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РЕЗЮМЕ 

Обоснование. Ранее в нашей лаборатории был разработан протокол полу-
чения макрофагов с выраженной противовоспалительной и репаративной/
нейрорегенераторной активностью, поляризующим фактором для которых 
является взаимодействие с апоптотическими клетками – эффероцитоз 
(M2(Eff)). Благодаря уникальному секретому данные клетки являются перспек-
тивными кандидатами для клеточной терапии заболеваний, ассоциирован-
ных с нейровоспалением. Однако экспрессия ингибиторных рецепторов PD-1 
и TIM-3 на M2(Eff) и их связь с продукцией цитокинов остается невыясненной.
Цель. Охарактеризовать экспрессию PD-1 и TIM-3 на макрофагах М2(Eff) 
и определить их роль в регуляции продукции про- и противовоспалительных 
цитокинов (IL-10 и TNF-α).
Материалы и методы. Макрофаги получали из моноцитов периферической 
крови здоровых доноров. Экспрессию PD-1 и TIM-3, а также продукцию IL-10 
и TNF-α анализировали методом проточной цитометрии. Для оценки вклада 
PD-1 и TIM-3 в цитокин-секреторную активность клетки предварительно об-
рабатывали соответствующими блокирующими антителами и далее опре-
деляли внутриклеточный уровень IL-10 и TNF-α.
Результаты. М2(Eff) отличались более высоким уровнем PD-1 и TIM-3 по срав-
нению с М1 культурами, преимущественно за счет клеток с сочетанной экс-
прессией данных маркеров, а также более высоким PD-1 и более низким TIM-3 
по сравнению с «классическими» М2 макрофагами, поляризованными интер-
лейкином 4. Доля IL-10+ клеток была выше в культурах М2(Eff), экспрессирую-
щих PD-1, а также в TIM-3-экспрессирующих клетках после стимуляции макро-
фагов липополисахаридом по сравнению с оппозитными популяциями. Уровень 
TNF-α был выше в TIM-3+ макрофагах. Блокирование PD-1 на этапе стимуляции 
липополисахаридом увеличивало долю TNF-α+ клеток, тогда как блокирование 
TIM-3 не оказывало такого эффекта.
Заключение. Макрофаги M2(Eff) характеризуются уникальным профилем экс-
прессии PD-1 и TIM-3, и эти молекулы ассоциированы с продукцией цитокинов 
IL-10 и TNF-α.
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ABSTRACT

Background. We previously developed a protocol for generating macrophages 
with pronounced anti-inflammatory and reparative/neuroregenerative activity, polar-
ized by efferocytosis (M2(Eff)). Due to their unique secretome, these cells are promising 
candidates for cell therapy of neuroinflammatory diseases. However, the expression 
of the inhibitory receptors PD-1 and TIM-3 on M2(Eff) and its relationship with cytokine 
production remain unclear.
Aim. To characterize PD-1 and TIM-3 expression on M2(Eff) macrophages and deter-
mine their role in the regulation of pro- and anti-inflammatory cytokine production 
(IL-10 and TNF-α).
Materials and methods. Macrophages were differentiated from peripheral blood 
monocytes of healthy donors. PD-1 and TIM-3 expression, as well as IL-10 and TNF-α 
production, were assessed by flow cytometry. To evaluate the contribution of PD-1 
and TIM-3 to cytokine secretion, cells were pre-treated with blocking antibodies, fol-
lowed by assessment of intracellular IL-10 and TNF-α levels.
Results. M2(Eff) exhibited higher PD-1 and TIM-3 levels compared to M1 cultures, pri-
marily due to cells co-expressing both markers. M2(Eff) also had higher levels of PD-1 
and lower levels of TIM-3 compared to “classical” M2 macrophages polarized by IL-4. 
The proportion of IL-10-positive cells was higher in M2(Eff) cultures expressing PD-1, 
as well as in TIM-3-expressing cells after lipopolysaccharide stimulation, compared 
to the negative populations. TNF-α levels were higher in TIM-3-positive macrophages 
compared to TIM-3-negative ones. PD-1 blockade during lipopolysaccharide stimula-
tion increased the proportion of TNF-α-expressing cells, whereas TIM-3 blockade had 
no such effect.
Conclusion. M2(Eff) macrophages induced by apoptotic cells display a unique PD-1 
and TIM-3 expression profile. Moreover, PD-1 and TIM-3 are associated with IL-10 
and TNF-α production.

