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Реферат 

Отчет 60 с., 17 таблиц, 6 рисунков, 44 источника. 

Ключевые слова – дендритные клетки, интерферон-α, двуцепочечная 

ДНК человека, рИЛ-2, ДГЭАС, полиоксидоний, суперлимф, цитокины, 

CD11+CD123– миелоидные дендритные клетки, CD11–CD123+ 

плазмацитоидные дендритные клетки, рак молочной железы, 

злокачественные глиомы, лимфомы, туберкулез. 

Объектом исследования являются дендритные клетки человека. 

Целью настоящего этапа являлось исследование влияния различных 

биоактивных медиаторов на созревание и функциональную активность 

дендритных клеток, генерируемых в присутствии ИФН-α. В рамках тематики 

этапа предполагалось решить следующие задачи: 1) изучить влияние 

различных биоактивных продуктов на созревание ИФН-ДК in vitro; 2) 

изучить влияние различных биоактивных продуктов на функциональную 

активность ИФН-ДК in vitro; 3) исследовать влияние препарата 

двуцепочечной ДНК человека (Панаген) на созревание и функции ИФН-ДК 

in vitro; 4) исследовать влияние препарата двуцепочечной ДНК человека на 

количество и соотношение различных типов ДК у больных с онкопатологией, 

участвующих в исследованиях препарата Панаген на II фазе клинических 

испытаний.  

Панель исследуемых биоактивных продуктов включала: гормон 

дегидроэпиандростерон сульфат (ДГЭАС); иммуномодулирующие 

препараты – сополимер N-окси-1,4-этиленпиперазина и (N-карбоксиэтил)-

1,4-этиленпиперазиний бромида («Полиоксидоний») и комплекс нативных 

провоспалительных цитокинов («Суперлимф»), препарат рекомбинантного 

интерлейкина-2 человека («Ронколейкин»); препарата двуцепочечной ДНК 

человека («Панаген»). Оценивали корригирующие эффекты исследуемых 

биоактивных медиаторов на фенотипические и функциональные 

характеристики ИФН-ДК здоровых доноров и больных с онкопатологией 

(злокачественные глиомы и лимфомы) и туберкулезом легких.  
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Было показано, что иммуномодулирующие препараты 

(«Полиоксидоний», «Суперлимф»), препарат двуцепочечной ДНК человека 

(«Панаген»), а также гормон ДГЭАС характеризуются выраженным 

стимулирующим эффектом на процесс дифференцировки/созревания ИФН-

ДК. Так, например, Панаген по своему стимулирующему действию на ДК 

был сопоставим с «классическим» дозревающим стимулом – 

липополисахаридом стенки бактерий (ЛПС). В свою очередь, 

стимулирующий эффект ДГЭАС проявлялся не только в отношении ДК 

здоровых доноров, но и в модели «толерогенных» ДК, полученных от 

женщин с физиологической беременностью.  

Показано, что стимулирующий эффект ДГЭАС на созревание ИФН-ДК 

во многом обусловлен усилением эндогенной продукции ФНОα – цитокина, 

который является одним из мощных «созревающих» стимулов для ДК. 

При исследовании влияния биоактивных препаратов на 

функциональные свойства ДК, полученных от больных с онкопатологией 

(злокачественные опухоли головного мозга и лимфомы) и туберкулезом 

легких, была показана принципиальная возможность восстановления 

сниженной функциональной активности ДК у больных с тяжелыми 

онкологическими и инфекционными заболеваниями с помощью различных 

биоактивных препаратов («Полиоксидоний», «Суперлимф», «Ронколейкин», 

«Панаген»), добавление которых на этапе конечного созревания ДК 

позволяет значимо повысить аллостимуляторную и цитотоксическую 

активность генерируемых in vitro ИФН-ДК. 

В целом, проведенные исследования обосновывают новые подходы к 

коррекции возможных дисфункций ДК при патологии и пути повышения 

эффективности клеточных технологий лечения инфекционных и 

онкологических заболеваний с использованием аутологичных 

дендритноклеточных вакцин. 
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При исследовании фенотипа и функциональной активности ИФН-ДК 

использовали разработанный ранее стандарт лабораторного тестирования 

дендритных клеток in vitro.  

