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Резюме. Физиологически протекающая беременность характеризуется существенными изменени-

ями фенотипа и функций лимфоцитов периферической крови. Так, в первой половине беременности
в матке значительно увеличивается количество лимфоцитов, мигрирующих туда из периферической
крови и экспрессирующих молекулы Tim-3, CD49a, CD9, которые ограничивают их цитотоксичность
и участвуют в их миграции. Однако экспрессия этих молекул на лимфоцитах периферической крови
при физиологической беременности не изучена. Цель работы — исследовать экспрессию молекул
Tim-3, CD49a, CD9 в общем пуле лимфоцитов и на CD3⁺Т-лимфоцитах периферической крови жен-
щин в I и III триместрах физиологически протекающей беременности. Объектом изучения являлась
периферическая кровь условно-здоровых женщин с физиологически протекающей беременностью в
I и III триместрах. Группа сравнения — условно-здоровые небеременные женщины в I фазе менстру-
ального цикла. Экспрессию молекул Tim-3, CD49a, CD9 анализировали в общем пуле лимфоцитов и
на CD3⁺Т-лимфоцитах периферической крови методом проточной цитофлюориметрии. Установлено,
что в I триместре в общем пуле лимфоцитов экспрессия Tim-3 и CD49a была выше, а CD9 не изме-
нялась по сравнению с небеременными. В III триместре в общем пуле лимфоцитов экспрессия Tim-3
и CD49a не отличалась, а CD9 была ниже, чем у небеременных. На CD3⁺-Т-лимфоцитах и в I, и в III
триместре экспрессия Tim-3 не отличалась, а CD49a и CD9 снижена по сравнению с небеременными.
Таким образом, экспрессия молекул Tim-3, CD49a, CD9 изменялась по триместрам беременности как
в общем пуле лимфоцитов, так и CD3⁺-Т-лимфоцитах периферической крови, что значимо для регу-
ляции их цитотоксической функции и миграционной активности.
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Физиологически протекающая беременность характеризуется лимфопенией, а также существенны-
ми изменениями в популяции лимфоцитов периферической крови, что обусловлено, главным обра-

