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АБСТРАКТ

Супрессорные клетки миелоидного происхождения (MDSC) - иммуносупрессорная популяция, вовлеченная в па-
тологические процессы, ассоциированные с хроническим воспалением. В последние годы активно обсуждается роль 
данных клеток в регуляции ряда непатологических процессов, в частности, в развитии вакцин-индуцированного им-
мунного ответа. Данная работа была направлена на исследование роли MDSC в формировании иммунного ответа у 
старых мышей, вакцинированных инактивированным цельновирионным препаратом коронавируса SARS-CoV-2. Им-
мунизация старых животных индуцировала повышение относительного содержания В-клеток и продукцию специ-
фических антител к S1- и N- протеинам SARS-CoV-2 в титрах, сравнимых с таковыми у молодых животных. В то же 
время, повышенный уровень MDSC у старых животных негативно коррелировал с уровнем цитотоксических CD8+ 
Т-клеток. Селезеночные MDSC у старых животных характеризовались повышенной продукцией активных форм кис-
лорода по сравнению с молодыми животными. Эксперименты in vitro показали, что деплеция MDSC повышала анти-
ген-специфическую продукцию IFNγ CD4+ Т-клетками. Полученные данные предполагают негативную роль MDSC 
в регуляции Т-клеточного вакцин-индуцированного ответа на цельноклеточный препарат SARS-CoV-2 и о необходи-
мости дальнейших исследований в данном направлении, что может дать ключ к пониманию того, как повысить эф-
фективность вакцин против SARS-CoV-2 в группах риска.
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ВВЕДЕНИЕ

Нарушение функций адаптивной и врожденной им-
мунных систем, наблюдаемое в процессе старения и на-
зываемое иммуностарением, сопровождается различными 
изменениями в иммунной системе, которые делают орга-
низм более уязвимым к инфекциям [1] и онкологическим 
патологиям [2]. Ряд инфекционных заболеваний, включая 
вирусные инфекции, пневмонию, туберкулез, инфекции 
мочевыделительной системы и другие инфекции, встре-
чаются более часто и имеют более тяжелое течение у лю-
дей пожилого возраста. Более того, показатель смертности 
от большинства из этих инфекций среди пожилых паци-
ентов значительно превышает таковой показатель у мо-
лодых людей [3]. Другим значительным следствием про-
цесса иммуностарения является снижение эффективности 
вакцинации [4]. Большинство вакцин, используемых в на-
стоящее время, менее иммуногенны и эффективны у лиц 
пожилого возраста. Например, эффективность противо-
гриппозной вакцины составляет от 70 до 90 % у детей и 
взрослых, и снижается до 30–50 % у лиц старше 65 лет 
[5]. Вакцинация против пневмонии эффективна только у 
37,7% пожилых людей по сравнению с 75,8% у молодых 
[6]. Такое снижение эффективности вакцинации связано, 
в первую очередь, с инволюцией первичных лимфатиче-
ских органов при иммуностарении, которое приводит к 
снижению уровней наивных лимфоцитов, способных рас-
познавать новые антигены.

Неотъемлемой частью иммуностарения является си-

стемное хроническое воспаление , называемое инфлам-
мэйджингом («inflammaging») и характеризующееся по-
вышением уровней ряда провоспалительных медиаторов 
(интерлейкина-6 (IL-6), интерлейкина-1 бета (IL-1β) С-ре-
активного белка, фактора некроза опухоли альфа (TNFα) 
и др.) в организме [7]. Длительная циркуляция низких 
концентраций провоспалительных медиаторов приво-
дит к индукции пролиферации и активации так назы-
ваемых миелоидных супрессорных клеткок (Myeloid-
Derived Suppressor Cells, MDSC) [8]. Повышенные уровни 
MDSC были обнаружены рядом экспериментальных ра-
бот в крови, селезенке и костном мозге старых животных. 
Повышенное количество MDSC было обнаружено у по-
жилых людей с повышенным уровнем провоспалитель-
ных цитокинов, включая TNF-α, IL-6 и IL-1β [9]. При-
нимая во внимание, что MDSC обладают способностью 
эффективно ингибировать функции клеток адаптивного 
иммунного ответа [10], логично предположить, что дан-
ная популяция является одним из факторов дисфункции 
эффекторных клеток и связанной с этим недостаточно-
сти вакцин-индуцированного иммунного ответа, наблю-
даемых при иммуностарении. Участие MDSC в регуля-
ции иммунного ответа на вакцины продемонстрировано 
рядом экспериментальных работ. Так, Heithoff D.M. и со-
авт. показали, низкая эффективность вакцинации штам-
мом dam Salmonella у старых мышей была ассоциирована 
с высоким уровнем MDSC в селезенке [11]. Пониженные 
титры специфических антител и недостаточный Т-клеточ-
ный ответ на введение вакцины к гепатиту В наблюдались 
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(АФК)
При оценке продукции активных форм кислорода 