Степень внедрения – написан и утвержден лабораторно-

технологический регламент получения ИФН-ДК человека с целью 

последующего создания индивидуальных дендритноклеточных вакцин.  

Рекомендации по внедрению результатов НИР – требуется подготовить 

нормативную документацию, необходимую для работы с клеточными 

вакцинами. 

Область применения – онкологические диспансеры и клиники, а также 

специализированные медицинские центры по борьбе с хроническими 

вирусными инфекциями.  

Результаты проведенной работы научно обосновывают 

целесообразность использования ИФН-ДК в качестве клеточной основы при 

создании индивидуальных лечебных вакцин, которые могут быть 

использованы в комплексной терапии больных с онкопатологией или 

хроническими вирусными заболеваниями для индукции/усиления 

противоопухолевого или противоинфекционного иммунного ответа. 

Экономическая эффективность или значимость работы заключается в 

том, что результаты работы могут быть использованы для создания новой 

медицинской технологии применения индивидуальных дендритноклеточных 

вакцин для лечения онкологических и инфекционных (вирусных) 

заболеваний человека, которая после регистрации в Росздравнадзоре может 

быть внедрена в практическое здравоохранение.  

Результаты, полученные в ходе реализации проекта, использованы при 

чтении курса лекций для клинических ординаторов НИИ клинической 

иммунологии СО РАМН, а также для студентов 1, 3 и 4 курсов факультета 

естественных наук Новосибирского государственного университета. 

Предусмотренные календарным планом задания выполнены полностью. 
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Определения, обозначения и сокращения 

ГМ-КСФ – гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий 

фактор 

ДК – дендритные клетки  

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

ИВ – индекс влияния  

ИЛ-2, ИЛ-4 и др. – интерлейкин-2, интерлейкин-4 и др. 

ИФН-α – интерферон-α 

ИФН-γ – интерферон-γ 

ИФН-ДК – дендритные клетки, полученные в присутствии интерферона-α 

ЛПС – липополисахарид стенки бактерий 

МНК – мононуклеарные клетки 

ППД – туберкулиновый очищенный белковый дериват 

СКЛ – смешанная культура лимфоцитов  

ФНОα – фактор некроза опухоли-α 

CD – кластер дифференцировки 

HLA-DR – антигены главного комплекса гистосовместимости 

NК-клетки – натуральные киллерные клетки 

Th0,Th1,Th2 – субпопуляции Т-хелперных клеток 
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Введение 

Дендритные клетки (ДК) являются высокоспециализированными 

антигенпрезентирующими клетками, способными индуцировать иммунный 

ответ против различных антигенов, включая опухолевые и вирусные 

антигены. Соответственно технологии генерации ДК и использования их в 

качестве индивидуальных вакцин рассматриваются в качестве 

перспективных клеточных технологий, направленных на усиление 

противоопухолевого и противовирусного иммунитета.  

Тем не менее, ДК представляют собой гетерогенную популяцию клеток, 

различающихся по степени зрелости (незрелые, частично-зрелые или зрелые 

ДК) и соответственно, по уровню функциональной активности. Кроме того, 

ДК в культуре in vitro могут быть получены с использованием различных 

протоколов, например, либо в присутствии ГМ-КСФ и ИЛ-4 (ИЛ4-ДК) или в 

присутствии ГМ-КСФ и ИФН-α (ИФН-ДК). Важнейшим отличием 

применения ИФН-α для активации и получения ДК in vitro от классического 

индуктора ИЛ-4, является более физиологичный путь генерации ДК, 

поскольку ИФН-α является ранним медиатором врожденного иммунитета, 

тогда как продукция ИЛ-4 в высоких дозах in vivo представляется 

маловероятной. 

