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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

ДК – дендритные клетки 

мДК – миелоидные дендритные клетки 

пДК – плазмоцитоидные дендритные клетки 

тол.ДК – толлерогенные дендритные клетки 

РА – ревматоидный артрит 

КИА – коллаген индуцированный артрит 

АГ – антиген 

МНК – мононуклеарные клетки  

Тreg – Т-регуляторные клетки 

IFN – интерферон 

IL – интерлейкин 

GM-CSF – гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор 

роста  

TNF – фактор некроза опухоли   

FCS – эмбриональная телячья сыворотка  

Dex –  дексаметазон 

CII – коллаген второго типа 
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность 

Дендритные клетки (ДК) являются антиген-презентирующими клетками 

костномозгового происхождения, способными инициировать и регулировать 

как первичный, так и вторичный Т- и В- клеточный иммунный ответ [112]. 

Дендритные клетки играют важную роль в процессах нарушения 

естественной толерантности тканей и запуске аутоагрессии в отношении 

собственных клеток и тканей организма при ревматоидном артрите. Это 

обусловлено измененной функциональной активностью дендритных клеток, 

нарушением их способности поддерживать невосприимчивость Т-

лимфоцитов и NK- клеток к собственным тканям организма и активацией 

клеточного и гуморального провоспалительного иммунного ответа [26].  

В периферической крови выделяют два основных подтипа ДК, которые 

несут на своей поверхности специфические маркеры: миелоидных и  

плазмоцитоидных  ДК. Незрелые дендритные клетки, независимо от подтипа 

имеют фенотип, характеризующийся низким уровнем экспрессии CD80, 

CD83, CD86 [114]. Миелоидные ДК имеют мощный потенциал для захвата и 

презентации антигенов, что позволяет им эффективно стимулировать Т-

клетки [108].  Плазмоцитоидные ДК обладают уникальным свойством 

продуцировать большое количество IFN-α/β при воздействии на них 

вирусными компонентами [88]. 
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Благодаря своей ключевой роли в развитии и поддержании 

воспалительных процессов, ДК являются объектом для пристального 

изучения при ряде заболеваний. Большинство исследований, посвященных 

дендритным клеткам  у больных ревматоидным артритом, указывают на то, 

что ДК играют важную роль в инициации и поддержании воспалительного 

процесса при острых и хронических воспалительных заболеваниях различной 

этиологии посредством презентации антигенов аутореактивным Т-клеткам 

[144,68]. Одним из механизмов, позволяющим ДК регулировать 

аутоиммунный процесс при ревматоидном артрите (РА), является продукция 

ряда цитокинов, от которых зависит дифференцировка Т-хелперных клеток. 

Подтипы ДК продуцируют как воспалительные, так и 

противовоспалительные цитокины, которые по-разному воздействуют на 

течение аутоиммунного заболевания, что может определять характер и 

степень нарушений иммунной регуляции при РА. 

Поскольку ДК активно участвуют в развитии аутоиммунного 

воспаления, исследователи рассматривают их как в качестве клеток-мишеней 

для таргетных подходов терапии ревматоидного артрита, так и в качестве 

клеткок-кандидатов для разработки клеточных технологий в лечении 

аутоиммунных заболеваний [123]. Подтипы дендритных клеток 

характеризуются различным фенотипом, свойствами и преимущественным 

участием в регуляции иммунологических процессов. Однако, вклад 

миелоидных и плазмоцитоидных субпопуляций в воспалительные процессы 
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различной этиологии мало изучены. Для  разработки различных стратегий 

лечения необходимо всестороннее исследования количественных и 

качественных показателей подтипов дендритных клеток (миелоидных и 

плазмоцитоидных) ex vivo у больных ревматоидным артритом и в условиях in 

vitro для оценки возможности индукции функционально полноценных ДК 

при РА. 

 

Цель работы: 

Изучить содержание и функциональные свойства субпопуляций дендритных 

клеток и эффективность их индукции из клеток-предшественников 

периферической крови у больных ревматоидным артритом 

Для достижения поставленной цели были определены следующие задачи: 

1. Оценить относительное количество миелоидных и плазмоцитоидных 

дендритных клеток в периферической крови больных ревматоидным 

артритом в период обострения заболевания.  

2. Изучить содержание в периферической крови больных РА дендритных 

клеток с разным фенотипом. 

3. Изучить относительное количество IL-12, IL-10, IL-4, IFN-α 

позитивных дендритных клеток у больных ревматоидном артритом. 

4. Охарактеризовать фенотип и функциональные свойства дендритных 

клеток генерированных из клеток предшественников периферической 

крови 
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Научная новизна работы. 

Впервые было показано, что у больных ревматоидным артритом происходит 

изменение соотношения субпопуляций ДК за счет  значительного снижения 

относительного количества циркулирующих в периферической крови 

плазмоцитоидных дендритных клеток. У больных ревматоидным артритом 

выявлено увеличение миграционного потенциала незрелых пДК по 

сравнению с условно здоровыми донорами. Установлено, что у больных 

ревматоидным артритом происходит снижение продукции цитокинов IL-4 

IL-10 и увеличение IL-12, IFN-α обеими субпопуляциями дендритных клеток 

по сравнению с условно здоровыми донорами. 

Впервые было показано, что у больных ревматоидным артритом возможна 

целенаправленная индукция функционально полноценных дендритных 

клеток  с миелоидным и плазмоцитоидным фенотипом из мононуклеарных 

клеток периферической крови. 

Теоретическая и практическая значимость работы. 

Представленные результаты по относительному содержанию 

миелоидных и плазмоцитоидных дендритных клеток периферической крови 

у больных ревматоидным артритом в сравнении со здоровыми донорами и по 

отличиям их функциональных и фенотипических характеристик расширяют 

представления о вовлеченности дендритных клеток разных субпопуляций в 

аутоиммунный процесс.  
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Выявленное снижение относительного количества CD80, CD83- 

позитивных дендритных клеток указывает на их незрелый фенотип у 

больных ревматоидным артритом в отличие от здоровых доноров, наряду с 

этим повышение экспрессии хемокинового рецептора CCR7  свидетельствует 

об их более высоком миграционном потенциале, а выявленное изменение 

профиля синтезируемых цитокинов подтверждает вовлеченность дендритных 

клеток в иммунопатологические реакции. Установленные фенотипические и 

функциональные отличия ДК больных РА указывают на перспективы их 

использования в разработке методов диагностики и прогнозирования 

заболеваний с воспалительным патогенезом. 

Полученные  данные по генерации незрелых и зрелых дендритных 

клеток  демонстрируют возможность индукции функционально полноценных 

дендритных клеток из мононуклеарных клеток периферической крови у 

больных ревматоидным артритом, что может явиться основой для 

дальнейшего применения их в клеточной иммунотерапии аутоиммунных 

заболеваний. 

Основные положения, выносимые на защиту: 

1. В периферической крови больных ревматоидным артритом 

наблюдается изменение фенотипических характеристик и 

функциональных свойств обеих субпопуляций дендритных клеток по 

сравнению со здоровыми донорами. Наибольшее изменения 

наблюдаются среди популяции плазмоцитоидных дендритных клеток за 
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счет снижения их относительного количества, при этом они 

характеризуются незрелым фенотипом, но обладают высокой 

миграционной активностью, а так же увеличенной продукцией IL-12, 

IFN-α. 

2. В условиях нарушенных свойств циркулирующих дендритных клеток у 

больных ревматоидным артритом из мононуклеарного пула 

периферической крови in vitro возможна индукция полноценных 

дендритных клеток с фенотипическими характеристиками миелоидных 

и плазмоцитоидных субпопуляций. 

 

Апробация материалов диссертации. 

Материалы диссертации доложены и обсуждены на: 

1. Семинарах экспериментального отдела ФГБУ НИИКИ СО РАМН 

(Новосибирск, 2011, 2012,2013). 

2. «VI конференции по дендритным клеткам и их роли при норме и 

патологии» в рамках Объединенного иммунологического форума - 2013 

(Нижний Новгород, 30 июня-05 июля 2013 года) 

3. Международной конференции «XV международном конгрессе по 

иммунологии» (Италия, Милан, 22-27 августа 2013 года) 

4. Международной конференции «Достижения фундаментальных наук и 

персонифицированной медицины в решении проблем системного и 

аутовоспаления» (Москва 5-7 июня 2014 г.) 
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5. Всероссийской научно-практической конференции с международным 

участием «Дни иммунологии в Сибири» и научном симпозиуме 

«Молекулярно-клеточные механизмы перепрограммирования иммунных 

реакций в норме и при патологии. Цитокины и иммунокомпетентные клетки» 

(г. Новосибирск  27-29 августа 2015 г.) 

6. Международной конференции «Cytokines» conference - конференция 

«Цитокины» (11-14 октября 2015 г., Германия, г.Бамберг) 

По теме диссертации опубликовано 10 работ, в том числе 2 статья в издании, 

рекомендованном ВАК.  

Результаты, представленные в данной работе, получены лично автором на 

базе лаборатории молекулярной иммунологии  НИИФКИ. 

Большую признательность автор выражает научному руководителю работы 

профессору, д.м.н. С.В. Сенникову за подробное конструктивное обсуждение 

полученных результатов, а также всем сотрудникам лаборатории 

молекулярной иммунологии за благожелательное отношение в ходе 

выполнения работы. 
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1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1 Патогенетические изменения регуляции иммунных реакций при 

ревматоидном артрите 

 

Ревматоидный артрит (РА) относится к категории общих деструктивных 

артропатий неизвестной этиологии. Это заболевание поражает 1-2% 

населения во всём мире, чаще всего им страдают женщины среднего возраста 

[25]. Аутоиммунное воспаление при РА имеет системный характер, но 

максимально затрагивает синовиальную оболочку суставов. При этом 

ведущий морфологический признак ревматоидного воспаления - 

формирование очага гиперплазии синовиальной ткани, инвазивный рост 

которой приводит к разрушению суставного хряща и костной ткани и 

формированию паннуса [4]. Этот процесс обусловлен совокупностью 

иммунопатологических факторов, включающих в себя как нарушения в 

клеточном звене иммунитета, так и отклонения в цитокиновом статусе [5]. 

Среди клеток иммунной системы в патогенезе ревматоидного артрита 

значительную роль играют дендритные клетки и, как следствие, способность 

их к изменению дифференцировки субпопуляционного состава Т-клеток. 

Среди растворимых факторов особое внимание следует обратить как на 

дисбаланс цитокинов по классической модели Th1/Th2 в сторону Th 1, так и 

на недавно доказанную важную роль  Th17-клеток и продуцируемых ими 

цитокинов [25]. Данные нарушения находят отражения и в дисбалансе на 
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местном уровне: в очаге воспаления инфильтрирующие клетки представлены 

главным образом Т-клетками, макрофагами и дендритными клетками. В 

синовиальной же жидкости содержится избыточное количество 

нейтрофилов, иммунных комплексов и провоспалительных цитокинов. 

Избыток провоспалительных цитокинов и относительный дефицит 

противовоспалительных медиаторов приводит к дисбалансу Th1/Th2 [92], 

который встречается при многих аутоиммунных заболеваниях. Этот 

дисбаланс осуществляется преимущественно за счет гиперпродукции 

цитокинов макрофагальной природы, таких как TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8,  

которые запускают каскад иммунопатологических реакций, приводящих к 

хронизации воспаления и разрушению костной и хрящевой ткани, и 

сниженной секреции антивоспалительных цитокинов (IL-4, IL-10) [121,26]  

Однако в настоящее время высказываются предположения о 

существовании еще одного механизма нарушения цитокинового баланса при 

РА – а именно, за счет активации Th17 [82, 83]. Функциональные 

характеристики Th17 и Th1 имеют ряд схожих черт. Они выполняют 

хелперную функцию в отношении В-лимфоцитов, обладающих низкой 

цитотоксичностью и практически не чувствительных к супрессорному 

действию FoxP3+-Т-регуляторных клеток [1].  Хотя Th17 и играют важную 

роль во многих иммунопатогенетических процессах, но в настоящее время 

данные клетки привлекают особое внимание именно своим участием в 

патогенезе ряда аутоиммунных заболеваний [124].  Th17 клетки 
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характеризуются продукцией IL-17, который оказывает провоспалительный 

эффект как самостоятельно, так и в сочетании с TNF-α и IL-4, при этом 

вызывая синтез других провоспалительных медиаторов [3], которые 

опосредуют инфильтрацию тканей и способствуют усилению 

воспалительного процесса.  При этом максимальная концентрация данного 

цитокина обнаружена в синовиальной жидкости [102], [82]. Th17 

продуцируют два представителя семейства IL-17: IL-17A и IL-17F. 

