
1 

 

Институт биоорганической химии им. академиков М.М.Шемякина и Ю.А. 

Овчинникова Российской академии наук 

 

 

                            На правах рукописи 

 
 

 

 

Албакова Зарема 

 

Протективные и иммуномодулирующие эффекты белков теплового шока в 

лимфоме 

 

 3.2.7 – Аллергология и иммунология  

 

Диссертация 

на соискание ученой степени 

кандидата биологических наук 

 
 

        

 

 

 

 

                                                                                                       

Научный руководитель: 

 

доктор биологических наук, профессор 

 

Сапожников Александр Михайлович 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                            Москва - 2022 



2 

 

Оглавление 

Список сокращений ........................................................................................................................... 4 

Введение ............................................................................................................................................... 7 

Глава 1. Обзор литературы ............................................................................................................ 12 

HSP и иммунная система ................................................................................................................ 13 

Макрофаги и дендритные клетки ..................................................................................... 15 

NK-клетки ........................................................................................................................... 17 

Т-клетки ............................................................................................................................... 18 

В-клетки .............................................................................................................................. 19 

HSP и лимфома ................................................................................................................................. 19 

HSP и иммунотерапия рака ............................................................................................................ 24 

HSP вакцины ....................................................................................................................... 25 

HSP и иммунные контрольные точки .............................................................................. 27 

HSP и адоптивная T/NK-клеточная терапия .................................................................... 28 

Глава 2. Материалы и Методы ...................................................................................................... 29 

Клонирование и выделение стресс-индуцированной изоформы HSP70 ............... 29 

Молекулярный докинг ....................................................................................................... 31 

Тестирование гипотезы и машинное обучение ............................................................... 31 

Образцы пациентов ............................................................................................................ 33 

Антитела и проточная цитофлуориметрия ...................................................................... 34 

Поверхностное и внутриклеточное окрашивание HSP90β, TRAP1 и STIP1 ................ 34 

Анализ реаранжировки генов IgH .................................................................................... 34 

Активация Т клеток ............................................................................................................ 34 

Активация Т клеток - антитела HSP, PD-1, CTLA-4 и STAT3 ...................................... 35 

Смешанная лимфоцитарная реакция (MLR) ................................................................... 35 

Анализ дегрануляции Т клеток ......................................................................................... 36 

Ингибирование HSP90 в Т клетках - экспрессия PD-1 и CTLA-4 ................................. 36 

Стимуляция NK клеток, ингибирование HSP90, анализ CD107a/Granzyme B и IFNγ 36 

Статистический анализ ...................................................................................................... 36 

Глава 3. Результаты ......................................................................................................................... 37 

Определение оптимальных условий для выделения стресс-индуцированной изоформы 

HSP70 ................................................................................................................................... 37 

Анализ взаимодействия потенциальных иммунных рецепторов с HSP70 ................... 38 

Определение ключевых гомологов HSP в раковых заболеваниях ................................ 39 



3 

 

Анализ иммунных клеток в периферической крови и костном мозге первичных пациентов 

с лимфомой Ходжкина  и неходжкинскими лимфомами ............................................... 42 

Анализ внутриклеточных и внеклеточных HSP90β, TRAP1 и STIP1 в лимфоцитах 

периферической крови и костного мозга первичных пациентов с ЛХ и НХЛ ............ 43 

Анализ В-клеточной клональности периферической крови и костного мозга первичных 

пациентов с ЛХ и НХЛ ...................................................................................................... 45 

Анализ внутриклеточных и внеклеточных HSP, PD-1 и CTLA-4 в активированных Т 

клетках первичных пациентов с индолентными и агрессивными типами B-клеточных 

лимфом ................................................................................................................................ 46 

Влияние комбинированной блокировки HSP90 и иммунных контрольных точек на 

дегрануляцию Т клеток in vitro ......................................................................................... 47 

Влияние блокировки HSP90 на внутриклеточные PD-1 и CTLA-4............................... 49 

Влияние блокировки HSP90 на NK-клеточную дегрануляцию и продукцию IFNγ у 

пациентов с B-клеточными лимфомами .......................................................................... 50 

Влияние анти-PD-1 иммунотерапии  на внутриклеточные и внеклеточные  HSP90 в 

лимфоцитах пациентов с рефрактерной и рецидивной лимфомой Ходжкина ............ 52 

Глава  4. Обсуждение ....................................................................................................................... 55 

Выводы ............................................................................................................................................... 59 

Благодарности ................................................................................................................................... 60 

Список цитируемой литературы ................................................................................................... 62 

Приложение 1 .................................................................................................................................... 83 

Приложение 2 .................................................................................................................................... 85 

Приложение 3 .................................................................................................................................... 87 

 

                                                     

 
 
 
 
 
 
 
 
 



4 

 

Список сокращений 
 

HSP – белок теплового шока  

GRP78/BiP -  белок регулируемый глюкозой 78; белок, связывающий иммуноглубулин 

HIF-1 - индуцируемый гипоксией фактор 1 

CDC – комплемент-зависимая цитотоксичность 

hnRNP-K -  гетерогенный ядерный рибонуклеопротеин К 

 

NBD -  нуклеотид-связывающий домен 

 

SBDα/β -  субстрат-связывающий домен 

 

NEF- фактор обмена нуклеотидов 

 

MDSC - супрессорные клетки миелоидного происхождения 

 

GzmB (Granzyme B)- гранзим B 

 

IFNγ - интерферон γ 

 

BAG -BCL2-ассоциированный атаноген 

 

IL-6 - Интерлейкин-6 

 

TNF- фактор некроза опухоли  

 

VEGF - фактор роста эндотелия сосудов 

 

TGF-β -трансформирующий фактор роста β 

 

PI3K/AKT- фосфатидилинозитол-3-киназа (PI3K)-серин/треонинпротеинкиназа (AKT) 

 

JNK- c-Jun N-концевая киназа 

 

STAT3- преобразователь сигнала и активатор транскрипции 3 

 

TRAP1 - белок 1, ассоциированный с рецептором фактора некроза опухоли 

STIP1/HOP -  HSP70/HSP90 организующий белок 

PD-1 – рецептор программируемой смерти клеток 

CTLA-4 – белок 4, ассоциированный с цитотоксическими Т лимфоцитами 

NK – натуральные киллеры 

NKT- натуральные киллеры Т клетки 

мо-ДК- дендритные клетки моноцитарного происхождения 
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MLR – смешанная лимфоцитарная реакция 

PBMC – мононуклеарные клетки периферической крови 

BM MNC - мононуклеарные клетки костного мозга 

PE –фикоэритрин 

TLR –Толл - подобные рецепторы 

DMSO – диметилсульфоксид 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

EV – внеклеточные везикулы 

CTD1 - С-концевой пептид-связывающий домен 1 

CAR T – Т клетки, модифицированные химерным антигенным рецептором 

MAPK – митоген-активируемая протеинкиназа 

ERK -  киназа, регулируемая внеклеточным сигналом 

HRS – клетки Ходжкина и Рида-Штернберга 

NF-κB – транскрипционный ядерный фактор каппа-цепи активированных В клеток 

BC – рак мочевого пузыря 

GC – рак желудка 

ССА – рак шейки матки 

COPD – хроническая обструктивная болезнь легких 

LC- рак легкого  

CRC- колоректальный рак 

PM - пневмония 

EC- рак пищевода 

кЛХ – классическая лимфома Ходжкина 

р/р – рецидивная или рефрактерная лимфома 

c-Myc – c-миелоцитоматоз 

EMT – эпителиально- мезенхимальный переход 

TME – микроокружение опухоли 

ЭПР – эндоплазматический ретикулум 

JDP – белки, содержащие J домен 
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НХЛ – неходжкинские лимфомы 

ДВККЛ - диффузная крупноклеточная В-клеточная лимфома 

 

ISRT - лучевая терапия пораженных мест 

 

АТГСК - аутологичная трансплантация гемопоэтических стволовых клеток; 

 

НЛХЛП - нодулярный вариант лимфомы Ходжкина с лимфоидным преобладанием 

 

ПТКЛ -  периферическая Т-клеточная лимфома 

 

ХЛЛ - хронический лимфоцитарный лейкоз 

 

ЛМЛ-  лимфома из малых лимфоцитов 

 

МКЛ - мантийноклеточная лимфома 

 

ПМВКЛ - первичная медиастинальная B-клеточная лимфома 

 

ФЛ – фолликулярная лимфома 

 

PB – периферическая кровь 

 

BM – костный мозг 

 

Hip - белок, взаимодействующий с Hsp70 

 

HSF  - фактор теплового шока 

 

CMA - шаперон-опосредованная аутофагия 

 

Bclaf1 - транскрипционный фактор 1, ассоциированный с B-клеточной лимфомой 2 

 

MAST1 - серин/треонинкиназа 1, ассоциированная с микротрубочками 

 

TPR - тетратрико-пептидные повторы 

 

АТФ/ATP - аденозинтрифосфат 

 

АДФ/ADP – аденозиндифосфат 

 

SDS-PAGE – электрофорез белков в полиакриламидном геле с додецилсульфатом натрия 

 

rhIL-2 – рекомбинантный человеческий интерлейкин -2 

 

FBS – эмбриональная бычья сыворотка 
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Введение 
 

Актуальность и степень разработанности темы исследования 

Молекулярные шапероны семейства белков теплового шока (HSP) являются одними из 

самых мультифункциональных белков, эффекты которых сопровождают раковые клетки на 

всех основных этапах их развития. Исследования, направленные на изучение эффектов HSP 

в подавлении клеточной смерти, стали основой для открытия и разработки нового типа 

лекарственных средств - ингибиторов HSP. Иммунологические эффекты HSP послужили 

основой для разработки различных иммунотерапевтических подходов.  

Иммуномодулирующие эффекты белков теплового шока не до конца изучены в патогенезе и 

терапии раковых заболеваний, в частности в лимфоме. Лимфома - это гетерогенный вид 

рака, который подразделяется на два основных типа, такие как лимфома Ходжкина и 

неходжскинские лимфомы. Клетки лимфомы создают сложное и уникальное 

иммуномодулирующее микроокружение, где воспалительные и стромальные клетки 

секретируют различные факторы для пролиферации и выживания опухолевых клеток. Хотя 

иммунологические подходы в лечении лимфомы показали многообещающие результаты, 

значительная часть онкологических больных не отвечает на лечение. Целью прецизионной 

иммунотерапии является определение правильного лечения для подходящего пациента  и  

предсказание наилучшего ответа пациента на точно настроенную персонализированную 

терапию, управляемую биомаркерами. Настоящая работа посвящена изучению роли HSP в 

качестве биомаркеров рака, а также исследованию иммуномодулирующего потенциала HSP 

в патогенезе и иммунотерапии лимфомы. Дальнейшее изучение иммунологических и 

протективных функций HSP в раковых заболеваниях может помочь в разработке более 

эффективной прецизионной иммунотерапии лимфомы.  

 

Цели и задачи исследования 

 

Целью настоящей работы являлось изучение молекулярных шаперонов семейства HSP и 

ко-шаперонов в патогенезе и иммунотерапии лимфомы. 

 

Основные задачи проекта: 

1. Определить ключевые и диагностически значимые HSP биомаркеры рака. 
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2. Исследовать содержание внутриклеточных и внеклеточных гомологов HSP в 

лимфоцитах периферической крови и костного мозга первичных пациентов с 

лимфомой Ходжкина и В-клеточными неходжкинскими лимфомами. 

3. Исследовать эффект активации на внутриклеточный и внеклеточный пул HSP в Т 

клетках периферической крови первичных пациентов с В-клеточными лимфомами. 

4. Изучить иммуномодулирующий потенциал белков HSP в иммунных клетках 

пациентов с B-клеточными лимфомами.    

5. Исследовать эффект анти-PD-1 иммунотерапии на содержание внутриклеточных и 

внеклеточных HSP в иммунных клетках пациентов с рефрактерной/рецидивирующей 

классической лимфомой Ходжкина.  

 

Объект и предмет исследования 

Объектом и предметом исследования являются белки теплового шока, их протективные и 

иммуномодулирующие эффекты в патогенезе и иммунотерапии лимфомы, а также их 

потенциальное использование в качестве биомаркеров рака.  

 

Научная новизна работы 

В ходе работы, был разработан метод по выявлению ключевых и диагностически значимых 

HSP биомаркеров рака. Разработанный метод был опубликован в специальной секции 

«Внедрение технологий искусственного интеллекта и машинного обучения в медицину» 

журнала Frontiers in Medicine (2021).   

Впервые было показано, что В лимфоциты имеют повышенное содержание HSP90β и STIP1 

у пациентов с лимфомой, в то время как блокировка PD-1 приводила к изменению 

внутриклеточного и внеклеточного пула HSP90 в лимфоцитах пациентов с резистентной 

формой лимфомы Ходжкина.  

Впервые было установлено, что у пациентов с В - клеточной лимфомой нарушено 

содержание внутриклеточных и внеклеточных HSP, иммунных контрольных точек (PD-1, 

CTLA-4) и STAT3 в активированных Т клетках. Кроме того, было показано, что блокировка 

HSP90 специфично ингибирует дегрануляцию NK клеток и продукцию IFNγ, тогда как 

комбинированная блокировка HSP90 и иммунных контрольных точек влияет на  

дегрануляцию активированных CD4
+
 и CD8

+ 
Т клеток у пациентов с В - клеточными 

лимфомами.  
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Теоретическая и практическая значимость работы 

Разработанный метод позволяет определить рак по содержанию HSP и ко-шаперонов в моче 

пациентов, что открывает новые возможности для потенциального использования HSP для 

диагностики рака.  

В ходе работы, было установлено, что уровень конститутивной изоформы HSP90 (HSP90β) 

различается между Т, B, NK и NKT клетками, предполагая, что различные типы иммунных 

клеток по-разному экспрессируют конститутивные гомологи HSP. Также было показано, что 

пациенты с В - клеточными лимфомами отличаются от здоровых доноров по содержанию 

внутриклеточных и внеклеточных гомологов HSP в активированных Т клетках. Блокировка 

HSP на дисрегулированных Т-клетках может быть многообещающей стратегией для лечения 

пациентов с лимфомой. 

 

Степень достоверности результатов 

Достоверность результатов, описанных в настоящей работе, заключается в проведенной 

теоретической работе, в выдвижении и проверке научных гипотез с использованием 

современных методов научных исследований, включая методы биоинформатики, 

биостатистики, а также критического анализа/сравнения полученных результатов с данными 

из мировой научной литературы. Все описанные в настоящей работе основные результаты 

прошли процесс ‘peer-review’ и опубликованы в международных рецензируемых журналах 

Q1 & Q2. 

 

Основные положения, выносимые на защиту 

1. Присутствие гомологов HSP90 в моче пациентов коррелирует с наличием у них 

ракового заболевания.  

2. Первичные пациенты с B-клеточными лимфомами имеют аберрантное содержание 

HSP90 и ко-шаперона STIP1 в В клетках периферической крови и костного мозга. 

Повышенный уровень HSP90 в В клетках периферической крови и костного мозга не 

связан с их злокачественным фенотипом. 

3. Содержание HSP, иммунных контрольных точек (PD-1 и CTLA-4) и STAT3 нарушено 

в активированных Т клетках  первичных пациентов с В-клеточными лимфомами.  

4. Модулирование содержания HSP90 может влиять на функции активированных Т и 

NK клеток первичных пациентов с В-клеточными лимфомами.  
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5. Иммунотерапия анти-PD-1 может изменять внутриклеточный и внеклеточный пул 

HSP90 в лимфоцитах пациентов с рецидивной или рефрактерной классической 

лимфомой Ходжкина. 

 

Личный вклад автора 

В основу данного проекта легла идея автора, получившая в 2020 году поддержку гранта 

РФФИ «Аспиранты» №20-315-90081.Экспериментальные данные, послужившие основой для 

публикации, получены автором самостоятельно за время аспирантуры. Исключение 

составляет ПЦР-анализ В-клеточной клональности, проведенный Никулиной Е.Е. (НМИЦ 

гематологии). Исключение также составляют результаты, полученные из публичных баз 

данных, которые указываются в соответствующем разделе настоящей работы. 

Планирование, интерпретация данных и подготовка статей к публикации проводились 

автором. Дополнительный вклад автора в работу заключался в рецензировании статей по 

HSP и раку для журналов Life Sciences, Translational Oncology, Heliyon и Oncology letters. 

Клонирование HSPA1A и выделение рекомбинантного белка HSP70 проводилось в 

Лаборатории Молекулярной Диагностики  ИБХ РАН под руководством к.б.н. Рязанцева 

Д.Ю. Техническая работа по молекулярному докингу проводилась к.б.н. Армеевым Г.А. 

(кафедра биоинженерии МГУ, Москва). Техническая работа по машинному обучению была 

проведена Норинхо Д.Д. (департамент статистики, Португалия). Сопровождение проекта со 

стороны клиники проводилось врачом-гематологом к.м.н. Мангасаровой Я.К. (НМИЦ 

гематологии, Москва).  

