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Резюме. Галектин-9 через взаимодействие с ингибиторным чекпойнт рецептором TIM-3 оказывает 
ингибирующее влияние на Т-клеточный иммунный ответ. Недавние исследования продемонстрирова-
ли, что TIM-3 экспрессируется на клетках миелоидного ряда, в том числе и на дендритных клетках. 
Соответственно, дендритные клетки также могут быть мишенями для регулирующего влияния галек-
тина-9. Цель исследования: изучить влияния галектина-9 на дендритные клетки, генерированные в 
культуре in vitro из моноцитов в присутствии IFNα (ИФН-ДК). Материалы и методы. Дендритные 
клетки генерировали путем культивирования прилипающей фракции мононуклеарных клеток здоровых 
доноров в присутствии GM-CSF и IFNα в течение 4 суток, после чего добавляли рекомбинантный галек-
тин-9 (10 мкг/мл) и продолжали культивировать в течение 24 часов. Фенотипический анализ проводи-
ли методом проточной цитометрии с использованием флуорохром-конъюгированных моноклональных 
антител. Аллостимуляторную и Th1/Th2-поляризующую активность ИФН-ДК оценивали в смешанной 
культуре лейкоцитов с аллогенными мононуклеарными клетками здоровых доноров. Результаты ис-
следования показали, что ИФН-ДК, как и моноцитарные предшественники, на высоком уровне экс-
прессируют ингибиторный чекпойнт рецептор TIM-3. Добавление галектина-9 в культуры ИФН-ДК 
снижает долю незрелых CD14⁺CD83ˉ клеток (рW=0,017), увеличивает содержание зрелых CD83⁺ ден-
дритных клеток (рW=0,028), а также уровень экспрессии ко-стимуляторной молекулы CD86 (рW=0,01). 
В присутствии галектина-9 ИФН-ДК обладают аллостимуляторной активностью в отношении CD4⁺- и 
CD8⁺-Т-лимфоцитов и характеризуются значимо более высокой способностью индуцировать генера-
цию IFNγ-продуцирующих CD3⁺CD4⁺-лимфоцитов. Заключение. Полученные данные свидетельствуют 
о стимулирующем влиянии галектина-9 на созревание ИФН-ДК и их функциональную активность.
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Галектин-9 стимулирует созревание и Th1-поляризующую активность IFNα-индуцированных ден-
дритных клеток. [Электронный ресурс] Вестник уральской медицинской академической науки. 2024, 
Том 21, № 4, с. 467–478, DOI: 10.22138/2500-0918-2024-21-4-467-478

Введение
Галектин-9 (Gal-9), будучи участником семейства β-галактозид-связывающих лектинов, обладает 

иммуномодулирующей активностью и участвует в поддержании гомеостаза, регулируя процессы 
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роста и дифференцировки клеток, механизмы межклеточного взаимодействия и апоптоза [1]. Ос-
новная роль Gal-9 в иммунном ответе связана с его ингибирующим влиянием на Th1-/Th17-клетки 
и стимуляцией регуляторных Т-клеток, что способствует подавлению иммунного ответа [2,3]. По-
вышенная экспрессия Gal-9 в опухолевых клетках ассоциируется с ростом и прогрессией опухоли 
при лимфопролиферативных заболеваниях, глиомах и так далее [4-6]. В то же время есть данные о 
том, что Gal-9 обладает противоопухолевым действием [7], что может быть обусловлено вовлечен-
ностью различных механизмов реализации эффектов Gal-9. Одним из наиболее важных рецепторов 
Gal-9 является ингибиторный чекпойнт рецептор TIM-3 (T-cell immunoglobulin and mucin-domain 
containing-3). На сегодняшний день Gal-9/TIM-3-взаиамодействие рассматривается как одна из важ-
ных мишеней в терапии опухолевых заболеваний наряду с PD-L1/PD-1-координацией. Разработка и 
клиническое применение ингибиторов этого сигнального пути изучается в качестве перспективной 
стратегии иммунотерапии опухолевых заболеваний [8].