(АФК) популяцией MDSC спленоциты инкубировали с 
2 мкМ диацетата 2’-7’-дихлорфлуоресцеина (DCFDA) 
(Sigma-Aldrich, США) в бессывороточной среде RPMI-
1640 (Sigma Life-science, США) при 37 °С в течение 30 
мин. Реакцию останавливали культуральной средой на 
основе RPMI-1640, содержащей 10 % ФБС. Далее клетки 
отмывали холодным PBS и метили АТ специфичными к 
маркерам MDSC (APC anti-CD11b и PerCP-Cy5.5 anti-
Ly6G). После инкубации при 2-8 °С в течение 20 мин 
клетки отмывали, фиксировали и немедленно анализи-
ровали на проточном цитофлуориметре BD Accuri C6 Plus 
(BD Biosciences, США). Сток-раствор DCFDA (5 мМ) го-
товили в DMSO и хранили в аликвотах при -20 оС.

Твердофазный иммуноферментный анализ (ИФА) 
антител к S1 и N протеинам SARS-CoV-2 

Для проведения ИФА использовали 96 луночные по-
листироловые планшеты со средней адсорбционной спо-
собностью Medium Sorb (Nunc, ThermoFisher Scientific, 
США). На планшеты наслаивали антиген (100 мкл/лунка), 
растворенный в 10 мМ карбонатбикарбонатном буферном 
растворе (КББ) (рН 9,0-9,6) в конечной концентрации 5 
мкг/мл, и инкубировали при комнатной температуре в те-
чение 2 ч или при 4 оС в течение 18 ч. В качестве антиге-
нов использовали коммерческие рекомбинантные проте-
ины S1 и N SARS-CoV-2 (ThermoFisher Scientific, США). 
После окончания инкубации планшеты промывали КББ 
от несвязавшегося с пластиком антигена. Для устране-
ния неспецифического связывания планшеты далее об-
рабатывали 0,5 % раствором желатина в КББ (200 мкл/
лунка). После 2-х- часовой инкубации при 4 оС планшеты 
отмывали и вносили в ячейки сыворотку крови мышей в 
различном разведении. Планшеты инкубировали 2 ч при 
комнатной температуре. После 3-х- разовой отмывки рас-
твором PBS с твином-20 (PBS-T) планшеты выдерживали 
2 ч при комнатной температуре с конъюгатом (антивидо-
вое антитело, меченное пероксидазой хрена) rabbit anti-
mouse IgG-HRP (Sigma, США). В качестве субстрата ре-
акции использовали тетраметилбензидин (ТМB) (Sigma, 
США). Реакцию останавливали через 30 мин добавлением 
Stop solution for TMB (Sigma, США). Оптическую плот-
ность раствора в каждой лунке измеряли при 450 нм на 
иммуноферментном анализаторе StatFax 2100 Microplate 
Reader (Awareness Technology). 

Оценка антиген-специфической продукции IFNγ 
Т-клетками 

Спленоциты (4 × 105/200 мкл) культивировали в кру-
глодонном 96-луночном планшете в полной культураль-
ной среде, содержащей 10% ФБС, в присутствии или без 
SARS-CoV-2 (2 мкг/мл) при 37°C, 5% CO2 в течение 18 
ч, с добавлением брефелдина А (в конечном разведении 
1:1000, Sigma-Aldrich) через час после внесения антигена. 
В положительный контроль к культуре добавляли конко-
навалин А (10 мкг/мл). После инкубации клетки осаждали 
при 300 g и 4°C в течение 5 минут, окрашивали антите-
лами к поверхностным маркерам (APC anti-CD4 и PerCP 
anti-CD8), фиксировали и подвергали пермеабилизации 
и дальнейшему окрашиванию антителами к IFNγ. Далее 
проводили анализ на проточном цитофлуориметре. Анти-

ген-специфическую продукцию IFNγ Т-клетками также 
оценивали после удаления магнитной сепарацией MDSC 
из культуры спленоцитов, а также при добавлении изо-
лированной популяции MDSC к Gr1- - фракции в соот-
ношении 1:5. 