 

Апробация результатов и публикации 

 

Диссертация была апробирована на межлабораторном семинаре Отдела иммунологии ИБХ 

РАН 1 сентября 2022 года. Результаты работы отражены в 8 публикациях в журналах, 

индексируемых в международных системах цитирования (Web of Science, Scopus). 

Результаты работы были также представлены на международной конференции 2nd 

International Conference on Immunology and Vaccines, online, 6-7 августа 2021 года.  
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Глава 1. Обзор литературы 

 
 

Белки теплового шока (HSP) представляют собой молекулярные шапероны, 

играющие критическую роль в фолдинге и ремоделинге белков [1,2]. HSP подразделяются на 

несколько семейств, таких как HSP110, HSP90, HSP70, HSP40, шаперонины и HSPB [3]. HSP 

распределены по всей клетке, включая цитозоль, митохондрии и эндоплазматический 

ретикулум (ЭПР) [1,4]. При различных стрессах, HSP могут менять свое основное 

местоположение  внутри клетки и секретироваться во внеклеточную среду [5]. 

HSP играют важную роль в регуляции различных признаков рака, включая 

устойчивость к апоптозу, ангиогенез, инвазию, эпителиально-мезенхимальный переход  и 

иммунную эвазию (Рис. 1) [6]. Аберрантная экспрессия внеклеточных HSP наблюдалась у 

пациентов с различными опухолями и ассоциировалась с неблагоприятным клиническим 

прогнозом [7-9]. HSP также были обнаружены в плазме, моче, сыворотке онкологических 

больных [10]. 

HSP регулируют ключевые сигнальные каскады, включая c-миелоцитоматоз (c-Myc), 

преобразователь сигнала и активатор транскрипции (STAT3),  киназу, регулируемую 

внеклеточным сигналом (ERK), киназы семейства Src и фосфатидилинозитол-3-киназу 

(PI3K) [11]. В настоящее время,  проводятся клинические исследования различных 

ингибиторов HSP, иммунотерапевтических препаратов на основе HSP и биомаркеров HSP. 

Тем не менее, наши общие знания о функциях HSP в онкогенезе все еще ограничены. 

 
    

Рисунок 1. Белки теплового шока и признаки рака (с модификациями из работы 

Albakova, et al., 2020, Cells)[6]. HSP стимулируют рост опухоли, поддерживая развитие 

различных признаков рака. HSP участвуют в регуляции апоптоза, инвазии, ангиогенезе, 
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метастазирования, ЭМП, клеточном энергетическом метаболизме и опухолевом иммунитете. 

ЭМП, эпителиально-мезенхимальный переход; AIMP-DX2, многофункциональный белок 2, 

взаимодействующий с РНК-синтетазой, переносящей аминоацил (AIMP2), без экзона 2; HIF-

1, индуцируемый гипоксией фактор 1; CDC, комплемент-зависимая цитотоксичность; 

hnRNP-K, гетерогенный ядерный рибонуклеопротеин К. 

 

HSP и иммунная система 
 

Первоначальная связь HSP с иммунной системой возникла на основе наблюдений, 

которые показали, что HSP, полученные из опухоли, могут индуцировать опухоль-

специфический Т-клеточный ответ [12-15]. Дополнительные исследования показали, что 

иммуногенность белков HSP,  изолированных из опухоли, связана с их пептидами-

клиентами, что в дальнейшем привело к разработке различных вакцин на основе HSP  

[16,17,13,6,14,18]. 

HSP могут модулировать иммунный ответ посредством своей шаперонной 

активности. Например, белок регулируемый глюкозой 94 (GRP94), функционирует как 

шаперон для комплекса рецептора тромбоцитов гликопротеина Ib-IX-V (GPIb-IX-V), 

экспрессирующегося в тромбоцитах, мегариоцитах и некоторых линиях раковых клеток 

[19,20]. Нарушенная экспрессия GPIbα, субъединицы комплекса GPIb-IX-V, связана с 

трансформацией раковых клеток, устойчивостью к апоптозу и р53-зависимым старением 

[20,21]. GRP94 также является шапероном для стыковочного рецептора трансформирующего 

фактора роста β (TGFβ) - GARP [23,24]. Помимо функции шаперона, GRP94 также играет 

критическую роль в иммунной толерантности кишечной микробиоты [22,23]. Таким 

образом, GRP94 может поддерживать развитие опухоли, модулируя комплекс GPIb-IX-V, 

GARP и микробиоту кишечника. 

HSP также участвуют в презентации антигенов. Экзогенные комплексы HSP90-пептид 

могут кросс-презентироваться посредством MHC класса  I дендритными клетками, 

происходящими из костного мозга (BMDC) [24,25].  HSP90α-дефицитные BMDC были менее 

эффективными в кросс-презентации антигенов [28]. Помимо MHC класса I, HSP также 

играют важную роль в презентации антигена MHC класса II. В нескольких исследованиях 

сообщалось, что ингибитор HSP90 блокирует презентацию антигенов MHC класса II, в то 

время как конститутивная изоформа HSP70 (HSC70) способствует транслокации 

цитоплазматических антигенов [26,25,27]. 

HSP также участвуют в модуляции инфламмасомы Nod-подобного рецепторного 

белка 3 (NLRP3) [28].  NLRP3 инфламмасома была обнаружена в различных популяциях 
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иммунных клеток, включая макрофаги, дендритные клетки и CD4+ Т-клетки [29,30]. 

Погибающие опухолевые клетки выделяют АТФ, который запускает сборку NLRP3 

инфламмасомы, что приводит к секреции провоспалительных цитокинов, таких как IL-1β и 

IL-18  [30,31]. Было показано, что снижение HSP70 активирует NLRP3 инфламмасому, в то 

время как подавление HSP90 ингибирует инфламмасому [28,32]. Так как HSP90 необходим 

для активности комплекса IKK, ингибирование HSP90 также повлияет и на NF-κB [33,34,16]. 

 HSP также играют важную роль в регуляции фенотипа и функциональной активности 

NK- и Т-клеток. Ингибитор HSP90 подавляет экспрессию активирующих рецепторов и 

снижает цитотоксическую активность NK-клеток [35]. Ингибирование HSP90 влияет на 

уровень экспрессии мРНК CD2 и CD94 NK-клеток [35]. HSP90 регулирует поверхностную 

экспрессию критических антигенов (CD3, CD4, CD8, CD25), ко-стимулирующих молекул 

(CD40L, CD28) и Т-клеточного рецептора (TCR) αβ на Т-клетках [35,5]. Таким образом, 

ингибирование HSP90 подавляет поверхностные антигены на Т-клетках и нарушает 

пролиферацию Т-клеток и продукцию IFNγ  [35]. Интересно, что повышенная экспрессия 

CD69+/CD8+ Т-клеток наблюдалась у мышей, получавших ингибитор HSP90 (ганетеспиб) и 

анти-PD-L1 [36]. Ранние исследования показали, что ингибирование HSP90 повышает 

чувствительность раковых клеток к опосредованному Т-клетками уничтожению за счет 

активации  генов интерферон-индуцированного белка с тетратрикопептидными повторами 

(IFIT) [37]. Кроме того, комбинированная терапия ганетеспибом и анти-PD1 или анти-

CTLA4 улучшала выживаемость и противоопухолевый ответ у мышей, инокулированных 

опухолями MC38-gp100 [37]. Лечение ганетеспибом и анти-CTLA4 также увеличивало 

количество CD8+ T-клеток, усиливало продукцию IFNγ CD8+ T-клетками, увеличивало 

экспрессию хемокинов CXCL9, CXCL10 и уменьшало количество T-регуляторных клеток (T-

regs) [37]. Другие исследования показали, что ингибитор HSP90 может увеличивать 

количество CD8+ Т-клеток и снижать количество Т-регуляторных клеток  [38]. 

Помимо Т- и NK-клеток, HSP также участвуют в регуляции макрофагов. Моралес и 

соавторы (2014) показали, что у мышей с генетической делецией GRP94 в макрофагах 

наблюдалось снижение колита и онкогенеза толстой кишки, а также снижение экспрессии 

провоспалительных цитокинов, таких как IL-17, IL-23 и TNF-α [39]. Интересно, что 

блокировка гомолога ER HSP70 GRP78 повышала уровень моноцитарного хемотаксического 

белка 1 (MCP-1) в сыворотке, усиливало инфильтрацию макрофагов, а также снижала 

экспрессию CD47 у мышей с ксенотрансплантатом LCC9 [40].  

Высокая экспрессия различных HSP в крови ассоциирована с различными видами рака 

[41-44]. В нескольких исследованиях сообщалось, что опухолевые клетки могут 
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секретировать HSP во внеклеточную среду (Рис.2). Иммунные клетки, включая NK-клетки, 

Т-клетки, дендритные клетки (ДК), нейтрофилы и тромбоциты, также могут экспортировать 

HSP во внеклеточные везикулы (EV) [41]. В данном разделе будет рассмотрена роль 

внеклеточных HSP (eHSP) в регуляции различных компонентов иммунной системы. 

 
Рисунок 2. Высвобождение HSP во внеклеточную среду. HSP могут секретироваться во 

внеклеточное пространство различными путями. Слияние лизосомы или эндосомы с 

плазматической мембраной приводит к секреции внеклеточных HSP [8,45,46]. HSP также 

могут экспортироваться в экзосомы посредством слияния мультивезикулярных телец (MVB) 

с плазматической мембраной [47-50]. Шеддинг микровезикул/эктосом с поверхности также 

приводит к секреции внеклеточных HSP [51,8]. Взаимодействие HSP с 

глоботриослицерамидом или фосфатидилсерином обеспечивает закрепление HSP на 

мембране [52,53,5]. 

 

 

Макрофаги и дендритные клетки  

 

eGRP94 способствует созреванию дендритных клеток (ДК), повышая экспрессию 

молекул MHC класса II, CD83 и CD86 и усиливая продукцию IL-12 и TNF-α через Toll-

подобный рецептор 2 (TLR2) и TLR4 [54,55]. ДК, обработанные GRP94, полученные из 

опухоли, показали сильную противоопухолевую активность, опосредованную NK и CD8+ Т-

клетками [59]. Недавние исследования показали, что GRP94 экспрессируется на поверхности 

макрофагов М2, но не на М1 макрофагах [23]. При стрессе в эндоплазматическом 

ретикулуме (ER), макрофаги M2 понижают экспрессию GRP94 на поверхности и 

увеличивают секрецию eGRP94, что приводит к продукции воспалительных цитокинов, 

таких как IFNγ, IL-6, TNFα и IL-1β [23]. Также было показано, что ER стресс  усиливает 

взаимодействие GRP94 с комплементом C3 [56,23]. 
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При ER стрессе, GRP78 перемещается из ER на плазматическую мембрану [57,58]. 

GRP78 служит поверхностным рецептором для активированного α2-макроглобулина в 

макрофагах [59,60]. eGRP78 также подавляет MHC класса II и CD83 и повышает экспрессию 

B7-H3 и B7-H4 на ДК [61]. Таким образом, сверхэкспрессия eGRP78 ингибирует активацию 

ДК и способствует M2-подобной поляризации в макрофагах  [62]. Кроме того, ДК, 

обработанные GRP78, продуцируют высокий уровень IL-10, низкие уровни TNFα и оксида 

азота в ответ на липополисахарид (LPS) [61]. 

Подобно eGRP94, HSP60 стимулирует созревание ДК, продукцию IL-12, TNF-α, IL-1β 

через TLR4 и усиливает пролиферацию Т-клеток  [5,63]. HSP60 способствует 

фосфорилированию IκB, p38 MAPK, JNK, raf-1 и киназы, регулируемой внеклеточным 

сигналом (ERK) ERK1/2 в ДК [63]. Ранние исследования показали, что eHSP60 действует 

посредством TLR2 и TLR4 и индуцирует киназу JNK 1/2, p38, ERK 1/2 и IκB в макрофагах 

[64]. Подобно eHSP90 и eHSP60, eHSP70 также действует через TLR2 и TLR4 и активирует 

NF-κB, что приводит к продукции провоспалительных цитокинов дендритными клетками 

[65,5]. Интересно отметить, что HSP используют один и тот же механизм, как для 

иммуномодуляции ДК/макрофагов, так и для регуляции апоптоза и EMT, поскольку HSP70 

может также блокировать JNK, что приводит к ингибированию апоптоза, тогда как 

комплексы HSP70-пептид, выделенные из опухоли, способствуют EMT через p38 MAPK 

[66,67].  Было показано, что HSP70 может также подавлять LPS-индуцированную активацию 

NF-κB путем стабилизации фактора 6, ассоциированного с рецептором фактора некроза 

опухоли (TRAF6), в макрофагах, предполагая, что эффект HSP70 на NF-κB зависит от 

локализации HSP70 (внутриклеточные/внеклеточные) [68]. 

Было показано, что экзосомы, полученные из линии клеток HSP миеломы J558 с 

эндогенно экспрессированным опухолевым антигеном P1A и мембрано-связанным HSP70, 

индуцируют созревание ДК, что приводит к повышенной экспрессии молекул CD40, CD80 и 

продукции воспалительных цитокинов, включая IL-1β, IL -12, IFNγ и TNFα DCs [5,69]. 

Интересно, что eHSP27 ингибирует дифференцировку моноцитов в ДК и снижает 

экспрессию CD86 посредством TLR4-p38 MAPK [70]. Действуя через TLR4, eHSP110 также 

влияет на поляризацию макрофагов, способствуя образованию М2 макрофагов в 

микроокружении опухоли [71,72]. Такие М2 макрофаги способствуют ангиогенезу, 

прогрессированию опухоли и активации Т-хелперов 2 типа [71,72]. Гомолог HSP110, 

называемый GRP170, секретируемый клетками меланомы, стимулирует высвобождение 

TNFα и IL-1β ДК [73,74,5]. Примечательно, что нанофитины, нацеленные на HSP110, 
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ингибировали образование M2 макрофагов, в то время как комбинация нанофитина A-C2 и 

анти-PD-L1 уменьшала рост опухоли [72]. 

NK-клетки 

 

Стимуляция NK-клеток с помощью HSP70 или пептида TKD, полученного из HSP70, в 

сочетании с IL-2 или IL-15 усиливает цитолитическую активность NK-клеток [75,76]. Кроме 

того, мембрано-связанный HSP70 действует как структура распознавания для NK-клеток 

[77]. Адаптивный перенос ex vivo IL-2/TKD-стимулированных NK-клеток в сочетании с 

анти-PD-1 замедлял рост опухоли в сингенной мышиной модели глиобластомы  [78]. Также 

было показано, что NK-клетки, стимулированные TKD, мигрируют к HSP70-мембрано-

положительным опухолям [79]. Кроме того, ко-экспрессия HSP70 и ко-шаперона, 

ассоциированного с BCL2, атаногена 4 (BAG4) на опухолевых экзосомах стимулировала 

миграцию и цитолитическую активность в NK-клетках [80]. Также было показано, что HSP-

содержащие экзосомы, секретируемые опухолевыми клетками в ответ на противораковые 

препараты, индуцируют цитолитическую активность NK-клеток и секрецию гранзима B [81]. 