DOI: 10.22138/2500-0918-2022-19-5-461-473



462 ВЕСТНИК УРАЛЬСКОЙМЕДИЦИНСКОЙ АКАДЕМИЧЕСКОЙ НАУКИ, 2022, Том 19, № 5

YHVWQLNXUDO�UX

on-line ISSN 2500-0918

Клеточные и молекулярные технологии, генная инженерия

зом, влиянием гормонов, продуцируемых плацентой [1, 2]. С одной стороны, формирование пула пе-
риферических Т-лимфоцитов происходит в тимусе, продуктивная функция которого снижается вслед-
ствие стероид-индуцированной инволюции, что ограничивает поступление наивных Т-лимфоцитов в
периферическую кровь [3]. С другой стороны, под действием гормонов беременности усиливаются
альтернативные механизмы, направленные на поддержание численности и клонального разнообразия
Т-лимфоцитов периферической крови, такие как гомеостатическая пролиферация и внетимическая
дифференцировка Т-лимфоцитов во вторичных лимфоидных органах [4]. Кроме этого, формирование
периферической иммунной толерантности в зоне фето-плацентарного контакта под влиянием гормо-
нов беременности сопровождается системным угнетением цитотоксической активности и продукции
провоспалительных цитокинов разными популяциями лимфоцитов, в том числе и в периферической
крови [2, 5, 6]. Продуцируемые плацентой гормоны и факторы, секретируемые клетками развиваю-
щегося трофобласта, стимулируют миграцию в фето-плацентарную зону лимфоидных клеток из пе-
риферической крови, которые выполняют там иммунорегуляторную и фетотрофическую функцию [6,
7]. Показано, что при беременности в децидуальной оболочке увеличивается количество лимфоидных
клеток, коэкспрессирующих молекулы Tim-3, CD9, CD49а [8–10], однако экспрессия этих молекул
на лимфоцитах периферической крови при беременности до конца не изучена. Согласно современ-
ным представлениям молекула Tim-3 (T-cell Ig and mucin domain-containing protein 3), относящаяся
к «check-point» молекулам, играет ключевую роль в регуляции цитотоксичности разных популяций
лимфоцитов [8]. Tim-3 присутствует на большинстве лимфоидных клеток [8]. Экспрессия Tim-3 уси-
ливается в ответ на активацию клеток и ограничивает продукцию провоспалительных цитокинов, де-
грануляцию, повышает чувствительность к индуцированному апоптозу [11]. Лигандом для Tim-3 яв-
ляется галектин-9, уровень которого в периферической крови увеличивается при беременности [12].
В единичных исследованиях показано, что CD49a, относящаяся к семейству интегринов, негатив-
но влияет на цитотоксичность и продукцию провоспалительных цитокинов клетками крови [13, 14].
Экспрессия CD49a существенно увеличена на лимфоцитах периферических лимфоидных органов,
но характерна и для клеток периферической крови, отражая их миграционную активность [14, 15].
Молекула CD9 относится к семейству тетраспонинов и регулирует адгезию и трансэндотелиальную
миграцию лейкоцитов, взаимодействие с антиген-презентирующими клетками, а также экспрессию
и активность других адгезионных молекул [16]. Долгое время считалось, что экспрессия CD9 харак-
терна в большей степени для лимфоцитов периферических лимфоидных органов [17], но описана и
для периферических лейкоцитов [18, 19]. Лигандами для CD9 в том числе являются и продуциру-
емые клетками трофобласта PSG (pregnancy specific glycoproteins), концентрация которых нараста-
ет в периферической крови пропорционально сроку беременности [17]. Взаимодействие CD9 с PSG
регулирует продукцию цитокинов лейкоцитами в матке [20]. Динамика экспрессии CD9 на лимфо-
цитах периферической крови при физиологической беременности не изучена. Все высказанное под-
тверждает значимость и актуальность изучения экспрессии этих молекул в общем пуле лимфоцитов
периферической крови и на CD3⁺Т-лимфоцитах при беременности. Известно, что разные триместры
беременности неравноценны по риску спонтанных иммунных абортов. Первый триместр беремен-
ности характеризуется наибольшей частотой спонтанных иммунных абортов, что отчасти связано с
экспрессией молекул MHC клетками трофобласта и требует, по-видимому, наиболее эффективных ре-
гуляторных механизмов, обеспечивающих периферическую толерантность [2]. В третьем триместре
происходит подготовка к родам, что также связано с глубокими изменениями в иммунореактивности
организма матери.

Поэтому целью данной работы являлось изучение экспрессии молекул Tim-3, CD49a и CD9 в общем
пуле лимфоцитов и на CD3⁺ Т-лимфоцитах периферической крови в I и в III триместрах физиологи-
чески протекающей беременности.

Материалы и методы
1. Объекты исследования
Исследовали периферическую кровь условно-здоровых небеременных (I фаза менструального

цикла) и женщин с физиологически протекающей беременностью в I и III триместрах. Критериями
включения являлось: наличие одной и более успешно завершившихся беременностей; отсутствие в
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прошлом патологий течения беременности; отсутствие в настоящем данных за наличие патологии
беременности; отсутствие острых и хронических соматических, эндокринных, аутоиммунных, гене-
тических заболеваний; отрицание диет, приема контрацептивных и гормональных, противовоспали-
тельных или антибактериальных препаратов; наличие добровольного информированного согласия на
использование биологического материала. Исследование одобрено локальным этическим комитетом
ИЭГМ УрО РАН и проведено в соответствии с этическими принципами, изложенными в Хельсинской
декларации Всемирной медицинской ассоциации, с изменениями 2013 г. и Конвенцией о защите прав
и достоинства человека в связи с применением достижений биологии и медицины, 1999 г. Клиниче-
ская и демографическая характеристика участников исследования представлена в таблице 1. Иссле-
дуемые группы не отличались по возрастному составу.