Статистическая обработка данных
Прикладную программу Prizm 9 software (Graph Pad) 

использовали при проведении статистической обработки 
полученных результатов. Результаты представлены в виде 
медианы (М) и интерквартильного интервала между 25-м 
и 75- процентилями или среднего значения и стандарт-
ного отклонения. Результаты проточной цитофлуориме-
трии анализировали с использованием программного обе-
спечения BD Accuri C6 Plus (BD Biosciences, США). Для 
оценки достоверности различий между двумя выборками 
использовали критерий Манна-Уитни в случае ненормаль-
ного распределения данных и критерий Стьюдента в слу-
чае нормального распределения данных. Различия счи-
тали существенными, если вероятность нуль-гипотезы не 
превышала 5 % (р < 0,05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ содержания и функциональных характери-
стик MDSC у старых и молодых животных до и после 
проведения иммунизации 

На начальном этапе работы мы провели сравнитель-
ный анализ содержания и функциональной активности 
MDSC в селезенке молодых и старых животных. Для 
идентификации полиморфонуклеарной (PMN-MDSC) 
и моноцитарной (M-MDSC) миелоидных субпопуляций 
MDSC использовали антитела к Ly6G и Ly6C, соответ-
ственно. Стратегия гейтирования субпопуляций MDSC 
и результаты проведенного анализа содержания MDSC 
у старых и молодых животных представлены на рисунке 
1. Проведенный анализ продемонстрировал аккумуля-
цию клеток с фенотипом CD11b+Ly6GhighLy6Clow у ста-
рых животных, относительное содержание которых было 
увеличено примерно в 1,5 раза у старых невакциниро-
ванных и вакцинированных животных по сравнению с 
молодыми невакцинированными и вакцинированными 
животными. Уровень M-MDSC, рассчитанный как про-
цент Ly6G-Ly6Chigh-клеток в гейте CD11b+, не различался 
между группами мышей.

Один из основных механизмов подавления иммуни-
тета MDSC опосредован продукцией АФК. Предполо-
жено, что именно АФК, продуцируемые MDSC, вовле-
чены в подавление антиген-специфических Т-клеточных 
ответов через модификацию CD8 и Т-клеточного рецеп-
тора [16]. Более того, показано, что АФК необходимы 
для поддержания MDSC в недифференцированном со-
стоянии [17]. В связи с этим, супрессорную активность 
MDSC оценивали по уровню продукции АФК, используя 
DCFDA, предназначенный для количественной оценки 
АФК в образцах живых клеток. Протокол анализа АФК с 
применением DCFDA основан на диффузии данного со-
единения в клетки. В клетках DCFDA деацетилируется 
клеточными эстеразами до нефлуоресцентного соедине-
ния, которое позже окисляется АФК до 2’, 7’-дихлорфлу-
оресцеина. 2’, 7’-дихлорфлуоресцеин обладает высокой 
флуоресценцией и может быть детектирован с помощью 

у мышей с ожирением, в печени и селезенке которых по-
казаны высокие уровни CD11b+Gr1+ MDSC, способных 
подавлять пролиферацию лимфоцитов в ответ на анти-
ген вируса гепатита В [12]. 

Кроме того, показано, что сам процесс вакцинации 
способен индуцировать MDSC. ДНК-вакцина против 
вируса иммунодефицита симиан индуцировала аккуму-
ляцию HLA-DR−CD14+ MDSC в периферической крови 
обезьян, что было ассоциировано с повышенным риском 
приобретения инфекции и недостаточным CD8+ Т- кле-
точным ответом [13]. Вакцинация мышей БЦЖ стиму-
лировала аккумуляцию MDSC c фенотипом CD11b+Ly-
6CintLy-6G− в месте инъекции вакцины и в крови через 
MyD88/IL-1R-опосредованный сигнальный путь [14]. 

Таким образом, опубликованные данные предпола-
гают, что MDSC участвуют в комплексной регуляции 
вакцин-индуцированного иммунного ответа. В данной 
работе оценили различные параметры антиген-специфи-
ческого иммунного ответа в связи с уровнем и активно-
стью MDSC у вакцинированных старых и молодых мы-
шей.