Впервые TIM-3 был описан как рецептор, который экспрессируется на CD4⁺Th1 и CD8⁺ Т-клетках и 
ассоциируется с ингибированием их эффекторных функций [9, 10]. Тем не менее все больше данных 
накапливается о конститутивной экспрессии TIM-3 на клетках врожденного иммунитета, в том числе 
на дендритных клетках (ДК) [11]. Однако, какова функциональная значимость экспрессии TIM-3 на 
ДК до сих пор остается во многом неизвестным. В свою очередь, Gal-9 продуцируется различными 
типами клеток, в том числе эндотелиальными клетками, фибробластами, тканевыми макрофагами, 
тучными клетками, Т-клетками и так далее [12, 13], значит, Gal-9 может выступать в качестве есте-
ственного лиганда для ДК и регулировать их фенотипические или функциональные свойства через 
Gal-9/TIM-3-опосредованное взаимодействие. 

Целью исследования стало изучение влияния Gal-9 на дендритные клетки, генерированные в куль-
туре in vitro из моноцитов в присутствии IFNα.

Материалы и методы
Генерирование дендритных клеток
В исследование было включено 25 здоровых доноров обоего пола. Все исследования проводили 

после получения письменного информированного согласия.
ДК генерировали путем культивирования адгезивной к пластику фракции мононуклеарных клеток 

(МНК), выделенных из периферической крови в градиенте плотности фиколла-урографина (р=1,077) 
в среде RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, США), дополненной 0,3 мг/мл L-глютамина, 5мМ HEPES-
буфера, 100 мкг/мл гентамицина и 2,5 % эмбриональной телячьей сыворотки (FCS, БиолоТ, Санкт-
Петербург), в присутствии GM-CSF (40 нг/мл, Sigma-Aldrich) и IFNα (1000 Ед/мл, Роферон-А, Roche, 
Швейцария)  при 37°С в СО₂-инкубаторе (5% СО₂ в течение 4 суток).

Для изучения роли Gal-9 на четвертые сутки в культуры ДК добавляли рекомбинантный Gal-9 
(10 мкг/мл; rGal-9, BiloLegend, США) и продолжали культивировать в течение 24 часов. Контроль-
ными культурами являлись интактные ДК без добавления rGal-9 (пятисуточные культуры). Жизне-
способность ДК в оценке окрашивания трипановым синим составляла 93-95%.

Фенотипический анализ дендритных клеток
Оценку фенотипа ДК проводили методом проточной цитофлуориметрии (BD FACSCanto™, США) 

с использованием флуорохром-конъюгированных моноклональных анти-CD14 (FITC), -CD83 (APC), 
-HLA-DR (PerCP), -CD86 (Pe), -TIM-3 (Pe) антител (BD PharMingen, США; Biolegend, США). В каче-
стве негативного контроля использовали изотипические антитела, конъюгированные с аналогичны-
ми флуорохромами. Процент позитивных клеток, экспрессирующих соответствующие CD-маркеры, 
рассчитывали на 10000 клеток в регионе больших гранулярных лимфоцитов. Уровень экспрессии 
маркеров выражали в интенсивности флуоресценции моноклональных антител, связавшихся с соот-
ветствующим антигеном (MFI). 

Оценка аллостимуляторной и Th1/Th2-поляризующей активности дендритных клеток
Аллостимуляторную активность ДК оценивали в смешанной культуре лейкоцитов с предваритель-

но окрашенными витальным красителем Violet Proliferation Dye 450 (VPD450; BD Horizon™, США) 
аллогенными МНК доноров в соотношении ДК:МНК=1:10 в среде RPMI-1640 в присутствии 10% 
аутологичной (для МНК доноров) плазмы крови при 37°С в СО₂-инкубаторе в течение 5 суток. Через 
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5 суток клетки окрашивали АРС-меченными анти-CD3-, PerCP-меченными анти-CD4- и анти-CD8-
антителами (BD PharMingen, США). 