Кроме того, у пациентов, завершивших химиотерапию, на поверхности NK-клеток 

наблюдалась высокая экспрессия гомолога ER HSP70 GRP78 [82]. 

eGRP94 может также активировать NK-клетки через APC, избирательно усиливая 

продукцию цитокинов NK-клетками [83]. Было показано, что иммунизация GRP94, 

выделенным из опухоли, увеличивает количество NK-клеток в периферической крови 

больных раком [84,5]. Напротив, секретируемый опухолью GRP78 ингибировал активацию 

NK-клеток [62]. Было показано, что анти-GRP78 антитело, называемое PAT-SM6, 

увеличивает количество NK-клеток у пациентов с рецидивирующей/рефрактерной 

множественной миеломой [85]. Дейди и соавторы (2017) продемонстрировали, что антитела 

против GRP78 ингибируют пролиферацию клеток и индуцируют апоптоз в клеточных 

линиях немелкоклеточной карциномы легкого и глиобластомы [86]. В 2021 году было 

разработано новое нанотело под названием V80, которое специфически нацелено на 

поверхностный GRP78, тем самым поддерживая разработку поверхностных нанотел, 

нацеленных на GRP78 [87]. Также было показано, что аутоантитела против GRP78, 

выделенные из сыворотки больных раком, взаимодействуют с клетками, экспрессирующими 

GRP78, что приводит к увеличению клеточной пролиферации и прокоагулянтной активности 

тканевого фактора  [88,89]. 
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Т-клетки 

 

eGRP94, eHSP70 и eGRP170 облегчают кросс-презентацию рестриктированных 

пептидов MHC класса I, эффективно праймируя CD8+ T-клетки [90-93]. Интересно, что, 

хотя eGRP94 также способствует презентации МНС класса II-рестриктированных эпитопов, 

что приводит к пролиферации CD4+ T-клеток. Однако, эти CD4+ T-клетки неспособны 

секретировать цитокины IFNγ или IL-4 [90]. eGRP94 усиливает пролиферацию и экспрессию 

IL-10, трансформирующего фактора роста – β1 (TGF-β1) и Foxp3 в Т-регуляторных клетках 

посредством активации TLR2/TLR4-зависимой передачи сигналов NF-κB [94]. Также было 

показано, что экспрессия другого гомолога HSP90, HSP90α, на поверхности аутофагосом, 

высвобождаемых опухолевыми клетками, индуцирует секрецию IL-6 CD4+ T-клетками через 

TLR2-опосредованную передачу сигналов NF-kB, где аутокринный IL-6 дополнительно 

способствует секреции IL-10 и IL-21 CD4+ T-клетками посредством STAT3 [95,5]. 

eHSP70 индуцирует экспрессию IFNγ, IL-6 и IL-8 CD4+T-клетками и IL-8 CD8+ T-

лимфоцитами, а при стимуляции IL-12 также индуцирует секрецию гранзима B  CD4+ и 

CD8+ T-лимфоцитами [96,5]. Подобно eGRP94, eHSP70 способствует секреции IL-10, TGF-

β, фосфорилированию PI3K/AKT, JNK и p38 MAPK в Т-регуляторных клетках [97].  Было 

показано, что Т-клетки, культивированные с GRP78-стимулированными ДК, усиливают 

экспрессию CD4
+
CD25

high
CD27

high
 и цитотоксического Т-лимфоцитарного антигена 4 (CTLA-

4), в то время как  увеличение Foxp3 не наблюдалось  [98]. В совокупности эти исследования 

показывают, что HSP могут не только напрямую модулировать функцию T регуляторных 

клеток, но и через ДК. 

eHSP60, секретируемые опухолевыми клетками, стимулируют высвобождение 

иммуносупрессивных цитокинов и хемокинов во внеклеточную среду [99,100,5]. Кроме 

того, апоптотические опухолевые клетки также экспрессируют eHSP60 и eHSP70, которые 

способствуют образованию цитотоксических Т-клеток [101,5]. HSP60-стимулированные ДК 

могут также активировать Т-клетки, что приводит к секреции IFNγ [63]. Напротив, Т-клетки, 

предварительно стимулированные HSP60, ингибируют несколько факторов транскрипции, 

включая T-bet, NFATp и NF-kB, и активируют фактор транскрипции GATA-3, тем самым 

ингибируя секрецию IFNγ и TNFα и повышая регуляцию IL-10, IL-4 и IL-13 (Рис 3) [102,5]. 

HSP60 также может презентироваться активированными Т-клетками антиэрготипическим Т-

регуляторным клеткам в контексте MHC, что приводит к секреции IFNγ и TGF-β1 

антиэрготипическими Т-клетками [103,104,5]. 
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Рисунок 3. Внеклеточная иммунная сеть HSP60 (из работы Albakova, et al., 2021, Frontiers in 

Immunology)[5]. (A) HSP60 индуцирует созревание ДК и секрецию воспалительных 

цитокинов [63,103,105]. (B) eHSP60 подавляет Th1-ассоциированные факторы транскрипции 

(T-bet, NF-kB, NFATp) и активирует GATA3, что приводит к снижению секреции TNF-α и 

IFN-γ и увеличению секреции IL-10, IL-4, IL -13 [102]. Активированные Т клетки могут 

презентировать HSP60 посредством MHC анти-эрготипическим Т клеткам, что приводит к 

продукции IFNγ и TGFβ1 анти-эрготипическими Т регуляторными клетками [104]. (C) HSP60 

активирует В клетки через сигнальный путь TLR4-MyD88, что приводит к продукции IL-10, 

IL-6 и IgG3 [106]. TLR4, Toll-подобный рецептор 4; NO, оксид азота, CD40L; лиганд CD40; 

TCR, Т-клеточный рецептор; MHC II, главный комплекс гистосовместимости; IgG3, 

иммуноглобулин G3; Nf-кВ; ядерный фактор каппа В; NFAT, ядерный фактор 

активированных Т клеток. 

 

В-клетки 

 

eGRP78 повышает экспрессию молекул CD19+, PD-L1 и FasL и продукцию IL-10 в В-

клетках [107]. Кроме того, В-клетки, предварительно стимулированные GRP78 и анти-CD40, 

ингибируют пролиферацию Т-клеток, что позволяет предположить, что eGRP78 может 

способствовать регуляторному фенотипу В-клеток [107,5].  

Интересно, что B-клетки, стимулированные HSP60, усиливают экспрессию MHC 

класса II, CD86, CD40 и CD69, продуцируют высокий уровень IL-10 и IL-6 посредством 

TLR4-MyD88 [106]. Более того, эти HSP60-стимулированные В-клетки индуцируют 

пролиферацию и усиливают продукцию IFNγ и IL-10  Т-клетками [106]. 

HSP и лимфома 
 

 Лимфома представляет собой гетерогенный тип рака, подразделяющийся на два 

основных субтипа, такие как лимфома Ходжкина (ЛХ) и неходжкинская лимфома 

(НХЛ)[108]. В онкологических исследованиях стратегии лечения лимфомы отличаются от 

других раковых заболеваний, поскольку выбор лечения в значительной степени основан на 
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результатах, полученных в ходе проспективных клинических испытаний [108]. Стандартная 

схема лечения включает в себя химиотерапию и лучевую терапию для лечения пациентов с 

ЛХ и химиотерапию в сочетании с анти-CD20-антителами для пациентов с НХЛ [108,109]. 

Несмотря на то, что уровень клинического ответа высок, токсичность, связанная с лечением, 

такая как индукция второго злокачественного новообразования и кардиотоксичность, 

вызывает серьезную озабоченность [108]. После первоначального лечения у 10-30% 

пациентов с лимфомой развивается рефрактерное или рецидивное (р/р) заболевание, которое 

лечится высокодозной химиотерапией с последующей аутологичной трансплантацией 

гемопоэтических стволовых клеток (АТГСК) [108,109]. Общая цель существующих и новых 

методов лечения ЛХ и НХЛ состоит в лечении заболевания и минимизации токсичности, 

связанной с терапией [108,109]. Текущие методы лечения пациентов с лимфомой 

представлены в Таблице 1. Недавно одобренные методы лечения подтипов р/р ЛХ и НХЛ 

включают конъюгат анти-CD30 антитело-лекарственное средство брентуксимаб ведотин, 

ингибиторы PD-1 (пембролизумаб и ниволумаб), ингибиторы тирозинкиназы Брутона 

(ибрутиниб и акалабрутиниб), ингибиторы фосфоинозитид-3-киназы γ и/или δ (иделалисиб, 

копанлисиб и дювелисиб) и Т-клеточную терапию химерным антигенным рецептором (CAR) 

CD19 (тисагенлеклеуцел и аксикабтаген цилолеуцел) (Таблица 1) [108-110]. 

Лимфома Ходжкина (ЛХ) представляет собой В-клеточную лимфому, подразделяемую 

на классическую ЛХ (кЛХ) и нодулярный вариант лимфомы Ходжкина с лимфоидным 

преобладанием (НЛХЛП) [108]. Гистологически кЛХ делится на четыре типа: нодулярный 

склероз (NSHL), смешанно-клеточный (MCHL), богатый лимфоцитами (LRHL) и 

лимфоидное истощение (LDHL)[108]. 

 

Таблица 1. Стратегии лечения ЛХ и НХЛ 

        Лимфома Ходжкина 

Тип лимфомы   Стандартный режим лучения  

кЛХ Химиотерапия + ISRT [108,111,1

12] 

р/р кЛХ Высокодозная химиотерапия +АТГСК [108,112-

115] 

НЛХЛП Ритуксимаб [111,116] 

               Новые препараты  

кЛХ, включая р/р кЛХ Брентуксимаб ведотин  [108,111,1

17] 

Ниволумаб [111,118] 

Пембролизумаб [111,119] 

    Неходжкинские лимфомы 

   Стандартный режим лечения  

НХЛ, включая р/р НХЛ Ритуксимаб+химиотерапия [109] 

 Леналидомид+Ритуксимаб [109] 
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Высокодозная химиотерапия +АТГСК [109] 

    Новые препараты  

ПТКЛ Брентуксимаб ведотин [120] 

ХЛЛ/ЛМЛ Ибрутиниб+ Ритуксимаб [121,122] 

ХЛЛ/ЛМЛ; МКЛ Акалабрутиниб [123-128] 

ФЛ и ЛМЛ Иделалисиб [129] 

 ФЛ Копанлисиб [130] 

р/р ХЛЛ/ЛМЛ Дувелисиб [131] 

р/р  ПМВКЛ Пембролизумаб [132,133] 

р/р ДВККЛ Тисагенлеклейсел [134] 

р/р ДВККЛ Акситабтаген силолейсел [135,136] 

 ISRT, лучевая терапия пораженных мест; АТГСК, аутологичная трансплантация 

гемопоэтических стволовых клеток; кЛХ, классическая лимфома Ходжкина; 

НЛХЛП, нодулярный вариант лимфомы Ходжкина с лимфоидным 

преобладанием; р/р, рефрактерное или рецидивное заболевание; ПТКЛ, 

периферическая Т-клеточная лимфома; ХЛЛ, хронический лимфоцитарный 

лейкоз (ХЛЛ); ЛМЛ, лимфома из малых лимфоцитов; МКЛ, мантийноклеточная 

лимфома; ПМВКЛ, первичная медиастинальная B-клеточная лимфома. 

 

кЛХ характеризуется наличием злокачественных клеток Ходжкина и Рида-Штернберга 

(HRS), которые составляют ~ 1% опухолевой массы [137]. Большая часть инфильтрата, 

окружающего клетки HRS, представлена различными типами иммунных клеток, такими как 

дендритные клетки, макрофаги, лимфоциты, тучные клетки, нейтрофилы, эозинофилы и 

фибробласты, которые формируют микроокружение опухоли (TME) [137,108]. Несмотря на 

то, что клетки HRS - это В клетки, происходящие из зародышевого центра (GC), они 

представляют иммунофенотип, который не ассоциируется ни с какими известными клетками 

гемопоэтического происхождения (Рис. 4) [138]. В частности, клетки HRS редко 

экспрессируют типичные маркеры линии В клеток, такие как CD19, CD20, CD22, CD79, 

CD79B, но экспрессируют маркеры дендритных клеток (CD83), миелоидные маркеры (CD15) 

и маркеры Т клеток (CD2, CD3, CD4) [108,138-140]. Кроме того, члены семейства факторов 

некроза опухоли, такие как CD30 и CD40, экспрессируются на клетках HRS [139]. 

Микроокружение кЛХ состоит из вариабельной клеточности, которая различна для каждого 

подтипа кЛХ [108]. NSHL богат фибробласто-подобными клетками и фиброзом, MCHL 

состоит из В клеток, Т клеток, нейтрофилов, гистиоцитов, плазматических клеток и тучных 

клеток; LRHL характеризуется клетками HRS, окруженными В клетками мантийной зоны и 

гистиоцитами, тогда как LDHL преимущественно состоит из CD4+ Т клеток, гистиоцитов и 

фиброза [108]. 
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Рисунок 4. Микроокружение опухоли при ЛХ (из работы Albakova et al., 2021, Frontiers in 

Immunology)[11]. Клетки HRS окружены иммунными и стромальными клетками. Иммунные 

клетки секретируют цитокины, члены семейства некроза опухоли (CD40L, CD30L) и другие 

молекулы (APRIL, BAFF), которые связываются с белками на поверхности клеток HRS, 

способствуя росту и выживанию клеток [108,141]. Клетки HRS экспрессируют различные 

маркеры В клеток, Т клеток, миелоидные маркеры, маркеры дендритных клеток [138]. Для 

того чтобы избежать противоопухолевый иммунный ответ, клетки HRS экспрессируют PD-

L1 [139]. Клетки HRS экспрессируют Fas, но уклоняются от FasL-опосредованного апоптоза 

за счет сверхэкспрессии c-FLIP [139,142,143]. Клетки HRS экспрессируют FasL, что 

приводит к апоптозу Fas-экспрессирующих NK клеток [142,144]. Шапероны HSP и их ко-

шапероны высоко экспрессируются в клетках HRS, что дополнительно способствует 

иммуносупрессивному TME [145,146]. HRS, клетки Ходжкина и Рида-Штернберга; BCMA, 

антиген созревания В клеток; APRIL, лиганд, индуцирующий пролиферацию; BAFF, фактор 

активации В клеток; PD-L1, лиганд 1 запрограммированной смерти; CD30L, лиганд CD30; 

CD40L, лиганд CD40; CCL5, CC-хемокиновый лиганд 5; IL-3R, рецептор интерлейкина-3; 

TACI, интерактор трансмембранного активатора и модулятора кальция и лиганда 

циклофилина; HSP, белок теплового шока; МСК, мезенхимальные стромальные клетки; 

mBAFF, мембраносвязанный фактор активации В клеток; MHC II, главный комплекс 

гистосовместимости, класс II; HLA-E/G, человеческий лейкоцитарный антиген-E/G; 

KIR2DL4, член семейства иммуноглобулиноподобных рецепторов клеток-киллеров; c-FLIP, 

клеточный белок, ингибирующий FLICE; cHL, классическая лимфома Ходжкина; NK клетки, 

естественные клетки-киллеры. 

 

В дополнение к уникальному иммунофенотипу и множеству нерегулируемых сигнальных 

путей, клетки HRS экспрессируют высокий уровень HSP. Hsu et al. исследовали экспрессию 

HSP в фиксированных формалином и залитых парафином тканях, полученных от пациентов 

с различными подтипами кЛХ [146]. Высокая цитоплазматическая экспрессия HSP90 и 

HSP60 в клетках HRS была обнаружена в NSHL, MCHL, LRHL и LDHL [146]. Напротив,  не 

было обнаружено экспрессии белка HSP27 в клетках HRS при LRHL, а в LDLH уровень 

HSP27 был низким, в то время как у 20% пациентов с NSHL и MCHL была обнаружена 

высокая экспрессия HSP27 [146]. Позже, Santon et al. использовали тканевый микрочип для 
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анализа иммуногистохимической экспрессии HSP в клетках HRS у пациентов с кЛХ [145]. 

Более чем у 90% пациентов с кЛХ в клетках HRS была обнаружена высокая 

цитоплазматическая экспрессия HSP60, HSP10, HSP90 и CDC37, ядерный HSF1, тогда как 

HSP110 показал высокую экспрессию в ядре и цитоплазме клеток HRS [145]. Положительное 

цитоплазматическое окрашивание HSP70 и цитоплазматическая/ядерная экспрессия HSP40 

наблюдались у 78% пациентов с кЛХ, тогда как у 54% была положительная 

цитоплазматическая экспрессия HSP27 [145]. Экспрессии HSP90 и HSP70 положительно 

коррелировали с экспрессией их ко-шаперонов CDC37 и HSP40, соответственно [145]. 

Также, экспрессия HSP40 положительно коррелировала с экспрессией p53, каспазой 9 и 

клеточным FLICE-ингибирующим белком (c-FLIP), тогда как экспрессия HSP70 

коррелировала с экспрессией каспазы 3 [145]. В другом исследовании, высокая 

цитоплазматическая экспрессия HSP60 наблюдалась в клетках HRS в 100% случаев в типах 

NSHL и MCHL [147]. 

Неходжкинские лимфомы (НХЛ) включают в себя В-, Т- и NK-клеточные лимфомы 

[148]. НХЛ подразделяют на индолентные (медленнорастущие) и агрессивные 

(быстрорастущие) лимфомы. Наиболее распространенной индолентной лимфомой является 

фолликулярная лимфома (ФЛ), в то время как другие медленнорастущие подтипы включают 

лимфому маргинальной зоны (МЗЛ), хронический лимфоцитарный лейкоз (ХЛЛ)/лимфома 

из малых лимфоцитов (ЛМЛ) и лимфоплазмоцитарную лимфому [149]. Наиболее 

распространенный агрессивный подтип НХЛ представлен диффузной крупноклеточной В-

клеточной лимфомой (ДВККЛ), в то время как другие агрессивные подтипы лимфомы 

включают мантийноклеточную лимфому (МКЛ), лимфому Беркитта  и первичную выпотную 

(эффузионную) лимфому [149]. 

Различные члены семейства HSP показали высокую экспрессию при НХЛ.  Valbuena et al. 