По нашим данным, полученным в ходе выполнения 1-го и 2-го этапов 

работы, ИФН-ДК имеют ряд преимуществ: 

1) генерируются быстрее по времени; 

2) характеризуются высокой способностью к захвату антигена 

(поскольку имеют фенотип «частично зрелых» клеток), сохраняя при этом 

антиген-презентирующую активность (т.к. экспрессируют костимуляторные 

молекулы [CD86] и молекулы главного комплекса гистосовместимости 

[HLA-DR]); 

3) обладают цитотоксическим потенциалом, поскольку экспрессируют 

молекулы B7-H1 и TRAIL, и отличаются повышенным содержанием 

плазмацитоидных СD123+ ДК; 
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4) сохраняют функциональную стабильность и способны эффективно 

индуцировать реакции клеточного и гуморального иммунитета, поскольку 

активно секретируют Тh1/провоспалительные (ИФН-γ, ИЛ-2, ИЛ-17, ИЛ-1β) 

и Th2/противовоспалительные цитокины (ИЛ-10, ИЛ-5), а также ростовые 

гемопоэтические факторы (Г-КСФ) и хемокины (MCP-1); 

5) ИФН-ДК обладают схожей с ИЛ-4-ДК способностью активировать Т-

клетки к продукции Th1/провоспалительных (ИЛ-2, ИЛ-1β, ФНО-α, ИЛ-

12p70, ИЛ-17) и Th2/противовоспалительных цитокинов (ИЛ-4, ИЛ-6, ИЛ-10, 

ИЛ-13), ростовых факторов гемоиммунопоэза (ИЛ-7, Г-КСФ, ГМ-КСФ), а 

также СХС и СС хемокинов (ИЛ-8, MCP-1); 

6) ИФН-ДК оказывают более выраженный стимулирующий эффект на 

Тh1 и Тh2-клетки, что проявляется достоверно более высоким уровнем 

продукции ИФН-γ и ИЛ-5, а также СС хемокина – MIP-1β; 

7) ИФН-ДК обладают более выраженной способностью активировать 

Th1-клетки и индуцируют 10-кратный прирост количества CD3+ИФН-γ+ Т-

клеток в смешанной культуре лимфоцитов (СКЛ); 

8) ИФН-ДК характеризуются наличием умеренной Th2-стимуляторной 

активности (индуцируют увеличение количества CD3+ИЛ-4+ Т-клеток в 

СКЛ), которая практически отсутствует у ИЛ4-ДК; 

9) ИФН-ДК характеризуются способностью к активации 

цитотоксических CD8+ Т-лимфоцитов, экспрессирующих внутриклеточно 

перфорин, при этом данная функциональная активность ИФН-ДК может 

быть дополнительно усилена при использовании в качестве дозревающего 

стимула ДНК человека.  

Таким образом, результаты проведенной работы научно обосновывают 

целесообразность использования ИФН-ДК в качестве клеточной основы при 

создании индивидуальных лечебных вакцин, которые могут быть 

использованы в комплексной терапии больных с онкопатологией или 

хроническими вирусными заболеваниями для индукции/усиления 

противоопухолевого или противоинфекционного иммунного ответа. 
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При этом исследования, выполненные на 3 этапе работы, показали 

принципиальную возможность генерации ex vivo из моноцитов крови 

больных с онкопатологией (злокачественными глиомами, гемобластозами) и 

инфекционными заболеваниями (гепатиты В и С, туберкулез легких) 

популяции ИФН-ДК в количествах, достаточных для проведения 

иммунотерапии с использованием индивидуальных лечебных вакцин.  

Было установлено также, что ИФН-ДК, генерируемые у пациентов с 

онкопатологией и инфекционными заболеваниями, характеризуются 

некоторой задержкой дифференцировки/созревания, что проявляется 

увеличением клеток с фенотипом моноцитов (CD14+) и ДК промежуточной 

степени зрелости (CD1a, СD83+CD1а+, CD11+CD123+), а с другой стороны – 

снижением доли клеток, экспрессирующих молекулы зрелых и 

активированных ДК (CD83+, СD83+СD1a–, CD25+). Среди больных с 

онкопатологией эти признаки были наиболее выражены в группе больных со 

злокачественными лимфомами, в меньшей степени – в группе пациентов со 

злокачественными глиомами и минимальны – у больных с множественной 

миеломой. Среди больных с инфекционными заболеваниями наиболее 

выраженные нарушения дифференцировки/созревания ДК регистрировались 

у пациентов с хроническими вирусными гепатитами с исходом в цирроз 

печени, а также у больных туберкулезом легких с туберкулиновой анергией 

(сниженным пролиферативным ответом Т-клеток на ППД).  