Key words: Macrophages, Immune Checkpoint Proteins, Cytokines, Programmed Cell 
Death 1 Receptor (PD-1), HAVCR2 protein (TIM-3), Flow Cytometry
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ВВЕДЕНИЕ

За последнее десятилетие изучение контрольных 
точек иммунитета (immune checkpoints/чек-поинт мо-
лекулы) произвело революцию в понимании механиз-
мов иммунной регуляции и открыло новые горизонты 
в терапии злокачественных новообразований и хрони-
ческих воспалительных заболеваний. Классически ин-
гибиторные иммунные чек-поинты рассматриваются 
как ключевые негативные регуляторы Т-клеточного от-
вета, обеспечивающие поддержание периферической 
толерантности и предотвращающие развитие аутоим-
мунных реакций [1]. Однако накопленные за последние 
годы данные свидетельствуют о том, что функциональ-
ная роль иммунных чек-поинтов не ограничивается 
лимфоцитами. Экспрессия белка запрограммирован-
ной клеточной смерти 1 (PD-1), гликопротеина цито-
токсических T-лимфоцитов 4 (CTLA-4), белка гена акти-
вации лимфоцитов 3 (LAG-3) и молекулы, содержащей 
T-клеточный иммуноглобулин и муциновый домен-3 
(TIM-3) была обнаружена на клетках миелоидного 
происхождения, таких как дендритные клетки, моно-
циты и макрофаги, где их роль выходит за рамки про-
стого подавления Т-клеточного ответа. В дендритных 
клетках сигнальные пути, ассоциированные с TIM-3 
и PD-1, играют важную роль в регуляции созревания, 
презентации антигена и противоопухолевом имму-
нитете [2–4]. В моноцитах экспрессия TIM-3 связана 
с балансом продукции про- и противовоспалительных 
цитокинов [5, 6]. В макрофагах экспрессия PD-1 ассо-
циирована с М2-фенотипом, который характеризуется 
выраженной противовоспалительной активностью [7, 
8]. Кроме того, PD-1/PD-L1 ось в макрофагах регулирует 
синтез цитокинов, например, IFN-γ [9]. TIM-3 также мо-
жет модулировать цитокин-продуцирующую функцию 
макрофагов, влияя на их про- и противовоспалитель-
ный потенциал [9]. Помимо этого, TIM-3 участвует в фа-
гоцитозе, в том числе в распознавании и элиминации 
апоптотических клеток, что имеет ключевое значение 
для поддержания тканевого гомеостаза и разрешения 
воспаления [10, 11].

Вместе с тем, большинство работ сосредоточено 
на изучении отдельных чек-поинт молекул, в то время 
как их сочетанная экспрессия и взаимосвязь с функцио
нальным фенотипом макрофагов, особенно в контексте 
различных поляризующих сигналов, остаются недоста-
точно исследованными.

Ранее нами был разработан протокол получения 
М2-подобных макрофагов с выраженной противовос-
палительной и репаративной/нейрорегенераторной 
активностью, поляризующим фактором для которых 
является эффероцитоз (Eff.) — то есть, взаимодействие 
с апоптотическими клетками (M2(Eff)). В составе се-
кретома этих клеток выявлено большое количество 
аналитов, включая цитокины, хемокины, ростовые 
и ангиогенные факторы, металлопротеиназы и др., 
что позволило обосновать их использование в каче-
стве перспективных кандидатов для лечения заболе-
ваний, ассоциированных с нейровоспалением [12]. 

