
276	 ВЕСТНИК УРАЛЬСКОЙ МЕДИЦИНСКОЙ АКАДЕМИЧЕСКОЙ НАУКИ, 2024, Том 21, № 3	  

vestnikural.ru

on-line ISSN 2500-0918

Иммунология, микробиология, генетика

УДК 616-006.04

Е.А. Пашкина¹,², М.В. Быкова¹, М.Т. Беришвили¹,², Н.В. Пронкина¹, 
О.Л. Круглеева², В.А. Козлов¹

СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА ЭКСПРЕССИИ CD44 
НА МОНОНКУЛЕАРНЫХ КЛЕТКАХ КРОВИ В НОРМЕ 

И ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ ЛИМФОЛЕЙКОЗЕ

¹ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной 
и клинической иммунологии», г. Новосибирск, Российская Федерация;

²ФГБОУ ВО «Новосибирский государственный медицинский университет» 
Минздрава России, г. Новосибирск, Российская Федерация

Резюме. CD44 – трансмембранный гликопротеин, экспрессирующийся в норме на мембранах раз-
личных клеток, в том числе лимфоцитов, гранулоцитов, моноцитов и эритроцитов, играющий важ-
ную роль в процессах миграции, адгезии и других взаимодействиях. Также CD44 довольно часто 
встречается на поверхности большого количества опухолевых клеток, включая солидные опухоли, 
лейкозы и лимфомы. Отмечается положительная корреляция между уровнем экспрессии CD44 на 
клетках и риском рецидива заболевания, а также неблагоприятным прогнозом при большинстве ге-
матологических злокачественных новообразований. Цель исследования: провести оценку экспрес-
сии CD44 на различных популяциях мононуклеарных клеток крови у условно здоровых доноров и 
пациентов с хроническим лимфолейкозом. Материалы и методы. В качестве материала исследо-
вания выбрана венозная кровь условно здоровых доноров и пациентов с хроническим лимфолейко-
зом. Мононуклеарные клетки периферической крови выделялись стандартным методом в градиенте 
плотности фиколл-урографина. Сравнительная оценка экспреcсии CD44 различными субпопуляци-
ями мононуклеарных клеток крови у доноров и пациентов с хроническим лимфолейкозом проводи-
лась методом проточной цитометрии. Результаты исследования показали, что уровень экспрессии 
CD44 на различных субпопуляциях мононуклеарных клеток может значительно варьировать как у 
доноров, так и у больных хроническим лимфолейкозом, при этом на Т-хелперах больных уровень 
экспрессии был высоким, в то время как на В-лимфоцитах и моноцитах – снижен в сравнении со 
значениями у доноров.
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Введение
В настоящее время считается, что СD44 – это мембранный рецептор, ответственный за процес-

сы миграции и клеточной адгезии, включая лимфопоэз, ангиогенез, заживление ран, экстравазацию 
лейкоцитов в очаг воспаления и метастазирование опухолевых клеток [1-3]. Основным лигандом для 
CD44 служит гиалуроновая кислота (ГК), однако также возможно взаимодействие с рядом других 
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молекул, таких как остеопонтин, интегрины, Е-селектин, фибронектин, коллаген [4, 5]. Специфич-
ность связывания СD44 с различными молекулами зависит от изоформы данной молекулы, а также 
меняется в процессе посттрансляционной модификации [6].

 Для лимфоцитов данный белок важен в осуществлении хоминга, поэтому он экспрессируется на ран-
них стадиях развития в центральных органах иммунной системы и на зрелых клетках. В случае B лим-
фоцитов экспрессия СD44 наблюдается на раннем этапе развития на стадии преB клеток, затем экспрес-
сия данного белка прекращается, возобновляясь лишь по окончании созревания в костном мозге [7, 8].

Для Т-лимфоцитов экспрессия CD44 является одним из важнейших маркеров дифференциров-
ки в тимусе на самых ранних стадиях DN (DN1 CD44+CD25- и DN2 CD44+CD25+) [9]. Наивные 
Т-лимфоциты, вышедшие из тимуса, обладают фенотипом СD44low, а после контакта с антигеном 
уровень экспрессии возрастает и клетки приобретают фенотип CD44hi [10]. 