Анализ пролиферативного ответа МНК проводили методом проточной цитометрии в гейтах 
СD3⁺CD4⁺ и СD3⁺CD8⁺ лимфоцитов по уменьшению интенсивности флуоресценции красителя 
VPD450. Результат выражали в виде процентного содержания делящихся клеток к общему количе-
ству клеток в исследуемой области. Для оценки Th1/Th2-поляризующей активности ДК в популя-
ции CD3⁺CD4⁺ оценивали количество IFNγ- и IL4-позитивных клеток, предварительно окрашенных 
анти-IFNγ-FITC/IL4-Pе моноклональными антителами (BD FastImmune™, США) согласно стандарт-
ной методике c помощью коммерческого набора растворов для фиксации/пермеабилизации True-
Nuclear™ Transcription Factor Buffer Set (BioLegend, США).

Статистический анализ 
Статистическую обработку данных проводили с помощью пакета программ Statistica v.6.0 и 

GraphPad Prism v.8.0 Software, США. Данные представлены в виде медианы (Ме) и значений интерк-
вартильного диапазона (IQR; LQ – UQ). Для выявления значимых различий использовали непараме-
трический критерий знаков для парных выборок.  Различия считали статистически значимыми при 
уровне p<0,05. 

Результаты
Согласно полученным нами данным, интактные ИФН-ДК доноров, как и их моноцитарные пред-

шественники, имели высокую экспрессию мембранной формы TIM-3 (Рис.1).  Более 70% клеток 
были позитивны в популяциях CD14⁺ моноцитов и ИФН-ДК.

Как известно, незрелый статус ДК ассоциируется с высокой экспрессией моноцитарного маркера 
CD14 и низкой экспрессией маркера зрелости CD83. Добавление Gal-9 в культуры ИФН-ДК при-
водило к частичному снижению доли незрелых ДК с фенотипом CD14⁺CD83ˉ (рW=0,017; Рис. 2А). 
Количество CD83-позитивных ДК в присутствии Gal-9 возрастало почти 2 раза в сравнении с ин-
тактными ИФН-ДК (рW=0,028; Рис. 2Б). Выявленные изменения фенотипа ДК свидетельствуют о 
стимулирующем влиянии Gal-9 на созревание ИФН-ДК. Аналогичные изменения наблюдались и для 
показателей уровня экспрессии маркеров CD14 и CD83 (MFI) (данные не представлены).

Относительное количество ИФН-ДК, экспрессирующих молекулы MHC II класса HLA-DR, было 
стабильно высоким (почти 100% клеток) в интактных и Gal-9-стимулированных культурах (Рис. 2В). 
При этом добавление Gal-9 усиливало уровень экспрессии HLA-DR (MFI) на ИФН-ДК (рW=0,08). 
Для индукции Т-клеточного ответа важной составляющей являются ко-стимуляторные молекулы, в 
том числе маркер CD86, экспрессия которого возрастает при созревании ДК. Согласно полученным 
нами данным, уровень экспрессии CD86 (MFI) значимо повышался на ИФН-ДК в присутствии Gal-9 
по сравнению с интактными ДК (рW=0,01; Рис. 2Г).

На следующем этапе мы исследовали функциональную активность ИФН-ДК в условиях воздей-
ствия Gal-9. Одна из ключевых функций ДК в иммунном ответе заключается в их способности пре-
зентировать антигены и активировать Т-клетки. Интактные и Gal-9-обработанные ИФН-ДК характе-
ризовались схожей способностью индуцировать пролиферативный ответ CD4⁺ и CD8⁺ Т-лимфоцитов 
на аллоантигены (Рис. 3А-Б). В то же время Gal-9-обработанные ИФН-ДК оказывали более вы-
раженный стимулирующий эффект на генерацию IFNγ-позитивных CD3⁺CD4⁺ Т-лимфоцитов по 
сравнению с аналогичным показателем интактных ИФН-ДК (рW=0,046; Рис. 3В), несмотря на схо-
жую аллостимуляторную активность. Оба типа ИФН-ДК демонстрировали способность индуци-
ровать IL-4-продуцирующие CD3⁺CD4⁺ Т-лимфоциты (Рис. 3Г), однако значимых различий в Th2-
поляризующей активности интактных и Gal-9-обработанных ДК выявлено не было. 
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Рисунок 1. Экпрсессия TIM-3 на моноцитах и дендритных клетках, генерированных из моноцитов 
в присутствии IFNα