сообщали об умеренной или сильной цитоплазматической экспрессии HSP90 в 100% случаев 

у пациентов с лимфомой Беркитта, 61% пациентов с ФЛ, 59% с ДВККЛ, 38% с 

экстранодальными МЗЛ,33 % случаев с ХЛЛ/ЛМЛ и 30 % случаев с лимфоплазмоцитарной 

лимфомой  [150]. Слабая цитоплазматическая экспрессия HSP90 наблюдалась в 43% случаев 

экстранодальной В-клеточной лимфомы маргинальной зоны лимфоидной ткани, 

ассоциированной со слизистой оболочкой  [150]. У пациентов с Т-клеточной лимфомой 

наблюдалась умеренная/сильная цитоплазматическая экспрессия HSP90  [150]. HSP60 также 

продемонстрировал высокую экспрессию при ДВККЛ и высокодифференцированной ФЛ, 

тогда как HSP60 не был обнаружен при низкодифференцированной ФЛ [147]. NK/T-
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клеточные лимфомы показали положительную цитоплазматическую экспрессию HSP60 

[147]. 

Недавние исследования подчеркнули роль HSP110 в агрессивных подтипах В-клеточных 

НХЛ, таких как ДВККЛ и лимфома Беркитта (ЛБ) [151]. Инактивация HSP105/HSPH1 

приводила к подавлению c-Myc и Bcl-6 [151]. Было показано, что HSP105 взаимодействует с 

c-Myc и Bcl-6 в ядре клеток ДВККЛ и ЛБ, что предполагает что HSP105 может быть 

шапероном как для c-Myc, так и для Bcl-6 [151]. 

В 2022 году были проведены клинические испытания  II фазы для оценки безопасности и 

эффективности ингибитора HSP90 AUY922 у пациентов с р/р ДВККЛ и периферической Т-

клеточной лимфомой (ПТКЛ) [147]. В исследование было включено 14 пациентов с ДВККЛ 

и 6 с ПТКЛ,  где 1 пациент с ДВККЛ достиг полного ответа (ПО) и 1 пациент с ПТКЛ достиг 

частичного ответа [152]. Побочные эффекты, связанные с лечением, включали утомляемость, 

нарушение зрения (которое было полностью обратимым), и анемию [152]. Несколько 

исследований по оценке комбинации ингибиторов HSP90 с химиотерапевтическими 

препаратами, такими как флударабин, доксорубицин, цитарабин, мелфалан или ингибиторы 

HDAC, продемонстрировали многообещающие результаты при онкогематологических 

заболеваниях [152-156]. Таким образом, подтипы НХЛ имеют высокую экспрессию 

специфических членов семейства HSP, однако использование комбинаторного подхода у 

пациентов с НХЛ требует дальнейшего изучения. 

                                               HSP и иммунотерапия рака 
 

Различные виды иммунотерапии, в том числе токсины Коли, бациллы Кальметта-

Герена, высокие дозы интерферона альфа-2b, интерлейкина-2 (IL-2), противораковые 

вакцины, ингибиторы контрольных точек и химерные антигенные рецепторы (CAR) Т-

клетки улучшили возможности лечения онкологических больных [157-161]. Подходы, 

основанные на иммунотерапии, продемонстрировали многообещающие результаты и 

улучшили клинические исходы у онкологических больных [162]. Некоторые из этих 

иммунных подходов также включают использование белков HSP. В данном разделе 

рассматривается эффективность HSP вакцин, участие HSP в адоптивной T/NK-клеточной 

терапии и использование ингибиторов HSP в сочетании с ингибиторами иммунных 

контрольных точек. Дальнейшее понимание того, как HSP модулируют различные 

иммунные ответы в контексте иммунотерапии на основе HSP, может стать основой для 

разработки более безопасных и эффективных подходов к лечению раковых больных. 
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HSP вакцины 

 

В 1986 г. Ульрих и коллеги изолировали опухоль-специфический антиген, который они 

идентифицировали как HSP90 шаперон [15]. Другая группа исследователей 

идентифицировала антиген отторжения опухоли в саркомах Meth A и CMS5, который позже 

был признан гомологом ER HSP90 GRP94/gp96 [163,16,164,165]. Было показано, что в 

отличие от нормальных тканей иммунизация мышей препаратами HSP, извлеченными из 

опухолей, вызывает противоопухолевый ответ [91,166,16]. Комплексы HSP-пептид, 

выделенные из опухолевых клеток, взаимодействуют с антиген презентирующими клетками 

(APC), что приводит к последующей активации CD8+ Т-клеток [166,14,167]. Способность 

комплексов HSP-пептид стимулировать защитный противоопухолевый иммунный ответ 

привела к разработке HSP вакцин. В настоящее время несколько вакцин HSP проходят 

клинические испытания. Новый подход был предложен  Ямазаки et al., которые разработали 

секретируемую форму ER HSP90, гомолога gp96, где сигнал удержания ER gp96 был заменен 

Fc-доменом мышиного IgG1  [168]. Иммунизация мышей опухолевыми клетками, 

секретирующими gp96-Ig, приводила к CD8+T-зависимому отторжению опухоли in vivo 

[168,169]. Впоследствии были проведены клинические исследования фазы I (NCT00503568) 

и фазы II (NCT02117024) для оценки безопасности и эффективности вакцины gp96-Ig под 

названием HS110 у пациентов с немелкоклеточной карциномой легкого (НМРЛ). Кроме того, 

комбинированная терапия HS-110 и PD-1 ингибитором также оценивалась в клинических 

испытаниях (NCT02439450). Предварительные данные показали, что комбинированное 

лечение HS-110 и ингибитором PD-1 хорошо переносилось пациентами с запущенной 

аденокарциномой легкого [170]. HS-110 в сочетании с Ниволумабом приводил к увеличению 

общей выживаемости у пациентов с PD-L1+ с распространенным НМРЛ [171]. 

Кране и соавторы использовали аутологичный изолированный из опухоли gp96 для 

иммунизации пациентов с рецидивирующей глиобластомой [172]. До операции и после 

вакцинации лейкоциты периферической крови (ЛПК) повторно стимулировали либо 

аутологичной вакциной gp96 (agp96), либо рекомбинантной вакциной gp96 (rgp96) [172,173]. 

Результаты показали, что agp96 индуцирует 14,1-кратное увеличение экспрессии IFNγ [37]. 

Также стоит отметить, что респондеры показали лучшую выживаемость и имели 

увеличенное количество периферических NK-клеток и ослабленную частоту регуляторных 

Т-клеток CD4+CD25+ FoxP3+ [172]. Блох и коллеги оценили эффективность аутологичного 

препарата gp96, полученного из опухоли, в сочетании со стандартной терапией у пациентов с 

глиобластомой в исследовании II фазы [174]. Вакцинация препаратом gp96 в сочетании со 
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стандартной лучевой и химиотерапией улучшала выживаемость пациентов с низкой 

экспрессией PD-L1 [174]. В другом исследовании ДК, примированные gp96 опухолевого 

происхождения, вызывали сильный противоопухолевый эффект, который в значительной 

степени зависел от CD8+ Т- и NK-клеток [175]. Вакцинация другим шапероном ER 

GRP170 также показала многообещающие результаты на моделях мышей. Иммунизация 

мышей аутологичным GRP170, полученным из опухоли, подавляла рост опухоли и 

уменьшала метастазы [92]. Мыши, иммунизированные B16F10-grp170, показали сильный 

опухолеспецифический цитотоксический Т-клеточный ответ, предполагая, что 

использование комплексов ER HSP-пептид может быть эффективным для разработки 

противораковых вакцин [92]. 

Помимо ER HSP, цитозольные члены HSP также использовались для разработки 

вакцины на основе HSP. Комплексы HSP70-пептид, полученные из слияния опухолевых 

и ДК, показали повышенную иммуногенность по сравнению с препаратом, полученным 

только из опухолевых клеток [18]. 

Гранер и коллеги продемонстрировали, что вакцина с несколькими шаперонами, 

называемая «богатый шаперонами клеточный лизат» (CRCL), которая содержит ER и 

цитоплазматические HSP, активирует ДК, что приводит к высокой экспрессии CD40, 

MHC класса II и высвобождению IL-12 и индукции мощных противоопухолевый Т-

клеточный ответ [176,177]. В другом исследовании было показано, что CRCL-

стимулированные ДК усиливают экспрессию CD70, iNOS, NF-kB и фосфорилирование 

STAT1, STAT5, ERK1/2 и AKT [178]. Соответственно, делеция шаперонов (HSP70, 

HSP90, gp96 и кальретикулин) из CRCL снижало способность ДК стимулировать Т-

клетки [177,176]. Зенг и коллеги продемонстрировали, что CRCL индуцирует секрецию 

провоспалительных цитокинов и хемокинов NK-клетками [179]. Другая вакцина с 

несколькими шаперонами (mHSP/пептидная вакцина), которая содержит несколько HSP, 

включая HSP60, HSP70, HSP110 и gp96, также была предложена в качестве 

противораковой вакцины. Иммунизация мышей mHSP/пептидной вакциной, полученной 

из клеток саркомы S180, в сочетании с циклофосфамидом и IL-12 ослабляла рост 

опухоли и улучшала выживаемость [180]. Недавно та же исследовательская группа 

показала, что вакцина mHSP/пептид, полученная из опухолей, вызывает более сильный 

противоопухолевый ответ, чем вакцина gp96/пептид [181]. Кроме того, комбинация 

mHSP/пептидной вакцины с ингибитором PD-L1 увеличивала продукцию IFNγ, TNF-α, 

IL-2 и IL-10 на 14-й день, хотя влияние на IFNγ, IL-2 и IL-10 уменьшалось. на 28-й день 

[181]. 
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HSP и иммунные контрольные точки 

 

В 2011 году FDA одобрило первый ингибитор иммунных контрольных точек под 

названием Ипилимумаб, антитело, которое ингибирует связывание антигена 4 

цитотоксических Т-лимфоцитов (CTLA4) с молекулами CD80 и CD86, для лечения 

пациентов с меланомой на поздних стадиях  [160,182]. Несколько лет спустя были одобрены 

антитела против запрограммированной смерти-1 (PD-1), такие как ниволумаб и 

пембролизумаб, и анти-PD-L1, а именно атезолизумаб и дурвалумаб [11,183]. В настоящее 

время применяются различные комбинированные методы лечения, нацеленные на 

костимулирующие иммунные контрольные точки, включая глюкокортикоид-

индуцированный белок, родственный семейству рецепторов TNF (GITR), OX40, 4-1BB, 

индуцируемый Т-клеточный костимулятор (ICOS) и коингибирующие иммунные 

контрольные точки, такие как CTLA4, PD-1, ген 3 активации лимфоцитов (LAG3), Т-

клеточный иммуноглобулин и домен муцина, содержащий 3 (TIM-3), Т-клеточный 

иммуноглобулин и домен ингибирующего мотива на основе тирозина иммунорецептора 

(TIGIT), а также В- и Т-клеточный лимфоцит аттенюатор (BTLA), оцениваются в 

клинических испытаниях [160]. Влияние появляющихся комбинированных иммунных 

контрольных точек на экспрессию HSP пока неизвестно и требует дальнейшего изучения. 

Недавно было показано, что ингибитор HSP90 подавляет поверхностный PD-L1 [36]. 

Механически, сайленсинг HSP90 ингибирует c-Myc и преобразователь сигнала и активатор 

транскрипции 3 (STAT3), что приводит к подавлению PD-L1 на клеточной поверхности [36]. 

Также было показано, что нуклеофосмин/киназа анапластической лимфомы (NPM/ALK) 

способствует экспрессии PD-L1 посредством активации STAT3 [184]. Кроме того, 

ингибирование сплайсированной формы кошаперона HSP90 FKBP51 также снижает 

экспрессию PD-L1 при глиоме [185]. Следовательно, HSP90 может модулировать 

поверхностную экспрессию PD-L1 посредством регуляции его клиентов (c-Myc и NPM/ALK) 

и его кошаперонов. Это было дополнительно подтверждено обнаружением того, что 

ингибирование стресс-индуцируемого гомолога HSP90, HSP90α, повышает чувствительность 

иммунорезистентных опухолевых клеток к терапии анти-PD-1 [186]. Комбинация 

ингибитора HSP90 с анти-PD-L1, анти-PD-1 или анти-CTLA4 улучшала противоопухолевый 

эффект в моделях на мышах [187,188]. Комбинированное использование ингибитора HSP90 

с ингибиторами PD-L1 или CTLA4 увеличивало количество CD69+/CD8+ Т-клеток [36,188]. 

Помимо CD8+ Т-клеток, комбинация ингибитора HSP90 с анти-CTLA4 также повышала 

экспрессию CXCL9, CXCL10 и подавляла экспрессию Т-регуляторных клеток [188].  
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Гомологи HSP70 также участвуют в регуляции иммунных контрольных точек. 

Недавнее исследование показало, что ингибирование GRP78 снижает экспрессию PD-L1 при 

раке молочной железы [189]. Кроме того, GRP78 играет важную роль в регуляции 

контрольной точки врожденного иммунитета CD47, высокая экспрессия которой 

коррелирует с неблагоприятным клиническим исходом [190,191]. На поверхности 

опухолевых клеток CD47 действует как антифагоцитарный сигнал «не ешь меня» [192]. 

CD47 взаимодействует с сигнальным регуляторным белком α (SIRPα), который 

преимущественно экспрессируется в фагоцитирующих клетках [148,192]. Блокирование 

взаимодействия CD47 с SIRPα анти-CD47 приводило к фагоцитозу клеток острого 

миелоидного лейкоза [190]. Кроме того, комбинированная терапия ингибитором CD47 и 

ритуксимабом показала многообещающие эффекты у пациентов с Неходжкинской лимфомой 

[193]. Интересно, что ингибирование GRP78 подавляло CD47 в раковых клетках, в то время 

как совместная экспрессия GRP78 и CD47 коррелировала с плохой выживаемостью у 

пациентов с раком молочной железы [194,195]. Отмечалось, что блокировка Myc, 

клиентского белка HSP90, подавляет CD47 и PD-L1 [196,197]. Таким образом, необходимы 

дальнейшие исследования, чтобы понять роль HSP в регуляции иммунных контрольных 

точек и влияние новых методов лечения контрольных точек на высвобождение HSP в 

опухолевое микроокружение. 

HSP и адоптивная T/NK-клеточная терапия 

 

Адоптивная Т- или NK-клеточная терапия включает использование аллогенных или 

аутологичных Т- или NK-клеток [198]. Этот подход был первоначально описан Southam et al. 

(1966), которые продемонстрировали, что совместная трансплантация аутологичных клеток, 

полученных из опухоли, и лейкоцитов, полученных от пациентов, ингибировала рост 

опухоли у половины пациентов с раком [199]. В нескольких исследованиях предлагалось 

использовать адоптивную NK-клеточную терапию для лечения пациентов с 

гематологическими злокачественными новообразованиями [200]. NK-клетки можно 

получить из периферической крови или дифференцировать из стволовых клеток, 

впоследствии размножить и активировать ex vivo. Несколько исследований показали, что 

HSP70 или 14-членный производный HSP70 пептид TKD вместе с IL-2 или IL-15 могут 

эффективно активировать NK-клетки [76,201,202]. Дополнительные исследования показали, 

что NK-клетки, предварительно стимулированные TKD и IL-2, распознают опухоли, 

экспрессирующие мембрано-связанный HSP70 (mHSP70) [76]. Так как агрессивность 

опухоли связана с активацией HSP70 и что радио- и/или химиотерапия могут дополнительно 



29 

 

усиливать экспрессию mHSP70, эта стратегия может оказаться эффективной для лечения 

mHSP70-позитивных опухолей [203-205]. В исследовании II фазы аутологичные NK-клетки, 

предварительно активированные TKD и IL-2, использовались у пациентов с mHSP70-

экспрессирующим НМРЛ после радиохимиотерапии [206]. Адоптивная терапия NK-

клетками хорошо переносилась и сопровождалась увеличением количества активированных 

NK-клеток в кровотоке [206]. Та же исследовательская группа показала, что IL-2/TKD-

активированные NK-клетки в сочетании с анти-PD-1 ингибируют рост опухоли in vivo [78]. 

Т-клетки, полученные от пациента или донора, могут быть генетически 

модифицированы для экспрессии химерного антигенного рецептора (CAR), а затем 

размножены ex vivo и введены пациенту [198]. CAR представляет собой синтетический 

рецептор, состоящий из антигенсвязывающего домена, представленного одноцепочечным 

вариабельным фрагментом (scFv), шарнирной области и трансмембранного и 

внутриклеточного сигнальных доменов [207,11]. Важно отметить, что связывание CAR с 

поверхностными антигенами не зависит от MHC, что приводит к активации Т-клеток и 

сильному противоопухолевому ответу [207]. Несколько исследователей предложили 

использовать CAR против mHSP70, чтобы можно было нацеливаться на mHSP70-

позитивные клетки [208]. Таким образом, сконструированные CAR T/NK-клетки, 

экспрессирующие scFv, полученные из анти-HSP70-антитела, могут быть многообещающей 

стратегией лечения агрессивных HSP70-позитивных опухолей. 

