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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность исследования 

Дендритные клетки (ДК) являются профессиональными 

антигенпрезентирующими клетками, которые наряду со стимулирующей 

активностью могут ингибировать иммунный ответ, играя важную роль в 

поддержании периферической толерантности. Толерогенные ДК (тДК) 

характеризуются сниженной ко-стимуляторной активностью и повышенной 

экспрессией ко-ингибиторных молекул, противовоспалительным профилем 

секретируемых цитокинов и способны индуцировать клональную деплецию и/или 

анергию аутореактивных Т-клеток, а также индуцировать регуляторные Т-клетки 

(Трег) [45, 129]. Учитывая способность тДК подавлять функции аутореактивных 

Т-лимфоцитов [194], восстановление иммунологической толерантности с 

помощью генерируемых in vitro тДК или индукция толерогенной активноcти ДК 

in vivo рассматриваются в качестве новой стратегии лечения аутоиммунных 

заболеваний (АИЗ) [80, 206]. Толерогенные свойства ДК, описанные 

первоначально для незрелых ДК [180], могут быть индуцированы многими 

стимулами: противовоспалительными цитокинами, иммуносупрессорными 

лекарственными препаратами, витамином D3 и др. [39, 61, 136]. 

Глюкокортикоиды, как индукторы толерогенной активности ДК, привлекают 

особое внимание, поскольку являются важнейшими эндогенными регуляторами и 

широко используются в клинической практике. У человека толерогенные 

эффекты глюкокортикоидов наиболее детально исследованы в культурах ДК, 

генерируемых из моноцитов в присутствии гранулоцитарно-макрофагального 

колониестимулирующего фактора (GM-CSF) и интерлейкина-4 (IL-4; ИЛ4-ДК) 

[67, 104, 138]. В то же время важным фактором дифференцировки моноцитов в 

ДК и их созревания является интерферон-α (IFN-α) [154, 155]. Генерируемые в 

присутствии IFN-α ДК (ИФН-ДК) отличаются от ИЛ4-ДК сигнальными путями 
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активации, спектром экспреccируемых генов и обладают целым рядом 

функциональных особенностей: более высокой миграционной и проапоптогенной 

активностью, большей стабильностью, сохраняют после активации менее зрелый 

фенотип [11, 55, 90, 132, 167]. Тем не менее, исследование эффектов 

дексаметазона на дифференцировку и созревание ИФН-ДК, а также сравнение 

толерогенных свойств дексаметазон-модифицированных ИЛ4-ДК и ИФН-ДК, не 

проводились.  

Ревматоидный артрит (РА) является одной из наиболее распространенных 

форм АИЗ, характеризуется хроническим прогрессирующим течением и высокой 

инвалидизацией [1]. Патогенез РА связан с аутоиммунным воспалением, 

вызывающим поражение синовиальной и костной ткани суставов, и 

опосредованным аутореактивными Т-лимфоцитами, продуцирующими 

интерферон-γ (IFNγ) и интерлейкин-17 (IL-17) [34]. Современное лечение РА 

сводится к продолжительной неспецифической иммуносупрессивной терапии, 

которая эффективна не во всех случаях и повышает риск развития 

онкологических и инфекционных заболеваний [60]. С этой точки зрения, 

использование тДК представляется более безопасным и целенаправленным 

воздействием. Экспериментальные исследования показали безопасность и 

эффективность тДК в моделях артрита [68, 182] и послужили обоснованием для 

клинической апробации дексаметазон-индуцированных ИЛ4-ДК [2, 129]. Однако 

свойства дексаметазон-модифицированных ИФН-ДК больных в качестве новой 

потенциальной клеточной платформы тДК не изучались.  

Учитывая способность ДК при АИЗ презентировать хрящевые антигены, 

продуцировать провоспалительные цитокины и активировать Th1 и Th17 ответ 

[80, 94, 206], не менее важным остается вопрос, влияет ли глюкокортикоидная 

терапия на функции ИФН-ДК у больных РА in vivo. Многие АИЗ ассоциированы с 

повышенным уровнем интерферонов I типа, а терапия интерферонами часто 

сопровождается развитием аутоиммунных осложнений [154, 155]. Таким образом, 

IFN-α при АИЗ может играть важную роль в дифференцировке моноцитов в ДК и 
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поддержании активированного статуса циркулирующих ДК [15, 57]. При этом 

влияние терапии глюкокортикоидами на свойства ИФН-ДК у больных РА 

остается неисследованным.  

Учитывая вышеизложенное, была сформулирована цель исследования: 

изучить влияние дексаметазона на интерферон-альфа–индуцированную 

дифференцировку моноцитов в дендритные клетки и охарактеризовать свойства 

модифицированных глюкокортикоидами дендритных клеток у здоровых доноров 

и больных ревматоидным артритом. 

Для достижения поставленной цели были сформулированы следующие задачи: 

1. Изучить in vitro чувствительность ДК доноров, генерируемых из моноцитов в 

присутствии интерферона-альфа, к толерогенному действию дексаметазона. 

2. Оценить толерогенные свойства дексаметазон-модифицированных ИФН-ДК 

доноров в сравнении с дексаметазон-индуцированными ДК, генерируемыми в 

присутствии интерлейкина-4. 

3. Охарактеризовать фенотипические и функциональные параметры ИФН-ДК у 

больных ревматоидным артритом и исследовать влияние дексаметазона на 

созревание и функции ИФН-ДК пациентов.  

4. Оценить механизмы ингибирующего влияния дексаметазон-

модифицированных ИФН-ДК (ИФН-ДКдекс) больных ревматоидным артритом на 

функции аутологичных Т-клеток.  

5. Изучить эффект пульс-терапии глюкокортикоидами на фенотип и функции 

ИФН-ДК и структуру циркулирующих моноцитов у больных ревматоидным 

артритом.  

Научная новизна  

Впервые показано, что дексаметазон в культурах ИФН-ДК доноров повышает 

долю СD14
+ 

ДК и снижает содержание CD83
+
 и CD86

+ 
ДК; увеличивает 

содержание TLR2
+
 и PD-L1

+ 
ДК, ингибирует продукцию TNF-α, а также 
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индуцирует способность ИФН-ДК подавлять пролиферацию аллогенных Т-

лимфоцитов и продукцию цитокинов в аллогенной смешанной культуре 

лейкоцитов (алло-СКЛ) со смещением баланса в сторону Th2-ответа. При этом 

пролиферативный ответ в алло-СКЛ, индуцируемый ИФН-ДКдекс, прямо 

коррелирует с содержанием CD83
+ 

ДК и обратно – с количеством TLR2
+ 

ДК. 

Установлено, что генерируемые в присутствии дексаметазона ИФН-ДК по 

сравнению с дексаметазон-модифицированными ИЛ4-ДК (ИЛ4-ДКдекс) 

характеризуются более высоким содержанием СD14
+
 и TLR2

+ 
ДК, более высокой 

продукцией IL-10, более выраженным ингибирующим действием на 

пролиферацию аллогенных Т-клеток и подавляют продукцию 

Th1/провоспалительных цитокинов (IL-1β, TNF-α, IL-2, IFN-γ) в отсутствие 

супрессорного эффекта на Th2 цитокины (IL-4 и IL-13). Показано, что ИФН-ДК 

больных РА отличаются меньшим содержанием CD83
+
 и большей долей СD14

+
 и 

PD-L1
+ 

ДК и умеренным снижением аллостимуляторной активности, сохраняя 

при этом чувствительность к толерогенному действию дексаметазона. Впервые 

продемонстрировано, что ингибирующий эффект ИФН-ДКдекс больных РА на 

пролиферацию Т-клеток в аутологичной смешанной культуре лейкоцитов (ауто-

СКЛ) ассоциирован с блокированием клеточного цикла CD4
+
 Т-лимфоцитов, 

подавлением продукции Th1 (IFN-γ), Th17 (IL-17) и в меньшей степени Th2 (IL-13 

и IL-4) цитокинов; индукцией апоптоза CD3
+
Т-лимфоцитов и генерацией 

регуляторных CD4
+
Т-клеток, секретирующих IL-10 (Tr1). Проведение пульс-

терапии глюкокортикоидами у больных РА сопровождается изменением 

структуры циркулирующих моноцитов (снижением доли СD14
+
CD16

++
 

моноцитов и возрастанием доли СD14
+
CD16

- 
моноцитов), а также усилением 

экспрессии PD-L1 и снижением аллостимуляторной активности генерируемых 

ИФН-ДК. 

Теоретическая и практическая значимость 

Полученные результаты расширяют представления о свойствах ИФН-ДК, в 

частности, демонстрируют их чувствительность к толерогенному действию 
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дексаметазона. Выявлены общие и отличительные свойства дексаметазон-

модифицированных ИФН-ДК и ИЛ4-ДК и показано, что ИФН-ДКдекс по ряду 

свойств превышают толерогенную активность ИЛ4-ДКдекс. 

Продемонстрировано, что ИФН-ДК больных РА сохраняют чувствительность к 

толерогенному действию дексаметазона, и охарактеризованы механизмы 

ингибирующего действия ИФН-ДКдекс на аутологичные Т-клетки. Выявленные 

изменения субпопуляционного состава моноцитов и усиление толерогенных 

свойств ИФН-ДК на фоне терапии метилпреднизолоном свидетельствуют, что 

эффект глюкокортикоидов на ИФН-ДК у больных РА реализуется не только in 

vitro, но и in vivo и о причастности моноцитов к опосредованию этого эффекта.  

Практическая значимость работы заключается в характеристике 

толерогенных свойств ИФН-ДКдекс и их сравнении со свойствами ИЛ4-ДКдекс, 

что обосновывает возможность использования ИФН-ДК в качестве новой 

клеточной платформы для получения толерогенных ДК-вакцин. 

Продемонстрированная чувствительность ИФН-ДК больных РА к толерогенному 

действию дексаметазона в совокупности с данными о стабильности ИФН-ДКдекс 

свидетельствует о возможности генерации толерогенных ИФН-ДК у больных РА. 

Способность ИФН-ДКдекс больных практически полностью ингибировать 

пролиферативный ответ в алло-СКЛ при генерации ДК после пульс-терапии 

метилпреднизолоном позволяет рассматривать данный период в качестве 

оптимального «терапевтического окна» для получения толерогенных ДК.  

 

Положения, выносимые на защиту 

1. Дексаметазон индуцирует толерогенные свойства ДК доноров и больных РА, 

генерируемых из моноцитов в присутствии интерферона-альфа.  

2. Дексаметазон-модифицированные ИФН-ДК доноров отличаются от 

дексаметазон-модифицированных ИЛ4-ДК менее зрелым фенотипом, более 

выраженным ингибирующим эффектом на пролиферацию Т-клеток и 
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подавляют продукцию Th1/провоспалительных цитокинов, не влияя на 

продукцию Th2-цитокинов.  

3. Дексаметазон-модифицированные ИФН-ДК больных РА ингибируют 

пролиферацию аутологичных Т-клеток посредством индукции анергии, 

усиления апоптоза и генерации регуляторных CD4
+ 

Т-клеток, 

секретирующих IL-10. 

Объем и структура диссертации 

Диссертация состоит из введения, обзора литературы, описания материалов и 

методов исследования, 5 глав собственных исследований, обсуждения 

полученных результатов, заключения и выводов. Материал изложен на 146 

страницах машинописного текста, включающего 19 таблиц и 15 рисунков. Работа 

выполнена на базе лаборатории клеточной иммунотерапии и отделения 

ревматологии Клиники иммунопатологии НИИФКИ. 

Апробация работы 

Основные положения диссертации доложены и обсуждены на Всероссийском 

конгрессе с международным участием «Дни ревматологии в Санкт-Петербурге 

2016» (15-17 сентября 2016, г. Санкт-Петербург), на IX отчетной научной сессии 

НИИФКИ "Фундаментальные и клинические аспекты иммунологии" (16-17 июня 

2016, г. Новосибирск), на Европейском конгрессе ревматологов EULAR 2017 (14-

17 июня 2017 г., г. Мадрид, Испания), на Европейском конгрессе ревматологов 

EULAR 2018 (13-16 июня 2018 г., г. Амстердам, Нидерланды). Апробация 

диссертации состоялась 14 марта 2019 г. на семинаре Клинического отдела 

НИИФКИ (протокол №11). 

Публикации 

По теме диссертации опубликовано 13 печатных работ, включая 4 статьи в 

журналах, рекомендованных ВАК РФ для публикации материалов 

диссертационных работ, из них 1 статья, индексируемая в базе Web of Science. 
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Степень достоверности, апробация результатов и личное участие автора 

Достоверность полученных результатов подтверждается логично выстроенным 

алгоритмом работы, достаточной выборкой исследования, использованием 

современных иммунологических методов и адекватных методов статистической 

обработки. Основные положения работы доложены и обсуждены на 

международных и российских конгрессах. Автор участвовал в разработке идеи и 

дизайна всех экспериментов. Результаты, представленные в работе, получены 

автором лично, либо при непосредственном его участии на базе лаборатории 

клеточной иммунотерапии НИИФКИ. Все процедуры сепарации мононуклеарных 

клеток, генерации ДК и оценки их функций проведены непосредственно автором. 

Автор лично участвовал в введении больных РА и заполнении медицинской 

документации на базе ревматологического отделения НИИФКИ. Автором 

проведена статистическая обработка результатов и интерпретация 

экспериментальных данных. Подготовка основных публикаций по выполненной 

работе проведена при непосредственном участии автора. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 

 

ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Введение 

Ревматоидный артрит (РА) представляет аутоиммунное ревматическое 

заболевание неизвестной этиологии, характеризующееся хроническим эрозивным 

артритом (синовитом) и системным поражением внутренних органов, которое в 

отсутствие лечения приводит к инвалидизации [1, 84]. РА занимает одно из 

ведущих мест в ряду ревматических болезней. Частота встречаемости данной 

патологии в популяции составляет 0,5-1% [49, 126]. По данным статистики, в 

России зарегистрировано около 200 тысяч пациентов с ревматоидным артритом, 

при этом, по данным эпидемиологического исследования, РА страдают более 700 

тысяч человек. Заболевание характеризуется хроническим прогрессирующим 

течением, ранней потерей трудоспособности и высоким процентом 

инвалидизации. Течение заболевания сопровождается высоким уровнем болевых 

ощущений, функциональными и психоэмоциональными нарушениями, что 

значительно ухудшает качество жизни пациентов. При отсутствии 

соответствующего лечения у большинства больных в первые годы заболевания 

развиваются стойкие деформации. Кроме того, у пациентов с РА наблюдается 

высокий риск развития сопутствующей патологии, такой как остеопороз, 

сердечно-сосудистые заболевания, тяжелые инфекции. 

1.2. Иммунопатогенетическое обоснование современных подходов к терапии 

ревматоидного артрита 

Этиология РА до конца не ясна, РА признается мультифакториальной 

патологией. При этом важную роль отводят влиянию внешних факторов и 

генетической предрасположенности. Например, носительство HLADR1 и 
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HLADR4 сопряжено с более высоким риском развития РА. К другим 

предрасполагающим факторам относят курение, женский пол, прием оральных 

контрацептивов. 