Основным, участвующим в воспалительных реакциях у больных 

ревматоидным артритом, является IL-17A. IL-17A в значительных 

количествах присутствует в синовии и синовиальной жидкости пациентов с 

ревматоидным артритом и вызывает синтез сопутствующих 

провоспалительных факторов. IL-17 in vitro стимулирует способность 

макрофагов из фракции мононуклеаров периферической крови к синтезу 

TNF-α и IL-1. Кроме того, IL-17 может напрямую участвовать в разрушении 

хрящевой ткани, вызывая увеличение продукции оксида азота хондроцитами.  

Он так же участвует в эрозии костной ткани за счёт усиления 

дифференцировки остеокластов посредством различных остеокластогенных 

факторов [5]. 

Как было описано ранее, Th17-клетки играют значимую роль в развитии 

аутоиммунных заболеваний путем секреции большого спектра цитокинов, в 

то время как Treg клетки (Т-регуляторные клетки)  выполняют 

немаловажную роль в поддержании периферийной иммунной толерантности 
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путем регуляции активности эффекторных Т-клеток, нарушение которой 

крайне важно для патогенеза аутоиммунных процессов. 

Присутствующие в организме аутореактивные Т-клетки должны 

находиться под контролем регуляторных клеток. Эту функцию контроля 

выполняют Treg тимусного происхождения, подавляющие их пролиферацию. 

Роль Treg при РА была убедительно показана на моделях экспериментальных 

артритов, индуцированных коллагеном и другими аутоантигенами [96,59,43]. 

Введение антител к CD25, приводящее к активации пула Treg, 

непосредственно перед иммунизацией мышей коллагеном типа II подавляло 

развитие артрита на фоне снижения количества активированных 

эффекторных Т-клеток. Напротив, введение таких антител задолго до 

иммунизации способствовало прогрессированию заболевания. При этом 

спленоциты подопытных животных отвечали усиленной пролиферацией на 

стимуляцию коллагеном типа II in vitro. Клинический эффект истощения 

Treg обратим и может быть восстановлен введением таких клеток от 

интактных мышей [96]. 

Было показано, что, как и Th17 клетки, Foxp3+ CD4+ CD25+ Treg клетки 

являются ключевыми элементами иммунной системы в формировании 

воспалительных процессов при аутоиммунных заболеваниях [2]. Treg клетки 

оказываются свою регуляторную функцию путём секреции 

противовоспалительных цитокинов, в том числе TGF-β1, за счет чего они 

играют важную роль в поддержании иммунного гомеостаза. Показано, что 
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TGFβ - это своеобразный полиактиватор синтеза других факторов роста. Их 

концентрация существенно повышается при РА, особенно в синовиальной 

жидкости [126]. Факторы роста фибробластов, хондроцитов, остеобластов 

стимулируют избыточную пролиферацию соединительной ткани в 

пораженных суставах, а сосудистый эндотелиальный ростовой фактор 

создает условия для дополнительного дренирования их сосудами. Это 

приводит к повышению проницаемости гистогематологических барьеров, что 

увеличивает темпы поступления аутоантител и цитотоксических лимфоцитов 

в периферическую кровь [25]. TGFβ регулирует продукцию хемокинов 

пролиферирующими синовиоцитами, что приводит у больных РА к активной 

миграции Т-клеток в очаг воспаления, задержке их там и распределению 

периваскулярно в пределах синовиальной оболочки. Эти же хемокины 

принимают участие в активации синовиоцитов суставов в результате 

аутокринного и паракринного влияния [45]. Функциональные дефекты или 

снижение числа Treg клеток могут служить причинами нарушения 

толерантности как при РА [37,8,136], так и при многих других аутоиммунных 

заболевания. У больных РА количество Foxp3+ CD4+ CD25+ Treg клеток в 

периферической крови, и, как следствие, уровень TGF-β1, значительно 

снижены, что ещё раз подтверждает, что Treg и противовоспалительный 

цитокин TGF-β1 имеют потенциальный защитный эффект для стабилизации 

состояния при прогрессировании РА [102].  
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У пациентов с РА относительное количество CD4+ CD25+ Т-клеток в 

синовиальной жидкости существенно выше, чем в периферической крови. 

Сравнение субпопуляций этих клеток у больных с активной формой 

заболевания по сравнению с ремиссией показало значительное увеличение в 

синовиальной жидкости Treg клеток, экспрессирующих хемокиновые 

рецепторы CCR4, CCR5, и CXCR4, которые связаны с миграцией клеток к 

воспалённым участкам [20, 36].  

Показано также, что при аутоиммунных артритах содержание CD4+ 

CD25+ Т-клеток в периферической крови и синовиальной жидкости 

коррелирует с тяжестью воспалительного процесса. Снижение числа СD4+ 

СD25bright Т-клеток было наиболее ярко выраженным при полиартрите и 

гораздо меньшим - при олигоартрите. В синовиальной жидкости больных 

обеих групп содержание СD4+ СD25bright Т-клеток значительно превышало их 

число в периферической крови [36]. Treg-клетки, выделенные из 

синовиальной жидкости и периферической крови, подавляют продукцию как 

провоспалительных (IFN-γ, TNF-α), так и противовоспалительных (IL-10) 

цитокинов [79]. До 40-50% CD4+ CD25+ Т-клеток синовиальной жидкости 

обладают фенотипом активированных Т-клеток и проявляют более 

выраженную супрессирующую активность, чем клетки периферической 

крови того же больного [131]. У отдельных больных РА, если и не 

обнаруживалось значительного снижения числа CD4+ CD25+ Т-клеток 

(примерно 5-10% от общей популяции CD4+ клеток), то наблюдалось 
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существенное нарушение их функций. Так, субпопуляция Тreg-клеток 

больных в активной стадии заболевания эффективно подавляла 

пролиферацию нормальных CD4+ CD25- Т-клеток, но не продукцию ими 

провоспалительных цитокинов –IL-1, IFN-γ, TNF-α [36]. 

Таким образом, различные субпопуляции Т-клеток активно вовлечены в 

патогенез аутоиммунных заболеваний и, в частности, ревматоидного артрита 

на разных его стадиях. Однако, на начальной стадии заболевания для 

активации всех пулов Т-клеток необходимы антигенпрезентирующие клетки, 

обладающие мощными потенциалом активации иммунных реакций. Среди 

таких клеток при ревматоидном артрите особо выделяются дендритные 

клетки.  
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1.2 Роль дендритных клеток в регуляции иммунных процессов  

 

Дендритные клетки (ДК) являются антиген-презентирующими клетками 

костномозгового происхождения, локализованными во всех лимфоидных 

органах, включая лимфатические узлы и селезёнку, обладающими 

способностью инициировать и регулировать как первичный, так и вторичный 

Т- и В-клеточный иммунный ответ [78]. Уникальность ДК заключается в том, 

что они способны активировать «наивные» Т-лимфоциты при первом их 

контакте с антигеном (АГ) [101] 

Условно принято разделять ДК на незрелые и зрелые формы. Такое 

разделение основано на различии в функциональных свойствах и 

способности к стимулированию Т-лимфоцитов. Незрелые ДК локализуются в 

периферических органах иммунной системы и на поверхности слизистых 

оболочек, где постоянно контролируют наличие чужеродных антигенов, при 

этом они обладают слабой стимулирующей активностью в отношении Т-

лимфоцитов по сравнению со зрелыми ДК [42]. 

Незрелые ДК эффективно интернализируют антиген посредствам 

фагоцитоза, рецептор-опосредованного эндоцитоза и макропиноцитоза. 

Способ захвата будет зависеть от размера частицы и участия в этом 

процессе клеточных рецепторов. Так, на ДК были обнаружены 

разнообразные С-лектиновые рецепторы (CLR), участвующие в рецептор-
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опосредованном эндоцитозе, такие как DC-SIGN (CD209), DEC-205 

(CD205), лангерин (CD207), дектин, манозный рецептор (CD206), BDCA-2. 

С-ликтиновые рецепторы участвуют в клеточной адгезии и регуляции 

сигнала (например BDCA-2), а так же в миграции и хоуминге, захвате и 

представлении антигена с помощью MHCII и дальнейшей презентации Т-

клеткам, а так же толерантности к аутоантигенам [134]. Как только антиген 

захвачен, он обрабатывается либо экзогенным путём с помощью эндосом, 

либо эндогенным с помощью протеосом. При участии молекул МНС I 

класса происходит презентация антигена для стимуляции CD8+ Т-клеток, 

антигена, фагоцитозного белка или рецепторов эндоцитоза в цитозоле. 

Далее антигены поступают в цитозоль через протеосомы и 

эндоплазматический ретикулум, где пептиды связываются с вновь 

синтезированными молекулами МНС первого класса для представления на 

поверхности клетки. Презентация антигена на молекулах МНС II класса 

происходит при стимуляции CD4+ Тh клетки, при этом антиген поглощается 

путём фагоцитоза или рецептор опосредованного эндоцитоза в эндосомы, 

где происходит протеолиз. Пептиды проникают в везикулу, содержащую 

МНС класса II, комплекс которых после взаимодействия  транспортируется 

к поверхности клетки [39]. 

В незрелом состоянии, ДК эффективно захватывают антигены, но их 

способность стимулировать T-клетки ограничена. Комплексный процесс, 

приводящий к терминальной дифференцировке ДК, превращающей их в 
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клетки с высокой способностью к стимуляции Т-клеток, называется 

созреванием ДК. Процесс созревания индуцируется собственными 

воспалительными молекулами, такими как лиганд CD40 (CD40L), TNF-α, IL-

1, IL-6, IFN-α, продуктами деятельности микроорганизмов и повреждением 

тканей, что стимулирует Toll-like рецепторы (TLR) [24]. По мере созревания 

ДК на них появляются ко стимулирующие молекулы. На ранних стадиях 

созревания начинает экспрессироваться CD86, в то время как экспрессия 

CD80 (CD83) характерна для более зрелых ДК. Так же во время созревания 

дендритных клеток на их поверхности начинает экспрессироваться 

хемокиновый рецептор - CCR7 [6], который обуславливает миграцию зрелых 

ДК в лимфатический узел, на незрелых ДК данный рецептор отсутствует [24, 

69, 50]. После созревания ДК теряют способность к захвату антигенов, при 

этом их иммуностимулирующая активность резко возрастает. 

В периферической крови выделяют две популяции ДК, отличающиеся 

между собой рядом признаков. Так, ДК с поверхностным фенотипом 

CD11c+CD123low имеют моноцитарное происхождение и относят к  

миелоидным ДК, в то время как клетки с фенотипом CD11c−CD123hi 

морфологически подобны плазматическим клеткам и обозначаются как 

плазмоцитоидные ДК [19]. 

Миелоидные ДК нуждаются в GM-CSF для роста и развития, способны к 

захвату антигена и активации Т-клеток, секреции IL-12 и IL-18 [78]. In vivo 

мДК находятся в циркулирующей крови, вторичных лимфоидных органах и 
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коже. В свою очередь мДК кожи делятся на клетки Лангерганса и 

интерстициальные ДК [130]. Эпидермальные клетки Лангерганса 

экспрессируют CD1c, лангерин и Е-кадгерин, в то время как на 

интерстициальных ДК экспрессируется DC-SIGN, CD11b, фактор XIIIa, и 

CD14 [129,91]. Антиген-презентирующие клетки экспрессируют на своей 

поверхности высокий уровень MHC II и интегрин CD11c, а так же ряд других 

адгезивных молекул таких как LFA (CD11a), LFA-3 (DC58), ICAM-1 (CD54), 

ICAM-3 (CD102). Созревание мДК сопровождается потерей большей части 

С-лектиновых рецепротов и одновременным снижением эндоцитозной 

активности. Зрелые мДК характеризуются высокой экспрессией CD11b и 

CD11c и генерируются in vitro путём стимуляции мононуклеарных клеток с 

использованием GM-CSF и IL-4.[115,135]  

Плазмоцитоидным ДК для дифференцировки из CD11c– 

предшественников в периферической крови необходим IL-3, они 

характеризуются низкой экспрессией рецептора к GM-CSF, отсутствием 

миелоидных маркеров СD14, CD13, и CD33, отсутствием маннозных 

рецепторов и экспрессией CD123 [78]. Они отличаются низкой экспрессией 

MHCII (по сравнению с мДК) и слабой способностью к стимуляции Т-

лимфоцитов [7]. Плазмоцитоидные дендритные клетки встречаются в 

лимфоидной ткани и некоторых периферических тканях [103]. В очагах 

воспаления, например при таких заболеваниях, как системная красная 

волчанка, псориаз, ревматоидный артрит, и при неопластических процессах 
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[140]. Несмотря на то, что их содержание в периферической крови менее 1%,  

они играют заметную роль в формировании иммунного ответа. 