На зрелых лимфоцитах связывание CD44 с ГК необходимо для осуществления роллинга, экстрава-
зации и миграции в очаг воспаления [11, 12] Интересно, что нейтрофилам для аналогичных процес-
сов также нужна молекула CD44, но взаимодействие происходит не с ГК, а с E-селектином [13]. По-
мимо нейтрофилов, T-лимфоциты также могут использовать взаимодействие CD44 с E-селектином 
для роллинга in vivo, причем этот процесс также не зависит от взаимодействия CD44–ГК [14]. Также 
имеются данные, что СD44 вовлечен в процесс регуляции иммунного ответа и участвует в апоптозе 
Т-клеток, определяя клональную экспансию [15]. Показано, что различные популяции Т-хелперов 
могут обладать различным уровнем экспрессии CD44, и в случае Th17 он выше, чем в случае Th1, 
при этом блокировка CD44 приводит к снижению продукции IL-17 [16].

Благодаря взаимодействию с ГК, CD44 определяет различные биологические функции макрофагов, 
такие как адгезия к внеклеточному матриксу, фагоцитоз, миграция к очагу воспаления и секреция 
цитокинов [17]. Однако CD44 в свежеизолированных моноцитах периферической крови находится 
в состоянии покоя и не обладает способностью связывать ГК, пока клетки не дифференцируются в 
зрелые макрофаги [17, 18]. В случае альвеолярных макрофагов CD44 cпособствует выживаемости 
клеток благодаря участию в формировании оболочки из ГК [19]. 

В связи с особой ролью в миграции клеток, а также благодаря ряду других функций, CD44 важен 
не только в норме, но и при онкопатологии. На опухолевых клетках экспрессия CD44 вносит значи-
тельный вклад в активацию роста: пролиферацию клеток, метастазирование, инвазию, миграцию, 
формирование и поддержание пула опухолевых стволовых клеток [20]. Повышенный уровень экс-
прессии CD44 отмечается как в случае солидных опухолей, так и при гемобластозах. 

Экспрессия CD44, рецептора для гиалуроновой кислоты, обнаружена при многих гемобластозах, 
кроме того, отмечается положительная корреляция между уровнем экспрессии CD44 и риском реци-
дива, а также негативным прогнозом при большинстве гематологических злокачественных новооб-
разований [21-23].

Ранее в модели хронического миелоидного лейкоза было показано, что связывание СD44 с ГК 
необходимо для развития заболевания у мышей при введении опухолевых клеток [24]. Предполо-
жительно, блокада данного взаимодействия является перспективной при проведении аутологичной 
трансплантации для предотвращения рецидива заболевания. Известно, что клетки хронического 
лимфоцитарного лейкоза (ХЛЛ) экспрессируют высокие уровни CD44, уровень экспрессии ассоци-
ируется с тяжестью заболевания [25]. Моноклональное антитело, специфичное для CD44, приводи-
ло к гибели В-клеток пациентов с лейкозом, но оказывало незначительное влияние на нормальные 
В-клетки [25]. Тем не менее, в данном исследовании не оценивалось действие антитела на другие 
популяции клеток. Следовательно, CD44 является перспективной мишенью для осуществления тар-
гетной терапии, однако в связи с разнообразием функций данной молекулы, необходимо дальнейшее 
изучение роли CD44 как в норме, так и при патологии.

Цель: провести сравнительный анализ экспрессии CD44 на различных популяциях мононуклеар-
ных клеток крови у условно здоровых доноров и пациентов с хроническим лимфолейкозом.

Материалы и методы
Образцы венозной крови были получены от 5 условно здоровых доноров и 6 пациентов с хрони-

ческим лимфолейкозом (ХЛЛ), наблюдаемых амбулаторно в клинике иммунопатологии НИИФКИ. 
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У всех исследуемых была взята кровь из кубитальной вены в одноразовые полипропиленовые про-
бирки с литий-гепарином (Sarstedt, Германия) в объеме 9 мл. 

От всех доноров и пациентов было получено информированное письменное согласие. 
Мононуклеарные клетки периферической крови (МНК ПК) были выделены из образцов крови с 

использованием стандартного метода: использования градиента плотности фиколла-урографина 
(d=1,077 г/см³). Доля моноклональной популяции опухолевых клеток среди МНК ПК пациентов 
определялась методом проточной цитометрии и составляла более шестидесяти процентов. 