Патогенез РА связан с аутоиммунным воспалением, локализованным в 

синовиальной оболочке суставов, и опосредуемым с участием аутореактивных Т-

клеток и В-лимфоцитов. В свете современных представлений развитие 

аутоиммунного воспаления является результатом сложных взаимодействий 

генетических факторов и факторов внешней среды, которые приводят к 

аберрантной активации врожденного и адаптивного иммунитета, срыву 

иммунологической толерантности, презентации аутоантигенов с последующей 

активацией антигенспецифических Т- и В-лимфоцитов и патологической 

продукции цитокинов. Каскад этих реакций приводит к развитию синовита, 

пролиферации клеточных элементов синовиальной и хрящевой ткани и 

деструкции субхондральной костной ткани [24]. 

Ведущая роль в патогенезе РА отводится аутореактивным Т-клеткам. Как 

известно, Т-клетки, распознающие аутоантигены, элиминируются еще на этапе 

внутритимического развития. Согласно одной из гипотез, присутствие 

аутореактивных Т-клеток на периферии является результатом избегания 

аутореактивными Т-клетками апоптоза в результате дефекта Т-клеточного 

развития в тимусе [41]. Согласно этой гипотезе РА может возникать в результате 

презентации аутоантигенов, высвобождающихся при воспалительных и 

инфекционных процессах.  

Согласно другой, более популярной гипотезе, Т-клетки во время 

внутритимического развтия распознают не нативные, а измененные формы 

собственных белков и в силу этого не элиминируются как аутореактивные Т-

лимфоциты. Согласно этой гипотезе РА возникает в результате распознавания 

измененных собственных антигенов в условиях воспалительного микроокружения 

[41]. 
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Развитие аутоиммунного воспаления связывают с появлением 

аутореактивных Т-лимфоцитов с провоспалительным фенотипом. Ранее 

считалось, что РА является Th-1-опосредованным заболеванием. Однако в 

настоящее время предполагается, что аутоиммунное воспаление опосредуется с 

участием как Th1, так и Th17 клеток. Th1 клетки секретируют провоспалительный 

цитокин интерферон-гамма (IFNγ), а Th17 клетки – провоспалительные цитокины: 

фактор некроза опухоли альфа (TNFα), интерлейкин-17 (IL-17), IL-21, IL-22, 

которые активируют макрофаги, нейтрофилы и В-клетки, оказывают 

деструктивное действие на хондроциты и через стимуляцию остеокластов 

вызывают разрушение костной ткани [44, 71], а также подавляют процессы 

репарации хряща [16, 49, 105].  

Активация Th1 и Th17 происходит в результате презентации Т-клеткам 

артритогенных пептидов дендритными клетками (ДК), В-клетками и 

макрофагами. Следует отметить, что у человека локализованные в синовиуме 

иммунные клетки в достаточной степени не охарактеризованы. В биоптатах 

синовиальной ткани на самых ранних этапах выявляется экспансия Т-клеточных 

клонов, обогащенных аутореактивными (или распознающими измененные 

аутопептиды) Т-лимфоцитами. Однако по мере прогрессии заболевания 

численность этих клонов снижается на фоне возрастания вторично 

рекрутируемых поликлональных Т-клеток памяти [83]. И, если в исследованиях 

на мышах, дифференцировочный статус патогенных Т-клеток идентифицируется 

как Th1 и Th17 [96], то у человека оценка Т-клеток на ранних этапах процесса 

затруднена. Тем не менее, в одном из исследований, авторам удалось 

проанализировать продукцию цитокинов в синовиальной жидкости на очень 

ранней стадии РА и показать парадоксальное возрастание IL-4, IL-13 и IL-15. В то 

же время в развернутой стадии заболевания Т-клетки несли признаки Th1 и Th17 

[148]. Недавно при оценке цитрулинированных тетрамеров было показано, что 

большинство Т-клеток, распознающих цитрулинированные белки, имеют Th1 

фенотип [177]. 
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Активность Th1 и Th17 находится под негативным контролем регуляторных Т-

клеток (Tрег), которые представляют гетерогенную популяцию и обладают 

иммуносупрессорной активностью. Среди них выделяют естественные и 

индуцированные Tрег. Естественные Tрег, эспрессирующие фенотип 

CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
, реализуют ингибирующий эффект через контактные 

взаимодействия с Т-клетками, который опосредуется рядом поверхностных ко-

ингибиторных молекул, в том числе молекулой CTLA-4, конкурирующей за ко-

стимуляторные молекулы на T-лимфоцитах [13]. Индуцированные Tрег 

подавляют функции активированных Т-лимфоцитов через продукцию IL-10 и 

трансформирующего фактора роста-β (TGFβ) [70, 94]. При РА происходит 

значительное уменьшение количества Tрег или нарушение их функции и 

возрастание Th-1 и Th-17, поддерживающих выраженное воспаление в 

синовиальной оболочке [117]. Соответственно, баланс между Th-1/Th-17 и Tрег 

играет определяющую роль в исходе аутоиммунного воспаления. 

Наряду с Т-клетками, В-лимфоциты также вовлечены в патогенез РА. Роль 

В-клеток при аутоиммунной патологии может заключаться в антигенной 

презентации, образовании и продукции аутоантител и цитокинов. Участие В-

клеток в патогенезе РА подтверждается продукцией аутоантител и наличием в 

синовиуме В-клеток различной степени зрелости: от незрелых В-клеток до зрелых 

плазматических клеток. Микроокружение синовиума содержит различные 

цитокины, обеспечивающие выживание В-клеток, индуцируя экспрессию BAFF, 

APRIL, а также продукцию IL-6. Характерной особенностью РА является наличие 

эктопических лимфоидных структур, присутствие которых ассоциировано с более 

быстрым прогрессированием заболевания. В этих образованиях в В-клетках 

происходит антиген-индуцированная селекция, дифференцировка, соматическая 

гипермутация и класс-специфическое переключение [139]. Недавние 

исследования показали, что синовиальные В-клетки представлены 

аутореактивными клетками¸ распознающими цитрулинированные гистоны H2A и 

H2B и некоторые другие цитрулинированные формы собственных пептидов [40].  
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В развитии и поддержании воспалительного процесса важную роль играют 

цитокины, которые продуцируются не только активированными Т-хелперными 

клетками, но также мигрирующими в зону воспаления макрофагами, 

дендритными клетками и эффекторными CD8
+
 Т-лимфоцитами. Цитокины 

выполняют множество биологических функций, таких как рост, пролиферация и 

дифференцировка клеток, воспаление, репарация тканей и регуляция иммунного 

ответа. При РА воспаление связано с доминированием провоспалительных 

цитокинов. Среди различных провоспалительных цитокинов ключевую роль в 

поддержании хронического воспаления отводят TNFα: пациенты с РА 

характеризуются высоким уровнем TNFα в сыворотке крови [46]. TNFα 

стимулирует пролиферацию и дифференцировку Т-, В-лимфоцитов и 

натуральных киллеров (NK-клеток), а также индуцирует продукцию IL-1, IL-6, IL-

8. В сыворотке крови больных РА также обнаруживается высокий уровень IL-6. 

Данный цитокин за счет активации нейтрофилов к секреции протеолитических 

ферментов также играет важную роль в разрушении хряща и образовании эрозий 

[43]. Провоспалительный эффект IL-6 реализуется также через активацию 

остеокластов через RANKL-зависимый и RANKL-независимый пути [212]. Кроме 

того, высокие уровни IL-6 при РА причастны к развитию гипоальбуминемии, 

гиперкоагуляции, и даже развитию инфаркта миокарда [212]. 

Постоянное расширение знаний о патогенезе РА, в том числе о цитокин-

опосредованных механизмах, поддерживающих хроническое воспаление в 

синовиальной оболочке, послужило основой для пересмотра подходов к лечению 

данной патологии и созданию принципиально новых биологических препаратов. 

С 2010 г. принята концепция treat to target (T2T, лечение до достижения 

цели) [175], включающая 10 рекомендаций по лечению РА, целью которой 

является достижение ремиссии. Последние обновленные рекомендации EULAR 

2016 [176] уже включают в себя 12 пунктов по лечению РА. Лекарственные 

препараты, используемые в лечении РА, включают:  
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- обычные синтетические болезнь-модифицирующие препараты 

(conventional synthetic disease-modifying antirheumatic drugs; csDMARDs): 

метотрексат, лефлуномид, сульфасалазин; 

- биологические препараты (оригинальные и биосимиляры). К ним относят 

«анти-ФНОα» препараты (инфликсимаб, адалимумаб, голимумаб, цертолизумаб-

пегол, этанерцепт), «анти-ИЛ-6» препараты (тоцилизумаб, сарилумаб), ингибитор 

ко-стимуляции (абатацепт); 

- таргетные синтетические препараты (target synthetic disease-modifying 

antirheumatic drugs; tsDMARD) - ингибитор янус-киназ (тофацитиниб). 

Согласно рекомендациям, терапия РА должна начинаться с приема 

метотрексата с быстрой эскалацией дозы до 25 мг/нед., (при невозможности 

приема метотрексата – прием сульфасалазина или лефлуномида, или их 

комбинация) с оценкой эффекта через 3 и 6 месяцев. Через 6 месяцев при 

отсутствии неблагоприятных прогностических факторов целесообразно добавить 

еще один обычный синтетический противоревматический препарат. При наличии 

неблагоприятных факторов либо отсутствии эффекта от комбинации нескольких 

csDMARD необходимо добавить к терапии анти-ФНО препарат либо ингибитор 

янус-киназ. При появлении нежелательных явлений либо ускользании эффекта 

целесообразно перейти на биологический препарат с другим механизмом 

действия, либо на другой анти-ФНО препарат. Глюкокортикоиды также 

присутствуют в рекомендациях по лечению, однако их назначение должно быть в 

наименьшей возможной дозе и на максимально короткий срок [176]. 

Несмотря на четкие рекомендации по лечению и достаточно широкий 

выбор препаратов, достичь ремиссии удается не всегда. Часто прием 

биологических агентов ограничен по экономическим причинам либо вследствие 

ускользания эффекта, или же развития нежелательных явлений. Одним из 

серьезных нежелательных явлений на фоне приема противоревматических 

препаратов является развитие тяжелых инфекций, особенно туберкулеза. Риск 

развития туберкулеза значительно выше при приеме анти-ФНО препаратов [6, 27, 
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160, 196]. Для тоцилизумаба и абатацепта показан невысокий риск развития 

туберкулезной инфекции [85, 205], в то время как для тофацитиниба наблюдается 

некоторая эндемичность [207]. В связи с этим проблема поиска новых методов 

лечения РА остается чрезвычайно актуальной.  

1.3. Дендритные клетки в иммунном ответе и поддержании толерантности 

Дендритные клетки (ДК) были открыты Р. Стейнманом и З. Кохом в 70-х гг. 

XX века [179], однако, впервые эти клетки были описаны П. Лангергансом еще в 

1868 г. [172]. На сегодняшний день известно, что ДК — это гетерогенная 

популяция антигенпрезентирующих клеток (АПК), специализирующихся на 

презентации антигенов и регуляции иммунного ответа. ДК происходят из 

костномозговых предшественников и присутствуют во всех слизистых оболочках, 

а также коже, внутренних органах, во всей лимфоидной ткани и костном мозге. 

1.3.1. Гетерогенность дендритных клеток 

ДК представлены гетерогенной популяцией клеток, которые различаются 

целым рядом признаков: локализацией, происхождением и функциями. ДК 

дифференцируются из костномозговых предшественников, которые дают начало 

резидентным и циркулирующим ДК. Резидентные ДК локализованы в 

лимфатической ткани и их функции связаны с захватом и презентацией Т-клеткам 

антигенов, содержащихся в крови и лимфе. Тканевые антигены презентируются 

Т-клеткам ДК нелимфоидных тканей, которые мигрируют из тканей в лимфоузлы.  

Циркулирующие ДК разделяют на 2 популяции: миелоидные и 

плазмоцитоидные ДК. Ранее считалось, что эти две популяции имеют различное 

происхождение: миелоидные ДК дифференцируются из общего миелоидного 

предшественника, а плазмоцитоидные ДК – из общего лимфоидного 
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предшественника. Однако недавние исследования позволяют полагать, что 

источником обеих популяций ДК являются общие миелоидные предшественники 

[109, 171]. 

Миелоидные или «обычные» (conventional) ДК (мДК) в свою очередь 

разделяются на две субпопуляции: мДК-1, экспрессирующие CD11c и BDCA-1, и 

мДК-2, несущие на своей поверхности CD141 и BDCA-3. Плазмоцитоидные ДК 

(пДК) несут на своей поверхности BDCA-2 и BDCA-4 [36]. Указанные 

субпопуляции, помимо кровотока, также присутствуют в селезенке и миндалинах 

[17, 215]. 

ДК также могут дифференцироваться из моноцитов. Такие ДК, 

обозначенные как «неклассические» мДК, или ДК моноцитарного происхождения 

(мо-ДК), экспрессируют CD11c и более похожи на моноциты и макрофаги, чем 

классические мДК-1 и мДК-2. ДК моноцитарного происхождения возникают из 

«классических» СD14
+
CD16

−
 моноцитов, и их доля существенно возрастает при 

инфекции и воспалении [36]. 

  

1.3.2. Роль дендритных клеток в стимуляции иммунного ответа 

ДК играют важную роль в индукции и регуляции иммунного ответа. После 

захвата антигена незрелыми ДК, начинается процесс его деградации (процессинг), 

завершающийся презентацией процессированных пептидов на поверхности ДК 

вместе с молекулами главного комплекса гистосовместимости (MHC) [106]. 

Сигналы «опасности» через паттерн-распознающие рецепторы в присутствии 

провоспалительных цитокинов запускают процесс созревания ДК. Процесс 

созревания заключается в фенотипических и функциональных изменениях, 

связанных с изменением экспрессии различных генов, в частности активацией 

ядерного фактора каппа B (NFk-B) [110]. В процессе созревания антигены MHC 

перемещаются из внутриклеточного компартмента на клеточную поверхность, а 

ДК при этом приобретают максимальную способность к презентации антигена 
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[106, 201]. Кроме того, наблюдается усиление экспрессии ко-стимуляторных 

молекул дендритными клетками таких, как CD40, CD80, CD86, и продукции 

провоспалительных цитокинов (IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18) [106]. Процесс 

созревания ДК сопровождается также увеличением экспрессии хемокинового 

рецептора CCR7, связанного с миграционной способностью ДК в лимфатические 

узлы. Зрелые ДК презентируют антигенные пептиды вместе с молекулами MHC II 

класса наивным CD4
+
 Т-лимфоцитам, которые распознают комплекс пептид-MHC 

через Т-клеточный рецептор (TCR). После процесса презентации и распознавания 

при участии ко-стимуляторных молекул, наивные Т-лимфоциты 

дифференцируются в хелперные и эффекторные CD4
+
 T-лимфоциты. Кроме того, 

ДК способны презентировать чужеродные антигены CD8
+ 

Т-лимфоцитам с 

участием MHC I типа. Так запускается цитотоксический ответ. Более того, кроме 

антигенспецифической активации Т-лимфоцитов, ДК способны влиять на 

функции других клеток иммунной системы [74]. Показано, что ДК играют 

важную роль в активации В-лимфоцитов и их дифференцировке в плазматические 

клетки [141], а также в пролиферации NK и NKT-клеток [69]. 