Однако особенности экспрессии PD-1 и TIM-3 на макро-
фагах, поляризованных эффероцитозом, а также связь 
этих рецепторов с продукцией цитокинов остается не-
выясненной. Учитывая имеющиеся данные о важной 
роли этих молекул в регуляции функций миелоидных 
клеток, выяснение этого вопроса имеет важное значе-
ние, в том числе для оптимизации подходов к клеточ-
ной терапии.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Целью настоящей работы являлась характеристика 
экспрессии PD-1 и TIM-3 на макрофагах М2(Eff) и оцен-
ка значимости этих рецепторов в регуляции продукции 
про- и противовоспалительных цитокинов на примере 
IL-10 и TNF-α.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование были включены 30 условно здоро-
вых доноров в возрасте 26–67 лет. Исследование было 
выполнено в соответствии с этическими требованиями 
и одобрено локальным этическим комитетом НИИФКИ 
(протокол №  144 от 21.02.24). Все доноры подписали 
добровольное информированное согласие.

Генерация макрофагов. М2(Eff) макрофаги полу-
чали по оригинальному протоколу НИИФКИ. Для этого 
мононуклеарные клетки (МНК) периферической кро-
ви доноров выделяли с помощью центрифугирования 
в плотности фиколла-верографина, помещали в коли-
честве 3–5  ×  10⁶/мл в культуральные планшеты (ТРР, 
Швейцария) и культивировали в присутствии 50  нг/
мл рекомбинантного GM-CSF (SCI Store, Россия) в сре-
де RPMI-1640 (Биолот, Россия), дополненной 0,05  мМ 
2-меркаптоэтанола, 2  мМ пирувата натрия, 0,3  мг/мл 
L-глутамина, 1  % незаменимых аминокислот (все реа-
генты Sigma-Aldrich, США) и 2 % аутоплазмы (дефицит 
сывороточных факторов, индуцирующих апоптоз неад-
гезивной фракции МНК). Через 18 ч неадгезивную фрак-
цию клеток удаляли, а адгезивные клетки продолжали 
культивировать в описанной выше среде в течение 7 
дней. Неполяризованные М0, а также поляризованные 
М1 и М2 макрофаги получали классическим методом: 
МНК в количестве 3–5  ×  10⁶/мл помещали в культу-
ральные планшеты (ТРР, Швейцария) и культивирова-
ли в присутствии 50  нг/мл рекомбинантного GM-CSF 
(SCI Store, Россия) в среде RPMI-1640 (Биолот, Россия), 
дополненной 0,05  мМ 2-меркаптоэтанола, 2  мМ пиру-
вата натрия, 0,3  мг/мл L-глутамина, 1  % незаменимых 
аминокислот (все реагенты Sigma-Aldrich, США) и 10 % 
фетальной бычьей сыворотки (Gibco, США). Через 1 час 
удаляли неадгезивную фракцию клеток, а оставшиеся 
клетки культивировали при 37°C с 5 % CO2 в течение 7 
дней. На 5-й день добавляли поляризующие стимулы: 
липополисахарид (LPS Е.colli 0114:B4, 10 мкг/мл) для ге-
нерации макрофагов M1 и IL-4, (20 нг/мл, Sigma-Aldrich, 
США) – для генерации макрофагов M2. К культурам М0 
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макрофагов не добавляли поляризующие стимулы, 
оставляя неполяризованными. По завершении куль-
тивирования, макрофаги получали при помощи ме-
ханической диссоциации (жизнеспособность клеток 
составляла не менее 90 % по исключению трипанового 
синего).