Примечание: на верхнем графике в виде медианных и диапазона 25-75% значений (Ме; IQR) пред-
ставлены данные об относительном количестве TIM-3-экспрессирующих CD14⁺ моноцитов (Мо, n=7) 
и ДК, генерированные в культуре in vitro из моноцитов в присутствии IFNα (ИФН-ДК, n=12), нижние 
графики демонстрируют репрезентативные гистограммы экспрессии TIM-3 на моноцитах (левая ги-
стограмма) и ИФН-ДК (правая гистограмма)

Figure 1. TIM-3 expression on monocytes and IFNα-induced monocyte-derived DCs 
Note: the upper graph shows the frequency of TIM-3-expressing CD14⁺ monocytes (Mo; n=7) and DCs 

generated in vitro from monocytes in the presence of IFNα (IFN-DCs; n=12) as median and 25-75% range 
(Me; IQR); the lower graphs show representative histograms of TIM-3 expression on monocytes (left 
histogram) and IFN-DCs (right histogram)

Обсуждение
Проведенное нами исследование показало, что ДК, генерированные из моноцитов в культуре 

in vitro в присутствии IFNα, так же, как и сами CD14⁺ моноциты, на высоком уровне экспрессируют 
ингибиторный чекпойнт рецептор TIM-3. При этом Gal-9, лиганд TIM-3, оказывает стимулирующее 
действие на созревание ИФН-ДК, снижая экспрессию CD14 и повышая экспрессию CD83 и CD86 
молекул. Обнаруженные фенотипические изменения ассоциируются с высокой аллостимуляторной 
активностью ИФН-ДК, а также более выраженной способностью Gal-9-обработанных ДК индуциро-
вать генерацию IFNγ+ CD4⁺Т-лимфоцитов по сравнению с интактными ИФН-ДК. 

На сегодняшний день экспрессия рецептора TIM-3 описана на различных типах клеток иммунной 
системы, однако наиболее изучена функция этого рецептора для Т-клеток. Многочисленные иссле-
дования, проведенные in vitro и in vivo, позволяют отнести TIM-3 к ингибиторному рецептору, кото-
рый опосредует дисрегуляцию Th1 иммунного ответа [14].
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Рисунок 2. Влияние галектина-9 на экспрессию маркеров зрелости в культурах ИФН-ДК  
Примечание. В виде медианных и диапазона 25-75% значений (Ме; IQR) представлены данные об 

относительном количестве CD14⁺CD83ˉ ИФН-ДК (А), CD83⁺ ИФН-ДК (Б), об относительном количестве 
(левая ось, %) и уровне экспрессии (правая ось, MFI) HLA-DR (В) и CD86 (Г) на интактных ИФН-ДК (0) и 
в ответ на добавление галектина-9 (+Gal-9; 10 мкг/мл). n=12; * – значимость различий pW<0,05

Figure 2. Effect of Galectin-9 on the expression of maturity markers in IFN-DCs
Note. The data are presented as median and 25-75% range (Me; IQR) of the relative number of CD14⁺CD83ˉ 

IFN-DCs (A), CD83⁺ IFN-DCs (B), the relative number (left axis, %) and the expression level (right axis, MFI) 
of HLA-DR (C) and CD86 (D) on intact IFN-DCs (0) and after treatment of galectin-9 (+Gal-9; 10 μg/ml). 
n=12; * – significance of differences pW<0.05