Плазмоцитоидные ДК крови экспрессируют L-селектин (CD62L), что 

позволяет им проникать через кровеносные сосуды в лимфатические узлы, 

селезёнку, лимфоидную ткань и тимус  [60]. В лимфатических узлах пДК 

располагаются в непосредственной близости от Т-клеточной области и могут 

взаимодействовать с клетками высокого эндотелия венул [60]. 

Отличительной особенностью пДК является то, что в ответ на вирусные 

компоненты они начинают секретировать большое количество IFNα и IFNβ, 

синтез которых запускается в ответ на распознавание TLR специфического 

паттерна[134]. Это определило их альтернативное название как интерферон-

продуцирующие клетки. Они секретируют большое количество этих 

цитокинов преимущественно впервые сутки после стимуляции вирусными 

нуклеиновыми кислотами [115]. 

На миелоидных и плазмоцитоидных дендритных клетках 

экспрессируются различные TLR. Для миелодных ДК характерны TLR 1, 2, 

3, 4, 5, и 8 типа, тогда как на пДК экспрессируются TLR7 и TLR9, после 

воздействия на них агонистов, например таких, как R848 (резиквимод) или 

CpG ODN, происходит созревание ДК, что влечёт за собой увеличение ко-

стимулирующих молекул CD80, CD86, CD83 и рецептора CCR7 [65,49]. 

Таким образом, дендритные клетки обладают уникальными свойствами, 

которые позволяют участвовать им во всех типах иммунных реакций и 
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контролировать процессы роста, развития и активации Т-клеток, в 

формировании иммунного ответа в ответ на вирусные и прочие патогенные 

компоненты. 
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1.2.1. Характеристика дендритных клеток у больных ревматоидным 

артритом 

 
 
 

В аутоиммунных заболеваниях участвует три параллельных, но 

имеющих взаимосвязанные компоненты процесса: развитие 

аутотолерантности, развитие хронического воспаления в одном или 

нескольких органах, и, если воспаление «приобретает» хроническую форму, 

разрушение ткани, которые ведет за собой и другие неблагоприятные 

последствия [85]. Ключевое значение в активации  иммунитета у больных 

такой аутоиммунной патологией, как ревматоидный артрит, принадлежит 

антигенпрезентирующим клеткам. Наиболее мощным стимулятором 

иммунных реакций организма из них являются дендритные клетки [21],[139]. 

ДК способны распознавать и представлять антигены в комплексе с 

молекулами HLA первого и второго типа Т- и В-лимфоцитам. При этом 

экспрессия HLA обоих классов на ДК очень высока [48], так же  как и 

экспрессия костимуляторных молекул (CD80, CD86) [38,87].  ДК играют 

ключевую роль в индукции и поддержании активности Т-клеточного 

иммунитета [51], т.к. они способны стимулировать «наивные» Т-клетки, что 

отличает их от других АПК [73]. Наряду с медуллярными эпителиальными 

клетками тимуса, ДК тимуса способствуют центральной толерантности и 

формируют фенотип Т-клеток, представляя Т-клеткам  ауто антиген и удаляя 
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клоны Т-клеток обладающие сильной аутореактивностью [29]. На периферии 

покоящиеся ДК тоже удаляют аутореактивные лимфоциты и увеличивают 

популяцию Т регуляторных клеток [44,72]. Поэтому ДК обладают 

способностью поддерживать толерантность в норме, что представляет собой 

потенциал для использования в терапевтических целях при аутоиммунных 

заболеваниях [85] . 

Большинство исследований, проведённых с дендритными клетками  у 

больных ревматоидным артритом, указывают на то, что ДК играют 

определённую роль в инициации и поддержании воспалительного процесса 

посредством презентации антигенов аутореактивным Т-клеткам [139,85].  

Важность роли ДК при РА доказывается фенотипическим и 

функциональными исследованиями клеточных популяций периферической 

крови и клеток, находящихся в очаге воспаления. В частности показано, что 

соотношения субпопуляций ДК в периферической крови, синовиальной 

жидкости и оболочке значительно отличаются [34]. Основная масса 

исследований сфокусирована на выявлении функций ДК внутри суставной 

жидкости, однако ее клеточный состав и характеристики определяются 

именно свойствами ДК, циркулирующими в периферической крови, откуда 

они мигрируют в очаг при воспалении. Поэтому изучение именно разных 

подтипов ДК, циркулирующих в периферической крови, в норме и при 

патологии может позволить оценить влияние соотношения этих подклассов 

на формирования местного и системного воспалительного ответа. В 
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частности, в периферической крови больных РА количество циркулирующих 

как мДК, так и пДК заметно снижено, при этом они характеризуются слабой 

экспрессией костимулирующих молекул, в отличие от условно здоровых 

людей [57], что может быть обусловлено рядом патологических механизмов. 

Многие исследователи связывают данный феномен с тем, что  при 

прогрессировании воспалительного процесса в синовиальной оболочке, ДК в 

большей степени активируют собственные миграционные свойства, что 

влечёт за собой их миграцию из кровяного русла в очаг воспаления [68,30]  

Синовиальная оболочка является основной мишенью воспалительного 

процесса при РА [70,125]. При воспалительных процессах она становится 

более проницаемой для клеток иммунной системы и иммунных комплексов, 

миграция и адгезия которых происходит из-за изменений эндотелиальных 

клеток стенки венулы [93]. Это способствует миграции Т-клеток и ДК в 

синовиальную оболочку (в нормальной синовиальной оболочке ДК 

практически отсутствуют) [114]. Установлено, что у больных ревматоидным 

артритом наблюдается массивная инфильтрация синовиальной оболочки как 

зрелыми, так  и незрелыми ДК [105], окружёнными Т-лимфоцитами, при 

этом их количество значительно больше, чем в периферической крови [22].   

Дендритные клетки экспрессируют IL-12 [9], что способствует 

активации Т-хелперов первого типа. В свою очередь Т-хелперы первого типа 

способны выделять большое количество провоспалительных цитокинов (IL-

1,TNF, IL-6), которые способствуют обострению заболевания, что в 
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дальнейшем приводит к хронизации воспалительного процесса [112]. Роль 

пДК в патогенезе РА двойственна: с одной стороны, в синовиальной ткани 

пДК секретируют интерфероны I типа, которые способствуют усугублению 

местного воспаления (хотя и в меньшей степени по сравнению с мДК) [106], 

а с другой стороны, пДК могут играть определенную роль в активации В-

клеток с помощью экспрессии В-клеточного фактора активации [71], что 

приводит к продукции антител, которые также поддерживают 

воспалительные процессы в пораженном суставе [12]. 

 Дендритные клетки, находящиеся в синовиальной жидкости больных 

ревматоидным артритом, обладают  фенотипом и функциональной 

активностью, соответствующими стадии зрелых ДК: высокий уровень 

молекул МНС II класса, а так же способность стимулировать Т-клетки, 

благодаря активной экспрессии различных лигандов для рецепторов 

костимулирующих молекул на Т-клетках, таких как  CD 58, CD54, CD40, а 

так же  CD80/В7 [16]. Зрелые ДК, инфильтрирующие синовиальную 

оболочку, характеризуются высоким уровнем экспрессии CD83,  DC-LAMP, 

и CCR7 хемокиновых рецепторов. Последние из перечисленных могут быть 

ответственны за изменение локализации этих ДК в ответ на действие 

хемокинов CCL 19  и CCL 21, которые продуцируются клетками других 

областей синовиальной оболочки [104]. При сравнении основных 

костимулирующих молекул  в очаге воспалительного процесса было 

показано, что такая молекула как CD80 отсутствует или слабо 
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экспрессируется на ДК, находящихся в синовиальной жидкости или 

непосредственно в пораженной ткани [16], в то время как CD86 

экспрессируется намного сильнее. Кроме того, экспрессия CD86 

увеличивается in vitro, и является функционально выраженной при 

стимуляции Т-клеток дендритными клетками [113]. В частности в 

синовиальной жидкости больных РА наблюдается феномен «окружения» 

мДК большим количеством Т-клеток, при этом первые продуцируют такие 

провоспалительные  цитокины как IL-12р70 и IL-23р19 что, несомненно, 

важно  в  индукции Тh1 и Тh17. Несколько исследований, проведённых in 

vitro, с использованием CD1c+ мДК, взятых у больных РА, позволили более 

детально исследовать их роль при РА. Одно из таких исследований показало, 

что в отличие от мДК периферической крови, CD1c+ мДК, полученные из 

синовиальной жидкости больных РА, были устойчивы к 

иммуносупрессивному эффекту  IL-10 in vitro [15]. Из этих данных следует, 

что CD1c+ мДК в синовиальной оболочки могут поддерживать воспаление, 

даже в присутствии антивоспалительных цитокинов, таким образом, 

способствуя воспалению синовиальной оболочки при РА.  

Взаимодействие между ДК и Т-лимфоцитами происходит как напрямую 

через различные рецепторы, так   и  через секрецию цитокинов и хемокинов. 

Как уже было сказано, для индукции Th1 дендритные клетки должны 

секретировать соответствующие цитокины, в частности IL-12 и IL-23 [14]. 

Цитокин IL-12 представляет собой растворимый фактор, используемый ДК, 
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чтобы  направлять  дифференцировку наивных Т-клеток в Th1 для развития 

цитотоксических или воспалительных процессов  [109].  

Ряд исследований показывают, что IL-12 связан с аутоиммунными 

патологиями, такими как артрит [98], сахарный диабет [117], рассеянный 

склероз [46], а так же тиреоидит [63]. Дендритные клетки мышей с 

нокаутированным геном IL-12р35 реагировали на введение специфических 

антигенов коллагена II индуцированием Th2-смещенного ответа, а так же 

подавлением патологических процессов в модели КИА [76].   

 Напротив, при отсутствии воспалительных сигналов, «полузрелые» ДК 

продуцируют IL-10, который участвуют в формировании регуляторный Т-

клеточный ответ [74]. Основной противовоспалительный эффект IL-10 

реализуется через подавление активности макрофагов и Т-лимфоцитов 

(особенно Th1и Th17) – прежде всего, снижение активности или 

ингибирование синтеза этими клетками провоспалительных цитокинов.  IL-

10 способствует развитию гуморального иммунного ответа; он служит 

синергистом IL-4 при действии на В-клетки, защищая их от апоптоза [27]. IL-

10 играет важную роль в гомеостатической регуляции аутореактивных Т-

клеток [13, 41]. Уменьшение экспрессии IL-10 на CD4+ Т-клетках при РА 

связано с увеличением числа Th1 клеток и более тяжелым течением 

заболевания [144]. Moore  с  соавторами [95]  показали, что IL-10 ингибирует 

продукцию провоспалительных цитокинов и хемокинов  активированными 

моноцитами / макрофагами [47]. 
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 Таким образом, показано, что как фенотипические, так и 

функциональные свойства ДК в основных органах-мишенях при РА 

обладают значительными отличиями. При этом если местное воздействие ДК 

и их особенности  изучены достаточно подробно, то характеристики 

интактных ДК в периферической крови исследованы недостаточно.  Однако, 

они важны для понимания потенциала миграционных способностей ДК, 

баланса протективных и аутоагрессивных свойств ДК, поддержания 

толерантности к собственным клеткам организма, участию в формировании, 

стабилизации и усугубления аутоиммунного процесса при РА. 

Вовлеченность ДК в различные механизмы обеспечения нормального 

функционирования иммунной системы и широкий спектр возможных 

нарушений в их системе при различных патологиях позволяют рассматривать 

их как потенциальную мишень для разработки новых направлений в терапии 

иммунопатологических процессов. 
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1.3. Применение дендритных клеток в терапии аутоиммунных 

заболеваний.  

 
 
 

В настоящее время в экспериментальных исследованиях РА наиболее 

активно используются различные модели аутоиммунных артритов. Наиболее 

часто используемой моделью для РА является коллаген-индуцированный 

артрит (КИА). Как и ревматоидный артрит, КИА характеризуется 

деградацией фибрин содержащих хрящей, мононуклеарной инфильтрацией, 

гиперплазией синовиальных клеток, образованием паннуса, и, в конечном 

итоге, анкилозом одного или нескольких суставов [75]. В ряде работ на 

разных моделях показано активное участие ДК в формировании РА у мышей. 