МЕТОДЫ И МАТЕРИАЛЫ 

Объекты исследования
Молодые (2-3 мес.) и старые (от 1 года и старше) 

мыши инбредной линии BALB/c (cамки) были предо-
ставлены Национальным научным центром особо опас-
ных инфекций им. М. Айкимбаева. Во время проведения 
исследования животных содержали в поликарбонатных 
клетках (до 5 мышей в клетке) при температуре 23 ± 3 ◦C 
и естественном освещении в помещении вивария Инсти-
тута молекулярной биологии и биохимии им. М.А. Айтхо-
жина. Иммунизацию животных проводили не менее чем 
через 10 дней акклиматизации. Мышей кормили стандарт-
ным полнорационным лабораторным кормом (3.8% жир, 
18,5 % белки; SSNIFF, Германия). Протокол исследова-
ния на животных был одобрен локальным этическим ко-
митетом (ЛЭК) Института молекулярной биологии и био-
химии им. М.А. Айтхожина (выписка из протокола № 1 
от 24.11.2021). 

Исследование включало молодых мышей (МЖ, 
вес 18,9 ± 2,1 г); старых мышей (СЖ, вес 23,4 ± 2,2 г, 
р = 0,002); вакцинированных молодых мышей (ВМЖ, 
вес 20,6 ± 0,1 г) и старых вакцинированных животных 
(СВЖ, вес 23,1 ± 1,5). В качестве иммуногена использо-
вали коммерчески доступный цельновирионный препа-
рат SARS-CoV-2, инактивированный нагреванием (штамм 
2019-n-CoV/USA-WA1/2020; АТСС, США). Антиген вво-
дили в дозе 0,5 мкг/мышь. Иммунизацию проводили вну-
тримышечно двукратно, вторую дозу иммуногена вво-
дили через 21 день после первой иммунизации. Взятие 
крови из глазного орбитального синуса проводилось по-
сле локальной анестезии оксибупрокаином (Инокаин, 
Sentiss) [15]. Эвтаназию мышей цервикальной дислока-
цией проводили через 7-14 дней после после введения 
второй дозы.. Для получения сыворотки кровь центри-
фугировали при 5000 об/мин в течение 5 мин. Каждая из 
групп животных включала не менее 7 мышей. Селезенки 
извлекали хирургическим путем после эвтаназии мышей 
и взвешивали на электронных весах.

Получение мышиных спленоцитов
Для получения спленоцитов селезенку мышей гомоге-

низировали с помощью стеклянного гомогенизатора тка-
ней в фосфатно-буферном солевом растворе (PBS). Эри-
троциты лизировали с помощью лизирующего буферного 
раствора (ЛБР), содержащего 10 мМ бикарбоната калия, 
150 мМ хлорида аммония и 0,1 мМ ЭДТА (рН 7,2 – 7,4). 
Для этого к клеточной суспензии спленоцитов добавляли 
4 мл ЛБР и инкубировали в течение 3 мин при комнат-
ной температуре. Далее реакцию останавливали добав-
лением двукратного объема среды RPMI, содержащей 
3 % фетальной бычьей сыворотки (ФБС, Sigma-Aldrich, 
США), и. отмывали клетки центрифугированием при 300 
g в течение 7 мин. Для избавления от клеточных агрега-
тов спленоциты фильтровали через фильтры с диаметром 
пор 30 мкм (Miltenyi Biotec, Германия), после чего ресу-
спендировали в PBS. 

Проточная цитофлуориметрия
Фенотипический анализ клеток проводили с исполь-

зованием метода проточной цитофлуориметрии. Для бло-
кирования неспецифического связывания АТ использо-
вали реагент для блокирования Fc-рецепторов (CD16 и 
CD32) мыши (Miltenyi Biotec, Германия). При внутрикле-
точном окрашивании клетки сначала метили АТ, специ-
фичными к поверхностным маркерам, затем проводили 
их пермеабилизацию и фиксацию с использованием ре-
агента Fixation/Permeabilization (BD Biosciences, США) 
согласно протоколу производителя. Клетки отмывали бу-
ферным раствором Perm/Wash (BD Biosciences, США) и 
окрашивали АТ, специфичными к внутриклеточным мо-
лекулам. Далее клетки отмывали PBS, ресуспендировали 
в буфере для проведения проточной цитометрии и анали-
зировали на проточном цитофлуориметре BD Accuri C6 
Plus (BD Biosciences, США) с использованием программы 
BD Accuri C6 Plus (BD Biosciences, США).