1.3.3. Дендритные клетки и индукция иммунологической толерантности 

ДК участвуют не только в генерации Т-клеточного иммунного ответа, но и 

способны поддерживать иммунологическую толерантность. Свойства ДК 

индуцировать толерантность изначально были продемонстрированы для незрелых 

ДК лимфоидной ткани [179]. В естественных условиях незрелые ДК способны 

захватывать апоптотические тельца, образующиеся в результате естественной 

клеточной гибели, и после миграции в дренирующие лимфатические узлы 

презентировать собственные антигены аутореактивным Т-лимфоцитам [180]. 

Кроме того, было показано, что иммунологическая толерантность может 

поддерживаться ДК промежуточной степени зрелости, локализованными в 

подслизистых оболочках пищеварительного и респираторного тракта. Такие 
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толерогенные ДК (тДК) участвуют в поддержании периферической 

толерантности против комменсалов, антигенов, содержащихся в пищевых 

продуктах и воздушных массах. 

Толерогенное действие ДК на Т-лимфоциты реализуется путем индукции 

анергии и апоптоза Т-клеток, а также путем подавления функциональной 

активности Т-клеток иммуносупрессивными цитокинами и генерации 

регуляторных Т-клеток (Трег) [123, 197]. 

Толерогенные ДК характеризуются сниженной экспрессией ко-

стимуляторных молекул (CD40, CD80, CD86), сниженной продукций IL-12 и 

повышенной секрецией IL-10 [180] совместно со сниженной способностью 

индуцировать пролиферацию Т-лимфоцитов. Наряду с этим, они обладают 

способностью индуцировать Трег. Толерогенные эффекты ДК могут быть 

обусловлены различными молекулярными механизмами:  

1) презентацией антигена в условиях недостаточной ко-стимуляции 

(сниженной экспрессии ко-стимуляторных молекул CD40,CD80, CD86) [180];  

2) презентацией низких доз антигена, что вызывает дифференцировку Трег 

[137]; 

3) изменением баланса про- и противовоспалительных цитокинов 

(уменьшением продукции IL-12 и возрастанием секреции IL-10 и TGF-β). 

Показано, что присутствие IL-10 способствует дифференцировке регуляторных Т-

клеток 1 типа (Tr1) [99]; 

4) синтезом ретиноевой кислоты (метаболита витамина А), индуцирующей 

дифференцировку СD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 Трег [29]; 

5) экспрессией проапоптогенных молекул, индуцирующих делецию 

аутореактивных клонов. Например, ДК способны экспрессировать FasL, PD-L1, 

взаимодействие которых с соответствующими рецепторами на Т-клетках 

вызывает апоптоз Т-лимфоцитов; 

6) экспрессией индолеамин-2,3-диоксигеназы (IDO) и гемоксигеназы-1 (HO-1). 

IDO – фермент, участвующий в метаболизме триптофана. Дефицит триптофана, а 
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также образование его токсичных метаболитов (кинуренин и др.) подавляют 

пролиферацию Т-клеток [107, 189]. Ингибирующий эффект HO-1 обусловлен 

подавлением созревания ДК, а также активацией CD4
+
CD25

+
 Трег. При этом ДК 

способны продуцировать высокий уровень IL-10 [21, 31, 115]; 

7) экспрессией ингибиторных рецепторов ILT3 и ILT4, плотность которых 

увеличивается на ДК под воздействием IL-10. Связываясь со своим рецептором 

HLA-G на поверхности ДК, они тем самым ингибируют созревание ДК [101]. 

Важно отметить, что взаимосвязь функциональной активности 

(толерогенные или иммуногенные) со зрелостью ДК не является абсолютной. Так, 

незрелые, полу-зрелые и даже зрелые ДК способны обладать толерогенными 

свойствами, а также индуцировать дифференцировку Трег [98, 108, 211]. 

1.3.4. Генерация толерогенных дендритных клеток in vitro 

 Учитывая низкое содержание ДК в циркулирующей крови (около 1%), in 

vitro обычно используются ДК, генерированные из костного мозга или моноцитов 

периферической крови. С тех пор как Sallusto F. с коллегами [163] разработал 

протокол генерации ДК из моноцитов, данный подход широко используется для 

получения большого количества ДК. Для дифференцировки моноцитов в ДК 

обычно используется гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий 

фактор (GM-CSF) и интерлейкин-4 (IL-4). GM-CSF необходим для поддержания 

выживаемости и дифференцировки моноцитов в ДК как у человека, так и у 

мышей [38]. Низкие концентрации GM-CSF поддерживают выживаемость клеток, 

в то время как высокие концентрации способствуют их дифференцировке и 

активации [37]. Чтобы предотвратить дифференцировку моноцитов в сторону 

макрофагов, GM-CSF используется в комбинации с IL-4 [163].  

Для генерации тДК существует несколько подходов: использование 

противовоспалительных цитокинов, иммуносупрессорных лекарственных 

препаратов, генная модификация и др. Так, толерогенные свойства ДК могут быть 
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индуцированы путем генерации ДК в присутствии IL-10. Такие ДК сохраняют 

незрелый фенотип даже в присутствии дозревающих стимулов [39] и способны 

индуцировать Трег [78]. Супрессорные свойства IL-10-индуцированных тДК 

показаны при реакции отторжения трансплантата, аллергических заболеваниях и 

др. [99]. Другим биодериватом, способным индуцировать толерогенный 

потенциал ДК, является активный метаболит витамина Д - 1,25-

дигидроксивитамин D3 (VitD3). Показано, что VitD3 индуцирует в ДК 

экспрессию генов, продуктами которых являются IDO, CCL2, IL-10, TGFβ [161, 

186]. 

Широко распространенным подходом к генерации тДК является 

использование лекарственных препаратов с иммуносупрессивными свойствами, 

поскольку эти препараты включены в стандарты лечения аутоиммунных 

заболеваний. Блокирование NF-kB под действием иммуносупрессантов приводит 

к снижению продукции провоспалительных цитокинов ДК (IL-1β, IL-6, TNFα) и 

возрастанию продукции IL-10 [61, 72, 116]. Исходя из этого, иммуносупрессивные 

препараты способны эффективно модулировать свойства ДК как in vitro, так и in 

vivo при различных патологиях [61, 136]. 

Первыми препаратами с иммуносупрессивными свойствами, которые были 

использованы для индукции тДК в клинической практике, были 

глюкокортикостероиды (ГКС) [91]. Обработка мышиных ДК преднизолоном или 

дексаметазоном индуцирует их толерогенные свойства, а также способствует 

генерации Трег [5, 197]. Связываясь со своим рецептором, ГКС регулируют 

функцию ДК, блокируя классический путь активации NF-kB, и, тем самым, 

продукцию провоспалительных цитокинов, хемокинов и ко-стимуляторных 

молекул. При этом, подавляя созревание ДК, дексаметазон активирует гены, 

ответственные за синтез IL-10, IDO, GITRL, MCP1, CCL8, CCR2, CCL9 [59]. 

Также в клинических исследованиях для генерации ДК, как упоминалось 

выше, используется VitD3. Будучи по химической структуре секостероидным 

гормоном, VitD3 регулирует кальциевый обмен в организме, а также выполняет 
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ряд регуляторных функций [157]. Биологические эффекты VitD3 опосредуются 

через витамин Д-клеточный рецептор (VDR), который функционирует как 

транскрипционный фактор для ряда генов [28]. Агонисты VDR, воздействуя на 

ДК, изменяют их фенотип в сторону клеток с промежуточной степенью зрелости. 

Эти изменения заключаются в снижении экспрессии MHC II, CD40, CD80, CD86, 

уменьшении продукции IL-12 и возрастании способности секретировать IL-10. 

Индуцированные VitD3 тДК устойчивы к дифференцировке в зрелые ДК даже 

при стимуляции провоспалительными цитокинами [134, 136]. 

Методы генной инженерии, использующиеся для генерации тДК, включают 

в себя применение ретровирусов, сконструированных для высокой продукции IL-

10. Такие клетки характеризуются низкой способностью стимулировать 

пролиферацию Т-лимфоцитов в аллогенной смешанной культуре лейкоцитов 

(алло-СКЛ) [188]. Для индукции толерогенной активности ДК могут быть 

трансфицированы ДНК, кодирующей CTLA4-IgG. Такие ДК характеризуются 

сниженной экспрессией ко-стимуляторных молекул при сохранном уровне 

молекул главного комплекса гистосовместимости и обладают сниженной 

способностью индуцировать антигенспецифический ответ [95]. Трансфекция 

конструкций, кодирующих IDO или FasL, также индуцирует толерогенные 

свойства ДК [14, 81]. 

В целом, тДК, генерируемые в присутствии различных толерогенных 

стимулов, обладают рядом общих характеристик, в частности сниженным 

уровнем экспрессии ко-стимуляторных молекул (CD80/CD86), продукции 

провоспалительных цитокинов и аллостимуляторной активности. При этом ДК, 

генерируемые в присутствии различных толерогенных стимулов, имеют свои 

фенотипические и функциональные особенности. 
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1.3.5. Характеристика дендритных клеток, генерируемых в присутствии 

дексаметазона 

Среди различных лекарственных препаратов с иммуносупрессивными 

свойствами дексаметазон, как потенциальный индуктор толерогенных свойств 

ДК, вызывает особый интерес, поскольку является лекарственным препаратом и 

широко используется в клинической практике в лечении аутоиммунных и 

аллергических заболеваний как препарат с выраженными 

противовоспалительными свойствами. Ранее предполагалось, что 

иммуносупрессивный эффект ГКС связан с ингибицией пролиферативной и 

цитокин-секреторной активности Т-лимфоцитов [7, 51, 209]. Однако 

впоследствии стало очевидно, что толерогенный эффект дексаметазона во многом 

опосредован ингибирующим влиянием ГКС на продукцию моноцитами и 

макрофагами провоспалительных цитокинов, включая IL-1β, IL-6, TNFα и MIP1-α 

[3]. 

Показано, что дексаметазон частично ингибирует созревание и 

дифференцировку моноцитов в ДК. В экспериментах на мышах 

продемонстрировано, что однократная инъекция дексаметазона вызывает 

дозозависимое снижение количества селезеночных ДК и реципрокное увеличение 

популяции макрофагов [121]. Генерируемые в присутствии дексаметазона ДК 

(ДКдекс) характеризуются сниженной экспрессией CD1a и повышенной 

экспрессией CD14, CD16. Также Moser M. с соавт. показали, что дексаметазон 

нарушает созревание мышиных ДК, ингибируя экспрессию CD80/CD86.  

У человека эффект дексаметазона исследован в основном в популяции ДК 

моноцитарного происхождения, полученных при культивировании моноцитов с 

GM-CSF и IL-4 (ИЛ4-ДК). Так, Piemonti L. с соавторами генерировали ИЛ4-ДК в 

присутствии дексаметазона (10
-8

М) в течение 7 суток [138]. Полученные клетки 

характеризовались менее зрелым фенотипом, сниженной экспрессией CD14, 

CD40, CD86. Garsia-Gonzalez P. показали возможность генерации тДК, 
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индуцированных к созреванию монофосфорил-липидом А, в коротком (5-

суточном) протоколе [52]. ДК экспрессировали в значимо меньшем количестве 

ко-стимуляторные молекулы, молекулы главного комплекса гистосовместимости, 

а также характеризовались сниженной продукцией провоспалительных цитокинов 

и сниженной аллостимуляторной активностью. Кроме того, эти ДК 

характеризовались высокой экспрессией CCR7 и CXCR4, что свидетельствовало о 

способности дексаметазон-модифицированных ДК (ДКдекс) мигрировать в 

лимфатические узлы. В данной работе авторы также описали высокую 

экспрессию TLR2 на тДК в качестве оптимального маркера качества 

толерогенных ДК [52]. Другими авторами также описана роль молекулы TLR2 в 

качестве маркера дексаметазон-индуцированных ИЛ4-ДК [30, 102]. Высокую 

экспрессию TLR2 на ДК связывают со сниженной продукцией IL-12, высоким 

содержанием IL-10 и TGFβ [30, 124] и индуцированной этими цитокинами 

активацией Трег. Как известно, основная функция Трег заключается в 

поддержании периферической толерантности [162], предотвращающей развитие 

аутоиммунных заболеваний, а также ограничении иммунного ответа [100]. 

Супрессорная функция индуцированных Трег осуществляется через продукцию 

IL-10 и TGFβ. Кроме того, Niedbala W. с соавт. показал, что Трег продуцируют 

высокий уровень IL-35, способного подавлять активность коллаген-

индуцированного артрита у мышей за счет подавления пролиферации Th17 [125]. 

У человека, согласно литературным данным, тДК способны индуцировать Трег, 

причем эта способность связана с экспрессией PD-L1 [197]. Авторы показали, что 

способность активировать Трег в большей степени характерна для VitD3-

индуцированных ДК. Тем не менее, ДКдекс также способны индуцировать Трег, 

активируя преимущественно Tr1. Данный тип Трег представлен CD4
+
 IL-10-

продуцирующими Т клетками, которые участвуют в поддержании 

иммунологической толерантности не только за счет продукции IL-10, но и 

индукции тДК [58]. 
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Еще одним механизмом, обеспечивающим поддержание периферической 

толерантности, является апоптоз Т-клеток. При аутоиммунной патологии 

посредством апоптоза обеспечивается делеция аутореактивных клонов. У мышей 

показано, что толерогенные ДК, полученные из клеток селезенки, индуцируют 

апоптоз аллогенных Т-лимфоцитов [92]. Встречающиеся в литературе данные о 

способности различных типов толерогенных ДК человека индуцировать апоптоз 

Т-лимфоцитов немногочисленны. Narahgo-Gomez M. с соавт. сравнили 

толерогенные свойства ДК, полученных с использованием различных 

толерогенных стимулов (дексаметазон, рапамицин, vitD3). Все три типа тДК 

обладали толерогенными свойствами (менее зрелый фенотип, сниженные 

продукция провоспалительных цитокинов и аллостимуляторная активность ДК). 

При этом ни один тип ДК не стимулировал апоптоз [123]. Следует подчеркнуть, 

что все проведенные исследования относительно способности тДК индуцировать 

апоптоз, проводились с использованием ИЛ4-ДК. 

Также важной функциональной характеристикой ДК является их 

способность стимулировать пролиферацию аллогенных Т-лимфоцитов. 

Аллостимуляторная активность является одним из интегральных показателей ДК. 

Снижение данного показателя является характерным признаком тДК и может 

быть обусловлено изменением баланса ко-стимуляторных и ко-ингибиторных 

молекул (со сдвигом в сторону последних), а также снижением соотношения про-

и противовоспалительных цитокинов. Согласно данным литературы, ДКдекс 

характеризуются сниженной аллостимуляторной активностью [52, 123]. 