Оценка экспрессии CD44 на различных субпопуляциях МНК ПК проводилась методом проточ-
ной цитометрии. Для этого клетки окрашивали моноклональными антителами, мечеными флуорох-
ромами СD44-APC (Elabscience, Китай), а также CD3-FITC, CD4-PE/Cy7, СD19-APC, CD14-PerCP 
(Biolegend, США). Окрашивание клеток осуществлялось в течение 20 минут в темноте при ком-
натной температуре, после чего клетки отмывали Stain буфером (фосфатно-солевой буфер PBS, со-
держащий 0,5% FSC), данные анализировали на проточном цитофлуориметре FACS Canto II (BD 
Biosciences, США) с использованием программного обеспечения FACSDiva (BD, США). Анализ ре-
зультатов осуществляли при наличии не менее 10 000 событий в образце.

Статистический анализ проводился при помощи программы GraphPad Prism v.9.3.1 (GraphPad 
Software, США). Все оцененные признаки проверялись на нормальность распределения данных при 
помощи критерия Колмогорова-Смирнова. Все экспериментальные данные выражались в виде сред-
него значения (M) ± стандартная ошибка среднего (SEM). Оценка достоверности различий проводи-
лась с помощью t-критерия Стьюдента для независимых выборок. Различия считали статистически 
значимыми при достигнутом уровне p<0,05. 

Результаты
В результате проведения исследования нами было показано, что процент мононуклеарных клеток, 

несущих на своей поверхности маркер CD44, был достаточно высоким и составлял в среднем более 
90% среди всех исследуемых популяций клеток как у условно здоровых доноров, так и пациентов с 
ХЛЛ (Табл. 1.). Достоверных различий между относительным количеством клеток, экспрессирую-
щих СD44, между исследуемыми группами не наблюдалось. 

Отдельный интерес представлял анализ средней интенсивности флуоресценции (mean fluorescent 
intensity, MFI), коррелирующей с плотностью CD44 на поверхности клеток, позволяющий оценить 
уровень экспрессии данного белка (Табл. 2). Было показано, что на CD4+ Т-хелперах уровень экс-
прессии СD44 был выше у больных ХЛЛ в сравнении с донорами, а на B-лимфоцитах и моноцитах, 
напротив, снижен. Достоверных различий между интенсивностью флуоресценции CD44+ цитоток-
сических Т лимфоцитов у доноров и пациентов с ХЛЛ не наблюдалось. 

Обсуждение
Таким образом, нами было обнаружено, что, несмотря на схожее относительное количество клеток, 

несущих на своей поверхности CD44, уровень плотности экспрессии данного белка может значи-
тельно варьировать у доноров и у пациентов на различных субпопуляциях мононуклеарных клеток 
периферической крови. Так, на Т-хелперах уровень экспрессии рецептора был высоким, в то время 
как на В-лимфоцитах и моноцитах – снижен в сравнении с теми же показателями у доноров. 

Поскольку, согласно литературным данным, Т-клетки памяти имеют высокий уровень экспрессии 
CD44 [10], повышение уровня экспрессии данного маркера в нашем исследовании у Т-хелперов, 
предположительно, свидетельствует об увеличении пула Т-клеток памяти у больных ХЛЛ в сравне-
нии с донорами. Возможно, данное увеличение связано с истощением Т-клеточного пула, наблюда-
емого на фоне онкопатологии. В случае моноцитов, наблюдаемое снижение экспрессии у пациентов 
может быть связано с нарушением созревания моноцитов либо изменением субпопуляционного со-
става данных клеток. 