Дендритные клетки могут играть двойственную роль в формировании и 

развитии иммунного ответа: с одной стороны они учувствуют в индукции 

воспаления, затрагивающего синовиальную оболочку [75], а с другой 

стороны они могут использоваться в подавлении аутоиммунного ответа в 

качестве вакцины или лекарственного средства. 

Практически во всех экспериментах по моделированию артрита, 

исследования иммунокомпетентных органов и тканей на предмет выявления 

особенностей ДК в них проводят уже после завершения инициальных 

воспалительных процессов, однако при этом остаётся малоизученной ещё 

одна возможная функция ДК как непосредственных участников 
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формирования очагов воспаления при артрите на ранних стадиях 

аутоиммунного процесса. 

В работе Leung B.P. исследовалась способность зрелых дендритных 

клеток, нагруженных коллагеном II типа (CII), вызывать ревматоидный 

артрит у мышей линии DBA/1[75]. В экспериментальных условиях было 

показано, что после введения зрелых ДК, нагруженных коллагеном II типа, в 

задние лапки мышей через несколько дней наблюдались симптомы, 

характерные для РА, такие как отёк, эритема, а так же снижение 

двигательной функции поражённой конечности. Было отмечено, что в данной 

модели РА не наблюдается деструкции по типу полиартрита, то есть 

повреждение затрагивало только ту конечность, куда непосредственно 

вводили специфические ДК. Этот эксперимент показывает, что индукция 

активации ДК коллагеновыми пептидами достаточна для индукции артрита у 

таких мышей. В обычных же условиях созревание ДК включает в себя ряд 

фенотипических изменений, которые необходимы для Т-клеточной 

активации, а также модуляции хемокиновых рецепторов, в результате чего 

ДК приобретают способность мигрировать в местные лимфатические узлы 

[110]. В условиях эксперимента при использовании коллаген-

индуцированных ДК их локализация наблюдалась в Т-клеточной области 

подколенных и паховых лимфатических узлов через 2 дня после введения, 

при этом происходила активация CD4 клеток. Таким образом, в данной 
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модели РА наблюдается, активная роль ДК в индуктивной фазе, что 

включает в себя активацию Т-клеток в местных лимфатических узлах [75]. 

Поскольку показана сильная взаимосвязь между изменением фенотипа 

ДК, как в периферической крови, так и в месте поражения (и установлены 

различия между этими субпопуляцими ДК), в качестве таргетной терапии РА 

было бы перспективно использовать направленное воздействие на 

восстановление нормального функционирования ДК. Эта проблема очень  

важна, так как на данный момент стандартно проводимое   лечение РА 

включает в себя использование иммуносупрессивных препаратов, таких как 

антагонисты цитокинов, В-клеток, разрушающие антитела и блокаторы 

CTLA-4. Данные препараты могут облегчить симптомы заболевания у 

некоторых пациентов, но такое лечение редко приводит к стойкой ремиссии 

и отказу от медикаментозных терапий [118]. Кроме того, эти препараты 

могут вызывать общую иммуносупрессию, тем самым принося ущерб всей 

иммунной системе,  тогда как «препараты» на основе ДК, возможно, будут 

оказывать целенаправленное воздействие на пораженный сустав, не принося 

вреда иммунной системе в целом.  

Было проведено множество исследований для определения участия и 

изучения потенциальной роли дендритных клеток  в терапевтическом 

подходе при ревматоидном артрите. В том числе было показано, что при 

ревматоидном артрите нестероидные противовоспалительные препараты 

ингибируют дифференцировку  ДК локализованных в синовиальной 
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оболочке, а так же снижают потенциал макрофагов полученных из 

синовиальной жидкости, чтобы стимулировать аллогенные Т-клетки [64]. 

Лечение с помощью моноклональных антител к противовоспалительной 

терапии (например, анти-TNF -альфа препаратами) доказало свою 

эффективность в лечении пациентов с ревматоидным артритом [127]. Анализ 

фенотипа циркулирующих дендритных клеток у больных РА после лечения 

инфликсимабом показал, что количество циркулирующих CD11с+ мДК 

уменьшалось, и в меньшей степени снижалось количество CD123 пДК. 

Экспрессия маркера CD83, который характерен для активации ДК, снижалась 

после терапии инфликсимабом через 24 часа. После 6 месяцев лечения у всех 

пациентов наблюдались клинические улучшения, а экспрессия CD83 

оставалась низкой. Таким образом, TNF-α блокирует созревание 

циркулирующих ДК и сокращает экспрессию маркёров активации [71]. 

В связи с этим желательно разработать терапевтический подход для 

безопасного лечения. Одна из новых стратегий связана с ДК и их функцией 

индуцировать иммунологическую толерантость. В свете данных проблем 

одним из перспективных направлений при разработке вакцин является 

восстановление иммунной толерантности с помощью вакцинации 

аутологичными дендритными клетками, способными ее вызывать. Эти 

толлерогенные ДК (тол.ДК) могут быть получены ex vivo и их 

терапевтическое действие может быть проверено на животных моделях 

коллаген индуцированного артрита [123]. 
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Существует несколько подходов для получения тол.ДК. Генерация ДК in 

vitro с цитокинами в том числе с IL-10, TNF является относительно простой 

схемой индукции толДК. Так же толлерогенные ДК могут быть выделены in 

vitro с помощью NF-κB, BAY 11-7085, дексаметозона (Dex) и/или витамина 

D3 [90,75,100,142]. Полученные таким образом клетки характеризуются 

незрелым или «полузрелым» фенотипом, а так же сниженной способностью 

стимулировать Т-клетки [142,132,133]. КИА можно «предотвратить» с 

помощью вакцины на основе ДК, сокультивированных с TNF, IL-10 или Dex 

[133,143]. Применение TNF-ДК для лечения КИА было показано в различных 

исследованиях, однако в каждом таком исследовании был предложен разный 

механизм действия TNF-тол.ДК in vivo: было показано что TNF-ДК 

способствует Th2-поляризации клеточного ответа [133], экспрессии CD49b+ 

Treg клеток [31], или индукции FoxP3+ Treg [77].  Комбинация 

Dex+vitD3+ДК снижала «проявления» РА на модели КИА [122]. Следует 

отметить, что клиническое улучшение после лечения DexD3-ДК было 

связано со снижением CII специфической Т-клеточной пролиферации и 

сокращением числа Th17-клеток [122]. Таким образом, можно предположить, 

что способ получения толДК определяет различные иммунорегуляторные 

эффекты in vivo. 

Функцииональная активность ДК может быть модифицирована с 

помощью трансдукции генов иммунорегуляторных цитокинов или с 

помощью молекул, индуцирующих клеточную смерть. Например, IL-4 
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трансдуцированные ДК переключают Т-клеточный ответ на фенотип Th2, 

при этом увеличивается продукция IFN-γ [61,97] и снижается IL-17, 

продуцируемый Т-клетками in vitro. Эти IL-4 трансдуцированные ДК 

способны предотвратить начало КИА [97], или моделировать его тяжесть 

[61], тогда как IL-10-трансдуцированные ДК были не способны влиять на 

течение артрита [61]. Дополнительным преимуществом лечения IL-4-

трансдуцированных ДК может быть то, что IL-4 непосредственно подавляет 

деструкцию хрящевой и костной ткани [58]. «Киллерные ДК» которые 

генетически модифицированы чтобы экспрессировать Fas лиганд или TRAIL 

подавляют патогенный ответ Т-клетк путём удаления аутореактивных Т-

клеток [62,81]. Такой подход был успешным в «подавлении» развития КИА у 

мышей [62] иммунизированных CII [81]. 

Обобщая приведенные выше данные литературы, можно заключить, что 

проблема ревматоидного артрита обладает высокой социальной 

значимостью. При этом причины возникновения данной патологии до 

настоящего времени точно не известны, а методы лечения, используемые при 

РА, нуждаются в модернизации, поскольку применяемые сейчас препараты 

оказывают множество серьезных побочных эффектов, в том числе, нарушая 

функционирование иммунной системы. Ключевым звеном в решении задачи 

поиска новой щадящей таргетной терапии могли бы стать 

антигенпрезентирующие клетки, а именно дендритные, являющиеся 

мощными стимуляторами иммунной системы. Для выделения важных 
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механизмов регуляции и управления процессами иммунного воспаления 

дендритными клетками очень важно знать фенотипические и 

функциональные характеристики разных подтипов ДК в разных отделах 

иммунной системы, а также методы активации разных свойств разных 

субпопуляций  ДК. Это позволит узнать, каким образом нарушается функция 

миелоидных и  плазмоцитоидных ДК  при РА, и в дальнейшем позволит 

использовать полученные данные для понимания причины возникновения 

данной патологии и разработки препаратов на основе ДК. 
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2.МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 
 

Объект исследования 

В исследовании использовалась гепаринизированная венозная кровь 

пациентов, больных ревматоидным артритом, выборка состояла из 35 (6 

мужчин и 29 женщина) человек (в возрасте 54,7 (34-75) лет), на момент 

поступления в клинику ФГБУ «НИИКИ» СО РАМН. Диагноз ревматоидного 

артрита верифицирован в соответствии с критериями AСR 2010 г. 

(Американская Коллегия Ревматологов). Клиническая оценка включала 

индекс активности болезни с 28-суставным счетом (disease activity score with 

28 joint count, DAS 28), определялась с помощью подсчета количества 

болезненных и припухших суставов из 28, определения СОЭ, оценки 

пациентом общего состояния здоровья по ВАШ (визуальной аналоговой 

шкале от 0 до 100мм) и последующего вычисления индекса DAS28. Все 

пациенты на момент поступления в клинику иммунопатологии НИИФКИ 

имели высокую активность заболевания (DAS28>5,1). Перед включением в 

исследование все пациенты подписали форму добровольного 

информированного согласия. Протоколы исследования были одобрены 

локальным этическим комитетом НИИКИ СО РАМН. Работа была 

выполнена с использованием оборудования ЦКП НИИФКИ. 

В работе использовалась периферическая кровь условно здоровых 

доноров 22 человека (4 мужчины и 18 женщин, в возрасте 46,7 (30-59) лет)  



39 
 

полученная в пункте заготовки крови №1 ГБУЗ НСО «Новосибирского 

центра крови». Доноры контрольной и опытной групп сопоставимы по полу 

и возрасту, статистически значимые отличия между группами по 

демографическим характеристикам  отсутствуют (p>0.1).   

 

Изучение миелоидных и плазмоцитоидных дендритных клеток 

периферической крови 

 

Оценка фенотипической и функциональной характеристики дендритных 

клеток в цельной периферической крови 

Оценка фенотипической и функциональной характеристик ДК производилась 

в два этапа: 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Схема 1. Дизайн исследования дендритных клеток периферической крови 

Периферическая кровь 

Добавление 
стимулаторов 

LPS+R848 

Пробоподготовка и  
добавление антител 

Анализ мДК и пДК экспрессирующих 
CD80,CD83,CCR7 

Инкубация 
4 часа 

I этап 
II этап 
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 На первом этапе подготовка пробы цельной крови для анализа на 

проточном цитофлюориметре заключалась в предварительном мечении 

соответствующими антителами к поверхностным маркерам CD3- FITC, 

CD14-FITC, CD19-FITC («Сорбент», Москва), HLA-DR- PerCp, CD11c- 

PECy7, CD123- APC,  CD83- PECy5, CD80- PECy5 («BD Biosciences», 

США), CCR7- PerCp-Cy5.5  в течение 20 мин. при комнатной 

температуре в темном месте. После инкубации кровь лизировали с 

помощью коммерческого буфера BD FACS Lysing Solution («BD 

Biosciences», США) после чего центрифугировали в течение 10мин. 

После чего отмывали два раза с помощью PBS, содержащим 0,02% 

ЭДТА и 1% азида натрия (раствор 1), затем центрифугировали. Анализ 

содержания целевых популяций миелоидных и плазмоцитоидных 

дендритных клеток проводили с помощью проточного 

цитофлюориметра «BD FacsAria» и программного обеспечения 

«FacsDiva». 