Глава 2. Материалы и Методы 
 
Клонирование и выделение стресс-индуцированной изоформы HSP70 

 

Тотальную РНК выделяли из PBMC с помощью реагента Trizol (Ambion), в соответствии с 

инструкцией производителя. Анализ препарата РНК проводили с помощью гель-

электрофореза. Обратную транскрипцию проводили с помощью RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis kit (Thermo Scientific). HSPA1A был субклонирован в pJet1.2, затем клонирован в 

вектор  pQE30 (Рис. 5). Плазмидную ДНК выделяли с помощью набора GeneJet plasmid 

Miniprep Kit (Fermentas). Скрининг колоний проводили методом ПЦР. Трансформацию 

проводили в компетентные клетки – Escherichia coli M15. Общая схема эксперимента 

указана  на Рисунке 4.  
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Рисунок 4. Общая схема эксперимента по клонированию и выделению HSP70 (HSPA1A). 

HSPA1A был субклонирован в pJet1.2 и клонирован в вектор PQE30 по сайтам KpnI-HindIII. 

Плазмидная ДНК pQE30-HSP70 была трансформирована в компетентные клетки M15 для 

последующего выделения белка HSP70 путем аффинной хроматографии. 

 

 

 

 

 

 
 

Рисунок 5. Схема плазмиды, кодирующей стресс-индуцированную изоформу 

HSP70/HSPA1A, для последующего выделения рекомбинантного белка HSP70. 

 

 

Скрининг условий для выделения рекомбинантного белка HSP70 

 

Для выделения использовалась  Ni-NTA агароза (Qiagen). Для оптимального выделения 

белка HSP70 был проведен скрининг следующих условий: 

 

 1. 100мM NaCl; 

 2. 100мM KCl;  

3. 300мM NaCl;  



31 

 

4. 0.5М Мочевина; 

5. 1M Мочевина;  

6 .1% Tween-20;  

7. 1% Triton X-100;  

8. 1% CHAPS;  

9. 10% глицерин 

 

 

SDS-PAGE  и Вестерн-блоттинг 

 

 

Для SDS-PAGE и вестерн-блоттинга использовалась камера Bio-Rad. Для определения 

молекулярной массы, использовался маркер (ThermoFisher Scientific). Белки разделяли с 

помощью 4% концентрирующего геля и 10% разделяющего геля. Для окрашивания 

использовали PageBlue
TM

 Protein Staining Solution (ThermoFisher Scientific). 

Для Вестерн-блоттинга использовались моноклональные антитела к белку HSP70 (BRM-22,  

Sigma-Aldrich) и антитела к IgG мыши, конъюгированные с HRP (ThermoFisher Scientific). 

Визуализацию проводили с помощью Bio-Rad Gel Doc EZ Imager. 

Молекулярный докинг 
 

Для того, чтобы исследовать потенциальные взаимодействия доменов HSP70 с различными 

иммунными рецепторами, мы применили метод молекулярного докинга.  Мы использовали 

структуры двух основных доменов HSP70, таких как NBD и SBD, в их связанной и 

свободной конформациях. Структуры доменов HSP70 и всех белков/рецепторов, 

используемых для докинга, были получены из банка данных белков (PDB) и указаны в  

Таблице S1 (Приложение 1) [209-247]. Структуры молекул были извлечены из моделей в 

соответствии с идентификатором пептидной цепи (Таблица S1 в Приложении 1). Линкерные 

области HSP70, мембранные области и другие ненужные области молекул-мишеней были 

исключены из поиска областей связывания. Все пары HSP70-мишени подвергали процедуре 

молекулярного докинга с использованием программы ZDOCK (поиск по 6 степеням свободы 

из 1000 поз) [248]. Результаты ранжировали по энергии с помощью программы ZRANK, где 

комплексы с наименьшей энергией были выбраны как наиболее стабильные [249]. Все 

энергии затем использовались для усреднения взаимодействующих молекул внутри класса и 

были переведены в Z-оценку. 

Тестирование гипотезы и машинное обучение 
 

Мы использовали масс-спектрометрические данные из открытого доступа, которые содержат 

образцы 231 донора (ProteomeXchange PXD008846) [250]. В работе Zhang et al. (2018), 
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образцы мочи были получены от пациентов с раком желудка (GC) (n = 47), раком пищевода 

(EC) (n = 14), раком легкого (LC) (n = 33), раком мочевого пузыря (BC) (n = 17), раком шейки 

матки (CCA) (n = 25), колоректального рака (CRC) (n = 22) и пациентов с 

доброкачественными заболеваниями легких (LD), такими как хроническая обструктивная 

болезнь легких (COPD) (n = 17) и пневмония (PM) (n = 23), а также от здоровых доноров 

(CTL) (n = 33) [250]. В работе Zhang et al. (2018), образцы мочи центрифугировали при 200 

000 g в течение 70 минут, а абсолютное количество белка измеряли с помощью жидкостной 

хроматографии/тандемной масс-спектрометрией (LC-MS/MS) и представляли в виде общей 

доли на основе интенсивности (iFOT; отображается в 10
5
), представляющей 

нормализованную интенсивность для каждого белка [250]. В анализ были включены HSP, 

такие как HSP70, HSP90, HSP40, HSP27, HSP110, шаперонины и ко-шапероны. Белки, 

которые имели > 30%  0,0099 (отсутствующие значения), были исключены из анализа. 

Уровень белка измеряли для CTL и шести групп рака (LC, BC, CCA, CRC, EC и GC). 

Поскольку данные не имели нормального распределения, использовались 

непараметрические тесты. Процедура была разделена на две стадии, такие как тест Крускала-

Уоллиса (KW) для всех белков, за которым следовал апостериорный тест Данна с 

использованием CTL в качестве референсного значения [251]. Также использовалась 

коррекция теста множественных сравнений Бонферрони (MCT) в его многоступенчатом 

варианте, известном как коррекция Холма-Бонферрони [252]. 

Принимая во внимание, что HSP расположены в разных клеточных компартментах, а также 

существуют в разных формах (конститутивной/стресс-индуцируемой) и взаимодействуют с 

ко-шаперонами для своих функциональных циклов, а также работают в сетях, мы ввели в 

модель различные комбинации простых соотношений и стратегии умножения. Например, мы 

использовали соотношение между уровнем цитозольного гомолога HSP90 и уровнем 

митохондриального гомолога HSP90 в простом соотношении HSP90AA1/TRAP1, 

конститутивной изоформы HSP90 к стресс-индуцируемому HSP90 в простом соотношении 

HSP90AB1/HSP90AA1, ко-шаперона к HSP90α в простом соотношении FKBP4/HSP90AA1 и 

т. д. В результате была создана модель прогнозирования рака с помощью XGBoost. Модель 

бинарной классификации была построена для того, что различить пациентов с раком (LC, 

BC, CCA, CRC, EC и GC) от группы без рака (LD и CTL). Эффективность метода 

оценивалась посредством 10-кратной стратифицированной перекрестной проверки. Разделив 

данные на 10 раз, итеративно обучая 9 раз и тестируя оставшуюся часть, мы имитировали 

эффект 10 различных наборов данных. Это позволило нам предотвратить переобучение, тем 

самым гарантируя, что модель будет хорошо обобщать новые данные. Для настройки 
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гиперпараметров использовалась Байесовская оптимизация. Мы рассчитали важность 

функций, используя показатель усиления, который измеряет снижение потерь при 

добавлении разделения с этой функцией. Подробный алгоритм построения модели указан в  

в Работе [10].  

Несмотря на то, что модели машинного обучения дают отличные прогностические 

результаты, их часто критикуют за то, что они являются ‘черными ящиками’, поскольку они 

принимают входные данные и производят выходные данные, что дает практикам очень мало 

информации о внутренней механике, которая генерировала эти результаты. Это особенно 

верно для нелинейных моделей, таких как XGBoost, и нейронных сетей. Для того, чтобы 

открыть ‘черный ящик’, мы использовали SHAP (Shapely Addictive exPlanations), который 

использует подход, основанный на теории игр. Данный подход позволяет определить, какие 

функции больше всего повлияли на окончательное решение. 

 Значения SHAP предлагают 3 полезных свойства: глобальная интерпретируемость, 

показывающая совокупное положительное или отрицательное влияние предиктора на 

определение цели (позволяет создавать сводные графики); локальная интерпретируемость, 

показывающая, как каждая функция способствовала принятию моделью решения для 

каждого пациента; точные вычисления для древовидных моделей, таких как XGBoost. 

Образцы пациентов 
 

Образцы периферической крови  и костного мозга были собраны у пациентов с В-НХЛ (n=5), 

кЛХ (n=3) и у здоровых доноров (n=4). В группу В-НХЛ вошли пациенты с диффузной 

крупноклеточной В-клеточной лимфомой (ДВККЛ, n=3) и первичной медиастинальной 

крупноклеточной В-клеточной лимфомой (ПМВКЛ, n=2), а в группу кЛХ вошли пациенты с 

нодулярным склерозом (n=3). Пациенты с ЛХ и В-НХЛ, включенные в исследование, были 

первичными пациентами без предшествующего лечения, если не указано иное. Образцы 

также были получены от пациентов с рецидивной или рефрактерной кЛХ (n = 3) до терапии 

и через 24 часа после терапии Ниволумабом (Opdivo, Bristol-Myers Squibb). Для 

эксперимента с Т-клеточной активацией, были собраны образцы крови у 4 пациентов с 

индолентной лимфомой (фолликулярной лимфомой), 5 пациентов с агрессивной лимфомой, 

включая диффузную крупноклеточную В-клеточную лимфому и первичную 

медиастинальную крупноклеточную В-клеточную лимфому. Образцы также были собраны у 

4 здоровых доноров. Все пациенты были отрицательными по вирусу Эпштейна-Барр (ВЭБ) 

для исключения ВЭБ-ассоциированных лимфом. Средний возраст больных составил 42 года. 

Мононуклеарные клетки периферической крови (PBMC) и мононуклеарные клетки костного 
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мозга (BM MNC) выделяли с помощью центрифугирования в градиенте плотности Ficoll-

Paque.  

Антитела и проточная цитофлуориметрия 
 

Клетки окрашивали следующими антителами: APC/Cy7 анти-CD3 (HIT3a), APC анти-CD19 

(HIB19), Pacific Blue анти- CD3 (HIT3a), FITC анти- IFNγ (4S.B3) (Sony Biotechnology), PE-

Vio 770 анти-CD56 (REA196), FITC анти-Granzyme B (REA226), APC/Cy7 анти-CD107a 

(LAMP-1) (H4A3) (Miltenyi Biotec). 

 

Поверхностное и внутриклеточное окрашивание HSP90β, TRAP1 и STIP1 
 

Клетки окрашивали антителами анти-TRAP1-RPE человека (3H4-2H6, Sigma-Aldrich), 

первичными антителами к HSP90β (EPR16621), STIP1 (EPR6605) и предварительно 

адсорбированными вторичными антителами анти-кроличьего IgG H&L PE (все Abcam). В 

качестве изотипических контролей использовали мышиный изотипический контроль IgG1-

PE (Invitrogen) и кроличий изотипический контроль IgG-PE (Abcam). Блокирующий реагент 

FcR (Miltenyi Biotec) использовали для блокировки неспецифического связывания. Для 

внутриклеточного окрашивания, клетки фиксировали и пермеабилизировали с помощью 

Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) и окрашивали антителами к внутриклеточным белкам. Для 

поверхностного и внутриклеточного окрашивания, мертвые клетки исключали из 

гейтирования с использованием Sytox Blue и Fixable Viability Dye eFluor 506 (Invitrogen), 

соответственно. 

Анализ реаранжировки генов IgH 
 

Анализ реаранжировки генов IgH проводили, как описано ранее [253]. Реакционная смесь 

содержала 100–200 нг ДНК. Условия ПЦР: начальная денатурация при 95 ºС (5 мин), 35 

циклов ПЦР при 92 ºС (35 с), 60 ºС (35 с) и 72 ºС (35 с) и элонгация при 72 ºС (10 мин). ПЦР 

проводили на термоциклере DNA Engine (BioRad, Hercules). Для анализа фрагментов 

продуктов ПЦР использовали ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems). Результаты 

визуализировали с помощью GeneMapper v. 4.0 (Applied Biosystems). 

Активация Т клеток 

 

Т клетки выделяли с использованием набора для выделения Pan Т клеток (Miltenyi Biotec) и 

активировали в течение 48 часов с помощью T cell TransAct (Miltenyi Biotec), в соответствии 
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с инструкцией производителя. Клетки инкубировали в среде RPMI 1640 с L-глютамином, 

10% FBS, пенициллином/стрептомицином (Capricorn Scientific) и IL-2 человека (60 МЕ/мл, 

Miltenyi Biotec). Для экспериментов с более длительным временем активации к Т клеткам 

добавляли свежую среду и hIL-2 через 72 часа после первоначальной активации. 

Неактивированные Т клетки инкубировали только в среде без добавления анти-CD3/CD28 

или hIL-2. 

Активация Т клеток - антитела HSP, PD-1, CTLA-4 и STAT3 

 

Т клетки окрашивали первичными антителами к HSP90α (2G5.G3, Abcam), HSP90β 

(EPR16621, Abcam), HSP70 (C92F3A-5, Enzo Life Sciences), HSC70 (1B5, Stressgen), HSP40 

(3B9.E6, Abcam), GRP78 (StressMarq Biosciences), HSP60 (StressMarq Biosciences). 

Вторичными антителами были - предварительно адсорбированные козьи анти-кроличьи IgG 

H&L (PE) (Abcam), анти-мышиные IgG1 (PE) (Miltenyi Biotec) и анти-крысиные F(ab')2 (PE) 

(Sony Biotechnology). Т клетки также окрашивали антителами к CD279/PD-1 (REA1165) (PE), 

CD152/CTLA-4 (REA1003, Miltenyi Biotec), первичными антителами к STAT3 (4G4B45, Sony 

Biotechnology) и вторичными антителами к IgG1 мыши (PE) (Miltenyi Biotec). Блокирующий 

реагент FcR (Miltenyi Biotec) и изотипические контроли использовали для исключения 

неспецифического связывания. Для внутриклеточного окрашивания, клетки фиксировали и 

пермеабилизировали с помощью Cytofix/Cytoperm. Клетки анализировали с помощью 

проточной цитометрии. 

Смешанная лимфоцитарная реакция (MLR) 

 

Для аллогенной MLR, моноциты выделяли с использованием микрогранул CD14 (Miltenyi 

Biotec) и культивировали в течение 5 дней в присутствии IL-4 и GM-CSF (Miltenyi Biotec). Т 

клетки BCL пациентов и здоровых доноров инкубировали с аллогенными дендритными 

клетками моноцитарного происхождения (мо-ДК) в присутствии 0,1 µМ ингибитора HSP90 

(гелданамицин, GA) (Abcam) и 10 мкг/мл ниволумаба/анти-PD-1 (Opdivo, Bristol- Myers 

Squibb) в течение 4 дней. Пембролизумаб/анти-PD-1 (10 мкг/мл, Keytruda, MSD) и IgG4 (10 

мкг/мл) использовали в качестве положительного и отрицательного контроля, 

соответственно. Для сравнения также использовали ипилимумаб/анти-CTLA-4 (10 мкг/мл, 

Yervoy, Bristol-Myers Squibb).  

 

 



36 

 

Анализ дегрануляции Т клеток 

 

Монензин (Sony Biotechnology) и анти-CD107a APC-Cy7 (Sony Biotechnology) добавляли к 

клеткам в течение последних 5 часов инкубации. Затем клетки собирали и окрашивали на 

CD3 (Pacific Blue), CD4 (FITC), CD8 (PE/Cy5) (все Sony Biotechnology) и анализировали с 

помощью проточной цитометрии. Поскольку ингибитор HSP90 может воздействовать на 

аллогенные мо-ДК, аналогичный эксперимент был проведен с использованием стимуляции 

анти-CD3/CD28. 

Ингибирование HSP90 в Т клетках - экспрессия PD-1 и CTLA-4 

 

Т клетки инкубировали с анти-CD3/CD28 и hIL-2 в течение 48 часов в полной среде RPMI 

при 37ºC, а затем инкубировали с 0,1 µМ гелданамицина или DMSO в течение 

дополнительных 24 часов. Затем Т клетки окрашивали на внутриклеточные PD-1, CTLA-4 и 

STAT3. 