1.3.6. Особенности дендритных клеток, дифференцированных из моноцитов в 

присутствии интерферона-альфа  

В настоящее время клеточной платформой для получения тДК in vitro 

являются мо-ДК, генерируемые путем культивирования моноцитов с GM-CSF и 

IL-4. Данный тип клеток является витральным аналогом воспалительных ДК и 
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достаточно хорошо исследован. Незрелые ИЛ4-ДК обладают высокой 

способностью к захвату антигена, и после активации дозревающими стимулами 

(TNFα, IL-1, LPS, CD40L) дифференцируются в зрелые ДК с высокой 

иммуностимулирующей способностью. Тем не менее, поскольку IL-4 подавляет 

экспрессию молекул адгезии и хемотаксических факторов, генерированные ИЛ4-

ДК характеризуются низкой миграционной активностью. Кроме того, ИЛ4-ДК 

обладают недостаточно высокой стабильностью и в отсутствии цитокинов могут 

претерпевать обратное развитие в моноциты [193]. Наряду с GM-CSF (в 

комбинации с IL-4) мощными индукторами созревания моноцитов в ДК являются 

интерфероны I типа [55], которые также поддерживают активированный статус 

ДК [15, 57]. IFN-α стимулирует моноциты посредством взаимодействия с 

классическим гетеродимерным рецептором, который включает рецептор-

ассоциированную тирозинкиназу I типа и тирозинкиназу II типа [114, 133, 170]. 

Указанные киназы запускают активацию соотвественно STAT-1 и STAT-4, 

индуцируя дифференцировку моноцитов периферической крови в сторону 

полноценных антигенпрезентирующих ДК. Через трое суток культивирования 

моноцитов с GM-CSF и IFN-α клетки теряют адгезивность к пластику и 

приобретают типичные морфологические и фенотипические свойства ДК. При 

этом 3-суточные ИФН-ДК обладают более зрелым фенотипом, чем незрелые IL-4-

ДК [166, 170]. Созревание ИФН-ДК сопровождается возрастанием экспрессии 

MHC I и MHC II, ко-стимуляторных молекул CD80 и CD86, CD40-лиганда и 

молекул адгезии ICAM-1 (CD54) [11, 131, 133]. Сравнение двух типов мо-ДК 

показало, что генерируемые с IFN-α ДК имеют ряд особенностей. ИФН-ДК 

фенотипически характеризуют как промежуточные по степени зрелости ДК с 

относительно высоким уровнем экспрессии молекул активации, таких как CD25 и 

CD83. Эти клетки практически не несут на своей поверхности молекулу CD1a. 

Низкая экспрессия CD1a не влияет на антигенпрезентирующую функцию ДК, но 

ассоциирована с низкой продукцией IL-12 p70 [167]. Тем не менее, ИФН-ДК 

способны поляризовать дифференцировку Т-лимфоцитов в сторону Th1 ответа 
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[11], и высокая Th1-поляризующая активность ИФН-ДК поддерживается 

большим количеством синтезируемого IFN-α [153].  

Отличительной особенностью ИФН-ДК является их более высокая 

миграционная активность [133]. ИФН-ДК экспрессируют как CCR7, так и его 

естественный лиганд MIP-3β, хемокин, регулирующий перемещение ДК во 

вторичные лимфоидные органы и играющий важную роль в привлечении 

наивных Т-клеток [169].  

Кроме того, ИФН-ДК отличаются большей стабильностью в условиях 

депривации [169, 170]. Эти данные свидетельствуют о том, что ИФН-ДК могут 

рассматриваться в качестве новой клеточной платформы для генерации тДК, 

однако чувствительность ИФН-ДК к действию дексаметазона и свойства 

дексаметазон-модифицированных ДК остаются не исследованными. 

Другим аспектом, обусловливающим интерес к изучению ИФН-ДК и их 

чувствительности к дексаметазону, является тот факт, что при аутоиммунной 

патологии уровень IFN-α, IFN-β и экспрессия регулируемых ими генов 

повышены. Это свидетельствует о важной роли интерферонов I в патогенезе 

аутоиммунного воспаления [154, 155]. Учитывая также низкое содержание IL-4 в 

синовиальной жидкости и сыворотке крови у больных РА [33, 113], можно 

полагать, что в данных условиях созревание моноцитов в ДК в значительной 

степени контролируется IFN-α. В этом случае изучение ИФН-ДК в качестве 

мишени гормональной терапии представляется патогенетически более 

обоснованным, а эффект глюкокортикоидов на ИФН-ДК может более адекватно 

отражать ответ на терапию глюкокортикоидами. Наконец, исследование функций 

ИФН-ДК может быть полезным в плане изучения роли ДК в опосредовании 

действия различных биологических препаратов с иммуномодулирующей 

активностью.  
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1.4. Дендритные клетки в патогенезе ревматоидного артрита 

1.4.1. Роль дендритных клеток в развитии и прогрессии ревматоидного 

артрита  

Дендритным клеткам при РА отводится важная роль, как непосредственно в 

патогенезе аутоиммунного артрита [213], так и ускоренном развитии 

атеросклероза и тромбозов при данной патологии [20, 161]. Вовлеченность ДК в 

патогенез ревматоидного артрита (РА) связывают со способностью ДК 

презентировать хрящевые гликопротеины [195], продуцировать 

провоспалительные цитокины [206], активировать Т-клетки к продукции Th1 и 

Th17 цитокинов и ингибировать генерацию Трег [80, 94]. ДК имеют 

непосредственную причастность к разрушению костной ткани, поскольку 

являются предшественниками остеокластов, гигантских многоядерных 

остеорезорбируюших клеток, получивших название GMICs (giant myeloid 

inflammatory cells). Недавние исследования показали, что длительная 

выживаемость мДК и их способность к слиянию обусловлена повышенной 

экспрессией анти-апоптотических генов BCL2A1 и MCL1 и контролируется IL-

17A [128]. Участие ДК в развитии атеросклероза на ранних этапах связано со 

способностью миелоидных ДК активировать макрофаги и Th1 проатерогенный 

ответ. На более продвинутых стадиях атеросклероза в сформированных 

атеросклеротических бляшках накапливаются плазмоцитоидные ДК, вызывающие 

нестабильность бляшек и повреждение эндотелия [79]. 
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1.4.2. Синовиальные дендритные клетки у больных ревматоидным артритом 

Хронический воспалительный процесс в синовиальной ткани при РА во 

многом определяется взаимодействием резидентных клеток с клетками 

врожденного иммунитета. Патофизиологическая роль ДК в этом процессе 

является недостаточно изученной. Не ясно, причастны ли ДК к возникновению 

РА. Тем не менее, поскольку патологическая презентация аутоантигенов является 

неотъемлемым условием в запуске и поддержании аутоиммунных реакций, и 

число ДК в синовиальной ткани при РА существенно возрастает, участие ДК в 

поддержании патологического процесса не вызывает сомнений.  

Центральная роль в развитии и прогрессии РА отводится миелоидным ДК, 

способным более эффективно презентировать экзогенные антигены по сравнению 

с плазмоцитоидными ДК [35]. Поскольку патогенез РА связывают с активацией 

Т-клеток, распознающих собственные или измененные собственные пептиды, 

патогенную активность связывают со зрелыми миелоидными ДК. 

Значительное количество ДК, часто локализованных в центре Т-клеточных 

кластеров, было выявлено в синовиальной жидкости больных РА еще в 1999 г. 

[191]. Позднее присутствие в синовиуме ДК, включая миелоидные и 

плазмоцитоидные ДК, было описано и другими авторами [89, 187]. Более того, 

было показано, что число ДК в синовиуме пациентов РА в сравнении с 

пациентами остеоартритом повышено [112, 152].  

Исследования фенотипа и функциональной активности синовиальных ДК 

показало, что миелоидные ДК имеют фенотип зрелых активированных ДК, 

экспрессирующих молекулы MHC II класса, ко-стимуляторные молекулы, 

молекулы адгезии, хемокиновые рецепторы и стимулируют преимущественно 

Th1/провоспалительный ответ [33, 164]. Так, синовиальные ДК характеризуются 

повышенным уровнем активационных маркеров и более эффективно 

стимулируют пролиферацию Т-клеток, а также продукцию Т-клетками IFNγ, IL-4 

и IL-17 [117]. Кроме того, в синовиальной жидкости присутствуют клетки с 
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фенотипом воспалительных ДК: с повышенной секрецией IL-23, который 

вызывает дифференцировку Th17 клеток [174]. Синовиальные ДК продуцируют 

повышенные концентрации хемокинов CCL17, CXCL9, и CXCL10, обладая 

способностью рекрутировать как эффекторные Т-клетки, так и Трег [117]. Таким 

образом, синовиальные ДК за счет способности активировать и рекрутировать Т-

лимфоциты могут поддерживать локальное воспаление и участвовать в развитии 

эктопической лимфоидной ткани. 

Важно отметить, что в отличие от синовиальных ДК, имеющих сходство с 

ДК моноцитарного происхождения [75], описанных как воспалительные ДК [35], 

присутствующие в синовиуме, плазмоцитоидные ДК предположительно 

предотвращают активацию наивных Т-клеток, индуцированную миелоидными ДК 

[76]. 

Миелоидные ДК могут попадать в синовиальную жидкость/ткань путем 

миграции из периферической крови и активироваться под действием цитокинов 

синовиальной жидкости (IL-1, IL-6, TNFα, GM-CSF, IL-8) и коллагена [32, 33]. 

Кроме того, ДК могут дифференцироваться из локализованных в синовиальной 

ткани ранних миелоидных предшественников [164]. Существенным источником 

тканевых ДК в нелимфоидных органах являются моноциты [142]. 

Одной из причин накопления и активации синовиальных ДК может быть 

повышенная концентрация цитокинов и хемокинов в синовиальной жидкости 

пациентов РА по сравнению с таковой у пациентов с остеоартритом [62]. 

Действительно, терапевтический эффект биологических препаратов, 

блокирующих TNFα, IL-1 и IL-6, может быть связан со способностью указанных 

цитокинов индуцировать созревание ДК. Недавние исследования также показали, 

что провоспалительный фенотип синовиальных ДК может поддерживаться 

повышенной продукцией CD4
+
 Т-клетками GM-CSF [150]. Кроме того, изменения 

функционального фенотипа синовиальных ДК могут быть обусловлены 

повышенными концентрациями тимического стромального липопротеина (TSLP) 

[118] и IL-7 [156], а также влиянием повышенных концентраций коллагена [173]. 
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Синовиальные ДК при РА характеризуются повышенной экспрессией рецепторов 

к TSLP и при взаимодействии с этим цитокином способны активировать 

пролиферацию Т-клеток и их дифференцировку в Th1, Th17 и Th2 клетки. 

Учитывая сходство синовиальных ДК и TSLP-активированных ДК 

периферической крови, можно полагать, что активированный статус 

синовиальных ДК у больных РА обусловлен повышенной концентрацией TSLP в 

синовиуме [117, 118]. Согласно данным литературы, TSLP способен оказывать 

стимулирующий и ингибирующий эффекты на ДК, однако на фоне высокого 

уровня IL-7 в синовиуме больных РА доминирует стимулирующий эффект, 

поскольку IL-7 подавляет экспрессию PD-L1 [119]. Активирующее действие TSLP 

на ДК также связано со способностью данного цитокина усиливать секрецию 

хемокинов CCL17 и CCL3, обеспечивая рекрутирование эффекторных Т-клеток и 

Трег [118].  

Негативная регуляция, предотвращающая в синовиуме гиперактивацию ДК, 

помимо PD-1 и PD-L1 может опосредоваться CXCL12-γ – сплайс-вариантом 

CXCL12 [165]. Хемокин CXCL12 является лигандом для рецептора CXCR4 на Т-

клетках и, соответственно, способен вызывать рекрутирование Т-клеток. 

CXCL12-γ, обладая низкой способностью связываться с CXCR4, нарушает 

эффективность взаимодействия ДК с Т-лимфоцитами и снижает стимуляторную 

активность ДК [165]. Еще одним feed-back регулятором ДК могут быть белки 

теплового шока (HSPs), присутствующие в синовиальной жидкости больных РА в 

повышенных концентрациях, способные подавлять созревание ДК и 

индуцировать экспрессию IDO [178]. Так, HSP70 снижает стимуляторную 

активность ДК и повышает их способность индуцировать Трег [181]. 
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1.4.3. Характеристика дендритных клеток периферической крови и 

дендритных клеток моноцитарного происхождения у больных 

ревматоидным артритом 

Данные о свойствах ДК периферической крови при РА немногочисленны. В 

отличие от повышенного содержания ДК в синовиуме, количество миелоидных 

ДК в периферической крови при РА снижено. Также показано, что по сравнению 

с синовиальными ДК циркулирующие ДК обладают менее выраженным 

провоспалительным потенциалом [77, 151]. Мо-ДК у больных РА 

характеризуются повышенной продукцией Th1/провоспалительных цитокинов и 

хемокинов [143–145]. Кроме того, для мо-ДК больных РА характерна 

повышенная продукция IL-6 и IL-23 (которые стимулируют дифференцировку 

CD4
+
 T-клеток в Th17), и, соответственно, повышенная способность 

индуцировать Th17 [47, 140]. В то же время мо-ДК дефектны по способности 

индуцировать Foxp3
+
Tрег [47]. Кроме того, в отличие от мо-ДК доноров, ДК 

больных обладают резистентностью к некоторым ингибиторным сигналам. Так, 

при индукции толерогенных свойств ИЛ4-ДК через активацию 

гликопротеинового лиганда P-селектина 1 (PSGL-1) селектином Р, ДК не 

способны индуцировать CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 Трег, тогда как при индукции IL-10 – 

сохраняют такую способность [47]. Также показано, что в отличие от ДК доноров, 

стимуляция ИЛ4-ДК больных IL-13 не приводит к усилению Fc-γIIRb, 

проводящего ингибирующий сигнал в отношении продукции провоспалительных 

цитокинов ДК [143, 145]. Способность мо-ДК больных смещать 

дифференцировку Т-клеток в сторону Th17 является, по-видимому, важной 

причиной повышенного содержания Th17 у пациентов с РА [47]. По сравнению с 

ДК доноров мо-ДК больных РА обладают большей способностью к 

рекрутированию макрофагов, нейтрофилов и моноцитов в силу повышенной 

продукции хемокинов CXCL8 и CCL3 [152]. В результате мо-ДК пациентов могут 

усиливать лейкоцитарную инфильтрацию синовиума и поддерживать воспаление.  
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С другой стороны, мо-ДК пациентов отличаются повышенной экспрессией 

PSGL-1 и лиганда к рецептору программированной смерти PD-1 (PD-L1), т.е. 

мембранных белков, обладающих противовоспалительной активностью [47]. 

Сигналинг через PSGL-1 переводит ДК в состояние толерантности, в частности, 

ДК приобретают способность индуцировать дифференцировку Т-клеток в Трег 

[198]. Однако такие свойства мо-ДК больных при активации данного сигнального 

пути менее выражены по сравнению с ДК доноров [47]. Связывание PD-L1 на ДК 

с PD-1 на Т-клетках подавляет созревание ДК [88] и ингибирует пролиферацию Т-

клеток [119]. Гиперэкспрессия PSGL-1 и PD-L1, возможно, отражает механизм 

негативной регуляции функциональной активности ДК по принципу обратной 

связи.  