 На втором этапе для оценки способности к индукции экспрессии 

маркеров созревания (CD83, CD80, CCR7) на миелоидных и 

плазмоцитоидных дендритных клетках использовали агонисты 

специфических толл-подобных рецепторов (TLR) - R848 (Resiquimod 

(«BioVision», США)) и LPS (E.coli 0114:B4 («Sigma», США)). R848 - 

селективный лиганд для TLR7/8, который наряду с LPS (TLR4) 

стимулирует увеличение экспрессии CD80, CD83 и CCR7 [3]. 
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После добавления стимуляторов (R848 20 нг/млн. лейкоцитов крови, 

LPS 25 нг/млн. лейкоцитов крови) пробы цельной крови инкубировали в 

течение 4 часов в атмосфере 5% СО2 при температуре 370С. Затем 

оценивали экспрессию поверхностных маркеров на миелоидных и 

плазмоцитоидных ДК аналогично, как и до стимуляции.  

Подтипы дендритных клеток периферической крови характеризовали 

следующим фенотипом: миелоидные дендритные клетки (CD3-CD14-CD19-

HLA-DR+CD11c+CD123-), плазмоцитоидные дендритные клетки (CD3-

CD14-CD19-HLA-DR+CD11c-CD123+).  
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Определение относительного процента клеток, экспрессирующих IL-4, 

IL-10 среди миелоидных и плазмоцитоидных дендритных клеток в 

цельной периферической крови 

 

 

 

 

 

 

 

Схема 2. Дизайн исследования дендритных клеток периферической крови 

продуцирующих внутриклеточные цитокины IL-4, IL-10, IL-12,IFN-α. 

Для оценки популяций миелоидных и плазмоцитоидных дендритных клеток, 

экспрессирующих IL-4, IL-10 , цельную кровь разводили в 2 раза в среде 

RPMI-1640, после чего к части крови добавляли только Brefeldin A (4нг/ млн. 

лейкоцитов крови BFA («Sigma», США), а к другой части с BFA, Ionomycin 

(500нг/ млн. лейкоцитов крови «Sigma», США)  и PMA (5нг/ млн. лейкоцитов 

крови (phorbol 12-myristate 13-acetate) («Sigma», США)). Затем клетки 

инкубировали в течение 5 часов в атмосфере 5% СО2 при температуре 370С. 

После инкубации клетки метили поверхностным маркерам CD3- FITC, CD14-

FITC, CD19-FITC («Сорбент», Москва), HLA-DR- PerCp, CD11c- PECy7, 

CD123- APC, в течении 20 минут. После инкубации кровь лизировали с 

Периферическая кровь 

Brefeldin A Brefeldin A+ 
PMA+ 

Ionomycin 

Оценка внутриклеточных 
цитокинов IL-4 IL-10 

Инкубация 5 часов 

IFN-γ+LPS+R848 CpG+R848 

Инкубация 4часа 

Brefeldin A 

Оценка внутриклеточных  
цитокинов IL-12 IFN-α 
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помощью коммерческого буфера BD FACS Lysing Solution («BD 

Biosciences», США) и центрифугировали. Далее проводили две отмывки с 

помощью PBS, содержащим 0,02% ЭДТА и 1% азида натрия (раствор 1), 

затем центрифугировали. Далее клетки фиксировали в растворе 1 с 0,1 % 

параформальдегида, 20 минут при комнатной температуре. После чего 

добавляли холодный раствор 1 и центрифугировали. Затем клетки 

фиксировали в растворе 0,1 % Tween 20 в течении 20 минут при комнатной 

температуре. После фиксации проводили отмывку с использованием 

раствора 1. Далее  клетки инкубировали с внутриклеточными маркёрами IL-

4- PE, IL-10-PE («BD Biosciences», США) в течении 30 минут при комнатной 

температуре в темноте, затем отмывали с помощью раствора 1. Определения 

относительного процента клеток экспрессирующих IL-4, IL-10 среди 

миелоидных и плазмоцитоидных дендритных клеток в цельной 

периферической крови проводили с помощью проточного цитометра. 
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 Определение относительного процента клеток экспрессирующих IL-12, 

IFN-α среди миелоидных и плазмоцитоидных дендритных клеток в 

цельной периферической крови 

С целью изучения количества IL-12 и IFN-α к цельной крови добавляли 

следующие стимуляторы (Схема 2): IFN-g (10 нг/млн. лейкоцитов крови 

(ООО «Иммунофарм», Россия)), LPS (100нг/млн. лейкоцитов крови E.coli 

055:B5 («Sigma», США)), R848 (Resiquimod («BioVision», США)) и CpG (5 

мкг/млн. лейкоцитов крови ООО «Биосан», Россия), R848 соответственно, 

затем все пробы инкубировали в течении 2 часов в атмосфере 5% СО2 при 

температуре 370С, после чего добавляли   BFA (4нг/млн. лейкоцитов крови 

BFA («Sigma», США)) и оставляли на 22 часа в при температуре +40С в 

темноте. После инкубации клетки метили поверхностным маркерам CD3- 

FITC, CD14-FITC, CD19-FITC («Сорбент», Москва), HLA-DR- PerCp, CD11c- 

PECy7, CD123- APC, в течение 20 минут. После инкубации кровь лизировали 

с помощью коммерческого буфера BD FACS Lysing Solution («BD 

Biosciences», США) и центрифугировали. Далее проводили две отмывки с 

помощью PBS, содержащим 0,02% ЭДТА и 1% азида натрия (раствор 1), 

затем центрифугировали. Далее клетки фиксировали в растворе 1 с 0,1 % 

параформальдегида, 20 минут при комнатной температуре. После чего 

добавляли холодный раствор 1 и центрифугировали. Затем клетки 

фиксировали в растворе 0,1 % Сапонина в течение 20 минут при комнатной 

температуре. После фиксации проводили отмывку с использованием 
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раствора 1. Далее  клетки инкубировали с внутриклеточными маркёрами IL-

12p70-PE и IFN-a [2b] -PE («BD Biosciences», США) в течение 30 минут при 

комнатной температуре в темноте, после чего отмывали с помощью раствора 

1. Затем клетки так же исследовали с помощью проточного 

цитофлуориметра. 

 

Индукция миелоидных и плазмоцитоидных дендритных клеток 

 

Получение незрелых и зрелых дендритных клеток 

Мононуклеарные клетки (МНК) периферической крови больных 

ревматоидным артритом и условно здоровых доноров выделяли стандартным 

методом на градиенте плотности фиколл-урографина (ρ=1,077) [28]. Для 

этого кровь разводили в 2 раза в среде RPMI-1640, 27  мл разведенной крови 

наслаивали на 15 мл фиколл-урографина и центрифугировали 40 минут при 

1500 об/мин. Клетки интерфазного кольца собирали, дважды отмывали в 

среде RPMI-1640 и инкубировали 2 ч. в атмосфере, содержащей 5% СО2 при 

370С для выделения клеток с повышенной адгезивной способностью. Среду с 

неприлипшими и прилипшими клетками, осаждали путем 

центрифугирования и культивировали в 48-луночном планшете (Greiner bio-

one, Германия) для дальнейшего использования в концентрации 1млн/мл в 

объеме 1мл в полной среде RPMI-1640, содержащей 10% FCS (Hyclone, 

Австрия), 2 мМ L-глютамина (ООО «Биолот», Санкт-Петербург), 10 мМ 
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буфера HEPES (Sigma), 5*10-4 М 2-меркаптоэтанола (Sigma), 80 мкг/мл 

гентамицина (KRKA), 100 мкг/мл бензилпенициллина (ОАО «Биосинтез», 

Пенза). Для индукции миелоидных дендритных клеток к прилипшей фракции 

МНК добавлялись 50 нг/мл rhGM-CSF, 100 нг/мл rhIL-4 (Peprotech, США) на 

срок 48ч для получения незрелых ДК. Далее для созревания мДК в культуру 

добавляли rhTNF-α (25 нг/мл) (Peprotech, США) и инкубировали в течение 24 

часов. Для индукции плазмоцитоидных дендритных клеток к прилипшей 

фракции МНК добавляли 20мкг/мл rhIL-3 (BioVision, США) и 20 нг/мл R848 

и инкубировали в течение 24 часов. После к незрелим пДК добавляли 

25нг/мл LPS (E.coli 0114:B4 («Sigma», США)) и  инкубировали в течение 48 

часов. 

 

Фенотипическая оценка незрелых и зрелых индуцированных миелоидных 

и плазмоцитоидных дендритных клеток 

 

Предварительная пробоподгатовка индуцированных дендритных клеток 

заключалась в добавлении PBS, содержащим 0,02% ЭДТА, без азида (раствор 

2) и цинтрефугированием 10 мин при 1500 об/мин. После ресуспензирования 

осадка к клеткам добавляли специфические маркёры  CD3- FITC, CD14-FITC, 

CD19-FITC («Сорбент», Москва), HLA-DR- PerCp, CD11c- PECy7, CD123- 

APC, CD83-PE, CD80-V450, CCR7-PE («BD Biosciences», США), 

инкубировали в течение 15 минут, затем отмывали в растворе 2. Анализ  
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клеточной популяции проводили с помощью проточного цитофлюориметра 

«BD FACSVerse» и программного обеспечения «BD FACSuite» 

 

Определение относительного процента клеток экспрессирующих IL-10 

среди индуцированных миелоидных и плазмоцитоидных дендритных 

клеток  

 

Предварительная пробоподгатовка индуцированных дендритных клеток 

заключалась в добавлении PBS, содержащим 0,02% ЭДТА, без азида (раствор 

2) и цинтрефугированием 10 мин при 1500 об/мин. С целью изучения 

количества IL-10 в пробы добавляли следующие стимуляторы: после чего к 

части клеток добавляли только Brefeldin A (4нг/ млн. лейкоцитов крови BFA 

(«Sigma», США), а к другой части с Brefeldin A, Ionomycin (500нг/ млн. 

лейкоцитов крови «Sigma», США)  и PMA (5нг/ млн. лейкоцитов крови 

(phorbol 12-myristate 13-acetate) («Sigma», США)). Затем клетки 

инкубировали в течение 5 часов в атмосфере 5% СО2 при температуре 370С. 

После инкубации клетки собирали (по 250тыс.клеток на пробу)  и метили 

поверхностным маркерам CD3- FITC, CD14-FITC, CD19-FITC («Сорбент», 

Москва), HLA-DR- PerCp, CD11c- PECy7, CD123- APC, в течении 20 минут. 

Далее проводилась отмывка с помощью PBS, содержащим 0,02% ЭДТА и 1% 

азида натрия (раствор 1), затем центрифугировали. Далее клетки 

фиксировали в растворе 1 с 0,1 % параформальдегида, 20 минут при 
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комнатной температуре. После чего добавляли холодный раствор 1 и 

центрифугировали. 0,1 % Tween 20 в течении 20 минут при комнатной 

температуре. После фиксации проводили отмывку с использованием 

раствора 1. Далее  клетки инкубировали с внутриклеточными маркёрами  IL-

10-PE («BD Biosciences», США) в течении 30 минут при комнатной 

температуре в темноте, затем отмывали с помощью раствора 1. Определения 

относительного процента клеток экспрессирующих IL-10 среди миелоидных 

и плазмоцитоидных дендритных клеток в цельной периферической крови 

проводили с помощью проточного цитометра. 

 

Определение относительного процента клеток экспрессирующих IL-12, 

IFN-α среди индуцированных миелоидных и плазмоцитоидных 

дендритных клеток  

 

Предварительная пробоподгатовка индуцированных дендритных клеток 

заключалась в добавлении PBS, содержащим 0,02% ЭДТА, без азида (раствор 

2) и цинтрефугированием 10 мин при 1500 об/мин. С целью изучения 

количества IL-12 и IFN-α в лунки  добавляли следующие стимуляторы: IFN-g 

(10 нг/мл (ООО «Иммунофарм», Россия)), LPS (100нг/мл E.coli 055:B5 

(«Sigma», США)), R848 (Resiquimod («BioVision», США)) и CpG (5 μg/ мл. 

ООО «Биосан», Россия), R848 соответственно, затем все пробы 

инкубировали в течении 2 часов в атмосфере 5% СО2 при температуре 370С, 
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после чего добавляли   BFA (4нг/мл. BFA («Sigma», США)) и оставляли на 22 

часа в при температуре +40С в темноте. После инкубации клетки собирали 

(по 250тыс.клеток на пробу)  метили поверхностным маркерам CD3- FITC, 

CD14-FITC, CD19-FITC («Сорбент», Москва), HLA-DR- PerCp, CD11c- 

PECy7, CD123- APC, в течении 20 минут. Далее проводилась отмывка с 

помощью PBS, содержащим 0,02% ЭДТА и 1% азида натрия (раствор 1), 

затем центрифугировали. Далее клетки фиксировали в растворе 1 с 0,1 % 

параформальдегида, 20 минут при комнатной температуре. После чего 

добавляли холодный раствор 1 и центрифугировали. Затем клетки 

фиксировали в растворе 0,1 % Сапонина в течение 20 минут при комнатной 

температуре. После фиксации проводили отмывку с использованием 

раствора 1. Далее  клетки инкубировали с внутриклеточными маркёрами IL-

12p70-PE и IFN-a [2b] -PE («BD Biosciences», США) в течение 30 минут при 

комнатной температуре в темноте, после чего отмывали с помощью раствора 

1. Затем клетки так же исследовали с помощью проточного цитомитра. 