Оценка экспрессии чек-поинт рецепторов. 
Для оценки экспрессии ингибиторных молекул ис-
пользовали многоцветную проточную цитометрию. 
Полученные макрофаги окрашивали флуоресцент-
но-меченными моноклональными антителами (anti-PD-
1-APC (BD Biosciences, США), anti-TIM-3-PE (Sony, США), 
anti-HLA-DR-PerCP (Beckman Coulter, США)) и далее про-
водили оценку экспрессии ингибиторных чек-поинт 
молекул в гейте HLA-DR+ клеток с помощью проточного 
цитометра DxFLEX (Beckman Coulter, США).

Оценка продукции цитокинов. Для оцен-
ки уровня внутриклеточных цитокинов макрофаги 
М2(Eff ) стимулировали LPS (10 мкг/мл) в течение 4 ча-
сов. Контролем являлись нестимулированные клетки, 
к которым не добавляли LPS. За 1 ч до окончания куль-
тивирования добавляли брефельдин А (5 мг/мл, Sony, 
США) для блокирования высвобождения цитокинов. 
Далее клетки отмывали, окрашивали поверхност-
ными моноклональными антителами (anti-PD-1-APC 
(BD Biosciences, США), anti-TIM-3-PE (Sony, США), anti-
HLA-DR-PerCP (Beckman Coulter, США)), а после этого – 
внутриклеточными (anti-TNF-α-FITC и anti-IL-10-FITC 
(все BD Biosciences, США)) с использованием наборов 
для пермеабилизации True-Nuclear Transcription Factor 
Buffer Set (BioLegend, США). Оценку продукции IL-10 
и TNF-α проводили в гейте HLA-DR+ клеток, а также 
в популяциях, оппозитных по экспрессии PD-1 и TIM-
3 с помощью проточного цитометра DxFLEX (Beckman 
Coulter, США).

Блокирование PD-1 и TIM-3. Для экспериментов 
с блокирующими антителами перед стимуляцией LPS 
клетки предварительно инкубировали с блокирующи-
ми антителами к PD-1 (20 мкг/мл, ОПДИВО (ниволумаб), 
США) и TIM-3 (10 мкг/мл, Ultra-LEAF Purified anti-human 
Tim-3, BioLegend, США)) в течение 1 часа, и далее оце-
нивали продукцию внутриклеточных цитокинов по ме-
тодике, как описано выше.

Статистический анализ. Статистическую обработ-
ку полученных результатов производили с помощью 
программного обеспечения STATISTICA 8.0 (StatSoft. 
Inc., USA). На графиках данные представлены в виде ме-
диан с указанием интерквартильных диапазонов и ми-
нимума–максимума, если не указано иное. Значимость 
различий сравниваемых групп оценивали с помощью 
критерия Вилкоксона для связанных выборок; разли-
чия считали значимыми при pW < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Экспрессия чек-поинт рецепторов. Для срав-
нения с М2(Eff) были использованы GM-CSF-диффе-
ренцированные макрофаги, неполяризованные (М0) 

и поляризованные в направлении М1 (липополиса-
харид) и М2 (IL-4) (что соответствует фенотипу М2а, 
часто используемому в научной литературе). Оценка 
экспрессии PD-1 и TIM-3 на поверхности макрофагов 
показала, что М2(Eff) значимо отличались как от не-
поляризованных клеток, так и от поляризованных М1 
и, что интересно, «классических» М2 (рис. 1). Культуры 
М2(Eff) характеризовались более высоким содержани-
ем PD-1+ клеток по сравнению с поляризованными М1 
и М2 макрофагами (рW = 0,006 и 0,028 соответственно). 
В свою очередь, доля TIM-3+ клеток в культурах М2(Eff) 
значимо превышала показатели в М1 (рW = 0,044), одна-
ко была ниже, чем у клеток с «классическим» М2 фено-
типом (рW = 0,031).

Дальнейший анализ распределения маркеров 
(рис.  2) показал, что более высокое содержание PD-1+ 
в М2(Eff) по сравнению с М1 культурами было обу-
словлено преимущественно клетками с сочетанной 
экспрессией PD-1 и TIM-3, в то время как различия с М2 
культурами наблюдались в основном за счет клеток 
с изолированной экспрессией PD-1. При этом доля кле-
ток с изолированной экспрессией TIM-3 в М2(Eff) куль-
турах была значимо ниже по сравнению с неполяризо-
ванными М0 и М2.