Таблица 1
Клиническая и демографическая характеристика участников исследования

Table 1
Clinical and demographic characteristics of the study participants

Исследуемые группы/
Studied groups N Возраст, лет / Ages Срок беременности, недель

/ Gestation period, weeks
Небеременные женщины/

Non-pregnant women 10 26 (21-29) -

Беременные, I триместр/
I trimester pregnancy 12 26 (22-32) 12 (10-12)

Беременные, III триместр/
III trimester pregnancy 12 30 (28-31) 30 (28-31)

Примечание: данные представлены в виде Медианы и межквартильного размаха, Me(Q1-Q3); N —
количество проведенных исследований
Note: the data are presented as Median and interquartile range, Me(Q1-Q3); N is the number of studies

2. Анализ фенотипа клеток
Венозную кровь забирали из локтевой вены утром натощак объемом 2 мл в вакуумные пробир-

ки с этилендиаминтетрауксусной кислотой (ЭДТА). Мононуклеарные клетки периферической крови
(МПК) выделяли методом седиментации в градиенте плотности фиколл-урографина (1,077 г/см ) по
стандартной методике [4]. Затем МПК дважды отмывали в фосфатно-солевом буфере (ФСБ), содер-
жащим 2 мМ ЭДТА и 0,1% бычьего сывороточного альбумина (БСА). Фенотип клеток (1×10 клеток
в пробе) анализировали методом проточной цитофлюориметрии на проточном цитометре «CytoFlex
S» (BeckmanCoulter, США) с использованием программы «CytExpert 2.0» (BeckmanCoulter, США).
Окрашивание моноклональными антителами проводили согласно инструкции производителя (Табл.
2). Анализировали не менее 100 000 событий в каждой пробе. Для уменьшения неспецифического
связывания и адгезии клеток окрашивание проводили в ФСБ, содержащем 2 мМ ЭДТА и 0,1% БСА,
без использования консервантов. Для контроля неспецифического связывания и выделения негатив-
ного по флюоресценции окна использовали соответствующие изотипические и негативные контроли.
Стратегия гейтирования представлена на рисунке 1. Оценивали экспрессию Tim-3, CD49a и CD9 в
общем пуле лимфоцитов и на СD3⁺Т-лимфоцитах.
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Таблица 2
Характеристика моноклональных антител

Table 2
Characteristics of monoclonal antibodies

Моноклональные антитела /
Monoclonal antibodies

Флюорохром /
Fluorochrome Клон / Clone Изотип / Isotype Фирма / Firm

(*)
CD3 PE OKT3 Mouse/IgG2a, κ eBioscience™,

Tim-3 (CD366) APC F38-2E2 Mouse/IgG1, κ BioLegend
CD9 PerCP/Cyanine5.5 HI9a Mouse/IgG1, κ BioLegend

CD49a APC/Fire™ 750 TS2/7 Mouse/IgG1, κ BioLegend
Isotype control APC MOPC-21 Mouse/IgG1, κ BioLegend
Isotype control PerCP/Cyanine5.5 MOPC-21 Mouse/IgG1, κ BioLegend
Isotype control APC/Fire™ 750 MOPC-21 Mouse/IgG1, κ BioLegend

* — страна-производитель всех моноклональных антител — США /
* — country of origin of all monoclonal antibodies — USA

�

Рисунок 1. Стратегия гейтирования общего пула лимфоцитов и CD3⁺-лимфоцитов. (a) Выделение
лимфоцитарного гейта по параметрам площади прямого (FSC-A) и высоты бокового (SSC-H) светорас-
сеивания; Дискриминация слипшихся клеток (дуплетов) по параметрам площади и высоты прямого
светорассеивания (FSC-A/ FSC-H); Определение СD3⁺-Т-лимфоцитов в общем лимфоцитарном гейте;
(b) Репрезентативные точечные гистограммы изотипических контролей и гейтирования экспрессии
молекул Tim3, CD9, CD49a и коэкспрессии CD9 и CD49a
Figure 1. The strategy of gating the total lymphocytes and CD3⁺-lymphocytes. (a) Isolation of the lymphocyte
gate according to the parameters of FSC-A/SSC-H; next step for identification of viable cells and gated out
of doublets and dead cells (FSC-A/ FSC-H); next step for determination of CD3⁺-T-lymphocytes is gated with
basis on the expression of CD3; Representative histograms of isotypic controls (b) and the determination of
Tim3, CD9, CD49a expression and CD9 and CD49a co-expression (c).
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3. Статистический анализ
Статистический анализ проводили с использованием программы Prism 8.0.1. Нормальность рас-