 

Статистическая обработка данных 

 

Статистическая обработка результатов производилась с помощью 

программы «Statistica 7.0». При ненормальном распределении выборки для 

статистической проверки использовались непараметрические критерии 

Манна-Уитни и Уилкоксона, данные представлялись в виде медианы и 
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квартильного диапозона значений  (25% и 75%). В пояснениях к 

иллюстрациям количество лиц в группе обозначено n. 
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3. РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

 
 

3.1. Фенотипическая и функциональная характеристика дендритных 

клеток в периферической крови, больных ревматоидным артритом и 

условно здоровых доноров  

 
 
 

Для изучения фенотипических характеристик дендритных клеток 

периферической крови, а так же их потенциала для созревания и 

миграционной активности, часть ДК (интактные ДК) исследовалась сразу же, 

а часть культивировалась как в присутствии, так и в отсутствии 

специфических стимуляторов созревания.  Способность клеток по-разному 

реагировать на воздействие таких медиаторов экспрессией соответствующих  

маркёров позволила оценить их миграционный потенциал и степень зрелости 

клеток субпопуляций, циркулирующих в крови здоровых и больных доноров. 

Определение общего относительного количества дендритных клеток 

периферической крови (миелоидные и плазмоцитоидные ДК) в группах 

условно-здоровых доноров и больных РА не выявило значимых различий 

(1,73% vs 1,12%). Наряду с этим, были выявлены существенные изменения в 

соотношении подтипов ДК у больных РА по сравнению с контролем. Так, 

соотношение миелоидных и плазмоцитоидных ДК статистически значимо 

превышало таковое в контрольной группе в 6,18 раз (в группе условно-

здоровых доноров и больных РА соотношение составляло соответственно 
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1,65 и 10,2), что указывает на существенный количественный дисбаланс 

подтипов ДК в периферической крови больных РА. При анализе в разных 

группах относительного количества миелоидных и плазмоцитоидных ДК 

было установлено, что выявленное изменение соотношения подтипов ДК 

обусловлено преимущественно значительным снижением уровня 

плазмоцитоидных ДК в периферической крови больных РА (в 6,3 раза по 

сравнению с контролем) (рис.1).  

 

Рисунок 1. Относительное количество миелоидных и плазмоцитоидных дендритных 

клеток в периферической крови условно-здоровых доноров (n=12) и больных 

ревматоидным артритом (n=12). Данные представлены в виде медианы и 

межквартильного интервала. Стрелкой указано статистически значимое отличие (p<0,05). 

 

Для оценки способности к созреванию ДК в периферической крови 

исследовались показатели не только интактных клеток, но и специфически 
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стимулированных LPS и R848 в течение четырёх часов. Несмотря на 

отсутствие достоверных различий по относительному количеству 

миелоидных дендритных клеток между больными РА и условно-здоровыми 

донорами, миелоидные ДК из периферической крови больных РА 

характеризовались статистически значимо более низким уровнем экспрессии 

CD83 и CD80, что указывает на менее зрелое состояние циркулирующих 

миелоидных ДК у больных РА. Плазмоцитоидные ДК больных РА также 

имеет более низкую экспрессию CD83 и CD80 на клеточной мембране по 

сравнению с контрольной группой. Кроме того, процент плазмоцитоидных 

ДК, экспрессирующих рецептор CCR7, был статистически значимо выше по 

сравнению с условно-здоровыми донорами (рис.2-4), что свидетельствует об 

их повышенном миграционном потенциале.   

 

 

 



54 
 

 

Рисунок 2  Относительное количество миелоидных и плазмоцитоидных дендритных 

клеток, экспрессирующих маркер CD80 . Данные представлены в виде медианы и 

межквартильного интервала, условно-здоровых доноров (n=15) и больных ревматоидным 

артритом (n=12). Стрелками указаны статистически значимые различия (p<0,05) 

 

 

Рисунок 3  Относительное количество миелоидных и плазмоцитоидных дендритных 

клеток, экспрессирующих маркер CD83 . Данные представлены в виде медианы и 

межквартильного интервала, условно-здоровых доноров (n=15) и больных ревматоидным 

артритом (n=12). Стрелками указаны статистически значимые различия (p<0,05). 
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Рисунок 4  Относительное количество миелоидных и плазмоцитоидных дендритных 

клеток, экспрессирующих маркер CCR7 . Данные представлены в виде медианы и 

межквартильного интервала, условно-здоровых доноров (n=15) и больных ревматоидным 

артритом (n=12). Стрелками указаны статистически значимые различия (p<0,05). 

 

Таким образом, в периферической крови больных РА циркулируют менее 

зрелые как миелоидные, так и плазмоцитоидные дендритные клетки по 

сравнению с клетками здоровых доноров, но при этом их миграционный 

потенциал находится на высоком уровне. 

Известно, что при развитии патологических процессов регуляторная 

активность дендритных клеток может изменяться как в сторону подавления, 
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так и в сторону активации иммунных реакций. В связи с этим, чтобы оценить 

способность миелоидных и плазмоцитоидных дендритных клеток 

реагировать на стимуляторы, которые индуцируют их созревание, 

использовались агонисты TLR. В проведенном эксперименте индуцировали 

созревание миелоидных и плазмоцитоидных ДК периферической крови через 

совместное культивирование с агонистами TLR 4 (LPS, преимущественно 

воздействующим мДК) и TLR 7, TLR 8 (R848, преимущественно 

воздействующим пДК). Было показано на образцах крови условно-здоровых 

доноров, что после инкубации со стимуляторами статистически значимо 

увеличивается процент миелоидных и плазмоцитоидных дендритных клеток, 

экспрессирующих CD83, CD80 и CCR7, по сравнению с пробами без 

стимуляции. Это демонстрирует адекватность выбранных стимуляторов и их 

дозировки для индукции созревания подтипов дендритных клеток в 

периферической крови. При проведении аналогичного теста в пробах крови 

больных РА, было обнаружено статистически значимое увеличение 

относительного количества миелоидных и плазмоцитоидных ДК, 

экспрессирующих CD83, CD80 и CCR7 по сравнению с образцами без 

стимуляции. Уровень экспрессии CD83 и CD80 на миелоидных и 

плазмоцитоидных ДК больных РА после стимуляции не имел достоверных 

различий по сравнению с аналогичной группой условно-здоровых доноров. 

Было отмечено, что в ответ на стимуляцию количество плазмоцитоидных ДК 

в образцах крови больных РА, экспрессирующих хемокиновый рецептор 
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(CCR7), было статистически значимо больше по сравнению с аналогичной 

группой условно-здоровых доноров. 

 

 

3.2. Изучение продукции внутриклеточных цитокинов миелоидными и 

плазмоцитоидными дендритными клетками периферической крови  у 

больных ревматоидным артритом и условно здоровых доноров  

 
 
 
Поскольку ДК являются мощными антиген-презентирующими 

клетками, они способны изменять направленность иммунного ответа путем 

активации дифференцировки Т-лимфоцитов по Тh1 или Тh2 пути. Эта 

способность ДК регулируется ими за счет экспрессии тех или иных 

цитокинов. С этой целью нам было важно оценить, какие медиаторы 

экспрессируются разными подтипами дендритных клеток в норме и при 

патологии.  С помощью методов проточной цитометрии изучалась 

внутриклеточная продукция разными подтипами ДК как про-, так и 

противовоспалительных цитокинов: IL-4, IL-10 и IL-12, IFN-a 

соответственно. 

Для IL-4 (Рис.5) и IL-10 (Рис.6)  оценивалась как спонтанная 

продукция, так и в ответ на воздействие стимуляторов, обеспечивающих 

ускоренную активацию клеток, с целью установления не только текущего 

функционального состояния клеток, но и их потенциальной активности. Во 
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всех пробах была заблокированна секреция за счёт добавления  брефелдина 

А. 

 

Рисунок 5 Относительное количество миелоидных и плазмоцитоидных дендритных 

клеток, продуцирующих  IL-4. Данные представлены в виде медианы и межквартильного 

интервала, условно-здоровых доноров (n=15) и больных ревматоидным артритом (n=14). 

Стрелками указаны статистически значимые различия (p<0,05)  

 

При определении показателей внутриклеточной продукции IL-4, было 

показано, что плазмоцитоидная субпопуляция как у здоровых доноров, так и 

у больных РА демонстрирует статистически значимо более высокий процент 

IL-4-продуцирующих клеток по сравнению с миелоидной субпопуляцией. 

При этом среди дендритных клеток больных РА показатели статистически 

значимо ниже по сравнению со здоровыми донорами. У больных РА мДК 

увеличивали продукцию IL-4 в ответ на добавление специфических 

стимуляторов. 
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Рисунок 6 Относительное количество миелоидных и плазмоцитоидных дендритных 

клеток, продуцирующих  IL-10. Данные представлены в виде медианы и межквартильного 

интервала, условно-здоровых доноров (n=15) и больных ревматоидным артритом (n=14). 

Стрелками указаны статистически значимые различия (p<0,05) 

 

При исследовании продукции IL-10 дендритными клетками, было 

обнаружено, что ДК как у больных РА так и здоровых доноров продуцируют 

данный цитокин, однако более высокая продукция наблюдалось у пДК по 

сравнению с мДК в обеих исследуемых группах, причем как в пробах со 

стимуляцией, так и без нее.   При изучении экспрессии IL-10 было показано, 

что как среди мДК, так и среди пДК при всех условиях культивирования 

дендритные клетки больных РА показывали более низкий уровень 

экспрессии IL-10 (Рис.6) по сравнению со здоровыми донорами. Кроме того, 
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статистически значимое увеличение IL-10- продуцирующих клеток в ответ на 

стимуляцию наблюдалось только в группе больных РА. 

Таким образом, уровень продукции IL-4, IL-10 дендритными клетками 

позволяет предположить, что несмотря на снижение относительного 

количества пДК в периферической крови у больных РА по сравнению со 

здоровыми донорами способность продуцировать внутриклеточные 

цитокины у них находится на статистически значимо более высоком уровне 

как по сравнению с миелоидной субпопуляцией, что может указывать на 

большую вовлеченность пДК в воспалительном процессе. 

Для оценки потенциала ДК моделировать исход дифференцировки Т-

хелперных клеток нами изучалась экспрессия IL-12 различными 

субпопуляциями ДК. 

 

Рисунок 7 Относительное количество миелоидных и плазмоцитоидных дендритных 

клеток, продуцирующих IL-12. Данные представлены в виде медианы и межквартильного 
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интервала, условно-здоровых доноров (n=15) и больных ревматоидным артритом (n=9). 

Стрелками указаны статистически значимые различия (p<0,05)  

 

Анализ относительного количества мДК и пДК, продуцирующих 

внутриклеточный IL-12 (рис.7) показал, что у здоровых доноров в 

периферической крови не обнаружено ДК, продуцирующих данный цитокин. 

При этом  у больных РА наблюдалось статистически значимое увеличение 

содержания IL-12 продуцирующих пДК. 

Принято считать, что дисбаланс некоторых провоспалительных  цитокинов 

(например,  TNF-α и IFN-α) оказывается наиболее критичным для развития 

АИЗ, и основным продуцентом IFN-a являются плазмоцитоидные 

предшественники дендритных клеток. 
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Рисунок 8 Относительное количество миелоидных и плазмоцитоидных дендритных 

клеток, продуцирующих  IFN-a. Данные представлены в виде медианы и межквартильного 

интервала, условно-здоровых доноров (n=15) и больных ревматоидным артритом (n=9). 