Таким образом, М2(Eff) отличались от других ис-
следованных субпопуляций макрофагов сравнительно 
более высоким уровнем экспрессии ко-ингибиторных 
молекул и особенно PD-1, а также обладали уникаль-
ным профилем коэкспрессии маркеров. Далее мы про-
вели анализ внутриклеточной продукции цитокинов 
IL-10 и TNF-α в популяции М2(Eff) в зависимости от экс-
прессии ингибиторных рецепторов.

РИС. 1. 
Содержание клеток (в %), оппозитных по экспрессии PD-1 (А) 
и TIM-3 (Б) в культурах макрофагов М0, М1, М2 и М2(Eff)
FIG. 1. 
Proportion of cells (%) with opposing expression of PD-1 (A) and 
TIM-3 (Б) in M0, M1, M2, and M2(Eff ) macrophage cultures

Примечания: n = 14–26, ** – рW < 0,01; * – рW < 0,05.

Notes: n = 14–26, ** – рW < 0.01; * – рW < 0.05.
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Продукция цитокинов. Как показано на рис.  3А, 
в нестимулированных культурах доля IL-10-проду-
цирующих клеток была значимо выше в популяции 
PD-1+ по сравнению с популяцией PD-1- (pW =  0,0037), 
тогда как различий между популяциями TIM-3+ и TIM-3- 
не наблюдалось (рис. 3Б и 3Ж). Напротив, при оценке 
продукции TNF-α зависимости от экспрессии PD-1 вы-
явлено не было (рис. 3Е), тогда как TIM-3+ клетки харак-
теризовались значимо более высокой секрецией TNF-α 
по сравнению с TIM-3- (pW = 0,029) (рис. 3Д, 3Е и 3Ж). При 
этом анализ отдельных субпопуляций свидетельство-
вал о том, что более высокое содержание IL-10 в PD-1+ 
клетках осуществлялась как за счет клеток с сочетан-
ной экспрессией PD-1 и TIM-3, так и за счет изолирован-
ной экспрессии PD-1 (рис.  3В). Интересно, что клетки 
с изолированной экспрессией TIM-3 также отличались 
более высоким уровнем продукции IL-10 по сравнению 
с клетками с даббл-негативной экспрессией чек-поинт 
молекул (PD-1-TIM-3-), поэтому отсутствие различий 
между TIM-3+ и TIM-3- клетками могут быть обусловле-
ны высокой долей IL-10-продуцирующих клеток в попу-
ляции PD-1+TIM-3- (рис. 3В).

В LPS стимулированных культурах сохранялись 
различия в доле IL-10+ клеток в популяциях, оппозит-
ных по экспрессии PD-1, а также появлялись значимые 
различия для TIM-3+ и TIM-3- клеток (рW = 0,012) (рис. 4). 
При этом наиболее выраженная продукция IL-10 была 
характерна для клеток, экспрессирующих оба маркера, 
и она значимо отличалась от клеток с изолированной 
экспрессией PD-1 (pW  =  0,012) и изолированной экс-
прессией TIM-3 (рW =  0,021). В свою очередь, экспрес-
сия TNF-α для LPS-стимулированных M2(Eff) не была 

ассоциирована с экспрессией PD-1 или TIM-3 (рис.  4Г 
и 4Д).