279						      JOURNAL OF URAL MEDICAL ACADEMIC SCIENCE 2024, Vol. 21, No. 3

vestnikural.ru

on-line ISSN 2500-0918

Immunology, Microbiology, Genetics

Таблица 1 
Относительное количество CD44+-клеток среди различных субпопуляций МНК ПК у доноров и 

пациентов с ХЛЛ
Table 1 

Relative number of CD44+-cells among different subpopulations of PBMCs in donors 
and patients with CLL

Группа 
Group CD3⁺CD4⁺, % CD3⁺CD4ˉ, % CD19⁺, % CD14⁺, %

Пациенты с ХЛЛ 
CLL patients 96,9±1,33 96,1±1,37 92,8±4,99 90,8±6,67

Доноры 
Donors 97,5±0,63 95,8±1,32 98,2±0,42 99,8±0,16

Примечание: данные представлены в виде среднего значения (M) ± стандартной ошибки среднего (SEM)
Note: the data is presented as an average value (M) ± standard error of the mean (SEM)

Таблица 2
Средняя интенсивность флуоресценции CD44+-клеток среди различных субпопуляций 

мононуклеаров периферической крови у доноров и пациентов с ХЛЛ
Table 2

Mean fluorescence intensity CD44+-cells among different subpopulations of PBMCs in donors and 
patients with CLL

Группа 
Group CD3⁺CD4⁺, RFU CD3⁺CD4ˉ, RFU CD19⁺, RFU CD14⁺, RFU

Пациенты с ХЛЛ 
CLL patients 19407±1442* 16835±1390 13404±1886* 23159±4415*

Доноры 
Donors 15997± 493,8 15611±435,4 37177± 3624 40994±2810

Примечание: RFU – относительные флуоресцентные единицы; данные представлены в виде сред-
него значения (M) ± стандартной ошибки среднего (SEM); *р<0,05 достоверное различие в сравне-
нии с группой доноров

Note: RLU – relative fluorescent units; the data is presented as an average value (M) ± standard error of 
the mean (SEM); p<0,05 significant difference compared to donors

Исходя из того, что у пациентов с ХЛЛ преимущественно клетки опухоли, а у доноров – нормаль-
ные B-лимфоциты, можно сделать вывод, что плотность экспрессии CD44 на опухолевых клетках 
ниже, чем на нормальных B-лимфоцитах. Тем не менее, как уже было упомянуто ранее, для связы-
вания с лигандом важен ряд факторов [6], следовательно, наблюдаемое при использовании моно-
клонального антитела усиление цитотоксичности только по отношению к опухолевым клеткам, а не 
к B-лимфоцитам здоровых доноров [25] может быть связано с различными изоформами либо пост-
трансляционной модификацией СD44, что требует дальнейшего изучения. 

Заключение
Таким образом несмотря на то, что относительная доля клеток, несущих на себе CD44, среди различ-

ных субпопуляций мононуклеарных клеток крови не отличалась у условно здоровых доноров и пациен-
тов с ХЛЛ, уровень экспрессии данного маркера имел особенности. У пациентов с ХЛЛ в сравнении с 
донорами экспрессия CD44 была выше на Т-хелперах, снижена – на B-лимфоцитах и моноцитах. 
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Abstract. CD44 is a transmembrane glycoprotein normally expressed on the membranes of various cells, 
including lymphocytes, granulocytes, monocytes, and erythrocytes, and plays a role in cell interactions, 
migration, and adhesion. CD44 is also quite common on the surface of many tumor cells, including solid 
tumors, leukemias, and lymphomas. There is a positive correlation between the level of CD44 expression 
and the risk of disease relapse, as well as a worse prognosis for most hematological malignancies. The aim of 
the study: to evaluate CD44 expression on various populations of blood mononuclear cells in conditionally 
healthy donors and patients with chronic lymphocytic leukemia. Materials and methods. The study material 
was venous blood of conditionally healthy donors and patients with chronic lymphocytic leukemia (CLL). 
Peripheral blood mononuclear cells were isolated by the standard method in a ficoll-urografin density 
gradient. Comparative evaluation of CD44 expression by various subpopulations of mononuclear blood 
cells in donors and patients with CLL was performed using flow cytometry. The results of the study showed 
that the level of CD44 expression can vary significantly in donors and patients on various subpopulations of 
mononuclear cells. At the same time, on the cells of patients, in the case of T-helpers, the level of expression 
increased, while on B-lymphocytes and monocytes it decreased compared to the same indicators in donors.

Keywords: chronic lymphocytic leukemia, peripheral blood mononuclear cells, lymphocytes, CD44, 
hyaluronic acid
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