Для поверхностного мечения использовали следую-
щие АТ, меченные флуорохромами: PE anti-MHCII, FITC 
anti-CD11b, PerCP anti-CD11c, FITC anti-CD11c, PerCP 
anti-CD4, APC anti-CD3, FITC anti-CD3 (Biolegend, США), 
FITC anti-CD62L, PerCP anti-CD8a, APC anti-CD4, PE anti-
CD62L (Miltenyi Biotec, Германия), PerCP-Cy5.5 anti-Ly6G 
(Life technologies, США), APC anti-CD11b, PerCP eFluor 
710 anti-Ly6G (Invitrogen, США), PE anti-Ly6C, AF 488 
anti-Ly6C, (eBioscience, США). Антитела PE anti-IFNg 
(Invitrogen, США) или FITC anti-IFNγ (Miltenyi Biotec, 
Германия) применяли для внутриклеточного окрашива-
ния. 

Изоляция MDSC методом магнитной сепарации
Для получения фракции MDSC спленоциты старых 

животных последовательно метили антителами (АТ) Anti-
Gr-1-Biotin (Miltenyi Biotech, Германия) и анти-биотино-
выми магнитными микробусами (Miltenyi Biotech, Гер-
мания) согласно инструкциям производителей и далее 
проводили сепарацию Gr-1+- фракции на магнитном се-
параторе Vario MACS. Чистоту полученной популяции 
клеток оценивали на проточном цитофлуориметре после 
мечения клеток до сепарации и полученной фракции Gr-
1+ АТ к CD11b и Gr-1.

Оценка продукции активных форм кислорода 
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цитов с помощью проточной цитофлуориметрии. Уро-
вень дендритных клеток (ДК) оценивали как процент 
CD11c+MHCII+ -клеток в гейте CD11b+. 

Проведенный анализ продемонстрировал значитель-
ное снижение относительного содержания CD3+ Т-лим-
фоцитов (данные не показаны) и цитотоксических Т-лим-
фоцитов у СЖ по сравнению с МЖ, а также у СВЖ по 
сравнению с МВЖ (рисунок 3). Вакцинация инактиви-
рованным SARS-CoV-2 не изменяла уровень CD3+CD8+ у 
молодых или старых мышей. Поскольку во время прове-
дения исследования не было отмечено значительных из-
менений в весе (0,09±0,01 г в группе МЖ, и 0,10 ± 0,06 
г в группе СЖ, р = 0,54; 0,19 ± 0,15 г в группе МВЖ, и 
0,12 ± 0,02 г в группе СВЖ, р = 0,30) и «клеточности» 
селезенки, рассчитываемой как отношение числа кле-
ток к весу селезенки, у экспериментальных животных,. 
изменения в относительном содержании клеточных по-
пуляций соответствовали изменениям в их абсолютном 
содержании. Проведенный анализ также показал стати-
стически значимую обратную корреляцию между уровнем 
CD3+CD8+ и уровнем общей популяции MDSC, оценен-
ной как CD11b+Gr1+ (Spearman r = -0,42, 95% confidence 
interval (CI): -0,709 – -0,006; p = 0,04).

Содержание B220+MHCII+-клеток не различалось 
между группами СЖ и МЖ. Вакцинация инактивирован-
ным цельновирионным SARS-CoV-2 приводило к ста-
тистически значимому повышению уровней В-клеток 
как у МВЖ, так и в группе СВЖ (рисунок 3). Корреля-
ции между уровнями В-клеток и MDSC не обнаружено 
(Spearman r = -0,16, 95% CI: -0,521 – 0,252; p = 0,45) По-
пуляция ДК составляла порядка 1 % от всей популяции 
спленоцитов и ее уровни не различались между группами 
мышей (данные не показаны). 

Миграция Т-клеток из периферической крови в окру-
жающие ткани имеет ключевое значение при развитии 

воспалительных реакций и регулируется молекулами кле-
точной адгезии. L-селектин, также известный как CD62L, 
представляет собой молекулу клеточной адгезии, опосре-
дующую миграцию CD62L+ наивных Т-клеток в лимфа-
тические узлы, где они активируются антиген-презенти-
рующими клетками [19]. Процесс презентации антигена 
– важный этап формирования вакцин-индуцированного 
иммунного ответа. Hanson и соавторы показали, что 
MDSC способны понижать экспрессию CD62L на CD4+ 
и CD8+ Т-лимфоцитах путем протеолитического отще-
пления данной молекулы. Данный процесс опосредован 
металлопротеазой ADAM17, которая экспрессируется на 
клеточной мембране и в цитоплазме MDSC [20]. 