 

 

 

1.5. Дендритные клетки в качестве новой мишени в терапии ревматоидного 

артрита 

1.5.1. Влияние медикаментозной терапии на дендритные клетки при 

аутоиммунной патологии 

Поскольку дендритным клеткам отводится важная патогенетическая роль в 

развитии аутоиммунного артрита, а также прогрессии атеросклероза и усилении 

тромбообразования при РА, подавление стимулирующей активности и индукция 

толерогенного фенотипа ДК обсуждаются в качестве нового перспективного 

подхода к лечению не только аутоиммунного процесса, но и сопутствующих 

осложнений [206]. В этом плане следует отметить, что многие препараты, 

входящие в стандарты лечения АИЗ, обладают способностью индуцировать 

толерогенные свойства ДК. Так, глюкокортикоиды подавляют дифференцировку 

моноцитов в ДК и созревание последних [53, 210]. В 1999 г Van den Heuvel M. M. 
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с соавт. исследовали влияние дексаметазона на функции ДК у больных с 

бронхиальной астмой, получавших ингаляционные ГКС, и показали, что ДК 

пациентов, получивших терапию ГКС, обладали сниженной аллостимуляторной 

активностью по сравнению с ДК пациентов, не получавших терапию ГКС [65]. 

Аналогичные данные были получены у пациентов с миастенией гравис. ДК, 

генерированные от предлеченных преднизолоном пациентов, характеризовались 

более выраженными толерогенными свойствами по сравнению с ДК пациентов, 

не получавших преднизолон, в частности, обладали сниженной 

аллостимуляторной активностью и характеризовались более высокой продукцией 

IL-10 и TGFβ [97]. Показано, что терапия тоцилизумабом (анти-IL6R) у пациентов 

с РА уменьшает количество циркулирующих ДК [151]. Сходные данные 

получены также в отношении анти-ФНО-препаратов, применяющихся в лечении 

РА. Показано, что ДК пациентов, получавших анти-ФНО препараты, 

характеризовались сниженной экспрессией CD80/CD86 и аллостимуляторной 

активностью [9]. Моноклональные антитела против TNFα при РА также 

блокируют созревание ДК периферической крови, судя по подавлению 

экспрессии СD83 [8]. Влияние метотрексата на ДК по данным литературы менее 

однозначно. В модели овальбумин-иммунизированных мышей метотрексат в 

комбинации с циклофосфамидом подавляет созревание ДК, что сопровождается 

уменьшением Th17 и возрастанием Tрег [214]. С другой стороны, имеются 

данные и об отсутствии ингибирующего эффекта метотрексата на стимуляторную 

активность ДК периферической крови [204]. 

Представленные выше данные свидетельствуют о том, что супрессивные 

препараты могут оказывать ингибирующее действие на стимуляторную 

активность ДК и индуцировать толерогенный фенотип ДК, однако эффекты 

различных препаратов на количественные и функциональные показатели ДК при 

РА остаются малоизученными. Между тем, изменение свойств ДК на фоне 

терапии может выступать в роли нового иммунологического биомаркера и 

являться предиктором ответа на терапию.  
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1.5.2. Характеристика толерогенных дендритных клеток у больных 

ревматоидным артритом 

Поскольку тДК играют важную роль в восстановлении иммунологической 

толерантности и рассматриваются в качестве нового терапевтического подхода к 

лечению различных аутоиммунных заболеваний (ревматоидный артрит, сахарный 

диабет 1 типа, рассеянный склероз и др.), возможность генерации таких клеток у 

пациентов и характеристика их свойств представляет большой интерес. Harry R. 

A. с соавт. изучили свойства тДК, генерированных в присутствии дексаметазона и 

VitD3 у пациентов с ревматоидным артритом, и сравнили их со свойствами тДК 

здоровых доноров. Авторы показали, что тДК больных РА характеризуются 

сниженной экспрессией ко-стимуляторных молекул, молекул главного комплекса 

гистосовместимости, сниженной продукцией провоспалительных цитокинов и не 

отличаются от тДК здоровых доноров [63]. Кроме того, было показано, что тДК 

больных подавляют антигенспецифический иммунный ответ, а также ингибируют 

пролиферацию аутологичных Т-лимфоцитов, стимулированных зрелыми ДК, т.е., 

обладают иммуносупрессивной активностью. Учитывая провоспалительное 

микроокружение, важным моментом является стабильность генерируемых ДК у 

пациентов с РА. Harry R.A. с соавт. показали, что обработка тДК 

провоспалительным коктейлем (IL-1β, TNFα, IL-6, IFNγ) или LPS не вызывала 

изменений фенотипа, свидетельствующих о созревании и активации ДК. Таким 

образом, тДК в условиях воздействия воспалительных стимулов оставались 

стабильными [63]. 

В другом исследовании также была показана возможность генерации у 

больных РА с помощью дексаметазона ДК c фенотипическими и 

функциональными свойствами толерогенных ДК [53]. Авторы сравнили 

экспрессию болезнь-ассоциированных генов в дексаметазон-модифицированных 

и контрольных ДК, генерированных из моноцитов больных РА. В анализ вошли 

12 генов, ассоциированных с ревматоидным артритом: гены, участвующие в 
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активации NF-kB (BCL10, MAP3K7/TAK1, MAPK1/ERK), воспалении (ALOX15, 

MAPK1/ERK, ATG3, ATXN3, VCL), индукции дифференцировки и созревания 

Th17 (BCL10, CD200R1), а также хемотаксисе и рекрутировании в синовиальную 

оболочку иммунокомпетентных клеток (CCR2, CD200R1, SPN/CD43). Уровень 

транскрипции этих генов исходно в контрольных ДК больных РА был высоким. 

При обработке ДК дексаметазоном и GMP-сертифицированным 

иммуномодулятором монофосфорилом липида А (MPLA) уровень экспрессии 

снижался до значений здоровых доноров. Авторы заключили, что обработка ДК 

дексаметазоном восстанавливает «нормальный» уровень транскрипции генов. 

Таким образом, ДК, генерируемые в присутствии дексаметазона у больных РА, 

сходны по своим характеристикам с тДК здоровых доноров и функционально 

реализуют свои толерогенные свойства в отношении аллогенных Т-лимфоцитов.  

Одним из важных остается вопрос о влиянии тДК на аутологичные Т-

лимфоциты больных РА, поскольку функции Т-клеток у больных РА на фоне 

хронического аутоиммунного воспаления и проводимой терапии существенно 

изменены [53, 122]. Garsia-Gonzalez сравнили способность контрольных зрелых 

ДК и тДК у пациентов с РА стимулировать антигенспецифический иммунный 

ответ аутологичных Т-лимфоцитов. Зрелые ДК, обработанные аутологичной 

синовиальной жидкостью, стимулировали выраженную пролиферацию Т-

лимфоцитов и продукцию ими IFNγ и IL-17. При этом, ДКдекс, 

преинкубированные с синовиальной жидкостью, обладали значимо меньшей 

стимуляторной активностью в отношении аутологичных Т-лимфоцитов. 

Результаты Harry R.A. с соавт, показавшие иммуносупрессивное воздействие ДК 

на аутологичные Т-лимфоциты [63], также доказывают сохраненную 

чувствительность Т-лимфоцитов больных к толерогенному воздействию 

аутологичных ДК. 
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1.5.3. Терапевтический потенциал толерогенных дендритных клеток при 

ревматоидном артрите 

Патогенез аутоиммунного артрита связан со срывом толерантности и 

инфильтрацией синовиума аутореактивными CD4
+
 T клетками, которые 

продуцируют провоспалительные цитокины (IFNγ и IL-17), разрушающие 

хрящевую и костную ткань [34]. Попытки подавить этот процесс с помощью 

биологических препаратов (антагонистов цитокинов или их рецепторов), 

уменьшает выраженность артрита, однако эффект непродолжителен, а риск 

развития побочных эффектов достаточно высок. Поэтому дальнейшие 

перспективы связывают с технологиями восстановления иммунологической 

толерантности, и использование тДК в ряду этих технологий привлекает большое 

внимание [2, 127]. 

Экспериментальные исследования продемонстрировали терапевтическую 

эффективность антигенспецифических тДК в модели коллаген-индуцированного 

артрита у мышей [111, 182].  

Первое клиническое исследование тДК в лечении пациентов с РА 

(clinicaltrials.gov NCT00396812) было проведено австралийской группой из 

университета Квинсленда. Толерогенные ДК получали путем обработки мо-ДК 

ингибитором NF-kB (BAY 11-7082). Полученные подобным образом ДК, 

нагруженные четырьмя цитрулинированными пептидами («Rheumavax»), не 

экспрессировали CD40, однако характеризовались высокой экспрессией CD86, 

что отличало фенотип этих ДК от других типов тДК [190]. Результаты 1-й фазы 

клинических исследований данной вакцины были опубликованы в 2015 г. [12]. 

Это исследование стало первым испытанием тДК при РА у человека [23]. В 

исследовании приняли участие 18 пациентов с длительностью РА менее 1 года, 

которые продемонстрировали хорошую переносимость терапии. Авторы 

расценили эффект вакцины как «многообещающий», поскольку наблюдали 

снижение CD4
+
CD25

+
CD127

+
 эффекторных Т-клеток и возрастание 

http://clinicaltrials.gov/
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00396812
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CD4
+
CD25

+
CD127

-
 Трег через месяц после однократного введения вакцины, а 

также снижение активности заболевания по индексу DAS28 у части пациентов. 

Таким образом, однократное внутрикожное введение аутологичных тДК, 

нагруженных цитрулинированными пептидами, у больных РА является 

безопасным и эффективным [12].  

Другой подход для получения тДК, пригодных для клинического 

использования у больных РА, был разработан Harry R.A. с соавт. в университете 

Ньюкасла [63]. ДК генерировали с использованием дексаметазона (1µM) и 

витамина D. В качестве аутоантигена использовали аутологичную синовиальную 

жидкость. ДК вводили в коленный сустав путем артроскопии в дозе 1×10
6
, 3×10

6
 

или 10×10
6
 клеток. Для индукции созревания ДК использовался MPLA. 

Полученные таким образом антигенспецифические тДК («AutoDECRA») были 

апробированы (NCT01352858) в рандомизированном плацебо-контролируемом 

исследовании с эскалацией дозы ДК [68]. Интраартикулярное введение тДК не 

вызывало развития тяжелых нежелательных явлений и не сопровождалось 

усилением проявлений синовита. Авторы не выявили значимых изменений в 

содержании различных субпопуляций клеток (CD4
+
IL-10

+
, CD4

+
FoxP3

+
, 

CD4
+
IFNγ

+
, CD4

+
IL-17

+
) и уровне продукции цитокинов (IL-10, IFNγ, IL-17, IL-6, 

TNFα). Тем не менее, у пациентов, получавших более высокую дозу ДК, 

наблюдалось уменьшение выраженности синовита [10]. 

 

 

*** 

На настоящий момент накоплен большой объем информации о роли ДК в 

патогенезе аутоиммунной патологии, что позволяет рассматривать ДК в качестве 

терапевтических мишеней. При этом обсуждается два подхода: модуляция 

свойств ДК in vivo, в частности, индукция толерогенной активности ДК с 

помощью фармакологических средств, и применение генерируемых ex vivo 

толерогенных ДК. С этой точки зрения исследование эффектов различных 
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препаратов, входящих в стандарты лечения РА, на ДК и разработка новых 

протоколов генерации тДК при РА являются безусловно перспективным 

направлением. Следует отметить, что большинство этих исследований 

проводится с ДК, генерируемыми из моноцитов в присутствии GM-CSF и IL-4. 

Между тем, учитывая важную роль интерферонов 1 типа в индукции 

дифференцировки ДК, а также повышенный уровень IFN-α/IFN-β и экспрессии 

регулируемых ими генов при аутоиммунной патологии, можно полагать, что при 

РА ИФН-ДК являются более адекватной витральной моделью генерируемых in 

vivo воспалительных ДК. Соответственно, изучение чувствительности ИФН-ДК к 

действию толерогенных стимулов и свойств тДК, индуцированных на платформе 

IFN-α, представляется значимым как в фундаментальном, так и прикладном 

аспектах. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 

 

ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Характеристика больных, включенных в исследование 

Диссертационная работа основана на результатах обследования 65 здоровых 

доноров и 54 больных ревматоидным артритом. Диагноз ревматоидного артрита 

был установлен на основании критериев ACR/EULAR 2010. Все пациенты имели 

давность заболевания более года, характеризовались умеренной или высокой 

степенью активности заболевания (DAS 28>3,1) и получали терапию 

стандартными болезнь-модифицирующими препаратами (метотрексат, 

лефлуномид, сульфасалазин) в виде монотерапии или в комбинации. Забор крови 

и все иммунологические исследования проводили после получения письменного 

информированного согласия. 

Иммунологические исследования 

Мононуклеарные клетки (МНК) периферической крови выделяли 

центрифугированием цельной, гепаринизированной венозной крови в градиенте 

плотности фиколла-верографина (р=1,078; фиколл – Pharmacia Fine Chemicals, 

Швеция; верографин – Spofa, Чехия). Клетки в концентрации 3×10
6
 на лунку 

культивировали 1,5 часа при 37°С во влажной атмосфере, содержащей 5% СО2, в 

6-луночных плоскодонных планшетах для получения прилипающей фракции 

моноцитов в полной культуральной среде, содержащей RPMI-1640 (Sigma, США).  

Получение IFN-α-индуцированных дендритных клеток (ИФН-ДК) и 

супернатантов цельных культур 



42 

 

МНК из венозной гепаринизированной крови выделяли стандартным 

методом градиентного центрифугирования на фиколле-верографине. Для 

генерации ДК прилипающую фракцию МНК культивировали в течение 4 сут. при 

37 Сº в СО2-инкубаторе в 6-луночных планшетах (Nunclon, Дания) в среде RPMI-

1640 (Sigma-Aldrich), дополненной 0,3 мг/мл L-глютамина, 5мМ HEPES-буфера, 

100 мкг/мл гентамицина и 5% сыворотки плодов коровы (FCS, БиолоТ, Санкт-

Петербург), в присутствии GM-CSF (40 нг/мл, Sigma-Aldrich) и IFN-α (1000 

Ед/мл, Роферон-А, Roche, Швейцария). Для индукции созревания на 4 сут. 

вносили липополисахарид (LPS, 10 мкг/мл, LPS Е.colli 0114:B4, Sigma-Aldrich) и 

продолжали культивирование в течение последующих 24 часов. Генерацию ИФН-

ДК проводили в отсутствие (контрольные культуры) и в присутствии 

дексаметазона (10
-6 

M), который добавляли на 3 сутки. Клеточный выход 

составлял в среднем 0,19 ×10
6
/ 1 млн МНК. 

Генерация IL-4-индуцированных ДК (ИЛ4-ДК) 

Для генерации ИЛ4-ДК прилипающую фракцию МНК культивировали в 

аналогичных условиях в присутствии GM-CSF (40 нг/мл, Sigma-Aldrich) и IL-4 

(40нг/мл, Sigma-Aldrich) в течение 5 сут. с последующим добавлением LPS 10 

мкг/мл на 48 ч. В опытные культуры на 3 сут. также добавляли дексаметазон (10
-6

 

M). 