Изменения фенотипа ИФН-ДК, как правило, ассоциируются с 

нарушениями функциональной (цитокин-секреторной и Th1/Th2-

стимуляторной) активности ИФН-ДК, которые в зависимости от вида 

патологии имеют различную степень выраженности – от выраженных 

дисфункций до их минимальных проявлений или отсутствия таковых.  

В целом, полученные данные четко свидетельствуют, что у отдельных 

групп больных (например, у пациентов с хроническими вирусными 

гепатитами с исходом в цирроз; туберкулезом легких с туберкулиновой 

анергией; злокачественными лимфомами) проведение клеточной 
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иммунотерапии с использованием ДК-вакцин должно предусматривать поиск 

путей коррекции возможных дисфункций генерируемых ДК, а также 

возможность комбинации с адьювантной цитокинотерапией (например, с 

использованием препаратов рекомбинантного ИЛ-2 и/или ИФН-α), которая 

позволит активировать in vivo дополнительное количество ДК и 

цитотоксических Т-лимфоцитов. В то же время, у больных 

злокачественными глиомами, множественной миеломой, хроническими 

вирусными гепатитами (не осложненными развитием цирроза печени), 

туберкулезом легких (с сохранным антиген-специфическим ответом на ППД) 

генерируемые in vitro ИФН-ДК в целом сохраняют свою функциональную 

активность (в частности, способность активировать эффективный Th1 ответ), 

что обосновывает принципиальную возможность их клинической апробации 

в качестве индивидуальных лечебных вакцин. 

Изменение свойств генерируемых in vitro ДК при патологии 

обусловливают необходимость разработки новых подходов для 

целенаправленной коррекции нарушенных функций ДК с целью их 

последующего более эффективного использовании в качестве аутологичных 

лечебных вакцин. 

Поэтому целью четвертого этапа работы явилось исследование влияния 

различных биоактивных медиаторов на созревание и функциональную 

активность ДК, генерируемых в присутствии ИФН-α. Предполагалось 

решить следующие задачи: 1) изучить влияние различных биоактивных 

продуктов на созревание ИФН-ДК in vitro; 2) изучить влияние различных 

биоактивных продуктов на функциональную активность ИФН-ДК in vitro; 3) 

исследовать влияние препарата двуцепочечной геномной ДНК человека 

(Панаген) на созревание и функции ИФН-ДК in vitro; 4) исследовать влияние 

препарата двухцепочечной геномной ДНК человека на количество и 

соотношение различных типов ДК у больных с онкопатологией, 

участвующих в исследованиях препарата Панаген на II фазе клинических 

испытаний. 
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Проведенные исследования продемонстрировали, что 

иммуномодулирующие препараты («Полиоксидоний», «Суперлимф»), 

препарат двуцепочечной ДНК человека («Панаген»), а также гормон ДГЭАС 

характеризуются выраженным стимулирующим эффектом на процесс 

дифференцировки/созревания ИФН-ДК. Так, например, Панаген по своему 

стимулирующему действию на ДК был сопоставим с «классическим» 

дозревающим стимулом – липополисахаридом стенки бактерий (ЛПС). В 

свою очередь, стимулирующий эффект ДГЭАС проявлялся не только в 

отношении ДК здоровых доноров, но и в модели «толерогенных» ДК, 

полученных от женщин с физиологической беременностью.  

Показано, что стимулирующий эффект ДГЭАС на созревание ИФН-ДК 

во многом обусловлен усилением эндогенной продукции ФНОα – цитокина, 

который является одним из мощных «созревающих» стимулов для ДК. 

При исследовании влияния биоактивных препаратов на 

функциональные свойства ДК, полученных от больных с онкопатологией 

(злокачественные опухоли головного мозга и лимфомы) и туберкулезом 

легких, была показана принципиальная возможность восстановления 

сниженной функциональной активности ДК у больных с тяжелыми 

онкологическими и инфекционными заболеваниями с помощью различных 

биоактивных препаратов («Полиоксидоний», «Суперлимф», «Ронколейкин», 

«Панаген»), добавление которых на этапе конечного созревания ДК 

позволяет значимо повысить аллостимуляторную и цитотоксическую 

активность генерируемых in vitro ИФН-ДК. 