Мы оценили уровень CD8+CD62L+ Т-клеток у экспери-
ментальных мышей, а также ассоциацию между уровнем 
MDSC и экспрессией CD62L на цитотоксических Т-лифо-
цитах. Цитофлуориметрический анализ показал статисти-
чески значимое снижение уровня CD8+CD62L+ у молодых 
животных по сравнению со старыми. Также, согласно ис-
следованию Hanson и соавторов, мы обнаружили негатив-
ную корреляцию между уровнями MDSC и CD8+CD62L+ 
Т-клеток (Spearman r = -0,63, 95% confidence interval (CI): 
-0,84 – -0,26; p = 0,003).

Для контроля иммунизации, а также для оценки анти-
ген-специфического В-клеточного иммунитета у живот-
ных, иммунизированных инактивированным цельнови-
рионным SARS-CoV-2, нами были отработаны условия 
проведения твердофазного ИФА с использованием ком-
мерчески доступных рекомбинантных белков S1 и N 
SARS-CoV-2 (ThermoFisher Scientific). Протокол разра-
ботанного ИФА представлен в разделе Материалы и ме-
тоды. Антитела как к домену S1, так и к протеину N были 
обнаружены в сыворотках всех иммунизированных мы-
шей (в качестве негативного контроля использованы сы-
воротки неиммунизированных мышей), при этом у неко-

проточной цитофлуориметрии. Стратегия идентификации 
продукции АФК MDSC с помощью цитофлуориметриче-
ского анализа и полученные результаты представлены на 
рисунке 2А. В качестве контроля продукции АФК исполь-
зовали контроль флуоресценции-минус-один (FMO), при 
этом образец клеток окрашивали всеми флуорохромами 
кроме DCFDA.

Из рисунка видно, что большая доля CD11b+Ly6G+-кле-
ток у старых мышей продуцировала АФК по сравнению 
с молодыми мышами, при этом вакцинация приводила к 
статистически значимому повышению продукции АФК в 
группе МВЖ.

Таким образом, на данном этапе работы мы показали, 
что у молодых невакцинированных животных клетки с 
фенотипом MDSC составляли небольшой процент от об-
щего числа CD11b+ спленоцитов. Уровень PMN-MDSC 
значительно возрастал у старых животных. Результаты 
согласуются с ранее опубликованными исследованиями 
[18]. Иммуносупрессорный потенциал PMN-MDSC, оце-
ненный по продукции АФК, был значительно выше у ста-
рых животных по сравнению с молодыми. Интересно, что 
иммунизация инактивированным цельновирионным пре-
паратом SARS-CoV-2 приводила к увеличению продук-
ции АФК PMN-MDSC у молодых мышей. В то время как 
панель антител, которую мы использовали, применяется 

для обнаружения PMN-MDSC, мы не можем исключать 
возможность того, что некоторые из гейтированных кле-
ток в популяции CD11b+Ly6GhighROS+ на самом деле явля-
ются нейтрофилами, которые имеют такой же фенотип и 
также характеризуются активной продукцией АФК. Повы-
шение продукции АФК CD11b+Ly6Ghigh – клетками после 
бустерной иммунизации у молодых мышей может указы-
вать на нормальный воспалительный процесс в ответ на 
введение антигена. В то время как у старых мышей уро-
вень CD11b+Ly6Ghigh, продуцирующих АФК, был повы-
шен до иммунизации, указывая на персистентную про-
дукцию АФК.

Оценка антиген-специфического ответа у вакци-
нированных старых мышей в сравнении с молодыми 
мышами

Для оценки вакцин-индуцированного иммунного от-
вета мы провели анализ содержания основных популяций 
иммунокомпетентных клеток у молодых и старых живот-
ных, иммунизированных инактивированным цельнови-
рионным SARS-CoV-2. Уровень В-клеток оценивали как 
процент B220+, экспрессирующих главный комплекс ги-
стосовместимости 2-го класса MHCII. Исследовали со-
держание общей популяции Т-лимфоцитов как процент 
CD3+-клеток и цитотоксических Т-лимфоцитов как про-
цент CD3+CD8+-клеток в лимфоцитарном гейте сплено-

Примечание – представлены репрезентативные точечные графики цитофлуориметрии (А) и обобщенные данные с ме-
дианными значениями ± интерквартильные значения (Б), достоверность различий между группами представлена как 

*p < 0,05, ** p <0,005 (по критерию Манна-Уитни). 
Рисунок 1 – Уровень MDSC у старых и молодых мышей линии BALB/c до вакцинации и через 9 дней после введения 

повторной дозы инактивированного цельновирионного препарата SARS-CoV-2

Примечание – представлена стратегия гейтирования продукции АФК MDSC с помощью цитофлуориметрии (А) и 
обобщенные данные с медианными значениями (Б).