 

Определение субпопуляций ДК методом проточной цитофлуориметрии 

Приготовление образцов для определения относительного содержания 

субпопуляций ДК, экспрессирующих поверхностные CD-маркеры, проводили в 

соответствии с методикой Becton Dickinson с небольшими модификациями. Для 
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этого ДК (500 тыс.клеток/50 мкл) отмывали в растворе «А» (5% желатиноля, 0,1% 

азида натрия, 0,02% ЭДТА, 10% сыворотки доноров АВ (IV) группы в фосфат-

забуференном физиологическом растворе), помещали в цитометрические 

пробирки. К суспензии клеток добавляли рекомендуемое количество анти-CD14, 

анти-CD83, анти-СD16, анти-CD86, анти-HLA-DR, анти-PD-L1, анти-TLR2 

моноклональных антител, меченных фикоэритрином (PE) или флуоресцеин 

изотиоцианатом (FITC) (BD Pharmingen, США), и инкубировали 30 мин при 4°С. 

Затем клетки отмывали от антител раствором «В» (0,1% азида натрия, 0,02% 

ЭДТА в фосфат-забуференном физиологическом растворе), ресуспендировали и 

заливали 0,5 мл лизирующего раствора (FACSLyse, Becton Dickinson, США), что 

обеспечивало фиксацию с полным разрушением остаточных эритроцитов. 

Для определения внутриклеточной экспрессии индоламин-2,3-диоксигеназы 

(IDO) после отмывки раствором «А» ДК инкубировали 15 мин при комнатной 

температуре с 5 мкл FITC-меченных моноклональных анти-HLA-DR антител (BD 

Biosciences, США). Далее проводили фиксацию и пермеабилизацию клеток с 

использованием коммерческого набора растворов для фиксации/пермеабилизации 

Transcription Factor Buffer Set в соответствии с инструкцией производителя (BD 

Biosciences, США) и инкубировали их с моноклональными анти-IDO-антителами 

конъюгированными с РE (R&D Systems, США). Затем клетки ресуспендировали в 

50 мкл раствора «А» и переносили в пробирки для цитофлуориметрического 

анализа, содержащие 0,4 мл лизирующего раствора. Подготовленные пробы 

подвергали исследованию на проточном цитометре FACSCalibur (Becton 

Dickinson, США) с использованием программы Cell Quest (Becton Dickinson, 

США). Процент позитивных клеток, экспрессирующих соответствующие CD-

маркеры, рассчитывался на 10000 клеток в моноцитарном регионе. Помимо 

определения относительного содержания клеток, оценивали общее количество 

поверхностных маркеров (CD14, CD83, CD86, HLA-DR, TLR2, PD-L1) – в 

условных единицах по средней интенсивности свечения флуоресценции. 

https://www.biocompare.com/100364-R-D-Systems/
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Оценка аллостимуляторной активности ИФН-ДК 

Аллостимуляторную активность ИФН-ДК оценивали в смешанной культуре 

лейкоцитов (СКЛ) при культивировании МНК доноров (0,1 ×10
6
 /лунку) в 96- 

луночных круглодонных планшетах в присутствии аллогенных ИФН-ДК (0,1×10
5
 

/лунку) в соотношении МНК: ДК=10:1. Интенсивность пролиферации оценивали 

на 5 сут. радиометрически по включению 
3
Н-тимидина, вносимого в лунки за 18 

ч. до конца культивирования в дозе 1 мкКю/лунку. Индекс влияния ДК в алло-

СКЛ рассчитывали как отношение пролиферативного ответа МНК в присутствии 

ДК к уровню спонтанной пролиферации МНК. В отдельной серии экспериментов 

для изучения стабильности ИФН-ДКдекс дендритные клетки после отмывки 

подвергали последующему дополнительному культивированию в течение 24 ч. в 

отсутствие и в присутствии LPS (10 мкг/мл) после чего сравнивали 

аллостимуляторную активность ИФН-ДКдекс, как описано выше. 

Аутологичная смешанная культура лейкоцитов 

ИФН-ДК больных РА, генерированные в отсутствие или в присутствии 

дексаметазона, культивировали с аутологичными МНК (0,1×10
6
/лунку) в 96-

луночных круглодонных планшетах в среде RPMI-1640 в присутствии 10% 

инактивированной сыворотки крови АВ (IV) группы при 37
0
С в СО

2
-инкубаторе в 

соотношении МНК: ДК=10:1. В отдельной серии экспериментов оценивали 

способность ДКдекс подавлять пролиферативный ответ аутологичных Т-клеток, 

индуцированный контрольными ДК. В этом случае в культуры МНК 

(0,1×10
6
/лунку) больных РА одновременно добавляли контрДК и ДКдекс в 

соотношении МНК: ДК=10:1 для каждого типа ДК.  

 Пролиферативный ответ оценивали на 5 сут. радиометрически по 

включению 
3
H-тимидина (1 мкКю/лунку), вносимого за 18 ч. до окончания 
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культивирования. Стимуляторную активность ДК в виде индекса влияния (ИВ) 

рассчитывали, как отношение пролиферативного ответа в ауто-СКЛ к уровню 

спонтанной пролиферации МНК.  

 

Определение продукции цитокинов методом иммуноферментного 

анализа 

 Концентрацию продуцируемых цитокинов (IFNγ, TNFα, IL-6, IL-10) в 

супернатантах LPS-стимулированных ИФН-ДК определяли методом 

иммуноферментного анализа, используя соответствующие тест-системы 

производства «Вектор-Бест» (г. Новосибирск).  

Оценка способности ИФН-ДК активировать Тh1- и Тh2-ответ 

 Способность ИФН-ДК активировать Тh1- и Тh2-ответ оценивали в алло-

СКЛ (как описано выше). В качестве отвечающих клеток использовали МНК 

доноров (0,1 ×10
6
 МНК/лунку), истощенных от фракции адгезивных клеток. 

Культуральные супернатанты собирали на 5 сут. и измеряли концентрацию Th1 и 

Th2 цитокинов методом ИФА.  

Мультиплексный анализ расширенного спектра цитокинов 

Расширенный спектр цитокинов, включая про-/противовоспалительные 

цитокины (TNFα, IL-1b, IL1-ra, IL-10), иммунорегуляторные цитокины (IL-2, 

IFNγ, IL-12, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13, IL-15, IL-17), ростовые факторы (G-CSF, 

IL-7, FGF-β, PDGF, VEGF) и хемокины (IL-8, IP-10, MCP-1, MIP-1a, RANTES, 

Eotoxin), в культурах генерированных ИФН-ДК оценивали методом проточной 
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флюориметрии на двухлучевом лазерном автоматизированном анализаторе (Bio-

Plex Protein Assay System, Bio-Rad, США) в соответствии с инструкцией фирмы-

производителя. 

Содержание регуляторных Т-клеток 

Содержание Трег определяли методом проточной цитометрии по 

количеству CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 T-клеток и CD4

+
IL-10

+
 (Tr1) в гейте CD4

+
 

лимфоцитов, используя анти-CD4 (PerCP или APC), анти-CD25 (FITC), анти- 

Foxp3 (PE), анти-IL-10 (PE) моноклональные антитела в соответствии с 

инструкциями производителя (BD Biosciences, США). Фиксацию и 

пермеабилизацию МНК для оценки внутриклеточной экспрессии Foxp3 и IL-10 

проводили после инкубации клеток с моноклональными антителами против 

поверхностных антигенов; использовали коммерческий набор растворов для 

фиксации/пермеабилизации Transcription Factor Buffer Set в соответствии с 

инструкцией производителя (BD Biosciences, США). В тексте относительное 

содержание описываемых субпопуляций представлено в виде процента от CD4
+
 

Т-клеток  

Клеточный цикл 

Клеточный цикл CD3
+
CD4

+
 Т-лимфоцитов оценивали методом трехцветной 

проточной цитометрии. Для этого МНК (10
6 

клеток) в объеме 25 мкл 

инкубировали в течение 45 мин при 4°С в темноте с 5 мкл FITC-

коньюгированных анти-CD3 и 5 мкл PE-коньюгированных анти-CD4 

моноклональных антител. После однократной отмывки клетки фиксировали 0,5% 

раствором парафармальдегида, центрифугировали и метили 7-амино-

актиномицином D (7-AAD, Calbiochem, Германия) в конечной концентрации 2 
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мкг/мл. Относительное содержание клеток с диплоидным (клетки в G0/G1 фазах 

клеточного цикла) и гипердиплоидным (клетки в S/G2/M фазах клеточного цикла) 

набором ДНК определяли в гейте CD3
+
CD4

+
 Т-лимфоцитов. Результаты 

выражали в виде процентного соотношения позитивных клеток к общему 

количеству CD3
+
CD4

+
 Т-лимфоцитов.  

Уровень апоптоза 

Уровень апоптоза оценивали с помощью окраски аннексином V (An) и 

пропидиума иодидом (PI), используя коммерческую тест-систему BD Pharmingen.
 

Количество клеток в стадии раннего и позднего апоптоза определяли в гейте CD3
+
 

Т-лимфоцитов по содержанию An
+
PI

-
 и An

+
PI

+
 клеток, соответственно.  

Антигенспецифический ответ 

Способность ИФН-ДК индуцировать антигенспецифический ответ 

оценивали путем культивирования МНК (0,2 × 10
6
/лунку) в 96-луночных 

круглодонных планшетах в присутствии аутологичных ИФН-ДК (0,2 × 10
5
/лунку), 

генерируемых в отсутствии и присутствии дексаметазона в соотношении МНК: 

ДК=10:1. ДК нагружали очищенным туберкулином (PPD, 50 мкг/мл, РАО 

«Биопрепарат», Санкт-Петербург) в течение 1 ч. при 37℃. Интенсивность 

пролиферации оценивали радиометрически на 5 сут. 

 

Статистическая обработка полученных результатов 

Статистическая обработка полученных результатов проводилась методами 

описательной и непараметрической статистики на персональном компьютере с 
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использованием программы «STATISTICA 6.0». Таблицы и рисунки содержат 

информацию в виде медианных значений и интерквартильных диапазонов, если 

не указано другого, в отдельных случаях представлены значения максимальных и 

минимальных значений. Для выявления значимых различий сравниваемых 

показателей использовали непараметрические критерии: критерий знаков и W-

критерий Вилкоксона для связанных, парных выборок, и U-критерий Манна-

Уитни – для несвязанных выборок. Корреляционный анализ проводили с 

помощью ранговой корреляции Спирмена (Rs). Различия считали статистически 

значимыми при уровне p <0,05. 
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Глава 3. РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

3.1. Влияние дексаметазона на дифференцировку моноцитов в дендритные 

клетки у здоровых доноров 

Способность глюкокортикоидов индуцировать толерогенный фенотип ДК 

является известным феноменом, продемонстрированным как в 

экспериментальных исследованиях in vitro, так и in vivo [56, 63, 135]. Основные 

исследования толерогенных эффектов глюкокортикоидов на ДК человека, 

проведенные в культурах ДК, генерируемых из моноцитов в присутствии GM-

CSF и IL-4 (ИЛ4-ДК), показали, что индукция толерогенного фенотипа связана с 

подавлением созревания ДК [67, 104, 138]. Между тем, важным фактором 

индукции дифференцировки моноцитов в ДК и их созревания является IFN-α, 

уровень которого повышен при аутоиммунной патологии [15, 55]. Генерируемые 

в присутствии IFN-α ДК (ИФН-ДК) отличаются от ИЛ4-ДК спектром 

экспреccируемых генов и характеризуются промежуточной степенью зрелости 

[166, 168, 170]. В то же время чувствительность этих ДК к действию 

дексаметазона до настоящего времени не оценена. Поэтому отправной точкой 

работы явилось исследование влияния дексаметазона на дифференцировку и 

созревание ИФН-ДК, генерируемых из моноцитов здоровых доноров 

Известно, что одним из универсальных функциональных признаков 

толерогенных ДК является их низкая аллостимуляторная активность [208]. 

Поэтому для определения оптимальной дозы дексаметазона, обладающей 

наиболее выраженным эффектом в плане индукции толерогенной активности ДК 

при минимальной токсичности, исследовали влияние различных доз 

дексаметазона на способность ИФН-ДК стимулировать пролиферацию 

аллогенных Т-клеток в смешанной культуре лейкоцитов (алло-СКЛ). 

 Как видно из данных рисунка 3.1.1, ингибирующий эффект дексаметазона в 

культурах ИФН-ДК в диапазоне доз от 10
-8 

до 10
-6

 M характеризовался 



50 

 

дозозависимым эффектом, варьируя от 38 до 46%, и был наиболее выраженным в 

концентрации 10
-6

M. Эта доза была выбрана оптимальной для последующих 

исследований. При этом выход клеток при добавлении изучаемых концентраций в 

культуры дексаметазона ИФН-ДК доноров был сопоставим (0,08, 0,1 и 0,11 ×10
6
 

/МНК при 10
-6

, 10
-7

, 10
-8

 дексаметазона, соответственно), что свидетельствует об 

отсутствии цитотоксического эффекта дексаметазона на ДК.  
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Рисунок 3.1.1. Дозозависимый характер ингибирующего влияния дексаметазона на 

аллостимуляторную активность ИФН-ДК. Представлены значения аллостимуляторной 

активности ИФН-ДК (n=3), генерируемых в отсутствие (0) или в присутствии различных доз 

дексаметазона (10
-8

 – 10 
-6

) 

Известно, что глюкокортикоиды, блокируя NFkB, подавляют созревание 

ИЛ4-ДК, меняя фенотип в сторону менее зрелого [67, 104, 138]. Поэтому 

первоначально исследовали влияние дексаметазона на экспрессию поверхностных 

молекул, включая маркеры зрелости, а также антигены гистосовместимости, ко-

стимуляторные и ко-ингибиторные молекулы (рисунок 3.1.2). Одной из 

особенностей ИФН-ДК по сравнению с ИЛ4-ДК является сохранение 

значительной частью этих клеток (даже после индукции их созревания) 

моноцитарного маркера СD14 [55]. Генерируемые в присутствии дексаметазона 
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ДК (ДКдекс) отличались от контрольных (контрДК) значимо более высоким 

содержанием СD14
+
 клеток и меньшей долей CD83

+ 
и CD86

+
клеток, что 

свидетельствует о подавлении созревания ИФН-ДК под действием дексаметазона. 

Экспрессия HLA-DR значимо не менялась. В то же время ИФН-ДКдекс 

характеризовались повышенной экспрессией ко-ингибиторных молекул PD-L1 и 

молекулы TLR2, ассоциированной с толерогенной активностью ДК.  
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Рисунок 3.1.2. Влияние дексаметазона на фенотип ИФН-ДК (n=20). Представлены данные 

относительного содержания ДК, экспрессирующих различные поверхностные маркеры 

(медиана, интерквартильные диапазоны, минимум-максимум). *р <0,05 по W-критерию 

Вилкоксона для парных выборок.  