Стимуляция NK клеток, ингибирование HSP90, анализ CD107a/Granzyme B и IFNγ 

 

NK клетки стимулировали, как описано ранее, с некоторыми изменениями [254]. РВМС и 

BM MNC инкубировали в среде RPMI 1640 с L-глютамином (Capricorn Scientific), с 10% 

эмбриональной бычьей сывороткой (FBS, Capricorn Scientific) и 

пенициллином/стрептомицином (Capricorn Scientific) и ингибитором HSP90 - 

гелданамицином (GA, 0,1 µМ) (Abcam) или DMSO в присутствии или в отсутствие 

рекомбинантного человеческого (rh) IL-2 (100 МЕ/мл) (Miltenyi Biotec) и rhIL-15 (10 нг/мл) 

(Miltenyi Biotec) в течение ночи при 37ºC 5% CO2, перед добавлением анти-CD107a APC-Cy7 

(Miltenyi Biotec). Затем клетки стимулировали анти-NKp46/анти-CD2 (набор для 

активации/экспансии NK клеток человека, Miltenyi Biotec) в течение 5 часов при 37ºC, в 

соответствии с инструкцией производителя. Инкубацию проводили в полной среде RPMI с 

добавлением брефельдина А (Sony Biotechnology) в конечном разведении 1/1000. Затем 

клетки окрашивали на поверхностные маркеры и внутриклеточный гранзим B (Miltenyi 

Biotec) или IFNγ (Sony Biotechnology) и анализировали с помощью проточной цитометрии. 

 

Статистический анализ 

 

Все статистические анализы проводились с использованием GraphPad Prism 9. Результаты 

представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего (SEM). Для анализа данных 
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использовались параметрические тесты, включая двухвыборочный t-test и ANOVA, а также 

непараметрические методы, включая критерий Манна-Уитни. Значения P <0.05 считались 

статистически значимыми. 

Глава 3. Результаты 
 

Определение оптимальных условий для выделения стресс-индуцированной изоформы 

HSP70 

 

В рамках работы, были подобраны оптимальные условия для выделения стресс-

индуцированной изоформы HSP70. Для этого, HSPA1A был субклонирован в вектор pJet 1.2, 

секвенирован и далее клонирован в экспрессионный вектор pQE30, путем рестрикции и 

дальнейшего лигирования гена HSPA1A и экспрессионного вектора pQE30. После этого,  

была проведена трансформация в компетентные клетки XL-1Blue, проведен отбор клонов 

методом ПЦР и наработана плазмидная ДНК, после чего была проведена аналитическая 

рестрикция клонов.  Далее, плазмидная ДНК pQE30-HSP70 была трансформирована в 

компетентные клетки M-15, были отобраны клоны методом ПЦР и наработана масса для 

выделения белка. После этого, были подобраны условия для оптимального выделения белка 

HSP70, которые включали добавление 1% Tween-20 (Рис 6A). Лизаты были нанесены на Ni-

NTA агарозу и элюированы в растворимой форме. Выход растворимого белка составил  40 

мг/л (Рис 6В).  

 Стресс-индуцированную изоформу HSP70 предполагалось использовать для 

исследования роли HSP70 в модулировании иммунных клеток. Однако, на момент получения 

нами рекомбинантного HSP70, были опубликованы исследования Rigo et al. (2020), 

показывающие, что различные экспрессионные системы (Escherichia coli и Pichia pastoris) 

могут влиять на иммуномодулирующий потенциал HSP70 [255] . Так как целью данного 

проекта являлось исследование иммуномодулирующих эффектов HSP, использование 

рекомбинантного HSP было приостановлено. В дальнейшем планируется использовать 

данный белок для целей, не связанных с исследованиями иммунологических функций HSP.  
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A 

 
B 

 
Рисунок 6. Выделение рекомбинантного HSP70 А. Скрининг условий для выделения стресс-

индуцированной изоформы HSP70.  1. 100mM NaCl; 2. 100mM KCl; 3. 300mM NaCl; 4. 0.5М 

Мочевина; 5. 1M Мочевина; 6 . 1% Tween-20; 7. 1% Triton X-100; 8. 1% CHAPS; 9. 10% 

глицерин. B. Выделение белка методом аффинной хроматографии. Выход белка – 40 мг/л. 

    

Анализ взаимодействия потенциальных иммунных рецепторов с HSP70 
 

           Используя молекулярный докинг, было установлено, что NBD в свободной форме в 

среднем показал слабое связывание с потенциальными мишенями, чем NBD в формах, 

связанных с АТФ или АДФ (Рис 7). Для SBD было установлено, что свободная форма имеет 

самую низкую энергию, представляя самую высокую возможность взаимодействия. Таким 

образом, HSP70, связанный с пептидом, может взаимодействовать с различными 

рецепторами, и это взаимодействие опосредовано NBD. Поскольку J-домен HSP40 способен 

связываться с доменом HSP70-NBD, можно предположить, что аналогичный механизм 

связывания используется HSP70 для взаимодействия с различными рецепторами [256]. Так 

как HSP70 не обладает высокой специфичностью к клиентским белкам, можно 

предположить, что несвязанный HSP70 обладает потенциалом связывания с рецепторами, и 

это опосредовано его SBD доменом. Важно отметить, что молекулярный докинг не 

позволяет однозначно обнаруживать взаимодействия во всех случаях, но такие предсказания 

позволяют сузить набор кандидатов для дальнейшего экспериментального скрининга 

взаимодействий. Прогнозы молекулярного докинга могут дать важную информацию для 

понимания возможных взаимодействий HSP70.  
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Рисунок 7. Тепловая карта молекулярного докинга различных молекул с доменами HSP70 в 

связанной и свободной конформациях. Цветовые значения соответствуют энергии 

связывания, оцениваемой с помощью функции ZRANK (более низкие энергии соответствуют 

более высокой вероятности образования комплекса). NBD, нуклеотид-связывающий домен; 

SBD, субстрат-связывающий домен. 

 

Определение ключевых гомологов HSP в раковых заболеваниях 
 

Для определения ключевых HSP в раковых заболеваниях, были проанализированы 

данные пациентов с различными типами рака. Белки теплового шока и ко-шапероны, 

включая HSP90AB1, TRAP1, FKBP4, HSPA9, HSPB5, CCT1 и CCT5, были 

идентифицированы как дифференциально экспрессируещиеся белки (Таблица 2). CCT1, 

CCT5 и FKBP4 показали значительно более низкий уровень у больных раком по сравнению 

со здоровыми донорами, тогда как HSPA9 и TRAP1 показали значительно более высокий 

уровень у больных раком по сравнению с контрольной группой для большинства типов рака. 

HSPB5 показал значительно более высокий уровень только у пациентов с CСА по сравнению 

со здоровыми донорами (Таблица 2). HSP90AB1 показал значительно более низкий уровень 

у пациентов с GC и CRC по сравнению с CTL (Таблица 2). 

 

Таблица 2. HSP и ко-шапероны в моче онкологических больных 

 

   
CCT1 CCT5 FKBP4 

stat p-value reject    stat p-value reject    stat p-value reject    

LC - CTL = 0 -3.6 1.69E-03 True -4.1 2.41E-04 True -5.0 4.04E-06 True 

BC - CTL = 0 -1.9 0.125 False -2.9 1.02E-02 True -4.1 1.36E-04 True 

CCA - CTL = 0 -3.9 5.92E-04 True -3.4 2.37E-03 True -2.7 1.19E-02 True 

CRC - CTL = 0 -3.4 2.47E-03 True -3.8 6.56E-04 True -4.3 8.05E-05 True 

EC - CTL = 0 -2.8 1.53E-02 True -2.3 4.77E-02 True -0.84 0.402 False 

GC - CTL = 0 -1.4 0.164 False -1.2 0.216 False -3.4 1.91E-03 True 
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HSP90AB1 HSPA9 HSPB1 

stat p-value reject    stat p-value reject    stat p-value reject    

LC - CTL = 0 -2.2 0.119 False 4.3 1.02E-04 True -1.7 0.404 False 

BC - CTL = 0 0.61 1.00 False 4.3 8.80E-05 True -0.54 0.592 False 

CCA - CTL = 0 -0.68 1.00 False 1.9 7.84E-02 False 2.6 5.79E-02 False 

CRC - CTL = 0 -2.7 3.77E-02 True 2.1 7.84E-02 False -1.5 0.497 False 

EC - CTL = 0 0.58 1.00 False 3.1 7.18E-03 True -1.2 0.497 False 

GC - CTL = 0 -2.7 3.77E-02 True 2.2 7.27E-02 False -1.4 0.497 False 

 

   
HSPB5 TRAP1 

stat p-value reject    stat p-value reject    

LC - CTL = 0 0.25 1.00 False 3.5 2.28E-03 True 

BC - CTL = 0 -0.56 1.00 False 3.5 2.76E-03 True 

CCA - CTL = 0 2.7 4.07E-02 True 2.8 1.70E-02 True 

CRC - CTL = 0 -1.9 0.278 False 1.9 0.119 False 

EC - CTL = 0 -1.1 1.00 False 3.3 3.69E-03 True 

GC - CTL = 0 0.76 1.00 False 3.4E-02 0.973 False 

 

 

Модель прогнозирования рака, обученная на HSP и ко-шаперонах, привела к ~ 90% 

точности и сбалансированной точности 84,61% (точность 87,041%), усредненной по 10-

кратным тестам перекрестной проверки (Рис. 8А). Для идентификации белков, которые 

положительно влияли на модель прогнозирования рака, мы внедрили подход SHAP - Shapely 

Addictive Explanations. Низкие уровни HSP90AB1/TRAP1, HSPA6/TRAP1 и 

HSP90AA1/TRAP1 в моче повышали вероятность наличия у пациента рака (Рис. 8C). Для 

оценки различий в уровне HSP при разных типах рака, была построена тепловая карта, 

представляющая z-оценку HSP для каждого пациента (Рис. 8B). HSP90AA1 и HSPD1 

показали высокий уровень при BC; HSPB1 и HSBP5 в CСА; ST13, DNAJA1 и HSPA8 в LC; 

FKBP4 и HSPA8 в EC (Рис. 8B). HSPA2 и HSPA4, по-видимому, не изменялись при 

различных типах рака (Рис. 8В). 

Более высокие уровни как конститутивных, так и стресс-индуцируемых изоформ 

HSP90, по сравнению с митохондриальной изоформой HSP90 TRAP1, связаны с 

доброкачественными заболеваниями легких, такими как PM и COPD, тогда как более 

высокий уровень TRAP1, по сравнению с HSP90AA1 и HSP90AB1, связан с раком легкого 

(Рис. 8D, E).  В отличие от пациентов с PM, низкий уровень CCT5 и высокие уровни HSPA9 

*TRAP1 и CCT / HSP90AA1 связаны с LC (Рис. 8E). Более низкий уровень 

HSP90AA1/TRAP1 и HSP90AB1/TRAP1 положительно влиял на LC по сравнению с более 

высоким уровнем HSP90AA1/TRAP1 и HSP90AB1/TRAP1 у пациентов с COPD (Рис. 17E). В 

целом, образцы мочи содержат характерные для рака сигнатуры HSP. Таким образом, эти 
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HSP сигнатуры могут использоваться для того, чтобы отличить раковых больных от 

здоровых доноров и пациентов с доброкачественными заболеваниями, однако это требует 

дальнейшего изучения и валидации  на независимой выборке. Эти данные согласуются с 

предыдущими исследованиями, которые показали, что HSP могут использоваться в качестве 

биомаркеров рака [42,43,257-278].  

                                             A                                                                 B 

 
                              

                                         C                                             D                                           E 

 
 

Рисунок 8. HSP в моче как биомаркеры рака. (A) Модель прогнозирования рака. (B) 

Тепловая карта нормализованных по z-оценке уровней HSP в моче пациентов с различными 

типами рака. Значения были обрезаны до 1-го процентиля z-оценке и до 97-го процентиля. 

(C) HSP и ко-шапероны в раке. Отрицательные значения указывают на положительный вклад 

специфичных белков в вероятность того, что у пациента рак. Положительные значения 

SHAP указывают на то, что соответствующие значения белков связаны с более низкими 
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шансами рака. Для простоты, мы представили HSPA2+HSPA6+HSPA8+HSPA12+HSPA5 как 

«HSP70», а  DNAJA1+DNAJA2+DNAJC11+DNAJB1+DNAJC5+DNAJC13 как «DNAJ». (D, E) 

Сводные графики SHAP для модели прогнозирования рака. HSP в моче использовали для 

определения критических белков и соотношений белков у пациентов с доброкачественными 

заболеваниями легких (LD), такими как PM и COPD (D), и у пациентов с LC (E). HSP, белки 

теплового шока; PM, пневмония; COPD, хроническая обструктивная болезнь легких; LC, рак 

легкого. 

 

Анализ иммунных клеток в периферической крови и костном мозге первичных 

пациентов с лимфомой Ходжкина  и неходжкинскими лимфомами 
 

Первичные пациенты с лимфомой Ходжкина (ЛХ) и неходжкинскими лимфомами (НХЛ) 

различались по частоте иммунных клеток в периферической крови и костном мозге (Рис. 9). 

Так, у пациентов с ЛХ была выявлена более высокая частота Т клеток (CD3+CD56-) и NKT 

(CD3+CD56+) клеток в периферической крови и костном мозге по сравнению с пациентами с 

НХЛ (Рис 9А). Повышенная частота В клеток (CD19+CD3-) и сниженная частота NK клеток 

(CD56+CD3-) наблюдались в костном мозге по сравнению с периферической кровью при 

лимфомах ЛХ и НХЛ (Рис. 9). 
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Рисунок 9. Процент лимфоцитов в образцах периферической крови и костного мозга 

пациентов с ЛХ и НХЛ. Процент Т клеток (CD3+ CD56-), В клеток (CD3-CD19+), NK клеток 

(CD3-, CD56+) и NKT клеток (CD3+CD56+) в периферической крови (A) пациентов с ЛХ, 

НХЛ и здоровых доноров и образцах костного мозга (B), пациентов с ЛХ и НХЛ. Графики 

ЛХ PB    НХЛ PB 
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показывают среднее ± SEM. нс, недостоверные различия, *p<0,05, **p<0,01. PBMC, 

мононуклеарные клетки периферической крови; BM MNC, мононуклеарные клетки костного 

мозга. 

Анализ внутриклеточных и внеклеточных HSP90β, TRAP1 и STIP1 в 

лимфоцитах периферической крови и костного мозга первичных пациентов с 

ЛХ и НХЛ 
 

Содержание внутриклеточных HSP90β (iHSP90β), iTRAP1 и iSTIP1 варьировало в 

лимфоцитах периферической крови больных НХЛ и ЛХ. В-клетки показали значительно 

более высокий уровень iHSP90β по сравнению с другими лимфоцитами периферической 

крови (Т, NK и NKT клетками) у пациентов с лимфомой (Рис. 10А). iHSP90β и iSTIP1 были 

значительно повышены в периферических В клетках пациентов с ЛХ по сравнению со 

здоровыми донорами (Рис. 10А, 10С). В лимфоциты костного мозга показали значительно 

более низкие  iHSP90β и iSTIP1 по сравнению с периферическими В клетками  пациентов с 

ЛХ (Рис. 10D, 10F). Напротив, iHSP90β был сопоставим в В клетках костного мозга и 

периферической крови пациентов с НХЛ (Рис. 10G). В клетки периферической крови 

показали повышенный iSTIP1 у пациентов с НХЛ (Рис. 10I). iTRAP1 был значительно 

снижен в лимфоцитах периферической крови у пациентов с лимфомами по сравнению со 

здоровыми донорами (Рис. 10В). Пациенты с ЛХ показали более высокий iTRAP1 в NK 

клетках костного мозга по сравнению с NK клетками периферической крови (Рис. 10E). 

STIP1 был значительно повышен на поверхности В клеток (sSTIP1) периферической крови 

пациентов с ЛХ по сравнению со здоровыми донорами и пациентами с НХЛ (Рис. 10J). 

sHSP90β был значительно повышен на В клетках костного мозга в сравнении с В клетками 

периферической крови пациентов с ЛХ, в то время как уровень sSTIP1 был значительно 

повышен на В клетках периферической крови по сравнению с В клетками костного мозга у 

пациентов с ЛХ (Рис. 10К). Напротив, sHSP90β и sSTIP1 были снижены на В клетках 

костного мозга, по сравнению с В клетками периферической крови у пациентов с НХЛ, 

однако разница была статистически незначимой (p>0,05) (Рис. 10L). Эти данные 

свидетельствуют о том, что поверхностное и внутриклеточное содержание HSP90β 

различается между В клетками периферической крови и костного мозга и, что лимфомы ЛХ 

и НХЛ различаются по внутриклеточным и внеклеточным HSP90β и STIP1 в В лимфоцитах. 
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Рисунок 10. Внутриклеточные и внеклеточные HSP90β, TRAP1 и STIP1 в лимфоцитах 

периферической крови и костного мозга пациентов с лимфомой. Средний уровень 

внутриклеточных HSP90β (iHSP90β) (A), iTRAP1 (B) и iSTIP1 (C) (как средняя 

интенсивность флуоресценции; (MFI) в лимфоцитах периферической крови пациентов с ЛХ 

(n=3), НХЛ (n=3) и здоровых доноров (n = 2). iHSP90β (D), iTRAP1 (E) и iSTIP1 (F) в 

лимфоцитах костного мозга пациентов с ЛХ (n=2) и iHSP90β (G), iTRAP1 (H) и iSTIP1 (I) в 

НХЛ (n=3) пациентов. (J-L) HSP90β и STIP1 на поверхности В клеток периферической крови 

и костного мозга пациентов с лимфомой. (J) sHSP90β и sSTIP1 на В клетках периферической 

крови пациентов с ЛХ (n = 3), пациентов с НХЛ (n = 3) и здоровых доноров (n = 2). (K) 

sHSP90β и sSTIP1 на В клетках периферической крови и костного мозга пациентов с ЛХ (n = 

2). (L) sHSP90β и sSTIP1 на В клетках периферической крови и костного мозга пациентов с 
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НХЛ (n = 3). Графики показывают среднее ± SEM. нс, недостоверное различие, *p<0,05, 

**p<0,01. iHSP, внутриклеточный HSP; sHSP, поверхностный HSP. 

 

Анализ В-клеточной клональности периферической крови и костного мозга первичных 

пациентов с ЛХ и НХЛ 

 

Анализ В-клеточной клональности (анализ перестройки генов IgH) показал, что в 

периферической крови и костном мозге пациентов с ЛХ и НХЛ не было обнаружено 

злокачественных клонов B клеток (Рис. 11A-D), что позволяет предположить, что высокое 

содержание HSP90 в B клетках не связано с их злокачественным фенотипом. 