Получены также новые данные, которые могут являться 

доказательством противоопухолевого действия препарата Панаген при его 

использовании в сочетании с цитостатиками (циклофосфан и доксорубицин) 

в клиническом применении при лечении рака молочной железы II-IV стадии. 
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Основная часть 

1 Литературный обзор 

Дендритные клетки (ДК) являются высокоспециализированными 

антиген-презентирующими клетками, способными индуцировать иммунный 

ответ против различных антигенов, включая опухолевые и вирусные 

антигены [1]. ДК играют центральную роль в поддержании врожденного 

иммунитета и обеспечивают взаимосвязь между врожденным и 

приобретенным иммунитетом благодаря способности инициировать 

антигенспецифический иммунный ответ и детерминировать его 

направленность. ДК обладают уникальной способностью активировать как 

CD4, так и CD8–клетки. При этом стимулирующий эффект ДК в 10-100 

превышает стимулирующее действие макрофагов и других антиген-

презентирующих клеток в силу более высокого уровня экспрессии 

костимуляторных молекул, медленной внутриклеточной деградации антигена 

и длительной презентации антигена на поверхности клеток. Кроме того, ДК 

являются единственными антигенпрезентирующими клетками, которые 

способны активировать наивные Т-клетки [2, 3]. 

Наряду со способностью к индукции иммунного ответа, ДК могут также 

ингибировать иммунные реакции, вызывая развитие состояние 

иммунологической толерантности. Толерогенные свойства ДК обусловлены 

различными механизмами – снижением экспрессии HLA-DR и 

костимуляторных молекул, необходимых для эффективной активации Т-

клеток и усилением экспрессии поверхностных коингибиторных молекул и 

рецепторов (B7-H1, ILT-2, ILT-3, ILT-4, CD209, CD200R и HLA-G), 

индуцирующих апоптоз или анергию Т-клеток; усилением продукции 

супрессивных цитокинов (ИЛ-10, TGF-β), ингибирующих функции 

эффекторных Т-клеток и селективно активирующих Th2-ответ [4, 5], а также 

способностью ДК к генерации регуляторных СD4+СD25+ Т-клеток [6]. 

Наличие толерогенной активности ДК в большей степени свойственно 

незрелым ДК и может индуцироваться рядом факторов – 
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иммуносупрессивными цитокинами, простагландином E2, гистамином, 

витамином D3, молекулой HLA-G, а также глюкокортикоидами [7-10]. 

Недавние исследования также показали, что ДК могут подавлять 

пролиферацию и оказывать непосредственный цитотоксический эффект на 

клетки опухолевых линий [11, 12]. Противоопухолевая активность ДК 

опосредуется с участием различных молекул семейства фактора некроза 

опухоли-альфа (ФНОα, lymphotoxin-α1β2, FasL, TRAIL), а также перфорина 

и/или гранзима [12, 13] и имеет, по-видимому, большое значение, поскольку 

высвобождающиеся опухолевые антигены могут сразу же презентироваться 

дендритными клетками Т-лимфоцитам, обеспечивая более ранний запуск 

специфического иммунного ответа. При этом, вовлечение различных 

молекулярных механизмов позволяет ДК преодолеть «резистентность» 

опухолевых клеток к лизису.  

Таким образом, степень зрелости (незрелые, частично-зрелые, зрелые 

ДК) и особенности микроокружения/генерации ДК во многом 

детерминируют их функциональную гетерогенность в широком диапазоне 

эффектов: от преобладающей иммуностимулирующей активности до 

выраженной иммуносупрессорной, толерогенной активности.  

Согласно данным литературы дифференцировка и созревание ДК, а 

также их функциональная активность подвержена регуляции со стороны 

различных цитокинов. Известно также, что созревание и функционирование 

ДК может регулироваться различными гормонами. Свойства ДК через toll-

подобные рецепторы могут существенно регулироваться антигенами, 

входящими в состав инфекционных патогенов (бактерий, вирусов, грибов). 

Наконец, многие иммуносупрессивные препараты способны индуцировать 

толерогенную активность ДК. Поэтому при патологии в силу изменения 

цитокинового баланса, гормональных нарушений, терапевтических 

воздействий и влияния патогенов свойства ДК могут быть существенно 

изменены.  
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Действительно, различные нарушения в количественном содержании 

и/или функциональной активности ДК были выявлены при хронических 

вирусных и бактериальных инфекциях, онкопатологии, патологии 

беременности [14-17]. Так, рядом исследований было показано, что 

опухолевый процесс и хронические инфекционные заболевания 

сопровождаются снижением количества миелоидных ДК и угнетением их 

стимуляторной активности, что рассматривается в качестве одного из 

возможных механизмов персистенции инфекции и ускользания опухоли от 

иммунного надзора [18-22].  