Рисунок 2 – Продукция АФК MDSC, полученными из селезенки молодых и старых мышей до вакцинации и через 
9 дней после введения второй дозы инактивированного цельновирионного препарата SARS-CoV-2

Примечание – представлены репрезентативные точечные графики цитофлуориметрии (А), обобщенные данные с 
медианными значениями ± интерквартильные значения (Б) и результаты корреляционного анализа между уровнем 

эффекторных клеток (цитотоксические Т-клетки и В-клетки) и MDSC (В); достоверность различий между группами 
представлена как *p < 0,05, ** p < 0,005 (по критерию Манна-Уитни).

Рисунок 3 – Содержание цитотоксических Т-клеток (CD3+CD8+) и В-клеток (B220+MHCII+) среди спленоцитов, по-
лученных от старых и молодых мышей BALB/c до вакцинации и через 9 дней после введения повторной дозы инак-

тивированного цельновирионного препарата SARs-CoV-2
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у молодых, так и у старых мышей развивается адекват-
ный гуморальный ответ, выражающийся в продукции 
специфических антител к антигенам вируса и повыше-
нию уровней антителопродуцирующих В-клеток. В то же 
время у старых животных наблюдается выраженное сни-
жение уровней Т-клеток. С одной стороны, причиной та-
кого снижения, по-видимому, является инволюция тимуса. 
С другой стороны, снижение уровней Т-клеток у старых 
животных может быть обусловлено повышением уровня 
иммуносупрессорной популяции MDSC. Так, мы проде-
монстрировали негативную корреляцию между уровнем 
цитотоксических Т-клеток и уровнем MDSC. Более того, 
мы наблюдали негативную корреляцию между содержа-
нием PMN-MDSC и Т-клеток, экспрессирующих маркер 
CD62L, который необходим для миграции лимфоцитов в 
лимфатические узлы, где происходит процесс презента-
ции антигена. Экперименты in vitro показали, что MDSC 
были способны подавлять антиген-специфическую про-
дукцию IFNγ Т-клетками, которая частично восстанав-
ливается при деплеции данных клеток из культуры. Ча-
стичное восстановление свидетельствует о возможном 
вовлечении других популяций иммуносупрессорных кле-
ток, например, Т-регуляторных клеток. К сожалению, мы 
не оценивали уровень данной популяции клеток у живот-
ных в данном исследовании. Тем не менее, полученные 
результаты предполагают значительное влияние MDSC на 
формирование Т-клеточного иммунного ответа при вак-
цинации. Дальнейшее исследование роли данных клеток 
в опосредованной вакциной защите будет способствовать 
повышению эффективности вакцин против SARS-CoV2, а 
также вакцин против других патогенов человека.
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торых мышей были выше титры АТ, специфичных для 
домена S1, у части мышей были выше титры АТ, реагиру-
ющих с протеином N (данные не показаны). Достоверных 
различий между старыми и молодыми мышами в титрах 
IgG к S1 и N обнаружены не были (данные не показаны).

Чтобы проверить, являются ли MDSC супрессорными 
в отношении Т-клеточного антиген-специфического от-
вета, мы использовали 2 подхода: добавление выделенных 
магнитной сепарацией MDSC к культуре спленоцитов и 
деплеция MDSC из культуры спленоцитов. Во-первых, 
мы оценили антиген-специфический Т-клеточный ответ 
у старых и молодых иммунизированных мышей по про-
дукции IFNγ CD4-клетками после добавления в культуру 
цельновирионного SARS-CoV-2 in vitro.  

Как показано на рисунке 5А, продукция IFNγ была 
значительно снижена у старых вакцинированных мышей 
по сравнению с молодыми мышами. Удаление MDSC из 
культуры спленоцитов в некоторой степени восстанавли-
вало продукцию IFNγ (рисунок 5Б), в то время как добав-
ление MDSC (Gr1+), выделенных магнитной сепарацией 
из спленоцитов старых мышей, значительно ингибиро-
вало антиген-специфический ответ CD4+ Т-клеток в от-
вет на SARS-CoV2 in vitro.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В совокупности, данные, представленные в данной 
работе, демонстрируют, что в ответ на иммунизацию 
инактивированным цельновирионным SARS-CoV2 как 

Примечание – представлены репрезентативные гистограммы цитофлуориметрии (А), обобщенные данные со сред-
ними значениями ± стандартное отклонение (Б) и результаты корреляционного анализа (В); достоверность разли-

чий между группами представлена как ** p ≤ 0,005 (согласно критерию Стьюдента). 
Рисунок 4 – Экпрессия CD62L на цитотоксических Т-клетках, полученных от старых и молодых мышей линии 

BALB/c до вакцинации и через 9 дней после введения повторной дозы инактивированного цельновирионного пре-
парата SARs-CoV-2, результаты корреляционного анализа между уровнем наивных T-клеток и MDSC 

Примечание – показаны репрезентативные точечные графики цитофлуориметрии (А и Б), обобщенные данные с 
усредненными значениями ± стандартное отклонение (А). 