Блокирование PD-1 и TIM-3 путей. Для оценки 
функциональной значимости чек-поинт сигналинга, 
мы провели серию экспериментов с блокирующими 
антителами к TIM-3 и PD-1. Блокирование PD-1 на эта-
пе стимуляции цитокин-секреторной активности LPS 
сопровождалось усилением продукции IL-10, кото-
рое, однако, не достигало статистической значимости 
(pW  =  0,686) (рис.  5А). В то же время добавление бло-
кирующих антител к PD-1 вызывало небольшое (2  %), 
но достоверное повышение уровня секреции TNF-α 
(рис.  5Б) (рW =  0,043). Учитывая, что доля PD-1+ клеток 
в культурах M2(Eff) составляла 15  % (7–25  %), данный 
прирост, регистрируемый в общей популяции M2(Eff), 
может отражать существенный вклад PD-1/PD-L1 пути 
в регуляцию продукции данного цитокина. Интересно, 
что блокирование TIM-3 не сопровождалось подобным 
эффектом.

ОБСУЖДЕНИЕ

В представленном исследовании мы впервые 
охарактеризовали профиль экспрессии чек-поинт 
рецепторов PD-1 и TIM-3 на M2(Eff) макрофагах, ин-
дуцированных взаимодействием с апоптотическими 
клетками, а также установили связь между экспрессией 
данных маркеров и цитокин-продуцирующей функци-
ей макрофагов.

Мы обнаружили, что М2(Eff) макрофаги харак-
теризуются высоким уровнем экспрессии PD-1 

РИС. 2. 
Распределение экспрессии PD-1 и TIM-3 в макрофагах М0, М1, 
М2, М2(Eff)

FIG. 2. 
Co-expression and single expression of PD-1 and TIM-3 in M0, M1, 
M2, and M2 (Eff ) macrophages

Примечания: А – данные представлены в виде медианных значений для каждой из популяций (PD-1+TIM-3-, PD-1+TIM-3+, PD-1-TIM-3+, PD-1-TIM-3-) (n = 14–26). 
Стрелками обозначены различия между подтипами макрофагов, * – рW < 0,05, # – рW < 0,1 (тренд). Б – данные проточной цитометрии (репрезентативный экс-
перимент).

Notes: А – data are presented as medians calculated for each population (PD-1+TIM-3-, PD-1+TIM-3+, PD-1-TIM-3+, PD-1-TIM-3-) (n = 14–26). Arrows indicate differences 
between macrophage subtypes. * – рW < 0.05, # – рW < 0.1 (trend). Б – flow cytometry data (representative experiment).
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относительно М1 и М2 культур. Учитывая установлен-
ную связь экспрессии PD-1 с противовоспалительной 
активностью клеток [7, 13], это может являться одним 
из путей, обеспечивающих противовоспалительную 
и иммунорегуляторную функцию М2(Eff), которая была 
описана нами ранее [14].

Интересно, что по уровню TIM-3 М2(Eff) занима-
ли промежуточное положение: его экспрессия была 
выше, чем у М1, но ниже, чем у «классических» М2, ин-
дуцированных IL-4. Эти данные в целом согласуются 
с исследованиями прошлых лет, продемонстрировав-
шими более высокий уровень экспрессии TIM-3 на ма-
крофагах с М2 фенотипом по сравнению с М1 клетками 
[15]. С другой стороны, это было довольно неожидан-
ное открытие, поскольку мы предполагали, что TIM-3, 

который ассоциирован с фагоцитозом [16, 17], будет 
наиболее высоким именно в М2(Eff) культурах, поля-
ризующим фактором для которых является взаимодей-
ствие с апоптотическими клетками. Вероятно, в данный 
процесс больше вовлечены иные пути, такие как ти-
розинкиназа Mer или TIM-4, которые также являются 
важнейшими молекулами, опосредующими фагоцитоз 
в макрофагах [18].