пределения оценивали по критерию Колмогорова-Смирнова. Для анализа статистической значимости
различий использовали t-тест для независимых выборок. Взаимосвязь признаков оценивали, рассчи-
тывая коэффициент корреляции Пирсона (r). При множественных сравнениях использовали однофак-
торный или многофакторный дисперсионный анализ (ANOVA) с последующим тестом Бонферони.
Данные в рисунках представлены в виде среднего значения (mean) и стандартной ошибки среднего
(SEM). Уровни статистической значимости обозначены как *p<0,05, **p<0,01.

Результаты и обсуждение
При анализе общего пула CD3⁺Т-лимфоцитов периферической крови установлено, что в I триместре

беременности их количество снижалось, а в III триместре не отличалось от небеременных (Рис. 2).
Подобная динамика CD3⁺Т-лимфоцитов при физиологической беременности показана и в работах
других авторов [21–23]. Уменьшение общего количества CD3⁺Т-лимфоцитов в I триместре можно
объяснить снижением продуктивной функции тимуса вследствие его стероид-индуцированной ин-
волюции при беременности [3], но также и активной миграцией лимфоцитов в периферические лим-
фоидные органы и матку [24–26]. Следует также отметить, что для физиологической беременности
характерна лимфопения [1]. Тогда как восстановление количества CD3⁺Т-лимфоцитов в III триме-
стре, по-видимому, связано с усилением гомеостатической пролиферации под влиянием гормонов,
продуцируемых плацентой при беременности [4].
В общем пуле лимфоцитов периферической крови экспрессия молекул Tim-3 и CD49a увеличива-

лась в I триместре беременности и не отличалась от небеременных в III триместре (Рис. 3). Причем в
III триместре экспрессия CD49a была достоверно ниже, чем в I триместре беременности (Рис. 3). Как
упоминалось ранее, молекулы Tim-3 и CD49a играют важную роль в снижении цитотоксичности и
продукции провоспалительных цитокинов клетками крови. Можно полагать, что увеличение экспрес-
сии Tim-3 и CD49a в общем пуле лимфоцитов в I триместре является одним из механизмов системного
угнетения цитотоксичности в ранние сроки беременности. Количество Tim-3⁺CD3⁺T-лимфоцитов пе-
риферической крови не изменялось, а CD49a⁺CD3⁺T-лимфоцитов снижалось и в I, и в III триместрах
по сравнению с небеременными (Рис. 2). Следовательно, можно заключить, что экспрессия Tim-3 и
CD49a увеличивалась в I триместре беременности на лимфоцитах, не экспрессирующих CD3, к кото-
рым принадлежат, главным образом, натуральные киллеры (NK) [8, 13, 14]. В работах других авторов
показано, что в I триместре беременности экспрессия Tim-3 и CD49a увеличивается на децидуальных
NK [8, 13, 14]. В немногочисленных исследованиях описано, что субпопуляции CD3⁺T-лимфоцитов
периферической крови характеризуются разным уровнем экспрессии Tim-3 [27]. Отсутствие измене-
ний в экспрессии Tim-3 в общем пуле CD3⁺T-лимфоцитов при беременности, по-видимому, объясня-
ется разнонаправленными эффектами в субпопуляциях CD3⁺T-лимфоцитов периферической крови,
CD4 и CD8 лимфоцитах, что в настоящее время изучено, главным образом, для цитотоксических по-
пуляций [12, 27].
Молекула CD9 регулирует адгезию и трансэндотелиальную миграцию лейкоцитов, а также взаимо-