Стрелками указаны статистически значимые различия (p<0,05)  

 

При изучении экспрессии на разных субпопуляциях дендритных клеток 

внутриклеточного цитокина IFN-α (Рис.8) нами было установлено, что  мДК 

данный цитокин не продуцируется, в то время как плазмоцитоидные ДК 

показывают высокий уровень продукции данного цитокина. При этом среди 

пДК больных РА отмечено статистически значимо большее содержание IFN-

α-продуцирующих дендритных клеток, нежели у условно здоровых доноров, 

что вместе с высокой экспрессией CCR7 свидетельствует о возможной 

задействованности сигнальных путей TLR7/8, через которые активируют 

процессы созревания и миграции 

 

 

3.3 Характеристика индуцированных миелоидных и плазмоцитоидных 

дендритных клеток 

 
 
 
 

Изучение функциональной активности и фенотипических свойств 

разных субпопуляций дендритных клеток в периферической крови имеет 

важное значение для понимания формирования воспалительного процесса у 

больных РА, одкако важно не только знать, в каком имменно состоянии 
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находятся ДК в данный момент, но и есть ли возможность получить ДК по 

функциям и фенотипу не отличающиеся от клеток здоровых доноров, 

поскольку это важно для применения ДК в терапевтических подходах 

лечения РА. 

Поскольку ДК как и отдельные их субпопуляции представляют 

значительный интерес для дальнейшего практического применения, но их 

процент среди клеток периферической крови (как наиболее доступного 

биоматериала) крайне низок, то для дальнейшего использования необходимо 

их генерировать в значительном объеме. Однако, методы получения 

полноценных ДК с разным фенотипом неоптимизированы и значительно 

различаются для разных подтипов (по времени индукции, способам 

сепарации и др.), поэтому актуальной задачей является получение разных 

субпопуляций дендритных клеток в схожих условиях и за идентичный 

промежуток времени. 

Мы использовали прилипающую фракцию мононуклеарных клеток 

периферической крови больных ревматоидным артритом и условно здоровых 

доноров в присутствии разных иммунорегуляторных и ростовых факторов:  

rhGM-CSE (50нг/мл) ,  rhIL-4 (100нг/мл) и rhTNF-α (25нг/мл) для получения 

дендритных клеток с фенотипом (Lin-HLA-DR+CD123-CD11c+),  rhIL-3 

(20мкг/мл), R848 (20нг/мл) и LPS(25 нг/мл) для получения дендритных 

клеток с фенотипом (Lin-HLA-DR+CD123+CD11c-). На разных этапах 
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дифференцировки мы оценивали фенотип клеток и цитокиновую продукцию 

у полученных нами ДК как у больных так и у здоровых доноров. 
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3.3.1.  Индукция дендритных клеток с фенотипом 

 Lin-HLA-DR+CD123-CD11c+ 

 
 
 
Для генерации незрелых ДК, сходных по фенотипическим характеристикам с 

миелоидными ДК, клетки инкубировались с цитокинами IL-4 + GM-CSF в 

течении 48 ч., после чего еще на 24 часа добавлялся TNF в качестве 

созревающего стимула. После созревания оценивалась экспрессия 

поверхностных маркеров. Было установлено, что ДК условно здоровых 

доноров и больных РА, индуцированные по данному протоколу, 

экспрессируют CD80 (Рис.9.), CD83 (Рис.10) и CCR7 (Рис.11) практически на 

одном уровне для каждого из этапов оценки созревания. Статистически 

значимое увеличение экспрессии поверхностных маркеров CD80, CD83на 

позитивных мДК в ответ на стимуляцию TNF происходит как у здоровых 

доноров, так и больных РА, что указывает на способность к созреванию 

полученных дендритных клеток с миелоидным фенотипом в обеих 

исследуемых группах.  
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Рис.9 Относительное количество миелоидных дендритных клеток  культивированных in 

vitro из мононуклеарных клеток условно-здоровых доноров (n=10) и больных 

ревматоидным артритом (n=15), экспрессирующих маркер CD80 . Данные представлены в 

виде медианы и межквартильного интервала. Стрелками указаны статистически значимые 

различия (p<0,05). 
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Рис.10 Относительное количество миелоидных дендритных клеток  культивированных in 

vitro из мононуклеарных клеток условно-здоровых доноров (n=10) и больных 

ревматоидным артритом (n=15), экспрессирующих маркер CD83 . Данные представлены в 

виде медианы и межквартильного интервала. Стрелками указаны статистически значимые 

различия (p<0,05). 

 

Уровень экспрессии CCR7 (Рис.11) и у больных, и у здоровых на незрелых 

мДК крайне низкий, при этом после добавлении TNF он повышается в обоих 

исследуемых группах.   
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Рис.11 Относительное количество миелоидных дендритных клеток  культивированных in 

vitro из мононуклеарных клеток условно-здоровых доноров (n=10) и больных 

ревматоидным артритом (n=15), экспрессирующих маркер CCR7 . Данные представлены в 

виде медианы и межквартильного интервала. Стрелками указаны статистически значимые 

различия (p<0,05). 

 

Изучение цитокин-продуцирующей (Рис.12) активности, (IL-10, IL-12, IFN-

α), полученными дендритными клетками больных и здоровых 

подемонстрировало, что зрелые  индуцированные ДК при добавлении 

специфических стимуляторов способны продуцировать цитокины, но при 

этом клетки больных РА не показали достоверных отличий по сравнению со 

здоровыми донорами IL-10, IL-12, IFN-α. 
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Рис. 12 Относительное количество миелоидных дендритных клеток  культивированных in 

vitro из мононуклеарных клеток условно-здоровых доноров (n=10) и больных 

ревматоидным артритом (n=15), продуцирующих IL-10, IL-12, IFN-α. Данные 

представлены в виде медианы и межквартильного интервала.  
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3.3.2. Индукция  дендритных клеток с фенотипом 

Lin-HLA-DR+CD123+CD11c- 

 

 

Для генерации незрелых дендритных клеток с плазмоцитоидными 

фенотипическими характеристиками, мононуклеарные клетки 

инкубировались с IL-3+R848 в течении 24 ч., после чего еще на 48 часа 

добавлялся LPS (E.coli 0114:B4) в качестве созревающего стимула.  

Показано, что при данных условиях культивирования и при использовании 

IL-3, R848, LPS в качестве стимулирующих факторов, происходило 

статистически значимое увеличение уровня экспрессии маркеров CD80 

(Рис.13) и CD83 (Рис.14) после созревания в обоих исследуемых группах.  
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Рис.13 Относительное количество плазмоцитоидных дендритных клеток  

культивированных in vitro из мононуклеарных клеток условно-здоровых доноров (n=10) и 

больных ревматоидным артритом (n=15), экспрессирующих маркер CD80 . Данные 

представлены в виде медианы и межквартильного интервала. Стрелками указаны 

статистически значимые различия (p<0,05). 
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Рис.14 Относительное количество плазмоцитоидных дендритных клеток  

культивированных in vitro из мононуклеарных клеток условно-здоровых доноров (n=10) и 

больных ревматоидным артритом (n=15), экспрессирующих маркер CD83. Данные 

представлены в виде медианы и межквартильного интервала. Стрелками указаны 

статистически значимые различия (p<0,05). 

 

При этом процесс созревания ДК сопровождался одновременным усилением 

экспрессии CCR7(Рис.15): на пДК в ответ на стимуляцию LPS статистически 

значимо увеличивается экспресия CCR7 как у больных РА, так и у здоровых. 

Было показано, что на всех этапах созревания пДК уровень экспресии CD80, 

CD83, CCR7 между РА и здоровыми донорами статистически значимо не 

отличался.   
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Рис.15 Относительное количество плазмоцитоидных дендритных клеток 

культивированных in vitro из мононуклеарных клеток условно-здоровых доноров (n=10) и 

больных ревматоидным артритом (n=15), экспрессирующих маркер CCR7. Данные 

представлены в виде медианы и межквартильного интервала. Стрелками указаны 

статистически значимые различия (p<0,05). 

 

Различий по продукции (Рис.16) IL-10 и IL-12 зрелыми плазмоцитоидными 

ДК между исследуемыми группами не наблюдалось,однако, по продукции 

IFN-α пДК больных ревматоидным артритом демонстрируют статистически 

значимо более высокую продукцию данного цитокина по сравнению с 

клетками условно здоровых доноров. 



74 
 

 

Рис.16 Относительное количество плазмоцитоидных дендритных клеток  

культивированных in vitro из мононуклеарных клеток условно-здоровых доноров (n=10) и 

больных ревматоидным артритом (n=15), продуцирующих IL-10, IL-12, IFN-α. Данные 

представлены в виде медианы и межквартильного интервала. Стрелками указаны 

статистически значимые различия (p<0,05). 
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4. ОБСУЖДЕНИЕ ПОЛУЧЕННЫХ РЕЗУЛЬТАТОВ 

 

 

Дендритные клетки, являясь основными участниками иммунного ответа, 

играют ключевую роль в развитии ревматоидного артрита. При данном 

заболевании происходит нарушение многих функций дендритных клеток 

[138], в результате чего они вовлекаются в разные стадии развития 

патологического процесса и участвуют в формировании цитокинового 

дисбаланса (проявляющегося в запуске и хронизации воспаления, а также 

системных провоспалительных эффектах), нарушения толерантности 

(приводящее, в том числе, к развитию аутоиммунного синдрома), миграции в 

очаги воспаления с последующим привлечением туда других 

провоспалительных агентов (обеспечивающих повреждения на местном 

уровне и усугубление симптомов заболевания), изменении функциональных 

характеристик Т-хелперных клеток (нарушение процессов цитотоксичности 

против поврежденных клеток, инфильтрация тканей, усугубление 

воспаления, прямое разрушение хряща и костной ткани). Для оценки роли 

ДК во всех перечисленных механизмах нарушений иммунной системы, 

важно оценить потенциал циркулирующих ДК  и изучить более подробно их 

свойства. 

В результате проведенных исследований было обнаружено значительное 

снижение относительного количества плазмоцитоидных ДК периферической 
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крови у больных РА, что свидетельствует о формировании при данной 

патологии дисбаланса между субпопуляциями ДК. Ранее показано, что у 

здоровых индивидуумов соотношение миелоидных и плазмоцитоидных ДК в 

периферической крови составляет 1,5-2 [56], что было подтверждено в нашем 

исследовании. В работах ряда исследователей было показано уменьшение 

количества ДК в периферической крови больных РА за счет уменьшения 

пула как миелоидных, так и  плазмоцитоидных ДК [56,89]. Нами же было 

установлено, что у больных РА в периферической крови изменяется 

соотношение миелоидных и плазмоцитоидных ДК преимущественно за счет 

уменьшения количества плазмоцитоидных ДК, в 6,18 раз. Такое уменьшение 

только одной из субпопуляций  ДК может иметь патогенетическое значение.  

Полученные данные по изменению соотношения подтипов ДК и низкой 

экспрессии маркеров CD83, CD80 на них у больных РА демонстрируют, что 

ДК при данном заболевании характеризуются менее зрелым фенотипом по 

сравнению со здоровыми донорами. При этом  показано, что статистически 

значимо низкое значение количества плазмоцитоидных ДК в 

периферической крови у больных РА сочетается со статистически значимым 

увеличение плазмоцитоидных ДК, экспрессирующих CCR7, что может 

указывать на более активную миграционную активность плазмоцитоидных 

ДК и их вовлеченность в развитии патологического иммунного процесса у 

больных РА. Можно предположить, что наличие дендритных клеток с 

подобными характеристиками и низкое их содержание в системном 
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кровотоке объясняется происходящим на данном этапе воспаления 

процессом поступления из костного мозга в циркуляцию дендритных клеток 

с «незрелым» фенотипом, которые мигрируют в лимфоузлы и в регион 

активного воспалительного процесса [135].  

Результаты оценки созревания дендритных клеток больных РА в ответ на 

агонисты TLR указывают на сохранную способность исходно менее зрелых 

миелоидных и плазмоцитоидных ДК реагировать на факторы созревания. 