TIM-3 широко известен как регулятор иммунных 
ответов и его экспрессия на макрофагах ассоцииро-
вана с противовоспалительным фенотипом и поддер-
жанием тканевого гомеостаза [19]. С другой стороны, 
TIM-3 может проводить и активирующие сигналы [20], 
что позволяет исследователям рассматривать его 
не просто как ко-ингибиторный рецептор, а скорее 

РИС. 3. 
Содержание IL-10+ и TNF-α+ клеток (в %) в популяциях М2(Eff) 
макрофагов

FIG. 3. 
Proportion of IL-10+ and TNF-α+ cells (%) in M2(Eff ) macrophage 
populations

Примечания: А, Б, В – содержание IL-10+ в М2(Eff), оппозитных по экспрессии PD-1, TIM-3 и в клетках с изолированной и сочетанной экспрессией PD-1 
и TIM-3. Г, Д, Е – содержание TNF-α+ в М2(Eff), оппозитных по экспрессии PD-1, TIM-3 и в клетках с изолированной и сочетанной экспрессией PD-1 и TIM-3. 
n = 14–26, *** – рW < 0,001; ** – рW < 0,01; * – рW < 0,05. Ж – данные проточной цитометрии (репрезентативный эксперимент).

Notes: А, Б, В – content of IL-10+ in M2(Eff), opposite in expression of PD-1, TIM-3 and in cells with isolated and co-expression of PD-1 and TIM-3. Г, Д, Е – content of TNF-α+ 
in M2(Eff), opposite in expression of PD-1, TIM-3 and in cells with isolated and co-expression of PD-1 and TIM-3. n = 14–26, *** – рW < 0.001; ** – рW < 0.01; * – рW < 0.05. 
Ж – Flow cytometry data (representative experiment).
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как «контрольный механизм», регулирующий сложный 
баланс иммунной системы. Более низкий уровень TIM-3 
на M2(Eff) по сравнению с «классическими» М2, может 
отражать функциональные различия между этими дву-
мя типами M2-подобных макрофагов.

Дополнительно нами были обнаружены различия 
в коэкспрессии маркеров, что позволяет предполо-
жить, что M2(Eff) занимают особое положение в спек-
тре макрофагальной поляризации, сочетая черты, 
присущие как «классическим» M2, так и иным регуля-
торным фенотипам.

Анализ внутриклеточной продукции цитокинов вы-
явил функциональную асимметрию между PD-1 и TIM-3 
в макрофагах M2(Eff). PD-1+ клетки отличались более 
высоким уровнем продукции IL-10, но не TNF-α, тогда 

как TIM-3+ клетки, напротив, характеризовались повы-
шенной продукцией TNF-α, но не отличались от TIM-3- 
по продукции IL-10.

Ассоциация PD-1 с продукцией IL-10 согласуется 
с данными о том, что PD-1/PD-L1 путь в миелоидных 
клетках может способствовать формированию проти-
вовоспалительного фенотипа. Так, ранее было пока-
зано, что активация PD-1 индуцирует продукцию IL-10 
моноцитами [21]. Полученные нами данные указывают 
на сопряженность экспрессии PD-1 и продукции IL-10 
М2(Eff) макрофагами.

В то же время связь TIM-3 с продукцией TNF-α 
представляется менее ожидаемой, учитывая преиму-
щественно супрессорную роль данной молекулы [19]. 
Однако ряд исследований указывает на то, что TIM-3 

РИС. 4. 
Содержание IL-10+ и TNF-α+ клеток (в %) в популяциях LPS-сти-
мулированных М2(Eff ) макрофагов

FIG. 4. 
Proportion of IL-10+ and TNF-α+ cells (%) in populations 
of LPS-stimulated M2(Eff ) macrophages

Примечания: А, Б, В – Содержание IL-10+ в М2(Eff), оппозитных по экспрессии PD-1, TIM-3 и в клетках с изолированной и сочетанной экспрессией PD-1 
и TIM-3. Г, Д, Е – Содержание TNF-α+ в М2(Eff), оппозитных по экспрессии PD-1, TIM-3 и в клетках с изолированной и сочетанной экспрессией PD-1 и TIM-3. 
n=8; * – рW <0,05. Ж – данные проточной цитометрии (репрезентативный эксперимент).