A 

 
B 

 
C 

 
D 

 
Рисунок 11. Анализ клональности В клеток (реаранжировки генов IgH) в периферической 

крови и костном мозге пациентов с ЛХ и НХЛ. Репрезентативные графики, показывающие 

гауссово распределение множественных пиков в (A) периферической крови и (B) костном 

мозге у пациента с НХЛ и (C) периферической крови и (D) костном мозге у пациента с ЛХ. 
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Анализ внутриклеточных и внеклеточных HSP, PD-1 и CTLA-4 в 

активированных Т клетках первичных пациентов с индолентными и 

агрессивными типами B-клеточных лимфом 
 

Мы исследовали влияние CD3/CD28 активации на внутриклеточное и внеклеточное 

содержание цитозольных гомологов (HSP90α, HSP90β, HSP70, HSC70 и HSP40/DNAJB1), 

эндоплазматического ретикулума (GRP78) и митохондриального (HSP60) HSP в T клетках 

здоровых людей и первичных пациентов с индолентными лимфомами (фолликулярными 

лимфомами) и агрессивными лимфомами (диффузными крупноклеточными В-клеточными 

лимфомами и первичными медиастинальными B-клеточными лимфомами). Следует 

отметить, что HSP90α, HSP70, GRP78 и HSP40/DNAJB1 являются стресс-индуцированными 

гомологами, тогда как HSP90β, HSC70 и HSP60 являются конститутивно-экспрессируемыми 

гомологами HSP. Внутриклеточные HSP были повышены в Т клетках после 48 часов 

стимуляции CD3/CD28 и IL-2 у здоровых доноров, однако только HSP90α, HSP90β и HSC70 

достигли статистической значимости (p<0,05) (Рис. 12A). Эти данные подтверждаются 

предыдущими исследованиями, которые показали, что стимуляция  фитогемагглютинином 

(PHA) и IL-2 повышает уровень HSP90 и HSP70 в Т клетках [279]. Не было обнаружено 

статистической разницы по внеклеточным HSP в активированных Т клетках здоровых 

доноров (Приложение 3 Рис.S4Б). Напротив, у пациентов с индолентной лимфомой 

содержание внеклеточных HSP было выше по сравнению со здоровыми донорами, хотя 

разница не была статистически значимой (Рис. 12C, Приложение 3 Рис S4Б). В сравнении со 

здоровыми донорами, активация Т клеток не приводила к значительному повышению STAT3 

в Т клетках пациентов с В - клеточными лимфомами (Рис. 12D). Эти данные 

свидетельствуют о том, что повышение внутриклеточных HSP является нормальным 

клеточным ответом на активацию Т клеток, и что этот ответ нарушен в Т клетках у 

пациентов с лимфомой, что также подтверждается нарушением регуляции экспрессии 

иммунных контрольных точек и STAT3 у пациентов с лимфомой. Эти данные также 

предполагают, что аберрантная экспрессия HSP на поверхности CD3/CD28-активированных 

Т-клеток связана с В-клеточными лимфомами, однако, необходимы дальнейшие 

исследования для оценки влияния Т-клеточной активации на экспрессию внеклеточных HSP.  
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Рисунок 12. HSP, PD-1, CTLA-4 и STAT3 в активированных Т клетках. (A). 

Внутриклеточные HSP, PD-1 и CTLA-4 в активированных Т клетках у здоровых доноров.  

Pan Т клетки выделяли из здоровых PBMC (n=4) и стимулировали анти-CD3/CD28 или не 

стимулировали (в состоянии покоя) в течение 48 часов. (B). Внутриклеточные HSP, PD-1 и 

CTLA-4 у пациентов с индолентной (n=3) и агрессивной (n=4) лимфомой. Кратность 

изменения MFI рассчитывали путем нормализации активированных Т-клеток к 

неактивированным. (C). Внеклеточные HSP, PD-1 и CTLA-4 у пациентов с индолентной и 

агрессивной лимфомой.(D). STAT3 в неактивированных и активированных Т клетках у 

здоровых доноров и пациентов с лимфомой. Данные показывают среднее значение ± SEM. 

нс, недостоверно, *p<0,05, **p<0,01 

 

Влияние комбинированной блокировки HSP90 и иммунных контрольных точек 

на дегрануляцию Т клеток in vitro 
 

Поскольку экспрессия белков теплового шока и иммунных контрольных точек связана 

с активацией Т клеток, мы проанализировали влияние ингибирования HSP90, а также 

комбинированной блокировки HSP90 и иммунных контрольных точек (PD-1, CTLA-4) на 

реакцию дегрануляции Т клеток у пациентов с В-клеточными лимфомами. Для исследования 

комбинированной блокировки HSP90, PD-1 и CTLA4 использовали аллогенную смешанную 

лимфоцитарную реакцию (MLR). Так как ингибитор HSP90 может также влиять на 

дендритные клетки во время MLR, в параллельном эксперименте проводили CD3/CD28 

стимуляцию. Было установлено, что ингибитор HSP90 снижает CD4 и CD8 на поверхности Т 
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клеток у здоровых доноров и пациентов с лимфомой (Рис. 13). Эти результаты согласуются с 

предыдущими данными, показывающими, что ингибитор HSP90 снижает поверхностную 

экспрессию CD4 и CD8 на Т клетках [35]. Кроме того, было показано, что ингибирование 

HSP90 снижает CD107a на CD4+T клетках у здоровых доноров во время стимуляции MLR и 

анти-CD3/CD28 (Рис. 14A, 14B). Напротив, ингибирование HSP90 повышало экспрессию 

CD107a на поверхности CD4+ Т клеток, а анти-PD-1 и анти-CTLA-4 не отменяли этот эффект 

как при аллогенной стимуляции ДК, так и при стимуляции анти-CD3/CD28 (Рис. 14A, 14B). 

Как и в случае с CD4+ T клетками, ингибирование HSP90 снижало CD107а на CD8+ T 

клетках здоровых доноров, хотя разница не достигала статистической значимости (Рис. 14C, 

14D). По сравнению со здоровыми донорами, CD8+ T клетки пациентов с лимфомой 

показали повышенный CD107а как при добавлении одного только ингибитора HSP90, так и 

при комбинированной блокировке HSP90 и PD-1 (Рис. 14C). Здоровые доноры показали 

снижение CD107а на поверхности CD8+ Т клеток при комбинированной блокировке HSP90 

и PD-1 (Рис. 14C). Различные стимуляции  по-разному влияли на дегрануляцию CD8+ Т 

клеток во время комбинированной блокировки HSP90 и иммунных контрольных точек (Рис. 

14C, 14D). Следует отметить, что в данной работе изучались только ко-ингибирующие 

иммунные контрольные точки (PD-1 и CTLA-4). Дальнейшие исследования по изучению 

такой комбинированной терапии должны также включать ко-стимулирующие иммунные 

контрольные точки, такие как GITR, OX40, 4-1BB и индуцируемый костимулятор Т-клеток 

(ICOS). Нацеливание на специфический гомолог HSP и ко-ингибирующие/ко-

стимулирующие иммунные контрольные точки на Т-клетках может быть потенциальной 

терапевтической стратегией для больных раком, однако это требует дальнейшего изучения. 
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Рисунок 13. Блокировка HSP90 снижает CD4 (А) и CD8 (Б) на поверхности Т клеток. Т 

клетки инкубировали в течение 4 дней с аллогенными мо-ДК в присутствие 0.1 µМ 

гелданамицина (GА). Репрезентативные графики проточной цитометрии слева, 

показывающие снижение CD4 и CD8 на поверхности Т клеток в ответ на GА в MLR. Данные 

представляют собой среднее значение ± SEM. *р<0.05, **р<0.01. 
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Рисунок 14. Ингибирование HSP90 влияет на реакцию дегрануляции CD4+ и CD8+ Т клеток. 

Реакция дегрануляции, измеренная по поверхностному CD107a на CD4+ T клетках (A, B) и 

CD8+ T клетках (C, D) у здоровых доноров и пациентов с BCL. Выделенные Т клетки 

стимулировали аллогенными мо-ДК (A, C) или анти-CD3/CD28 (B, D) в присутствии 0,1 µМ 

гелданамицина, 10 мкг/мл анти-PD-1 (пембролизумаб/ниволумаб), 10 мкг/мл анти-CTLA-4 

(ипилимумаб). Репрезентативные графики проточной цитометрии справа показывают 

снижение CD107а на CD4+ и CD8+ Т клетках у здоровых доноров после ингибирования 

HSP90. Данные показывают среднее ± SEM. нс, недостоверное различие, *p<0,05, *p<0,01. 

 

Влияние блокировки HSP90 на внутриклеточные PD-1 и CTLA-4  

 

Мы проанализировали влияние ингибирования HSP90 на внутриклеточные PD-1 и 

CTLA-4. Ингибирование HSP90 приводило к небольшому снижению PD-1 и небольшому 

увеличению CTLA-4 (p>0.05) (Рис. 15).  
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Рисунок 15. Ингибирование HSP90 и внутриклеточные PD-1, CTLA-4 и STAT-3. Т клетки 

стимулировали в течение 48 часов анти-CD3/CD28 и hIL-2. Через 48 часов инкубации 

добавляли 0,1 µМ GA или DMSO и клетки инкубировали еще 24 часа. График показывает 

среднее ± SEM, нс, недостоверное различие. GА, гелданамицин. 

 

Влияние блокировки HSP90 на NK-клеточную дегрануляцию и продукцию IFNγ у 

пациентов с B-клеточными лимфомами 

 

Мы исследовали влияние блокировки HSP90 на функциональную активность NK 

клеток периферической крови и костного мозга первичных пациентов с агрессивными 

типами В-клеточных лимфом (диффузными крупноклеточными В-клеточными лимфомами и 

первичными медиастинальными B-клеточными лимфомами). IL-2/IL-15-активированные NK 

клетки здоровых доноров были более чувствительны к стимуляции анти-NKp46/анти-CD2, 

что приводило к более высокой частоте CD107a+ Granzyme B+ NK клеток по сравнению с 

NK клетками пациентов с B-клеточными лимфомами (BCL) (Рис. 16A). Напротив, 

стимуляция IL-2/IL-15/анти-NKp46/анти-CD2 приводила к увеличению CD107a+IFNγ+ NK 

клеток у пациентов с BCL по сравнению со здоровыми донорами (Рис. 16D). Ингибирование 

HSP90 снижало частоту CD107a+/Granzyme B+ NK клеток здоровых доноров, а также NK 

клеток костного мозга и периферической крови пациентов с BCL (Рис. 16A, 16B). 

Ингибирование HSP90 снижало CD107a на поверхности NK клеток костного мозга и 

периферической крови, что приводило к тому, что CD107a+ Granzyme B+ NK клетки, теряли 

CD107a и становились Granzyme B+ NK клетками при стимуляции (Рис. 16C). 

Ингибирование HSP90 также снижало процент CD107a+IFNγ+ NK клеток в ответ на 

стимуляцию IL-2/IL-15 и анти-NKp46/анти-CD2 (Рис. 16D). Эти данные свидетельствуют о 

том, что подавление HSP90 может нарушать  дегрануляцию NK клеток и продукцию IFNγ у 

пациентов с В - клеточными лимфомами. 
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Рисунок 16. Влияние блокировки HSP90 на дегрануляцию NK клеток, продукцию Granzyme 

B и IFNγ у пациентов c В - клеточными лимфомами. Дегрануляция NK клеток, измеренная 

по поверхностному CD107a, и продукции Granzyme B/IFNγ в PB (n = 4) пациентов с 

лимфомой и здоровых доноров (n = 5) и BM (n = 3) пациентов с лимфомой. PBMC (A) и BM 

MNC (B) предварительно обрабатывали гелданамицином (0,1 µМ) или DMSO в присутствии 

IL-2 (100 МЕ/мл) и IL-15 (10 нг/мл) и стимулировали анти-NKp46. /анти-CD2. (C) 

Репрезентативные графики проточной цитометрии CD107a+/Granzyme B+ NK клеток слева, 

процент CD107a + NK клеток и Granzyme B+ NK клеток в ответ на IL-2/IL-15 и анти-

NKp46/анти-CD2 стимуляцию (D) Репрезентативные графики проточной цитометрии 

CD107a+ IFNγ+ NK клеток слева и процент CD107a+IFNγ+ NK клеток в ответ на 

стимуляцию IL-2/IL-15 и анти-NKp46/анти-CD2. Графики показывают среднее ± SEM. нс, 

недостоверное различие, *p<0,05, **p<0,01. GА, гелданамицин; BCL, В-клеточная лимфома; 

PB, периферическая кровь; BM, костный мозг. 

 

Влияние анти-PD-1 иммунотерапии  на внутриклеточные и внеклеточные  

HSP90 в лимфоцитах пациентов с рефрактерной и рецидивной лимфомой 

Ходжкина 
 

У пациентов с рефрактерной или рецидивной (р/р) классической ЛХ (р/р кЛХ), при 

постановке диагноза, были обнаружены конгломераты лимфатических узлов, пациентам 

было назначено лечение Ниволумабом. В рамках нашей работы, мы исследовали влияние 

анти-PD-1-терапии на HSP90β, TRAP1 и STIP1 в Т, В, NK и NKT клетках до и после 24-

часового лечения пациентов с р/р кЛХ. Блокировка PD-1 влияла на процент популяции 

иммунных клеток в периферической крови через 24 часа после терапии (Рис 17А). Средний 

процент Т клеток уменьшался через 24 часа лечения анти-PD-1 (Рис 17А). У одного пациента 

был повышен процент NK клеток в периферической крови (Рис. 17А). Увеличение 

количества NK клеток после анти-PD-1-терапии также было показано ранее у 

онкологических больных [280]. 

Было установлено, что внутриклеточный HSP90β (iHSP90β) снижался в T, B, NK и NKT 

клетках после введения Ниволумаба. У двух пациентов наблюдался повышенный HSP90β на 

поверхности (sHSP90β) В клеток периферической крови (Рис. 17С, D). Блокада PD-1 не 

влияла на iTRAP1, но увеличивала sTRAP1 (Рис. 17E, F). Блокада PD-1 не влияла на iSTIP1 в 

лимфоцитах, хотя у 1 пациента было выявлено повышение iSTIP1 в NK клетках (Рис. 17G, 

H). sSTIP1 был снижен на поверхности лимфоцитов после анти-PD-1 терапии (Рис. 17G, H). 

Поскольку блокада PD-1 влияла на содержание HSP90 в лимфоцитах периферической крови, 

мы проанализировали, происходят ли аналогичные изменения в лимфоцитах костного мозга. 