Рисунок 4 – Продукция IFNγ CD4+ Т-клетками молодых и старых вакцинированных мышей линии BALB/c после до-
бавления в культуру спленоцитов инактивированного вируса SARs-CoV-2 (А) и после деплеции MDSC (Б)
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МИЕЛОИДТЫ СУПРЕССОРЛЫҚ ЖАСУШАЛАР (MDSC) SARS-COV-2 ТҰТАС ВИРИОН 
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ТҮЙІН

Миелоидты супрессорлық жасушалар (MDSC) - созылмалы қабынумен байланысты патологиялық процестерге қа-
тысатын иммуносупрессорлық популяция. Соңғы жылдары бұл жасушалардың бірқатар патологиялық емес проце-
стерді реттеудегі рөлі, атап айтқанда вакцинадан туындаған иммундық реакцияны дамытудағы рөлі белсенді талқы-
лануда. Бұл жұмыс SARS-CoV-2 коронавирусының инактивацияланған тұтас вирионды препаратымен егілген егде 
жастағы тышқандарда иммундық жауапты қалыптастырудағы MDSC рөлін зерттеуге бағытталған. Егде жануарларды 
иммунизациялау В-жасушаларының салыстырмалы құрамының жоғарылауын және жас жануарлармен салыстыры-
латын титрлерде SARS-CoV - 2 S1 және N ақуыздарына арнайы антиденелер өндірісін тудырды. Сонымен қатар, егде 
жануарлардағы MDSC деңгейінің жоғарылауы цитотоксикалық CD8+ Т-жасушаларының деңгейімен теріс корреляци-
яланды. Ескі жануарлардағы көкбауыр MDSC жас жануарлармен салыстырғанда оттегінің белсенді түрлерінің көбе-
юімен сипатталды. In vitro эксперименттер MDSC деплециясы антигенге тән IFNγ CD4+ Т-жасушаларының өндірісін 
арттырғанын көрсетті. Нәтижелер MDSC-дың SARS-CoV-2 тұтас жасушалы препаратына Т-жасушалық вакциналар-
дың индукцияланған реакциясын реттеудегі теріс рөлін және осы бағытта қосымша зерттеулер жүргізу қажеттілі-
гін көрсетеді, бұл қауіп тобындағы адамдарда SARS-CoV-2 вакциналарының тиімділігін қалай арттыруға болатынын 
түсінуге мүмкіндік береді.

Кілт сөздер: миелоидты супрессорлық жасушалар, қартаю, вакцинация, SARS-CoV-2, иммундық жауап, тышқан 
жасушалары
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ABSTRACT

Myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) are an immunosuppressive population involved in pathological processes 
associated with chronic inflammation. In recent years, the role of these cells in the regulation of a number of non-pathological 
processes, in particular, in the development of vaccine-induced immune response, has been actively discussed. This work 
was aimed at investigating the role of MDSC in the development of an immune response in old mice immunized with an 
inactivated whole virion SARS-CoV-2. Immunization of old animals induced an increase in the relative content of B cells and 
the production of specific antibodies to S1 and N proteins of SARS-CoV-2 in titers comparable to those of young animals. At 
the same time, elevated MDSC levels in aged animals negatively correlated with the level of CD8+ T cells. Splenic MDSCs 
in old animals were characterized by increased production of reactive oxygen species compared to young animals. In vitro 
experiments showed that MDSC depletion increased antigen-specific production of IFNγ by CD4+ T cells. The data obtained 
suggest a negative role for MDSC in regulating the T-cell vaccine-induced response to inactivated SARS-CoV-2 and encourage 
further studies in this direction, which may be a key to developing approaches to increase the efficacy of vaccines against 
SARS-CoV-2 in at-risk groups.

Keywords: myeloid suppressor cells, aging, vaccination, SARS-CoV-2, immune response, mouse cells
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