действие с антиген-презентирующими клетками [16]. Экспрессия CD9 в общем пуле лимфоцитов в I
триместре не отличалась от небеременных, а в III триместре снижалась (Рис. 3). Количество CD3⁺T-
лимфоцитов, экспрессирующих CD9, было ниже и в I, и в III триместрах, чем у небеременных (Рис. 2).
Можно заключить, что в I триместре экспрессия CD9 не меняется или увеличивается на лимфоцитах,
не экспрессирующих CD3, то есть в первую очередь на NK периферической крови, что значимо для
их миграции в матку [9]. А в III триместре экспрессия CD9 в общем пуле лимфоцитов уменьшалась,
главным образом, за счет снижения количества CD9⁺CD3⁺T-лимфоцитов, что подтверждается положи-
тельной корреляционной связью (r=0,73; p<0,05). Учитывая ведущую роль CD9 для взаимодействия с
клетками эндотелия и миграции в очаги воспаления, можно полагать, что снижение экспрессии CD9
на CD3⁺T-лимфоцитах, включающие как CD4⁺T-хелперы, так и цитотоксические CD8⁺T-лимфоциты и
Т-клетки с функциями NK (NKT), также отражает механизм системного угнетения цитотоксических
клеточно-опосредованных иммунных реакций при беременности.
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Рисунок 2. Экспрессия молекул Tim3, CD9 и CD49a СD3⁺Т-лимфоцитами периферической крови
(а) Процент CD3⁺Т-лимфоцитов в общем лимфоцитарном гейте, а также процент клеток, экспрессирующих моле-
кулы Tim3, CD9, CD49a и коэкспрессирующих CD9 и CD49a в гейте CD3⁺Т-лимфоцитов в группах сравнения. Данные
представлены в виде среднего±стандартной ошибки среднего (Mean ± SEM) (b) Репрезентативные точечные гисто-
граммы, демонстрирующие экспрессию CD3 в общем лимфоцитарном гейте, а также экспрессию Tim3, CD9, CD49a и
коэкспрессию CD9 и CD49a в гейте CD3⁺Т-лимфоцитов в исследуемых группах.
Примечание: NP (non-pregnant) — небеременные, I — I триместр беременности, III — III триместр беременности;
*p<0,05, **p<0,01 по t-тесту для независимых выборок по отношению к группе небеременных (NP).
Figure 2. Expression of Tim3, CD9 and CD49amolecules by CD3⁺Т-lymphocytes of peripheral blood
((a) The percentage of CD3⁺Т-lymphocytes in the total lymphocyte gate, as well as the percentage of cells expressing Tim3,
CD9, CD49amolecules and co-expressing CD9 and CD49a in the CD3+Т-lymphocyte gate. The data are presented as mean ±
standard error of mean (Mean ± SEM)
(b) Representative dot histograms showing CD3 expression in the total lymphocyte gate; as well as Tim3, CD9, CD49a
expression and CD9 and CD49a co-expression in the CD3⁺Т-lymphocyte gate. Note: NP (non-pregnant) — non-pregnant, I —
I trimester of pregnancy, III — III trimester of pregnancy; *p<0.05, **p<0.01 according to the t-test for independent samples
to non-pregnant (NP).
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Рисунок 3. Экспрессия молекул Tim3, CD9 и CD49a в гейте лимфоцитов периферической крови
(а) Процент клеток, экспрессирующих молекулы Tim3, CD9, CD49a и коэкспрессирующих CD9 и CD49a в гей-
те лимфоцитов в группах сравнения. Данные представлены в виде среднего ± стандартной ошибки среднего
(Mean ± SEM). (b) Репрезентативные точечные гистограммы, демонстрирующие экспрессию Tim3, CD9, CD49a
и коэкспрессию CD9 и CD49a в гейте лимфоцитов в группах сравнения.
Примечание: NP (non-pregnant) — небеременные, I — I триместр беременности, III — III триместр беремен-
ности; *p<0,05, **p<0,01 по t-тесту для независимых выборок по отношению к группе небеременных (NP); #
— p<0,05 между I — III триместром.
Figure 3. Expression of Tim3, CD9 and CD49a molecules in the gate of peripheral blood lymphocytes. (a) Percentage
of cells expressing Tim3, CD9, CD49a molecules and co-expressing CD9 and CD49a in the lymphocyte gate. The data
are presented as Mean ± standard error of mean (Mean ± SEM). (b) Representative dot histograms showing the
expression of Tim3, CD9, CD49a and co-expression of CD9 and CD49a in the lymphocyte gate. Note: NP — non-
pregnant, I – I trimester of pregnancy, III — III trimester of pregnancy; *p<0.05, **p<0.01 according to the t-test for
independent samples to non-pregnant (NP); # — p<0.05 between I — III trimesters.