Поскольку созревание ДК индуцируется провоспалительными цитокинами 

(в первую очередь TNFα), продукция которых усиливается при стимуляции LPS, 

ингибирующий эффект дексаметазона на ИФН-ДК мог быть обусловлен 

подавлением синтеза TNFα. Действительно, из данных таблицы 3.1.1 видно, что в 

присутствии дексаметазона продукция TNFα снижалась в среднем с 3570 до 510 

пг/мл (pW=0,035). При этом дексаметазон не оказывал значимого ингибирующего 

эффекта на секрецию IL-10. В результате индекс соотношения TNFα/IL-10 в 
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культурах ДКдекс был в 6 раз ниже, чем в культурах контрольных ИФН-ДК (0,33 

против 1,7 расч. ед., соответственно), что свидетельствовало о доминировании 

активности противовоспалительных цитокинов. Важно отметить, что выявленное 

снижение концентрации TNFα не было связано с токсическим действием 

дексаметазона на ИФН-ДК, поскольку выход клеток в культурах контрДК и 

ДКдекс значимо не различался, составляя в среднем 0,17 и 0,19 ×10
6
/ 1 млн МНК, 

соответственно (pW=0,12).  

Таблица 3.1.1 - Влияние дексаметазона на продукцию TNFα и IL-10 в 

культурах ИФН-ДК 

Цитокины контрДК ДКдекс pW 

TNFα (пг/мл) 3570 (1110 – 3960) 510 (230 – 2110) 0,035 

IL-10 (пг/мл) 1834 (666–2224) 1020 (750–1538) 0,4 

Индекс соотношения TNFα/ IL-10 

(расч.ед.) 
1,7 (0,9–2,8) 0,33 (0,2–2,8) 0,04 

Примечание: с помощью ИФА оценивали концентрацию цитокинов в супернатантах ИФН-ДК 

доноров (n=9), генерированных в отсутствие (контрДК) и в присутствии (ДКдекс) дексаметазона (10
-

6 
M). pW – значимость различий по W-критерию Вилкоксона для парных выборок. 

 

Чтобы более полно охарактеризовать влияние дексаметазона на 

цитокиновый профиль ИФН-ДК, в отдельной серии экспериментов был проведен 

мультиплексный анализ 25 различных цитокинов, включая про-

/противовоспалительные цитокины (TNFα, IL-1β, IL1-ra, IL-10), 

иммунорегуляторные цитокины (IL-2, IFNγ, IL-12, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13, IL-

15, IL-17), ростовые факторы (G-CSF, IL-7, FGF-β, PDGF, VEGF) и хемокины (IL-

8, IP-10, MCP-1, MIP-1α, RANTES, Eotoxin). Видно (таблица 3.1.2), что 

контрольные ИФН-ДК являются активными продуцентами широкого спектра 

цитокинов, интенсивность секреции которых отличается значительной 

вариабельностью. Так, часть цитокинов (TNFα, IL-6) и хемокинов (IL-8, IP-10, 

MCP-1, MIP-1α, RANTES) синтезируются на исключительно высоком уровне 

(>10000 пг/мл). Продукция относительно небольшой группы интерлейкинов (IL-4, 
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IL-5, IL-13 и IL-7) не превышает 100 пг/мл. Оставшаяся часть цитокинов, 

ростовых факторов и хемокинов детектируется в диапазоне от 100 до 10000 пг/мл. 

Среди них продукция IL1-ra, IFNγ, IL-10, G-CSF, PDGF, VEGF и Eotoxin 

превышает 1000 пг/мл.  

Таблица 3.1.2 - Влияние дексаметазона на цитокиновый профиль ИФН-ДК 
 

Группы 
Цитокины 

(пг/мл) 
контрДК ДКдекс 

Про- и 

противо- 

воспали-

тельные 

TNFα 64970 (36190–96750) 7003 (385–7240)* 

IL-1β 610 (600–1120) 140 (100–160)8 

IL1-ra 8730 (8620–11530) 7934 (5750–8050) 

IL-10 2215 (1030–3075) 2198 (735–2770) 

Иммуно-

регулятор-

ные 

(Th1, Th2, 

Th9, Th17) 

IL-2 190 (150–198) 32 (12–35)* 

IFNγ 4790 (3620–4970) 2292 (1480–3180)* 

IL-12(p70) 390 (210–460) 47 (40–85)* 

IL-4 61 (60–71) 41 (24–50) 

IL-5 5,6 (5–8,5) 5,6 (2,2–6,2) 

IL-6 19520 (18480–20960) 14940 (10080–19420) 

IL-9 104 (84–124) 64 (60–105) 

IL-13 85 (70–106) 64 (40–74) 

IL-15 213 (200–340) 247 (240–280) 

IL-17 530 (440–610) 447 (260–550) 

Ростовые 

факторы 

G-CSF 8079 (7580–12180) 4795 (2320–10220) 

IL-7 35 (35–40) 16 (13–60) 

FGF-β 145 (140–220) 78 (70–102) 

PDGF 3055 (2955–3630) 2510 (1835–2770) 

VEGF 1420 (1080–19210) 958 (950–960)* 

CХC- 

и 

СС-

хемокины 

IL-8 155370 (144070–171170) 126670 (122350–152885) 

IP-10 170600 (134290–190320) 137640 (18990–168530) 

MCP-1 57430 (29180–74960) 33965 (5720–53560) 

MIP-1α 77000 (76000–80000) 53561 (5710–75000)* 

RANTES 26160 (13260–48430) 2804 (1265–13560)* 

Eotaxin 880 (610–950) 385 (225–535) 

Примечание: с помощью мультиплексного анализа оценивали концентрацию цитокинов в 

супернатантах ИФН-ДК доноров (n=5), генерированных в отсутствие (контрДК) и в 

присутствии дексаметазона (ДКдекс; 10
-6 

M). *pW <0,05, значимость различий по 

сравнению с контрДК (W-критерий Вилкоксона для парных выборок). 

 

 

В присутствии дексаметазона продукция не только TNFα, но и другого 

провоспалительного медиатора - IL-1β, а также Th1-цитокинов (IFNγ, IL-2, IL-12) 
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значимо снижалась. Характерно, что при этом дексаметазон не оказывал 

заметного влияния на секрецию IL-10, IL1-ra, IL-4 и IL-13, смещая тем самым 

баланс в сторону противовоспалительных/Th2 медиаторов. ИФН-ДК, 

генерируемые в присутствии дексаметазона, отличались также более низкой 

продукцией хемокинов. Эти различия были статистически значимы в отношении 

MIP-1α и RANTES и проявлялись в виде тенденции в отношении IP-10 и Eotaxin. 

Под влиянием дексаметазона регистрировался также отчетливый тренд к 

снижению продукции ростовых факторов (G-CSF, IL-7, FGF-β, PDGF), который в 

отношении VEGF достигал статистически значимого уровня. 

Способность ДК стимулировать пролиферацию Т-клеток в ответ на 

аллоантигены в СКЛ является интегральным показателем функциональной 

активности ДК, которая во многом детерминируется экспрессией различных ко-

стимуляторных или ко-ингибиторных молекул, а также балансом и уровнем 

продуцируемых цитокинов. Учитывая, что дексаметазон оказывал выраженный 

супрессорный эффект на созревание ИФН-ДК, а также на продукцию ими 

провоспалительных и Th1-цитокинов, представлялось важным оценить, влияние 

дексаметазона на аллостимуляторную активность ИФН-ДК в СКЛ. Из данных 

рисунка 3.1.3 видно, что ИФН-ДК, генерированные в присутствии дексаметазона, 

отличались 2-кратным снижением способности стимулировать пролиферативный 

ответ Т-клеток в алло-СКЛ по сравнению с контролем. 

 

Рисунок 3.1.3. Супрессорный эффект дексаметазона на аллостимуляторную активность ИФН-

ДК 
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Примечания: представлены данные (n=20) пролиферативной активности (имп/мин) МНК, 

культивируемых в отсутствие ДК, а также в алло-СКЛ в присутствии интактных ИФН-ДК, 

генерированных в стандартных условиях (МНК+контрДК) или с дексаметазоном в дозе 10
-6 

M 

(МНК+ДКдекс). По правой оси ординат представлены индексы влияния (расч. ед.) ИФН-ДК в алло-

СКЛ. **р <0,01 – значимость различий показателей по сравнению с контрольными ДК (W–критерий 

Вилкоксона для парных выборок).  

Поскольку контрДК и ДКдекс у каждого из обследованных доноров были 

тестированы в идентичных условиях, т.е. в СКЛ с одними и теми же клетками-

респондерами, то выявленное снижение аллостимуляторной активности ДКдекс 

не было связано с эффективностью распознавания CD4
+
 Т-лимфоцитами 

аллоантигенов, представленных на HLA-DR
+ 

ДК. В то же время, корреляционный 

анализ показал, что способность контрольных ИФН-ДКдекс стимулировать 

пролиферативный ответ Т-клеток в алло-СКЛ находится в прямой взаимосвязи с 

содержанием среди них CD83
+
 клеток (Rs=0,89; p=0,019, n=15), и в обратной – с 

количеством TLR2
+ 

клеток (Rs= -0,69; p=0,012, n=12). С этой точки зрения низкая 

аллостимуляторная активность ДКдекс во многом объясняется возрастанием 

среди них доли TLR2
+
 клеток и снижением относительного количества CD83

+
 ДК.  

В заключении, чтобы выяснить, влияет ли дексаметазон на способность 

ИФН-ДК активировать Th1 и Th2 клетки, оценили содержание Th1 (IFNγ) и Th2 

(IL-6) цитокинов в супернатантах 5-суточной алло-СКЛ, индуцированной 

контрДК и ДКдекс (таблица 3.1.3).  

 

Таблица 3.1.3 - Влияние дексаметазона на Th1- и Th2-стимулирующую 

активность ИФН-ДК в алло-СКЛ 

Цитокины МНК МНК + контрДК МНК + ДКдекс 

IFNγ (пг/мл) 30 (9 – 46) 1100 (580–1420) 80 (8–270)** 

IL-6 (пг/мл) 750 (240–7225) 
10020 (9280–

10690) 

8320 (7090–

8960)* 

Индекс соотношения IL-6/IFNγ 

(расч. ед.) 
42 (22–150) 11 (6–19) 162 (24–1090)** 
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Примечание: МНК культивировали в отсутствие («МНК») или в присутствии аллогенных 

ИФН-ДК доноров (n=13), генерированных в стандартных условиях («МНК+контрДК») или 

с дексаметазоном в дозе 10
-6 

M («МНК+ДКдекс»). Концентрацию IFNγ и IL-6 в 5-суточных 

супернатантах алло-СКЛ оценивали с помощью ИФА. *р <0,05, **р<0,01 – значимость 

различий показателей  по сравнению с интактными ДК (W–критерий Вилкоксона для 

парных выборок). 

 

Видно, что в культурах МНК в отсутствие стимуляции аллоантигенами 

продукция IL-6 существенно выше, чем уровень секреции IFNγ (индекс 

соотношения IL-6/IFNγ составляет в среднем 42 расч.ед.). ИФН-ДК доноров 

стимулировали аллогенные МНК к продукции как IL-6, так и IFNγ. Уровень 

продукции IFNγ в алло-СКЛ увеличивался в среднем в 39 раз, тогда как 

продукция IL-6 возрастала в среднем в 13 раз, что свидетельствовало о более 

выраженной Th1-стимуляторной активности ИФН-ДК. Под влиянием 

дексаметазона Th1-стимуляторная активность ИФН-ДК существенно снижалась, 

что проявлялось достоверным снижением концентрации IFNγ в алло-СКЛ в 

среднем на 93%. Супрессорный эффект дексаметазона в отношении Th2-

стимуляторной активности ИФН-ДК был менее выраженным, поскольку 

продукция IL-6 снижалась только на 17%. В результате, индекс соотношения IL-

6/IFNγ в культурах СКЛ, индуцированных ИФН-ДКдекс, возрастал практически в 

15 раз (до 162 против 11 расч. ед., рW <0,01), свидетельствуя о смещении баланса 

в сторону Th2-поляризующей активности ИФН-ДК под влиянием дексаметазона. 

Таким образом, выявленные изменения фенотипа ИФН-ДК, генерируемых в 

присутствии дексаметазона, в частности, возрастание доли СD14
+
 ДК и снижение 

CD83
+
 ДК свидетельствует об ингибирующем действии дексаметазона на 

дифференцировку и созревание ИФН-ДК. На это же указывает и уменьшение 

доли CD 86
+
 ДК. С другой стороны, дексаметазон усиливает экспрессию на ДК 

TLR2 и PD-L1 ко-ингибиторных молекул, обусловливающих толлерогенную 

активность ДК. При этом генерируемые в присутствии дексаметазона ДК 

сохраняют экспрессию HLA-DR, что свидетельствует о сохранной 

антигенпрезентирующей функции этих клеток. Изменения функций ДК под 
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действием дексаметазона проявляются выраженным угнетением продукции 

цитокинов с провоспалительной и Th1-стимулирующей активностью (TNFα, IL-

1β, IL-2, IFNγ, IL-12), а также хемокинов (MIP-1α, RANTES), подавлением 

аллостимуляторной активности ДК и выраженным снижением Th1-

стимуляторной активности со смещением баланса в сторону доминирования Th2-

стимулирующей активности ИФН-ДК.  

Таким образом, генерируемые в присутствии дексаметазона ИФН-ДК 

приобретали не только фенотипические, но и функциональные свойства 

толерогенных ДК.  
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Глава 3.2. Сравнительная характеристика дексаметазон-модифицированных 

дендритных клеток, генерируемых из моноцитов в присутствии IFN-α и IL-4 

Полученные в главе 3.1 данные продемонстрировали, что дексаметазон in vitro 

оказывает ингибирующий эффект на дифференцировку/созревание ДК, 

генерируемых из моноцитов в присутствии IFN-α, и индуцирует толерогенный 

фенотип ИФН-ДК. Это проявляется снижением экспрессии ко-стимуляторных 

молекул (CD86) и возрастанием толерогенных (TLR2) и ко-ингибиторных (PD-L1) 

молекул, снижением продукции провоспалительных цитокинов, а также 

угнетением способности ДК стимулировать пролиферацию и продукцию Th1 

цитокинов в культурах аллогенных МНК.  

Получение ДК c толерогенными свойствами представляет большой интерес 

в связи с перспективами использования тДК в лечении аутоиммунных 

заболеваний, аллергии и трансплантационных реакций [56, 67, 73]. Большинство 

клинических исследований проводится с использованием ДК, генерируемых из 

моноцитов периферической крови путем культивирования с GM-CSF и IL-4 (ИЛ4-

ДК) в присутствии толерогенных стимулов. В качестве последних рядом 

исследователей используется дексаметазон [45, 67]. Интерес к дексаметазону 

обусловлен широким использованием глюкокортикоидов в качестве 

противовоспалительных и иммуносупрессивных препаратов. Толерогенные 

свойства дексаметазон-модифицированных ИЛ4-ДК описаны многими группами 

авторов [63, 67, 138, 149, 192]. Более того, дексаметазон-модифицированные ИЛ4-

ДК, генерируемые в соответствии с требованиями Надлежащей производственной 

практики (good manufacturing practice, GMP), рекомендованы для клинической 

апробации при ревматоидном артрите [52, 63, 123].  