Для этого, мы исследовали внутриклеточные и внеклеточные HSP90β, TRAP1 и STIP1 в 

лимфоцитах костного мозга пациента 1 до и после анти-PD-1 терапии и сравнили их с 

уровнем HSP90 в периферической крови этого же пациента (Рис. 18). Блокада PD-1 
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повышала внутриклеточный и понижала поверхностный HSP90β в В клетках костного мозга 

(Рис. 18А, 18В). Напротив, блокада анти-PD-1 понижала внутриклеточный и повышала 

поверхностный уровень STIP1 в В клетках костного мозга (Рис. 18E, 18F). Блокада PD-1 

также понижала внутриклеточные и поверхностные HSP90β и STIP1 в NKT клетках костного 

мозга (Рис. 18A-B, E-F). sHSP90β снижался на В клетках периферической крови и костного 

мозга после анти-PD-1 терапии (Рис. 18В). Анти-PD-1 терапия приводила к снижению 

iTRAP1 в NK клетках костного мозга (Рис. 18C). Также интересно отметить, что В клетки 

периферической крови и костного мозга различались по содержанию iHSP90β после 

введения Ниволумаба (Рис 18A). Эти данные свидетельствуют о том, что анти-PD-1 терапия 

влияет на количество лимфоцитов и их внутриклеточный и внеклеточный пул HSP90 у 

пациентов с р/р кЛХ, однако необходимы дальнейшие исследования для оценки влияния 

анти-PD-1 терапии на локализацию и содержание HSP90 в лимфоцитах костного мозга и 

периферической крови пациентов с лимфомами. 
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Рисунок 17. Влияние анти-PD-1 терапии на HSP90 в лимфоцитах периферической крови у 

пациентов с р/р кЛХ. (A) Процент  Т, В, NK и NKT клеток после 24-часового введения 

Ниволумаба у пациентов с р/р кЛХ (n = 3). (B) Репрезентативная гистограмма, 

показывающая увеличение частоты NK клеток после 24-часового лечения Ниволумабом. 

iHSP90β (C) и sHSP90β (D), iTRAP1 (E) и sTRAP1 (F), iSTIP1 (G) и sSTIP1 (H) в лимфоцитах 

периферической крови пациентов с р/р кЛХ через 24 часа лечения Ниволумабом (n=3). iHSP, 

внутриклеточный HSP; sHSP, поверхностный HSP. нс, недостоверное различие, *p<0,05, 

**p<0,01. 
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Рисунок 18. Влияние анти-PD-1 на HSP90 в лимфоцитах периферической крови и костного 

мозга пациента с р/р кЛХ. Внутриклеточные (A,C,E) и поверхностные (B,D,F) HSP90β (A,B), 

TRAP1 (C,D) и STIP1 (E,F) в лимфоцитах периферической крови и костного мозга пациента с 

р/р ЛХ (n=1). Графики показывают среднее значение ± SEM. нс, недостоверное различие, 

*p<0,05, **p<0,01. iHSP, внутриклеточный HSP; sHSP, поверхностный HSP. PB, 

периферическая кровь; BM, костный мозг. 

 

Глава  4. Обсуждение 
 

 

Белки теплового шока HSP – это  молекулярные шапероны, играющие важную роль 

в развитии рака [281]. В нескольких исследованиях сообщалось об изменении экспрессии 

HSP в злокачественных клетках  [262,42]. Кроме того, сверхэкспрессия HSP была связана с 

агрессивностью опухоли, метастазированием и неблагоприятным прогнозом [282-284]. В 

настоящей работе мы показали, что разные изоформы HSP  по-разному представлены в  

различных типах рака, предполагая, что определенный тип рака имеет определенные 

сигнатуры HSP. Также, нами была разработана модель прогнозирования рака, которая 

отражает, как работают сети шаперонов HSP. Так как HSP расположены в разных клеточных 

компартментах, бывают конститутивными/стресс-индуцируемыми и взаимодействуют с ко-

шаперонами во время своих функциональных циклов, мы ввели в модель различные 
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комбинации простых соотношений и стратегии умножения. Например, мы использовали 

соотношение между уровнем цитозольного гомолога HSP90 и уровнем митохондриального 

гомолога HSP90 в простом соотношении HSP90AA1/TRAP1 (или HSP90AB1/TRAP1), 

конститутивной изоформы HSP90 к стресс-индуцируемому HSP90 в простом соотношении 

HSP90AB1/HSP90AA1, ко-шаперона к HSP90AA1 в простом соотношении 

FKBP4/HSP90AA1 и т. д. Используя машинное обучение, мы смогли зафиксировать сдвиг в 

определенных соотношениях HSP у больных раком по сравнению со здоровыми донорами и 

пациентами с доброкачественными заболеваниями. Используя этот подход, мы смогли 

предсказать рак с точностью ~90%. Кроме того, наша модель прогнозирования рака могла 

различать различные типы рака на основе содержания HSP гомологов в образцах мочи, что 

может помочь в диагностике определенных подтипов рака среди гетерогенной группы 

опухолей, таких как лимфома или рак молочной железы. В связи с этим, Klimczak et al. 

показали, что экспрессия шести HSP, включая HSPA2, DNAJC20, HSP90AA1, CCT1, CCT2 и 

CCT6A, может использоваться для прогнозирования клинического исхода пациентов с раком 

молочной железы [285]. Тем не менее, идентификация специфичных сигнатур HSP в 

гетерогенной группе опухолей требует дальнейшего изучения и валидации на большой 

независимой выборке.  

В рамках нашей работы, мы оценили содержание конститутивного и 

митохондриального HSP90 и ко-шаперона HSP90 STIP1/HOP в двух основных типах 

лимфомы - лимфоме Ходжкина и неходжкинской лимфоме. Мы установили, что  лимфомы 

различаются по содержанию внутриклеточных и поверхностных HSP90β и STIP1 в 

лимфоцитах периферической крови и костного мозга. Интересно, что В клетки 

периферической крови были основным типом лимфоцитов с аберрантным содержанием 

HSP90 внутри и на их поверхности у пациентов с лимфомой. HSP90β и STIP1 также были 

повышены на поверхности В клеток костного мозга у пациентов с лимфомой. Поскольку 

повышенный уровень HSP90 может быть связан с циркулирующими клонами 

злокачественных В клеток, мы провели анализ В-клеточной клональности. В крови и 

костном мозге пациентов с ЛХ и НХЛ не было обнаружено злокачественных клонов В 

клеток, что позволяет предположить, что высокая экспрессия HSP90 в В клетках может быть  

не связана с их злокачественным фенотипом. В нескольких исследованиях сообщалось, что 

внеклеточные HSP связаны с регуляторным фенотипом B клеток [107,106]. Wang et al. 

установили, что регуляторные В клетки имеют повышенную экспрессию HSP70 [286]. Tang 

et al. показали, что внеклеточный BiP/GRP78 индуцирует регуляторный фенотип В клеток 

[107]. Внеклеточные HSP60 стимулируют продукцию IL-10 и IL-6 B клетками, в то время как 
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HSP60-стимулированные В клетки индуцируют пролиферацию Т клеток и продукцию IFNγ и 

IL-10 Т клетками [106]. Эти данные свидетельствуют о том, что аберрантная экспрессия 

HSP90 в В клетках может влиять на В-клеточный ответ в костном мозге и периферической 

крови больных лимфомой. 

В рамках настоящей работы, мы также оценили содержание различных семейств HSP 

(HSP90, HSP70, HSP40, HSP60), иммунных контрольных точек (PD-1, CTLA-4) и STAT3 в 

неактивированных и CD3/CD28-стимулированных Т клетках у здоровых доноров и 

пациентов с В-клеточными лимфомами. Мы показали, что содержание гомологов HSP 

изменяется в ответ на стимуляцию CD3/CD28 и IL-2. Эти данные подтверждаются 

предыдущими исследованиями, которые показали, что стимуляция  фитогемагглютинином 

(PHA) и IL-2 повышает экспрессию HSP90 и HSP70 в Т клетках [279]. Кроме того, мы 

показали, что у пациентов с BCL нарушено содержание внутриклеточных и внеклеточных 

HSP в CD3/CD28-стимулированных Т клетках. Принимая во внимание, что HSP и иммунные 

контрольные точки связаны с активацией Т клеток, а текущие и новые методы лечения 

пациентов с лимфомой включают ингибиторы иммунных контрольных точек, мы также 

оценили эффект комбинированной блокировки HSP90 и иммунных контрольных точек (PD-1 

и CTLA-4). Во-первых, мы установили, что ингибирование HSP90 подавляет CD4 и CD8 на 

поверхности Т клеток у здоровых доноров и пациентов с BCL. Эти результаты согласуются с 

предыдущими данными, показывающими, что ингибитор HSP90 снижает поверхностную 

экспрессию CD4 и CD8 на Т клетках [35]. Также, мы показали, что ингибирование HSP90 

снижает CD107a у здоровых доноров, предполагая, что нормальные Т клетки должны 

снижать CD107a на поверхности в ответ на блокировку HSP90. Однако, ингибирование 

HSP90 не подавляло CD107a на Т клетках пациентов с BCL, а скорее повышало CD107a на 

поверхности, что позволяет предположить, что ответ HSP на активацию T клеток у 

пациентов с BCL нарушен. Более того, блокировка иммунных контрольных точек не 

отменяла этот эффект в CD4+ и CD8+ T клетках у пациентов с BCL. Также интересно 

отметить, что стимуляции аллогенными мо-ДК и CD3/CD28 показали немного 

отличающийся уровень CD107a в ответ на HSP90 и ингибирование иммунных контрольных 

точек в CD8+ Т клетках, что позволяет предположить, что роль комбинаторной блокировки 

следует оценивать с использованием различных стимуляций Т клеток. В связи с этим, 

Trojandt et al. установили, что ингибитор HSP90 может влиять на мо-ДК, предполагая, что, 

хотя реакция MLR эффективна при изучении влияния блокады иммунных контрольных 

точек на Т клетки, однако иммуномодулирующие функции HSP также следует принимать во 

внимание при изучении комбинированной терапии [287]. 
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Мы также проанализировали влияние ингибирования HSP90 на внутриклеточную 

экспрессию PD-1 и CTLA-4 в CD3/CD28-стимулированных Т-клетках. Ингибитор HSP90 не 

влиял на уровень иммунных контрольных точек в активированных Т-клетках. Эти данные 

свидетельствуют о том, что HSP90, PD-1 и CTLA-4 могут функционировать через разные 

механизмы во время активации Т-клеток, однако это требует дополнительных исследований. 

Мы  также оценили влияние блокировки HSP90 на реакцию дегрануляции, продукцию 

гранзима B и IFNγ в NK клетках пациентов с агрессивными типами лимфом. Мы 

обнаружили, что ингибирование HSP90 снижает CD107a и продукцию IFNγ в NK клетках 

при стимуляции. Эти результаты согласуются с предыдущими данными, показывающими, 

что ингибиторы HSP90 подавляют секрецию IFNγ NK клетками [288]. Важно отметить, что 

гелданамицин блокирует активность АТФазы HSP90 и, таким образом, ингибирует все 

четыре изоформы HSP90, включая HSP90α, HSP90β, TRAP1 и GRP94 в NK клетках. Поэтому 

крайне важно идентифицировать специфический гомолог HSP90, ответственный за 

регуляцию CD107a и продукции IFNγ в NK клетках. Недавние исследования показали, что 

клеточный метаболизм играет критическую роль в функциональной активности NK клеток 

[289]. Wang et al. установили, что ингибирование гликолиза подавляет продукцию IFNγ NK 

клетками и экспрессию CD107a [290]. Ингибирование гликолиза снижало продукцию 

гранзима В, в то время как ингибирование окислительного фосфорилирования (OXPHOS) не 

влияло на продукцию гранзима В NK клетками [290]. В нашем исследовании мы показали, 

что гелданамицин ингибирует CD107a и продукцию IFNγ, в то время как продукция 

гранзима B не изменяется, предполагая, что ингибитор HSP90 может влиять как на гликолиз, 

так и на OXPHOS. Известно, что митохондриальный гомолог HSP90 TRAP1 является 

критическим регулятором OXPHOS и гликолиза, предполагая, что TRAP1 может быть 

потенциальной изоформой, ответственной за снижение CD107a и продукции IFNγ в NK 

клетках, однако это требует дальнейшего изучения [291,292].  

Zavareh et al. показали, что ингибиторы HSP90 подавляют PD-L1 в мышиных моделях, 

посредством регуляции клиентов HSP90 (c-Myc и STAT3) [36]. Ингибирование HSP90 также 

улучшало противоопухолевую активность анти- PD-1 и анти-CTLA-4 in vivo [186,188]. В 

настоящей работе мы установили, что анти-PD-1 терапия может влиять на локализацию и 

содержание HSP90β, TRAP1 и STIP1 в лимфоцитах периферической крови у пациентов с 

рефрактерной ЛХ. Блокада PD-1 также влияла на локализацию и содержание HSP90 в 

лимфоцитах костного мозга. Примечательно, что блокада PD-1 приводила к повышению 

HSP90 на поверхности лимфоцитов. Предыдущие исследования показали, что HSP могут 

появляться на поверхности иммунных клеток после ER стресса [82,23]. Эти исследования 
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предполагают, что существует связь между иммунными контрольными точками и HSP90 и, 

что лимфоциты могут повышать внеклеточный HSP90 в ответ на анти-PD-1 иммунотерапию. 

Однако, необходимы дальнейшие исследования, чтобы понять влияние иммунотерапии на  

локализацию и экспрессию HSP90 в лимфоцитах периферической крови и костного мозга 

пациентов с рецидивной и рефрактерной ЛХ. 

Выводы 
 

1. Присутствие гомологов HSP90 в моче пациентов коррелирует с наличием у них 

ракового заболевания.  

2. Первичные пациенты с B-клеточными лимфомами имеют аберрантное содержание 

HSP90 и ко-шаперона STIP1 в В клетках периферической крови и костного мозга. 

Повышенный HSP90 в В клетках периферической крови и костного мозга не связан с 

их злокачественным фенотипом. 

3. У первичных пациентов с В-клеточной лимфомой нарушено содержание 

внутриклеточных и внеклеточных HSP, иммунных контрольных точек (PD-1, CTLA-

4) и STAT3 в активированных Т клетках. 

4. Модулирование содержания HSP90 влияет на функциональную активность 

стимулированных NK и Т клеток первичных пациентов с В-клеточными лимфомами.    

5. PD-1 ингибитор (Ниволумаб) приводит к изменению внутриклеточного и 

внеклеточного пула гомологов HSP90 и STIP1 ко-шаперона в иммунных клетках 

пациентов с рефрактерной или рецидивной формой лимфомы Ходжкина. 
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Приложение 1 
 

Таблица S1. Молекулы, используемые для молекулярного докинга 

Домены PDB ID Цепи, 

выбранные для 

докинга 

 

SBD в комплексе 

4PO2 [209] A 

6JPV [210] A 

SBD в свободной форме 5XI9 [212] A 

 

NBD в комплексе 

2E8A [211] A 

3ATU [216] A 

5AQZ [213] A 

 

NBD в свободной форме 

2E88 [211] A 

Рецепторы 

иммунной 

системы 

TLR TLR1: 6NIH [241] A 

TLR2: 6NIG [241] A 

TLR4: 3FXI [235] A 

NK-клеточные 

рецепторы 

NKG2A: 3BDW 

[242] 

A 

NKG2D: 1MPU 

[234] 

A 

TCR  TCR αβ: 6JXR 

[227] 

D E F G M N 

TCRγδ: 6MWR 

[247] 

C D 

Nod-подобные 

рецепторы 

NLRP3: 6NPY 

[239] 

A 

Рецепторы 

комплемента 

CD46: 3INB[237] C 

CD46: 5FO8[229] C 

 

Иммунные ко-рецепторы 

CD80: 1DR9[230] A 

CD80: 4RWH 

[246] 
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CD86:1NCN [245] A 

CD40: 3QD6 [222] S 

CD40: 6PE9 [223] G 

CD28: 1YJD [228] C 

PD-L1: 6RPG 

[224] 

A 

CD4: 1CDJ [243] A 

CD8: 1CD8 [231] A 

 

Антиген-презентирующие 

молекулы 

MHC I: 1HHJ 

[233] 

A 

MHC II: 4I5B 

[238] 

A B 

MHC II: 2IAN 

[226] 

A B 

 

Галектины 

Galectin-1: 

1GZW[232] 

A 

Galectin-9: 3LSD 

[240] 

A 

Galectin-9:3NV1 

[244] 

A 

 

             Молекулы апоптоза клеток 

Bcl-2: 2W3L [236] A 

Apoptosome: 

5JUY[225] 

B I 
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Приложение 2 
 

 
 

Рис S1. Репрезентативные графики экспрессии iHSP90β в лимфоцитах периферической 

крови пациента с ЛХ. Экспрессия iHSP90β в Т-клетках (CD3
+
CD56

-
), В-клетках     

(CD19
+
CD3

-
), NK-клетках (CD3

-
CD56

+
) и NKT-клетках (CD3

+
CD56

+
). 

 
Рис S2. Репрезентативные графики экспрессии sHSP90β и sSTIP1 на В-клетках 

периферической крови здоровых доноров и пациентов с ЛХ и лимфоцитах костного мозга 

пациентов с ЛХ. PB, периферическая кровь; BM, костный мозг. 
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Рис S3 Репрезентативные графики экспрессии iHSP90β, iTRAP1 и iSTIP1 в В-клетках 

периферической крови здоровых доноров и пациентов с ЛХ и лимфоцитах костного мозга 

пациентов с ЛХ. PB, периферическая кровь; BM, костный мозг. 
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Приложение 3 
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Рис S4 Внутриклеточное (A) и внеклеточное (Б) экспрессия HSP, PD-1, CTLA-4 в 

неактивированных и активированных Т клетках у здоровых доноров и пациентов с 

лимфомой. F. Данные показывают среднее значение ± SEM. нс, недостоверно, *p<0,05, 

**p<0,01. 

 
 