С другой стороны имеются данные, что при физиологической 

беременности ДК приобретают толерогенные свойства, а снижение этой 

активности ассоциируется с угрозой преждевременного прерывания 

беременности [23-26]. 

Нарушение функциональной активности генерируемых in vitro ДК 

может быть также обусловлено изменением функциональной активности 

моноцитов периферической крови, которые являются источником получения 

ДК [27, 28].  

Так, результаты исследований, выполненных на 3 этапе работы, 

показали, что ИФН-ДК, генерируемые у пациентов с онкопатологией и 

инфекционными заболеваниями, характеризуются задержкой 

дифференцировки/созревания, что проявляется увеличением клеток с 

фенотипом моноцитов (CD14+) и ДК промежуточной степени зрелости 

(CD1a, СD83+CD1а+, CD11+CD123+), а с другой стороны – снижением доли 

клеток, экспрессирующих молекулы зрелых и активированных ДК (CD83+, 

СD83+СD1a–, CD25+). Среди больных с онкопатологией эти признаки были 

наиболее выражены в группе больных со злокачественными лимфомами, в 

меньшей степени – в группе пациентов со злокачественными глиомами и 

минимальны – у больных с множественной миеломой. Среди больных с 

инфекционными заболеваниями наиболее выраженные нарушения 

дифференцировки/созревания ДК регистрировались у пациентов с 
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хроническими вирусными гепатитами с исходом в цирроз печени, а также у 

больных туберкулезом легких с туберкулиновой анергией (сниженным 

пролиферативным ответом Т-клеток на ППД) [29-34].  

Изменения фенотипа ИФН-ДК, как правило, ассоциируются с 

нарушениями функциональной (цитокин-секреторной и Th1/Th2-

стимуляторной) активности ИФН-ДК, которые в зависимости от вида 

патологии имеют различную степень выраженности – от выраженных 

дисфункций до их минимальных проявлений или отсутствия таковых. Кроме 

того, у больных с онкопатологией нами была выявлена дефектность 

эффекторной (цитотоксической) функции ДК против опухолевых клеток [35, 

36].  

В целом, полученные нами ранее данные четко свидетельствуют, что у 

отдельных групп больных (например, у пациентов с хроническими 

вирусными гепатитами с исходом в цирроз; туберкулезом легких с 

туберкулиновой анергией; злокачественными лимфомами) проведение 

клеточной иммунотерапии с использованием ДК-вакцин должно 

предусматривать предварительную оценку их функциональных свойств, 

поиск путей коррекции возможных дисфункций генерируемых ДК, а также 

возможность комбинации с адьювантной цитокинотерапией (например, с 

использованием препаратов рекомбинантного ИЛ-2 и/или ИФН-α), которая 

позволит активировать in vivo дополнительное количество ДК и 

цитотоксических Т-лимфоцитов.  

 Недавние исследования также продемонстрировали, что ДК 

экспрессируют рецепторы к гормонам и подвержены гормональной 

регуляции [37, 38]. Так Canning с соавт, проанализировали эффект гормона 

коры надпочечников дегидроэпиандростерона сульфата (ДГЭАС) на 

генерацию миелоидных ДК, генерируемых при культивировании моноцитов 

периферической крови в присутствии ГМ-КСФ и ИЛ-4. Добавление ДГЭАС 

приводило к образованию ДК, характеризующихся более зрелым фенотипом, 

что проявлялось в увеличении экспрессии костимуляторных молекул CD80 и 
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снижении экспрессии молекул адгезии CD43 по сравнению с культурами ДК, 

генерируемых в отсутствие гормона [39]. Таким образом, ДГЭАС обладает 

способностью стимулировать созревание ДК, что опосредует 

стимулирующий эффект гормона на дифференцировку наивных Тh0 клеток в 

сторону Тh1 и активацию NK-клеток. Данный эффект ДГЭАС, по-видимому, 

лежит в основе ослабления толерогенных свойств ДК у беременных с 

гиперандрогенией надпочечникового генеза, являясь неблагоприятным для 

нормального протекания беременности [40, 26], однако может представлять 

интерес в качестве стратегии преодоления толерогенных свойств ДК при 

другой патологии. 

