевые отличия. Так, экспрессия ре-
цепторов хемокинов в TML отличается от таковой
в истинных клетках памяти [7]. Описаны популя-
ции TML с иммуносупрессорной активностью [8].
Более того, при лимфопении клоны Т-клеток с
рецепторами высокоаффинного взаимодействия
с собственными молекулами MHC (по существу,
аутореактивные Т-клетки) пролиферируют и экс-
прессируют поверхностные маркеры клеток па-
мяти [9, 10]. В настоящей работе исследован фе-
нотип популяции CD8+ лимфоцитов, образую-
щейся при адоптивном переносе сингенных
спленоцитов мышам-реципиентам с лимфопени-
ей после сублетального облучения.

Использованы мыши линий C57BL/6 (KbI-
AbDb) и C57BL/6-TgN(ACTbEGFP)1Osb (KbI-
AbDb) (далее B6.GFP, https://www.jax.org/
strain/003291) (разведение вивария НМИЦ онко-
логии им. Н.Н. Блохина). В организме мышей ли-
нии B6.GFP GFP экспрессируется конститутив-
но под контролем куриного промотора бета-ак-
тина и цитомегаловирусного энхансера. Не
зафиксировано отличий в функционировании
иммунной системы трансгенных животных по
сравнению с диким типом, что позволило ис-
пользовать данную линию в экспериментах. Экс-
периментальные протоколы одобрены этической
комиссией Института биологии гена РАН. Самок
мышей C57BL/6 сублетально облучали (4.5 Гр од-
нократно) на аппарате “Агат-Р” ((Россия), источ-
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ник γ-излучения Co60 с начальной мощностью
1.9 × 1014 Бк). Животных выводили из экспери-
мента на 10-й день после облучения, извлекали
селезенки и гомогенизировали в фосфатно-соле-
вом буфере при 4°C. Спленоциты осаждали цен-
трифугированием (200 g, 5 мин). Эритроциты об-
рабатывали лизирующим буфером (BD Pharmin-
gen, США). Мононуклеары трижды промывали
фосфатно-солевым буфером и использовали для
окрашивания моноклональными антителами и
адоптивного переноса.

Использовали моноклональные антитела,
конъюгированные с соответствующими флуорес-
центными метками: PerCP-Cy5.5 – анти-CD8α
(клон 53–6.7, BD Bioscience, США), APC-Cy7 –
анти-CD62L (клон MEL-14, eBioscience, США),
APC – анти-CD44 (клон IM7, eBioscience), PE-
Cy7 – анти-CD3 (клон 145-2C11, eBioscience),
PE – анти-CD122 (клон TM-β1, BD Bioscience),
BV421 – анти-CD5 (клон 53-7.3, BD Biosciences),
BV421 – анти-CXCR3 (клон CXCR3-173, BD Bio-
sciences), PE – анти-CD49d (R1-2, BD Bioscienc-
es).

Адоптивный перенос осуществляли следую-
щим образом: неиммунизированных мышей
C57BL/6 облучали в дозе 4.5 Гр. Через 24 ч после
облучения мышам внутривенно (в/в) вводили
1.5 × 107 спленоцитов неиммунизированных син-
генных животных или фосфатно-солевой буфер
(контроль). Через 10 дней спленоциты мышей-
реципиентов использовали для цитофлуоримет-
рического анализа. Спленоциты (3 × 106) инкуби-
ровали с блокирующими антителами Fc block
(клон 2.4G2, BD Pharmingen, США; 10 мин 4°C),
окрашивали флуоресцентно мечеными антите-
лам (40 мин, 4°C) и анализировали на проточном
цитофлуориметре FACS Canto II (BD Bioscience)
в программе FACSDiva 6.0 (BD Bioscience). Для
характеристики популяций периферических Т-
клеток анализировали не менее 106 событий в
каждом образце. Обработку данных проводили в
программе Flow Jo 7.6 (TreeStar Inc., США). Ре-
зультаты представлены как средняя величина ±
± стандартная ошибка (M ± SEM). Статистиче-
ский анализ проводили с использованием непар-
ного критерия Стьюдента. Различия признавали
значимыми при p ≤ 0.05.