Роль TIM-3 с точки зрения его функциональной значимости для ДК остается до конца неясной. С 
одной стороны, в опухолевом микроокружении присутствуют TIM-3-экспрессирующие ДК [15], а 
блокирование TIM-3 в ДК в экспериментальных моделях приводит к усилению противоопухолевого 
иммунного ответа и восстановлению эффекторных CD8⁺ Т-клеток и Т-клеток со свойствами стволо-
вых клеток [16]. В этом аспекте можно предположить, что TIM-3 опосредует иммунорегуляторные 
свойства ДК. Кроме того, исследование M. Nakayama et al. (2009) демонстрирует, что TIM-3 может 
выступать в качестве рецептора для апоптотических клеток и участвовать тем самым в поддержании 
периферической толерантности [11]. С другой стороны, есть данные о том, что деплеция TIM-3 в ДК 
мышей сопровождается снижением LPS-индуцированной продукции TNF [17], что свидетельствует 
о возможном синергизме между TLR-опосредованным сигналом и TIM-3 с точки зрения продукции 
провоспалительных цитокинов.
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Рисунок 3. Влияние галектина-9 на функциональную активность ИФН-ДК
Примечание. В виде медианных и диапазона 25-75% значений (Ме; IQR) представлены данные: 

А-Б) пролиферативного ответа аллогенных CD4⁺ (A) и CD8⁺ (Б) Т-лимфоцитов, культивируемых в от-
сутствии ДК (контр) и в присутствии интактных (0) и Gal-9-обработанных ИФН-ДК (+Gal-9; 10 мкг/мл); 
В-Г) уровне IFNγ- (В) и IL-4-продуцирующих (Г) CD3⁺CD4⁺ Т-лимфоцитов, культивируемых в отсутствии 
ДК (контр) и в присутствии интактных (0) и Gal-9-обработанных ИФН-ДК (+Gal-9; 10 мкг/мл). n=8; 
* – значимость различий pW<0,05

Figure 3. Effect of Galectin-9 on the functional activity of IFN-DCs
Note. The data are presented as median and 25-75% range (Me; IQR) of: A-B) the proliferative response of 

allogeneic CD4⁺ (A) and CD8⁺ (B) T lymphocytes cultured in the absence of DCs (contr) and in the presence 
of intact (0) and Gal-9-treated IFN-DCs (+Gal-9; 10 μg/ml); C-D) the level of IFNγ- (C) and IL-4-producing 
(D) CD3⁺CD4⁺ T lymphocytes cultured in the absence of DCs (contr) and in the presence of intact (0) and 
Gal-9-treated IFN-DCs (+Gal-9; 10 μg/ml). n=8; * – significance of differences pW<0,05

Одним из важных лигандов к TIM-3 является Gal-9, который продуцируется стромальными клет-
ками и клетками иммунной системы, а при различных патологических состояниях (злокачественные 
опухоли, вирусная инфекция, аутоиммунные заболевания) его содержание в сыворотке пациентов 
повышается [1, 18, 19]. Поскольку ИФН-ДК на высоком уровне экспрессируют TIM-3, то они могут 
быть мишенями для Gal-9. Согласно полученным нами данным, Gal-9 способствовал частичному 
созреванию ИФН-ДК, что проявлялось в снижении количества клеток, экспрессирующих моноци-
тарный маркер CD14, и повышении количества более зрелых CD83⁺ ИФН-ДК. Кроме того, Gal-9 
стимулировал экспрессию CD86 и на уровне тренда – HLA-DR, что имеет важное значение с точки 
зрения индукции Т-клеточного ответа. Похожие результаты были получены S.-Y. Dai et al. (2005), 
которые продемонстрировали стимулирующее влияние Gal-9 на ДК, генерированные из моноцитов 
в присутствии IL-4 (ИЛ-4-ДК) [20]. При этом данный эффект Gal-9 был TLR4-независимым, но ре-
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ализовывался через механизм фосфорилирования p38 МАРК и связанного с ним сигнального пути. 
В то же время, несмотря на высокую экспрессию TIM-3 на самих моноцитарных предшественниках, 
Gal-9 не влияет на процесс дифференцировки моноцитов в ДК [20].

Согласно полученным нами данным, ИФН-ДК в присутствии Gal-9 стимулировали пролифератив-
ный ответ аллогенных CD4⁺ и CD8⁺ Т-клеток. При этом Gal-9-обработанные ИФН-ДК характеризо-
вались более выраженной способностью индуцировать IFNγ-продуцирующие CD3⁺CD4⁺ Т-клетки 
по сравнению с интактными культурами ИФН-ДК. Аналогичные результаты были получены и для 
ИЛ-4-ДК [20]. 