Изменение свойств генерируемых ДК при патологии, а с другой 

стороны данные об участии ряда биоактивных медиаторов в регуляции 

дифференцировки/созревания ДК обусловливают необходимость разработки 

стратегий для целенаправленной коррекции функций ДК при использовании 

их в качестве вакцин. Поэтому настоящий раздел работы был посвящен 

исследованию влияние различных биоактивных продуктов на созревание и 

функциональную активность дендритных клеток, генерируемых в 

присутствии ИФН-α. 

 

2 Материалы и методы 

В исследование были включены 14 больных злокачественными 

лимфомами (6 мужчин и 8 женщин) в возрасте от 20 до 58 лет (средний 

возраст 37 ± 2 лет), 28 больных туберкулезом легких (средний возраст 48,3 ± 

3,6 лет), 8 пациентов со злокачественными глиомами головного мозга Grade 

IV (средний возраст 39,4 ± 2,8 лет) и 24 сопоставимых по возрасту и полу 

здоровых донора крови. 

Мононуклеарные клетки (МНК) из гепаринизированной венозной 

крови получали центрифугированием в градиенте плотности фиколла-

верографина. ИФН-ДК генерировали путем культивирования прилипающей 

фракции МНК во флаконах для культивирования (BD Bioscienses Falcon, UK) 
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в течение 3 суток в среде RPMI-1640 (Sigma, США), дополненной 0,3 мг/мл 

L-глютамина, 5мМ HEPES-буфера, 100 мкг/мл гентамицина и 5% сыворотки 

плодов коровы (БиолоТ, С-Пб), в присутствии ГМ-КСФ (Sigma-Aldrich, 1000 

Ед/мл) и INF-α (Роферон-А, Roche, Швейцария, 1000 Ед/мл) с последующим 

дозреванием с липополисахаридом (ЛПС Е.colli 0114:B4, Sigma-Aldrich, 10 

мкг/мл) в течение 24 ч. 

Фенотипический анализ ДК проводили методом проточной 

цитофлюориметрии (FACSCalibur, Becton Dickinson, США) с использованием 

FITS- или PE-меченных моноклональных антител (CD83, CD14, CD25; 

PharMingen, США). 

Аллостимуляторную активность ДК оценивали в реакции СКЛ. В 

качестве отвечающих клеток использовали МНК доноров, истощенных от 

фракции адгезивных (0,1 х 106/лунку), которые культивировали (370С, 5% 

СО2) в 96-луночных круглодонных планшетах в среде RPMI-1640 с 10% 

инактивированной сыворотки доноров АВ (IV) группы. Стимуляторами 

служили дендритные клетки в соотношении МНК:ДК = 10:1. 

Пролиферативный ответ оценивали на 5 сутки радиометрически по 

включению 3H-тимидина (1 мкКю/лунку), вносимого за 18 ч до окончания 

культивирования. 

Для оценки цитотоксической активности ДК проводили МТТ-тест, 

заключающийся в способности живых клеток превращать растворимый 

желтый бромид 3-(4,5-диметилтиазол-2-или-2,5-тетразолия) (МТТ) в 

нерастворимые пурпурно-синие внутриклеточные кристаллы МТТ-

формазана. Опухолевые клетки (5x104 /лунку) культивировали с ЛПС-

активированными ИФН-ДК в 96-луночных плоскодонных планшетах в 

течение 24 ч в соотношении эффекторы/мишени 1:1. После окончания 

совместной инкубации в лунки вносили по 20 мкл раствора МТТ (5 мг/мл, 

Диа М, Германия), а затем через 3 ч планшеты центрифугировали при 1500 

об/мин в течение 5 мин, удаляли супернатант и добавляли по 100 мкл ДМСО 

(диметилсульфоксид, MP Boimedicals, LLC, Франция). Через 30 мин после 
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полного растворения кристаллов формазана измеряли оптическую плотность 

содержимого лунок на многоканальном спектрофотометре Мультискан при 

длине волны 492 нм. Расчет цитотоксической активности проводили по 

стандартной формуле: (%)= [1-(ОПэ+м-ОПэ)/ОПм] x 100%, где ОПэ+м – 

значение оптической плотности в опытных сериях; ОПэ – значение 

оптической плотности в лунках с эффекторами; ОПм – значение оптической 

плотности в лунках с мишенями. 