Обнаружено значительное увеличение отно-
сительного количества CD3+ лимфоцитов в селе-
зенке мышей-реципиентов (рис. 1а). Кроме того,
доля CD8+ Т-клеток также значительно возрас-
тала у мышей-реципиентов по сравнению с не-
иммунизированным контролем и сублетально
облученными животными (рис. 1а). Это означает,
что при адоптивном переносе сингенных сплено-
цитов пролиферируют в основном CD8+ Т-клет-
ки. Это согласуется с результатами исследований,
показавших, что CD8+ клетки нуждаются в мень-

шем наборе стимулов для гомеостатической про-
лиферации по сравнению с CD4+ Т-лимфоцита-
ми [11]. Практически все CD8+ Т-лимфоциты
как донора, так и реципиента приобрели фенотип
CD44+, как и ожидали в условиях лимфопении
(рис. 1б). При этом доля потенциально аутореак-
тивных клеток CD8+CD44+CD5+ в популяции
лимфоцитов донора была достоверно выше, чем
среди лимфоцитов реципиента (рис. 1б). Также
значительно возросла доля CD8+CD122+ Т-кле-
ток среди Т-лимфоцитов донора по сравнению с
аналогичными популяциями реципиента, неим-
мунизированных и сублетально облученных мы-
шей (рис. 1б). Отмечено достоверное увеличение
доли Т-клеток, экспрессирующих CD49d в попу-
ляции клеток донора по сравнению с Т-лимфоци-
тами реципиента (рис. 1в). Помимо этого, относи-
тельное количество Т-лимфоцитов донора, экс-
прессирующих хемокиновый рецептор CXCR3,
было достоверно выше, чем доля таких лимфоци-
тов в популяции Т-клеток реципиента (рис. 1в).

Таким образом, при адоптивном переносе
сингенных спленоцитов в селезенке сублетально
облученного реципиента формируется популя-
ция донорских Т-клеток с уникальными феноти-
пическими характеристиками – одновременной
экспрессией маркеров истинных клеток памяти и
супрессоров CD8+. Мы полагаем, что поверх-
ностный фенотип, приобретенный Т-лимфоци-
тами донора в условиях лимфопении, может быть
связан с недостатком или избытком сигналов, по-
лучаемых Т-лимфоцитами при взаимодействии
Т-клеточного рецептора с собственными
МНС/пептидными комплексами. Нами показа-
но, что конкуренция за взаимодействие с соб-
ственными комплексами MHC-пептид среди Т-
лимфоцитов, несущих трансгенную β-цепь ТКР,
в мышах линии 1D1b приводит к изменению по-
верхностного активационного фенотипа по срав-
нению с Т-клетками этих же животных, экспрес-
сирующих эндогенную β-цепь ТКР [12]. В нашей
экспериментальной системе наивные клетки до-
нора могут получать преимущество в связи с вы-
соким уровнем экспрессии молекулы CD5, осо-
бенно ввиду того, что значительная часть наив-
ных клеток реципиента погибла в результате
сублетального облучения. Кроме того, в форми-
ровании обнаруженной популяции большое зна-
чение могут иметь изменения в микроокружении
Т-лимфоцитов донора, возникшие в результате
адоптивного переноса спленоцитов в венозное
русло реципиента. Однако вне зависимости от
причин, вызвавших появление такого профиля
экспрессии поверхностных маркеров, наиболее
важным остается вопрос о функциональных ха-
рактеристиках обнаруженной популяции: спо-
собны ли они осуществлять полноценный им-
мунный ответ или представляют собой популя-
цию супрессорных Т-клеток? В последнем
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варианте полученные результаты могут иметь
практическое значение для практики перелива-
ния крови и пересадки костного мозга, поскольку
подобные популяции могут формироваться у па-
циентов [13], поэтому изучение функциональных
характеристик обнаруженной популяции чрезвы-
чайно важно и станет предметом наших дальней-
ших исследований.
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Under 1lymphopenia conditions, T-lymphocytes proliferate and acquire an activation phenotype like that of
true memory T-cells. We investigated the surface phenotype of the CD8+ T-cell population formed from do-
nor lymphocytes after adoptive transfer of syngeneic splenocytes to sublethally irradiated C57BL/6 mice. This
population expresses CD44, CD122, CD5, CD49d antigens and the chemokine receptor CXCR3. Thus, we
demonstrated, for the first time, that T-cells with simultaneous expression of the markers of suppressor
CD8+ T-lymphocytes and true memory cells can be generated in the lymphopenic organism.
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