С точки зрения Т-клеточной функции известно, что Gal-9/TIM-3-опосредованное взаимодействие 
ингибирует экспансию Th1- и Th17-клеток, индуцирует апоптоз Т-клеток, а также стимулирует им-
муносупрессорные свойства регуляторных Т-клеток [2, 3]. Сравнивая эффект Gal-9 на Т-клетки и 
ДК, можно предположить, что TIM-3 может выполнять различные функции в клетках врожденного 
и приобретенного иммунитета, а стимуляция TIM-3 запускает разные сигнальные пути в этих клет-
ках. С другой стороны, оппозитный эффект Gal-9 на свойства ДК продемонстрирован в работе L. Li 
et al. (2023). Согласно данным авторов, Gal-9 усиливает IL-10-секретирующую активность мДК, а 
также стимулирует способность мДК индуцировать генерацию IL-10-продуцирующих регуляторных 
Т-клеток 1 типа (Tr1) [21], однако этот эффект Gal-9 является CD22-зависимым, а не опосредуется 
через TIM-3.

Заключение
Таким образом, фенотипически ИФН-ДК в присутствии Gal-9 переключаются в сторону более зре-

лых ДК, способных активировать пролиферативных ответ CD4⁺ и CD8⁺ Т-лимфоцитов и индуциро-
вать генерацию IFNγ-продуцирующих CD4⁺ Т-клеток. Поскольку Gal-9 выполняет роль негативного 
медиатора с точки зрения Т-клеток, можно предположить, что Gal-9/TIM-3-сигнальный путь играет 
сложную роль в регуляции как врожденного, так и адаптивного иммунитета. В этом аспекте даль-
нейшие исследования Gal-9/TIM-3-взаимоотношений в дендритных клетках моноцитарного проис-
хождения позволят не только более детально изучить биологическую значимость ингибиторных ре-
цепторов на ДК с точки зрения иммунного ответа, но также определить перспективы использования 
агонистов или антагонистов указанных молекул с целью направленной регуляции дендритных кле-
ток при иммунотерапии различных патологических состояний.
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Abstract. Galectin-9 (Gal-9) inhibits the T-cell immune response via ligation with the inhibitory checkpoint 
receptor TIM-3. Recent studies have demonstrated the expression of TIM-3 on myeloid cells, including dendritic 
cells (DCs). Therefore, DCs may also be targets for Gal-9’s regulatory effect. The current study aimed to investigate 
the effect of Gal-9 on monocyte-derived DCs generated in the presence of IFNα (IFN-DCs). Material and 
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methods. DCs were generated by culturing the adherent fraction of healthy donor mononuclear cells in the 
presence of GM-CSF and IFNα for 4 days, followed by recombinant Gal-9 (10 μg/ml) for 24 h. Phenotypic 
analysis was performed by flow cytometry using fluorochrome-conjugated monoclonal antibodies. The 
allostimulatory and Th1/Th2-polarizing activity of IFN-DCs was assessed in a mixed culture of leukocytes 
with allogeneic mononuclear cells. Results. IFN-DCs, as well as monocytic precursors expressed the 
inhibitory checkpoint receptor TIM-3 at a high level. When Gal-9 was added to IFN-DC cultures, the 
number of immature CD14⁺CD83ˉ cells decreased (pW=0.017), the number of mature CD83⁺ DCs increased 
(pW=0.028), and the level of the costimulatory molecule CD86 increased (pW=0.01). In the presence of Gal-
9, IFN-DCs had allostimulatory activity towards CD4⁺ and CD8⁺ T lymphocytes and were characterized 
by a significantly higher ability to induce IFNγ-producing CD3⁺CD4⁺ T lymphocytes. Conclusions. The 
obtained data indicate that Gal-9 stimulates the maturation of IFN-DCs and their functional activity.

Keywords: dendritic cells, interferon α, TIM-3, galectin-9, allostimulatory activity
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