Оценку количественного содержания циркулирующих ДК в 

периферической крови проводили с использованием 4-цветной проточной 

цитофлюориметрии (FACS Calibur, Becton Dickinson) из 0,5 мл клеток 

лейковзвеси. Для этого использовали набор антител HLA-DR-PercP, CD123-

Pe, CD11c-APC, линейные маркеры (CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, CD56)-

Lin1-FITC. В Lin1-негативном регионе определяли количество HLA-

DR+/CD123–/CD11c+ миелоидных и HLA-DR+/CD123+/CD11c– 

плазмоцитоидных ДК. 

Статистическую обработку полученных результатов проводили на 

персональном компьютере с использованием программы «STATISTICA 6.0». 

 

3 Результаты и обсуждение 

3.1 Исследование влияния различных биоактивных продуктов 

(цитокины, ингибиторы ПГЕ2, и др.) на созревание ИФН-ДК in vitro 

Согласно данным литературы дегидроэпиандростерон и его 

сульфатированная форма (ДГЭАС) по своим биологическим свойствам 

является естественным антагонистом глюкокортикоидов. Концентрация 

ДГЭАС в периферической крови существенно превышает уровень других 

стероидных гормонов, что предполагает активное участие гормона в 

регуляции иммунной системы и, в частности в регуляции ДК, которые 

экспрессируют рецепторы к стероидным гормонам [41].  

Для изучения эффекта ДГЭАС на дифференцировку ДК гормон (Sigma-

Aldrich, кат. № D5297) в конечной концентрации 10-6 М добавляли с первых 
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суток культивирования прилипающей фракции МНК. Для оценки влияния 

гормона на созревание ДК, ДГЭАС вносили на стадии конечного дозревания 

совместно с ЛПС за 24 ч до окончания культивирования.  

Добавление ДГЭАС с первых суток культивирования (таблица 1) 

сопровождалось достоверным снижением относительного количества CD14+ 

моноцитов и увеличением доли клеток, экспрессирующих костимуляторные 

молекулы СD80 и СD86, что свидетельствует о стимулирующем действии 

ДГЭАС на дифференцировку ИНФ-ДК. 

Добавление ДГЭАС на стадии дозревания также приводило к 

уменьшению доли CD14+ клеток и достоверному увеличению CD86+ клеток. 

Кроме того, наблюдалось значимый прирост числа клеток с маркером зрелых 

ДК (CD83+) и тенденция к увеличению доли активированных CD25+ клеток.  

Как на этапе дифференцировки, так и на этапе созревания ДК снижение 

относительного содержания CD14+ клеток в присутствии ДГЭАС 

ассоциировалось с тенденцией к увеличению CD1a+клеток, что 

свидетельствовало о дифференцировке дополнительного количества 

моноцитов в незрелые CD1a+ ДК. При этом ДГЭАС не оказывал какого-либо 

влияния на экспрессию молекулы СD123, характерной для плазмацитоидных 

дендритных клеток. Выявленные изменения в экспрессии стадио-

специфических и костимуляторных молекул на ДК под влиянием ДГЭАС 

свидетельствует о стимулирующем влиянии гормона на дифференцировку и 

созревание ИНФ-ДК, причем не только на этапе дифференцировки, но и 

созревания ДК. 

 

Таблица 1 – Влияние ДГЭАС на дифференцировку и созревание ИФН-ДК здоровых 

доноров. 

В отсутствии ЛПС В присутствии ЛПС 
 

ДГЭАС (-) ДГЭАС (+) ДГЭАС (-) ДГЭАС (+) 
CD14 14,1±4,6 10,3±2,9* 14,1±2,1  10,4±2,7 
CD1a 39,9±6,3 42,7±6,5 39,1±5,4 44,1±5,5 
CD83 14,3±3,3 19,2±5,2 17,0±3,0 25,6±6,4* 

CD123 40,4±9,1 43,1±9,3 60,6±6,0 61,9±6,4 