Статистически значимое увеличение количества плазмоцитоидных ДК, 

экспрессирующих CCR7, в образцах крови больных РА под действием 

стимуляторов созревания, по сравнению со здоровыми донорами 

свидетельствует о более высокой миграционной способности как исходных 

плазмоцитоидных ДК, так и в ответ на факторы дифференцировки. Учитывая 

полученные данные и результаты исследований количества 

плазмоцитоидных ДК в синовиальной жидкости у больных РА [30], можно 

предположить, что плазмоцитоидные ДК периферической крови, с высокой 

экспрессией фактора миграции и сохранной способностью к созреванию, 

активно поступают в лимфоузлы и очаг воспаления (синовиальная оболочка 

и синовиальная жидкость) [71]. Плазмоцитоидные ДК могут во многом 

определять специфику аутоиммунного воспалительного процесса 

(инфильтрация синовиальной оболочки CD8+лимфоцитами и NK-клетками, 

выраженный экссудативный процесс), увеличение циркулирующих антител к 

компонентам соединительной ткани) [108,111,86]. 
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Для оценки влияния дендритных клеток на формирование цитокинового 

баланса, как в норме, так и при ревматоидном артрите, в нашей работе была 

произведена оценка внутриклеточной продукции миелоидными и 

плазмоцитоидными дендритными клетками ряда цитокинов. В зависимости 

от продукции миелоидными и плазмоцитоидными дендритными клетками 

циркулирующими в периферической крови IL-4, IL-10, IL-12, IFN-α могут 

определятся различия процесса дифференцировки распознавших антиген Т-

лимфоцитов, а в дальнейшем и тип иммунного ответа. В большинстве  работ  

внутриклеточную продукцию цитокинов  оценивали  только кондиционной 

среде после добавления специфических стимуляторов к  дендритным 

клеткам, генерированным из моноцитов [107, 99], в то время как для 

полноценной оценки функционального потенциала ДК и для развития тех 

или иных клеточных реакций необходимо оценивать данные показатели и на 

клетках цельной крови учитывая внутриклеточную продукцию.  

Установленная низкая экспрессия IL-4 у больных РА подтверждает 

гипотезу о сдвиге иммунного ответа в сторону Th1 пути  в патогенезе 

данного заболевания, так как IL-4 является одним из ключевых цитокинов 

Th2 пути. IL-10 является цитокином, выступающим в качестве супрессорного 

медиатора в отношении воспалительных процессов и адаптивных иммунных 

реакций клеточного типа, которые существенно нарушаются при развитии 

данного заболевания[33]. 

Дендритные клетки продуцируют IL-12. IL-12 играет большую роль при 
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дифференцировке наивных Т клеток в  Th1 и может вызвать чрезмерную 

активацию клеточно-опосредованного иммунного ответа с развитием 

аутоиммунной патологии и. В обеих исследуемых группах внутриклеточная 

продукция IL-12 определялась только у плазмоцитоидных дендритных 

клеток больных ревматоидным артритом, что свидетельствует об их 

активной вовлеченности и участии в патологическом процессе. 

Исследование субпопуляций дендритных клеток периферической крови 

по внутриклеточной продукции IFN-α показало что плазмоцитоидные 

дендритные клетки показывают высокий уровень продукции данного 

цитокина, что согласуется с литературными данными о том что именно эти 

клетки являются основными IFN продуцирующими клетками. А 

установленный статистически значимо более высокий процент у больных 

ревматоидным артритом  клеток, продуцирующих данный цитокин, по 

сравнению со здоровыми донорами, так же подтверждает наличие 

цитокинового дисбаланса поскольку IFN-α играет важную 

иммунорегуляторную роль в усилении Th1 клеточного иммунитета. 

Таким образом, полученные данные о снижение внутриклеточной 

продукции IL-4, IL-10 обеими субпопуляциями ДК больных РА по 

сравнению со здоровыми донорами подтверждают участие ДК в смещении 

цитокинового дисбаланса в сторону Th1 [18], а одновременное с этим  

увеличение внутриклеточной продукции провоспалительных цитокинов 

только плазмоцитоидными дендритными клетками свидетельствует об их 



80 
 

большей вовлеченности в регуляцию данного процесса. 

Хотя ДК присутствуют в большинстве тканей, их абсолютное количество 

относительно мало – в частности, среди мононуклеарных клеток 

периферической крови ДК составляет меньше чем 1% [89]. Дендритные 

клетки представляют собой гетерогенную клеточную популяцию, 

происходящую из костомозговых предшественников и характеризующуюся 

высокой экспрессией MHC II [88]. Выделяют два основных подтипа ДК, 

значительно различающиеся по своим фенотипическим и функциональным 

характеристикам, а также по вовлеченности в различные иммунные реакции 

при патологических процессах: плазмоцитоидные и миелоидные ДК. 

Функциональный потенциал обоих типов ДК зависит не только от их 

происхождения, но и от цитокинов и клеток микроокружения, с которыми 

они взаимодействуют в процессе развития [141]. Плазмоцитоидные ДК 

экспрессируют TLR-7 и TLR-9 и распознают вирусные компоненты, 

секретируют большие количества интерферона I типа, IFN-α [17], 

стимулируют Т-зависимую и Т-независимую дифференцировку В-клеток в 

плазматические клетки  [71]. Для миелоидных ДК факторами 

дифференцировки и созревания являются GM-CSF, TNF-α, IL-4, TGF-β. МДК 

экспрессируют  TLR-2 и TLR-4, которые распознают бактериальные 

компоненты [128], что позволяет им участвовать в  индукции различных 

типов Т-клеточного ответа [17,134]. 

Подобные отличия в свойствах и функциональных характеристиках 
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разных субпопуляций дендритных клеток обуславливают их разную 

вовлечённость в иммунопатологические процессы. В связи с их высоким 

терапевтическим потенциалом необходимо подробное изучение их 

фенотипических характеристик при конкретных патологиях для 

установления их способности регулировать иммунные механизмы. Поэтому 

для применения дендритных клеток в клеточной терапии нужно оценивать 

способность их к индукции функционально полноценных дендритных клеток 

из мононуклеарных клеток.  

Для оценки возможностей использования ДК в качестве клеток-

кандидатов для клеточной терапии необходимо более подробное изучение 

как отдельных субпопуляций ДК циркулирующих в периферической крови, 

так и возможность их генерации из клеток предшественников. 

Показано, что уровень экспрессии на индуцированных миелоидных и 

плазмоцитоидных ДК CD80, CD83, CCR7 на всех стадиях созревания не 

отличался у больных и здоровых. При этом для миелоидной субпопуляции 

полученные зрелые мДК от больных РА сохраняют способность 

продуцировать цитокины IL-10, IL-12, IFN-α, как и ДК полученные от 

условно здоровых доноров, что свидетельствует о возможности получения in 

vitro функционально полноценных ДК. В том время как для 

плазмоцитоидной субпопуляции пДК больных РА и здоровых доноров 

имеют одинаковые уровни продукции таких цитокинов как IL-10, IL-12, но в 

ответ на стимуляцию R848 и CpG наблюдалось статистически значимое 
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увеличение продукции IFN-α  ДК больных РА по сравнению со здоровыми 

донорами. 

В результате проведенных исследований было показано, что в 

периферической крови больных РА мДК и пДК обладают незрелым 

фенотипом, при этом значительное снижение относительного количества 

пДК периферической крови у больных РА, что свидетельствует о 

формировании при данной патологии дисбаланса между субпопуляциями 

ДК. Одновременно с этим, пДК больных РА характеризуются более высокой 

экспрессией CCR7. 

 Полученные данные о снижение внутриклеточной продукции цитокинов 

IL-4  и IL-10 обеими субпопуляциями ДК больных РА и одновременное с 

этим увеличение внутриклеточной продукции медиаторов IL-12 и  IFNа  пДК 

по сравнению со здоровыми донорами свидетельствуют о вовлеченности ДК 

в патогенез заболевания и подтверждают участие ДК в смещении баланса в 

сторону иммунных реакций Th1 типа. В целом эти данные (незрелый 

фенотип, повышение маркера миграции и сдвиг внутриклеточной продукции 

медиаторов в пользу цитокинов Тх1 типа) позволяют рассматривать ДК как 

клетки-мишени для таргетной терапии при ревматоидном артрите. Данные 

по индукции функционально полноценных миелоидных и плазмоцитоидных 

ДК (за исключением внутриклеточной продукции  IFNa pDC) указывают на 

возможность их использования в качестве клеток-кандидатов для разработки 

клеточных технологий иммунотерапии РА. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

 

Обобщая полученные данные, можно заключить, что, как для здоровых 

доноров, так и больных ревматоидным артритом, установлено 

определенное соотношение подтипов дендритных клеток периферической 

крови, статистически значимое изменяющееся при патологии за счет 

уменьшения количества циркулирующих плазмоцитоидных ДК. Кроме 

того, показаны различия по функциональным и фенотипическим 

характеристикам ДК между исследуемыми группами, что говорит об 

участии разных субпопуляций дендритных клеток в воспалительном 

процессе. 

У больных ревматоидным артритом как миелоидные, так и 

плазмоцитоидные ДК характеризовались статистически значимо менее 

зрелым фенотипом по сравнению с клетками условно здоровых доноров, 

однако обладали сохранной способностью к созреванию под действием 

специфических стимуляторов, а именно при добавлении R848 и LPS 

наблюдалось увеличение экспрессии CD80 и CD83 на позитивных 

дендритных клетках больных ревматоидным артритом. 

Для больных ревматоидным артритом показано меньшее относительное 

количество плазмоцитоидных ДК, но при этом дендритные клетки обеих 

субпопуляций при патологии демонстрируют статистически значимо более 
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высокий миграционный потенциал, выраженный в увеличение экспрессии 

поверхностного маркера CCR7, по сравнению с показателями здоровых 

доноров.  

Показано снижение внутриклеточной продукции 

противовоспалительных цитокинов (IL-4, IL-10) клетками обеих 

субпопуляций ДК больных ревматоидным артритом по сравнению со 

здоровыми донорами одновременно с увеличением плазмоцитоидными ДК 

внутриклеточной продукции провоспалительных цитокинов (IL-12, IFN-α), 

что свидетельствует об их активном участии в дисрегуляции цитокинового 

баланса.  

Полученные данные о генерации дендритных клеток от больных 

ревматоидным артритом с миелоидным и плазмоцитоидным фенотипом 

имеют аналогичные  по уровню экспрессии поверхностных маркеров и 

внутриклеточных цитокинов характеристики по сравнению с  

дендритными клетками условно здоровых доноров. Это свидетельствует о 

функциональной полноценности и потенциальной возможности 

применения их в качестве терапевтического агента.  

Таким образом, было показано, что выявленные характеристики 

субпопуляций циркулирующих ДК периферической крови и 

эффективность индукции функционально полноценных миелоидных и 

плазмоцитоидных дендритных клеток у больных ревматоидным артритом 

статистически значимо отличаются по сравнению с условно здоровыми 
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донорами. А применяемый подход показал возможность индуцировать у 

больных ревматоидным артритом полноценные ДК обладающие 

фенотипом миелоидных и плазмоцитоидных ДК. 
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ВЫВОДЫ 

 
1. У больных ревматоидным артритом по сравнению со здоровыми 

донорами в периферической крови не меняется содержание 

миелоидных и достоверно снижается количество плазмоцитоидных 

дендритных клеток, что свидетельствует о формировании дисбаланса 

между субпопуляциями дендритных клеток. 

2. Дендритные клетки больных ревматоидным артритом характеризуются 

низким уровнем экспрессии  CD80 CD83 как на миелоидных,  так и на 

плазмоцитоидных ДК, что указывает на  менее зрелое состояние 

циркулирующих дендритных клеток. 

3. У больных ревматоидным артритом наблюдается  более высокий 

процент CCR7- позитивных плазмоцитоидных дендритных клеток по 

сравнению со здоровыми донорами, что свидетельствует о более 

высоком миграционном потенциале плазмоцитоидных ДК 

периферической крови при данной патологии. 

4. В периферической крови больных ревматоидным артритом по 

сравнению с показателями у здоровых доноров наблюдается 

снижением процента как миелоидных, так и плазмоцитоидных 

дендритных клеток, продуцирующих IL-4 и IL-10, при этом в 

популяции плазмоцитоидных дендритных клеток наблюдается 

повышение процента клеток продуцирующих IL-12, IFN-α, что 
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свидетельствует о смещении баланса цитокинов в пользу медиаторов, 

стимулирующих  клеточные реакции. 

5. Индуцированные миелоидные и плазмоцитоидные дендритные клетки 

из клеток крови больных ревматоидным артритом не отличаются по 

своим фенотипическим характеристикам (CD80, CD83, CCR7) и 

способности к продукции цитокинов (IL-10, IL-12) от аналогичных 

клеток, индуцированных из клеток крови здоровых доноров, что 

свидетельствует о возможности индукции функционально 

полноценных дендритных клеток. 

6. Полученные результаты по достоверному изменению как количества 

дендритных клеток в периферической крови, так и их фенотипических 

и функциональных характеристик (маркеры дифференцировки, 

маркеры миграции и экспрессия IL-4, IL-10, IL-12) свидетельствуют о 

вовлеченности дендритных клеток в формирование 

иммунопатологического процесса при ревматоидном артрите. 
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