DOI: 10.22138/2500-0918-2022-19-5-461-473



468 ВЕСТНИК УРАЛЬСКОЙМЕДИЦИНСКОЙ АКАДЕМИЧЕСКОЙ НАУКИ, 2022, Том 19, № 5

YHVWQLNXUDO�UX

on-line ISSN 2500-0918

Клеточные и молекулярные технологии, генная инженерия

Приэтомобщееколичество лимфоцитов,коэкспрессирующихCD9иCD49a, какиCD9⁺CD49a⁺CD3⁺T-
лимфоцитов, достоверно не менялось по триместрам беременности (Рис. 2, 3). При этом была выявле-
на положительная корреляция между экспрессией молекул Tim-3 и CD49a в общем пуле лимфоцитов
(r=0,69; p<0,05). Возможно, что экспрессия Tim-3 на лимфоцитах играет значимую роль в индукции
экспрессии CD49a. Учитывая, что CD49a вместе с CD9 регулирует миграцию лимфоцитов, можно по-
лагать, что экспрессия Tim-3 вовлечена в регуляцию миграции лимфоцитов при беременности.

Заключение
В результате проведенных исследований установлено, что I триместр физиологической беремен-

ности характеризуется увеличением экспрессии молекул Tim-3 и CD49a на клетках, не экспресси-
рующих CD3, в общем пуле лимфоцитов периферической крови, что отражает механизм снижения
цитотоксичности, главным образом, для NK. В III триместре беременности снижение экспрессии мо-
лекул CD9 и CD49a характерно, главным образом, для CD3⁺T-лимфоцитов, что влияет на снижение
цитотоксичности и миграционной активности субпопуляций CD4, CD8 и NKT. Полученные результа-
ты дополняют наше понимание механизмов регуляции цитотоксичности и миграционной активности
лимфоцитов периферической крови при физиологически протекающей беременности. Регуляция экс-
прессии молекул Tim-3, CD9 и CD49a на разных субпопуляциях лимфоцитов периферической крови
представляет один из потенциальных терапевтических подходов для влияния на их цитотоксические
функции, что значимо как для благополучного исхода беременности, так и для лечения онкологиче-
ских заболеваний.

Работа выполнена при поддержке Российского научного фонда (проект № 22-25-00694).
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�
F . Physiological pregnancy is characterized by significant changes in the phenotype and functions

of peripheral blood lymphocytes. Thus, the number of lymphocytes migrating from peripheral blood in
the uterus and expressing Tim-3, CD49a, CD9 molecules which limit their cytotoxicity and participate in
their migration, is significantly increased in the first half of pregnancy. However, the expression of these
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molecules on peripheral blood lymphocytes during physiological pregnancy has not been studied. The aim of
the work was to study the expression of Tim-3, CD49a, CD9 molecules in the total pool of lymphocytes and
on CD3⁺T-lymphocytes of peripheral blood of women in the I and III trimesters of physiological pregnancy.
The object of the study was the peripheral blood of healthy women with physiological pregnancy in the I and
III trimesters. The comparison group is healthy non-pregnant women in the first phase of the menstrual cycle.
The expression of Tim3, CD49a, and CD9 molecules was analyzed in a pool of lymphocytes and on CD3⁺T-
lymphocytes of peripheral blood by flow cytometry. It was found that in the first trimester, the expression of
Tim-3 and CD49a in the total pool of lymphocytes was higher, and CD9 did not change compared to non-
pregnant women. In the third trimester, the expression of Tim-3 and CD49a in the total pool of lymphocytes
did not change, and CD9 was lower than in non-pregnant women. The expression of Tim-3 did not change
on CD3⁺-T lymphocytes in both I and III trimesters, and CD49a and CD9 were lower compared to non-
pregnant women. Thus, the expression of Tim-3, CD49a, and CD9 molecules varied during the trimesters
of pregnancy both in the total pool of lymphocytes and CD3⁺-T lymphocytes of peripheral blood, which is
significant for the regulation of their cytotoxic function and migration activity.

: Tim-3, CD49a, CD9, CD3⁺T-lymphocytes, pregnancy
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