Notes: А, Б, В – content of IL-10+ in M2(Eff), opposite in expression of PD-1, TIM-3 and in cells with isolated and co-expression of PD-1 and TIM-3. Г, Д, Е – content 
of TNF-α+ in M2(Eff), opposite in expression of PD-1, TIM-3 and in cells with isolated and co-expression of PD-1 and TIM-3. n=8; * – рW <0.05. Ж – flow cytometry 
data (representative experiment).
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может выполнять контекст-зависимые функции. Так, 
в моноцитах TIM-3 участвует в регуляции баланса меж-
ду провоспалительными и противовоспалительными 
цитокинами [5]. Возможно, в макрофагах M2(Eff) TIM-3 
действует не как классический ингибиторный рецеп-
тор, а как молекула, модулирующая внутриклеточные 
сигнальные пути, ведущие к продукции TNF-α. Не ис-
ключен также некоторый механизм обратной связи, 
то есть, компенсаторно, более высокий уровень экс-
прессии регуляторной молекулы TIM-3 на клетках 
с усиленной продукцией TNF-α.

После стимуляции LPS менялось содержание ци-
токинов в популяции TIM-3+ клеток: доля IL-10+ была 
значимо выше по сравнению с TIM-3+ клетками, а раз-
личия по TNF-α между TIM-3+ и TIM-3-, обнаруживае-
мые для не стимулированных клеток, нивелировались. 
Данная зависимость согласуется с ранее полученными 
данными, согласно которым активация TIM-3-сигналин-
га стимулировала моноциты к секреции IL-6, IL-8 и IL-10, 
но не IL-1β, IL-12p70 или TNF-α в присутствии LPS [22].

Наиболее важные результаты были получены в ис-
следовании блокирования чек-поинт рецепторов. Бло-
кирование PD-1 приводило к небольшому, но устойчи-
вому повышению продукции TNF-α во всей популяции 
M2(Eff), что еще раз подчеркивает роль PD-1 как мар-
кера противовоспалительного фенотипа клеток, акти-
вация которого ингибирует продукцию провоспали-
тельных цитокинов в миелоидных клетках, в том числе 
продукцию TNF-α через подавление STAT1 сигналинга 

[23]. В то же время, блокирование TIM-3 не приводило 
к изменению продукции TNF-α, что согласуется с ре-
зультатами исследования Zhang Y. et al., продемонстри-
ровавших подобную зависимость на моноцитах [5].

Отсутствие снижения IL-10 при блокировании PD-1 
и TIM-3 указывает на то, что данные пути не являются 
критическими для индукции IL-10 в М2(Eff) в условиях 
LPS-стимуляции. Вероятно, продукция IL-10 в данных 
клетках контролируется иными механизмами, напри-
мер, через рецепторы, распознающие апоптотические 
клетки, такие как тирозинкиназа Mer [24]. Этот вопрос 
остается предметом дальнейших исследований. Кро-
ме того, необходима оценка иных цитокинов, проду-
цируемых макрофагами, для однозначных выводов 
о какой-либо зависимости PD-1 и TIM-3 и цитокиновым 
профилем М2(Eff). Функциональные исследования по-
могут понять, насколько значимую роль играет PD-1 
и TIM-3 сигналинг в противовоспалительной и репара-
тивной активности макрофагов М2(Eff).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, макрофаги M2(Eff), индуцирован-
ные апоптотическими клетками, характеризуются уни-
кальным профилем экспрессии PD-1 и TIM-3, и эти мо-
лекулы ассоциированы с продукцией цитокинов IL-10 
и TNF-α. Полученные данные расширяют представле-
ния о роли иммунных контрольных точек в регуляции 
функций миелоидных клеток, а также указывают на не-
обходимость дальнейшего исследования данных путей 
в функциональной активности М2(Eff) макрофагов и от-
крывают перспективы для поиска новых механизмов 
противовоспалительной и репаративной активности 
данных клеток.
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