 Выявленная чувствительность ИФН-ДК к толерогенному действию 

дексаметазона позволяет предполагать, что эти клетки также могут 

использоваться для получения толерогенных ДК-вакцин. Причем, учитывая 

промежуточный (по степени зрелости) фенотип ИФН-ДК и особенности в 

паттерне экспрессируемых генов, модифицированные дексаметазоном ИФН-ДК 
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могут не уступать или даже превосходить по некоторым свойствам толерогенный 

потенциал дексаметазон-индуцированных ИЛ4-ДК. Поэтому следующий этап 

работы был посвящен сравнительной характеристике модифицированных 

дексаметазоном ИФН-ДК и ИЛ4-ДК.  

Сравнительная оценка влияния дексаметазона на экспрессию 

поверхностных молекул в культурах ИФН-ДК и ИЛ-4-ДК 

Сравнительное исследование влияния дексаметазона на фенотип ИФН-ДК и ИЛ4-

ДК проводили путем оценки экспрессии поверхностных молекул, включая 

маркеры дифференцировки, зрелости, а также антигены гистосовместимости, ко-

стимуляторные и ко-ингибиторные молекулы, в культурах ДК, генерируемых в 

отсутствие и в присутствии дексаметазона (таблица 3.2.1). МНК каждого донора 

использовались для генерации одновременно ИЛ4-ДК и ИФН-ДК. 

Таблица3.2.1 - Влияние дексаметазона на фенотип ИФН-ДК и ИЛ-4ДК 

Маркеры  ИФН-ДК ИЛ4-ДК 

Контроль 

 

Дексаметазон 

  

ИВ Контроль  Дексаметазон  ИВ 

CD83, % 

 

23,0 

(20,5-

29,5) 

17,0 * 

(11,0-20,0) 

0,57 

(0,52-

0,73) 

39,5 

(33,0-43,0) 

18,5 * 

(16,5-20,0) 

0,53 

(0,46-

0,67) 

CD14, % 33,5 

(23,5-

43,5) 

49,5* 

(42,5-60,5) 

1,5 

(1,1-

1,65) 

29,0 

(27,5-33,5) 

34,5* ** 

(17,5-48,0) 

1,17 

(0,88-

1,21) 

CD86, % 85,5 

(70,0-

91,0) 

70,0 * 

(55,0-71,5) 

0,82 

(0,78-

0,86) 

83,0 

(78,5-86,0) 

45,5 * 

(39,5-56,5) 

0,69 

(0,46-

0,77) 

HLA-DR, 

% 

95 

(91,5-

97,0) 

94,0 

(80,5-96,0) 

0,97 

(0,86-

1,0) 

91,0 

(87,0-96,0) 

90,0 

(80,5-95,5) 

1,0 

(0,87-

1,0) 

PD-L1, % 59,0 

(44,5-

73,0) 

70,0* 

(53,0-76,0) 

1,2 

(0,9-

1,35) 

57,0 

(48,0-61,5) 

72,5* 

(54,5-81,0) 

1,15 

(0,84-

1,25) 

TLR2, % 56,0 

(45,0-

75,0) 

85,5 * 

(81,0-87,5) 

1,12 

(1,1-1,2) 

39,5 

(36,5-74,5) 

79,0 *  ** 

(62,5-83,0) 

1,35 

(1,1-

1,98) 
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Примечание: относительное содержание клеток с экспрессией различных маркеров (%) 

исследовали в культурах ИФН-ДК и ИЛ4-ДК, генерированных от одних и тех же доноров 

(n=12) в отсутствие («контроль», контрДК) или в присутствии («дексазметазон», ДКдекс) 

дексаметазона (10
-6

 M). ИВ-индекс влияния - соотношение показателей в культурах ДК-

декс/контрДК *рW <0,05 - значимость различий показателей в культурах контрДК и ДКдекс 

по W-критерию Вилкоксона для парных выборок. **рU <0,05 – значимость различий в 

культурах ИФН-ДК и ИЛ4-ДК по U-критерию Манна-Уитни. 

  

Генерируемые в присутствии дексаметазона ИФН-ДК (ИФН-ДКдекс) 

отличались от контрольных ИФН-ДК (контрИФН-ДК) значимо более высоким 

содержанием СD14
+
 клеток и меньшей долей CD83

+ 
и CD86

+ 
клеток, что 

свидетельствовало о подавлении дифференцировки и созревания ИФН-ДК под 

действием дексаметазона. Экспрессия HLA-DR значимо не менялась. В то же 

время ИФН-ДКдекс характеризовались повышенной экспрессией ко-

ингибиторных молекул PD-L1 и молекулы TLR2, ассоциированной с 

толерогенной активностью ДК. Аналогичные изменения наблюдались в культурах 

ИЛ4-ДК, генерируемых в присутствии дексаметазона (ИЛ4-ДКдекс). Генерация 

ИЛ4-ДК в присутствии дексаметазона сопровождалась значимым увеличением 

относительного содержания СD14
+
 клеток, снижением доли CD83

+ 
и CD86

+
 

клеток и возрастанием доли ДК, несущих PD-L1 и TLR2. При этом следует 

отметить, что культуры ИФН-ДКдекс содержали значимо большее количество 

TLR2
+ 

(р=0,012) и СD14
+
 клеток (р=0,015), чем культуры ИЛ4-ДКдекс. 

Таким образом, модифицированные дексаметазоном ДК, генерируемые как 

в присутствии IL-4, так и в присутствии IFN-α, обладают толерогенным 

фенотипом, о чем свидетельствует снижение числа клеток, несущих маркеры 

зрелости (CD83) и ко-стимуляторные молекулы (CD86), и увеличение числа 

клеток, несущих ко-ингибиторные молекулы (PD-L1 и TLR2). При этом ИФН-

ДКдекс за счет значимо более высокого содержания клеток, экспрессирующих 

TLR2 и СD14, характеризуются более выраженным толерогенным фенотипом.  
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Сравнительный эффект дексаметазона на цитокин-продуцирующую 

функцию ИФН-ДК и ИЛ4-ДК 

Для изучения влияния дексаметазона на цитокин-продуцирующую функцию 

ДК исследовали продукцию TNFα, IL-6, IL-10 и IL-8 в контрольных и 

дексаметазон-модифицированных культурах ИФН-ДК и ИЛ4-ДК (таблица 3.2.2). 

Дексаметазон значимо ингибировал способность ИФН-ДК продуцировать TNFα, 

IL-6, и в меньшей степени - IL-10, не влияя на продукцию IL-8. При этом 

модификация ИФН-ДК дексаметазоном изменяла баланс продуцируемых 

цитокинов. Индекс соотношения TNFα/IL-10 – снижался с 0,25 до 0,18 

(рW=0,012), что свидетельствовало о смещении баланса в сторону цитокинов с 

Th2/ противовоспалительной активностью.  

Добавление дексаметазона в культуры ИЛ4-ДК также приводило к 

значимому подавлению продукции TNFα, IL-6 и IL-10, при этом баланс 

продуцируемых цитокинов смещался в сторону Th2/противовоспалительных 

цитокинов. На это указывало снижение отношения TNFα/IL-10 - с 0,88 до 0,27 

(рW=0,012). 

 

Таблица 3.2.2 - Влияние дексаметазона на продукцию цитокинов в культурах 

ИФН-ДК и ИЛ-4-ДК 

Цитокины 

(пг/мл) 

ИФН-ДК ИЛ4-ДК 

Контроль Дексаме 

тазон 

ИВ Контроль Дексаме 

тазон 

ИВ 

TNFα 406 

(273-591) 

189* 

(133-271) 

0,51 

(0,29-0,75) 

458 

(255-608) 

118* # 

(76-129) 

0,24 # 

(0,19-0,3) 

IL-10 1652 

(1508-

1806) 

1092 

(952-1316) 

0,63 

(0,6-0,81) 

489 

(373-568) 

430 # 

(287-459) 

0,78 # 

(0,64-0,93) 

IL-6 31307 

(23988-

37465) 

15910* 

(14851-

18491) 

0,56 

(0,48-0,63) 

29165 

(28464-

32542) 

11358* # 

(8596-12961) 

0,34 # 

(0,29-0,42) 

IL-8 23184 

(19037-

38061) 

19773 

(18041-

21449) 

0,81 

(0,62-1,13) 

20595 

(16799-

39265) 

21288 

(18613-41930) 

1,05 

(0,51-1,84) 

Примечания: уровень цитокинов исследован с помощью мультиплексного анализа в супернатантах 

ИФН-ДК и ИЛ4-ДК (n=12), генерированных от одних и тех же доноров в отсутствие («Контроль», 
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контрДК) или в присутствии («Дексазметазон», ДКдекс) дексаметазона (10
-6

 M). ИВ - соотношение 

показателей в контрольных и дексаметазон-модифицированных культурах ДК. *рW <0,05 – различия 

между контрДК и ДКдекс по W-критерию Вилкоксона для парных выборок. # рU <0,05 – различия 

между ИФН-ДК и ИЛ4-ДК по U-критерию Манна-Уитни. 

 

Характерно, что продукция IL-10 в культурах контрИФН-ДК была значимо выше, 

чем в культурах контрИЛ4-ДК (1092 против 489 пг/мл; рU=0,0001), и эти 

различия в секреции IL-10 сохранялись в культурах дексаметазон-

модифицированных ДК (1092 vs 430 пг/мл, рU=0,0036). Кроме того различия в 

продукции IL-10 между дексаметазон-модифицированными ИФН-ДК и ИЛ4-ДК 

детерминировали меньшее отношение TNFα/IL-10 в культурах ИФН-ДКдекс по 

сравнению с таковым в культурах ИЛ4-ДКдекс (0,18 против 0,27; рU=0,018). 

 

Сравнительный анализ влияния дексаметазона на аллостимуляторную 

активность ИФН-ДК и ИЛ4-ДК здоровых доноров 

Способность ДК стимулировать пролиферацию аллогенных Т-клеток в 

ответ на распознавание аллоантигенов является классической моделью 

антигенспецифического ответа in vitro. При этом низкая способность ДК 

индуцировать пролиферацию аллогенных Т-клеток доноров в алло-СКЛ согласно 

данным литературы является характерным витральным признаком толерогенной 

активности ИЛ4-ДК [123, 185]. Сравнение аллостимуляторной активности ИФН-

ДК и ИЛ4-ДК (рисунок 3.2.1) показало, что указанные субпопуляции ДК 

одинаково эффективно индуцировали пролиферативный ответ МНК в алло-СКЛ. 

Генерация ДК в присутствии дексаметазона значимо снижала аллостимуляторную 

активность ДК. Характерно, что подавление аллостимуляторной активности ДК 

под действием дексаметазона в культурах ИФН-ДК было существенно более 

выраженным, чем в культурах ИЛ4-ДК.  
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Рисунок 3.2.1. Аллостимуляторная активность ИФН-ДК и ИЛ4-ДК, генерированных в 

отсутствие (контрДК) и в присутствии дексаметазона (ДКдекс). Представлены данные (n=8) 

пролиферативной активности МНК, культивируемых в отсутствие ДК, а также в алло-СКЛ в 

присутствии интактных ИФН-ДК, генерированных в стандартных условиях (МНК+контрДК) или с 

дексаметазоном в дозе 10
-6 

M (МНК+ДКдекс). Данные представлены в виде медианы и верхней 

квартили. *рW <0,01 – значимость различий по сравнению с контрольными ДК. 

  

Пролиферативный ответ в алло-СКЛ, индуцированной ИФН-ДКдекс, снижался на 

80% по сравнению с таковым в культурах с контрольными ДК, в то время как 

обработка дексаметазоном ИЛ4-ДК ингибировала ответ в алло-СКЛ только на 

36% (р=0,016). Соответственно, ИФН-ДКдекс обладали меньшей 

аллостимуляторной активностью, чем ИЛ4-ДКдекс (ИВ 7,0 против 9,6; р=0,016). 

Ингибирующий эффект дексаметазона на способность ИФН-ДК и ИЛ4-ДК 

стимулировать продукцию цитокинов в культурах алло-СКЛ  

В следующей серии экспериментов было проведено исследование влияния 

дексаметазона на способность ДК стимулировать Т-лимфоциты к продукции 

Th1/провоспалительных (TNFα, IL-1β, IFNγ, IL-2), Th2/противовоспалительных и 

иммунорегуляторных (IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, IL-10) цитокинов, а также ростовых 

факторов (G-CSF, G-CSF) и хемокинов (IL-8, MCP-1, MIP-1β). Для этого сравнили 

концентрацию указанных цитокинов в супернатантах 5-суточных культур алло-
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СКЛ, индуцированных контрольными и дексаметазон-модифицированными ДК 

(таблица 3.2.3). 

Таблица 3.2.3 - Влияние дексаметазона на способность ДК стимулировать 

продукцию цитокинов в культурах алло-СКЛ 

Цито-

кины 

Продукция цитокинов (пг/мл) 

 

0 

ИФН-ДК ИЛ4-ДК 

Контроль Дексаметазон Контроль Дексаметазон 

IL-1β 92 

(65 – 113) 

2289 

(2195–3046) * 

573 

(388 – 853)*, ** 

762 

(635 – 915)* # 

157 

(46–101)** # 

TNFα 245 

(107– 214) 

768 

(618 – 1390) * 

306 

(233 – 366)** 

415 

(341 – 499) # 

92 

(76–118)** # 

IL-2 78 

(57 – 127) 

315 

(297 – 370) * 

210 

(164 – 276)*, ** 

225 

(199 – 258)* # 

139 

(123–164)** # 

IFNγ 795 

(545 –1515) 

4759 

(3601– 6946) * 

2589 

(1754 – 2930)*, ** 

17714 

(4878–34466)* 

1245 

(1022–655)** # 

IL-4 48 

(33 – 63) 

99 

(94 – 122) * 

91 

(89 – 115)* 

80 

(76 – 81)# 

56 

(46–64)** # 

IL-5 12 

(6 – 18) 

14 

(14 – 16) 

18 

(10 – 35) 

87 

(55 – 130)* # 

16 

(10–27)** 

IL-6 3234 

(1793 – 

4393) 

31421 

(22107–34367)* 

12635 

(11430–17892)*, 

** 

27306 

(23775–30822)* 

9090 

(6599–10008) 

*,** # 

IL-13 95 

(61 – 119) 

156 

(125 – 235) * 

138 

(111 – 200)* 

252 

(152 – 295)* 

114 

(102–159)** 

IL-10 13 

(7 – 30) 

885 

(815 – 1029)* 

556 

(469 – 659)*, ** 

208 

(157 – 265)* # 

155 

(113–187)*# 

G-CSF 328 

(249 – 448) 

9707 

(9317 – 10965)* 

13896 

(12190–15193)*, 

** 

8220 

(5346–9507)* # 

8945 

(6417–12494)# 

GM-

CSF 

121 

(99 – 190) 

766 

(696 – 824)* 

485 

(460 – 557)*, ** 

579 

(494 – 625)# 

226 

(160–332)** # 

IL-8 26772 

(24137– 

33012) 

37702 

(26070 – 45241) 

31694 

(27999 – 43529) 

38148 

(29264 – 44539) 

30641 

(27056-36661) 

MCP-

1 

11828 

(11076 – 

18029) 

22217 

(20040 – 

29713)* 

25292 

(23396–27943)* 

20997 

(16820 – 

26774)* 

18731 

(16404–21173)# 

MIP-

1β 

17659 

(11231 – 

19443) 

63862 

(58809–70930)* 

64989 

(53653–74312)* 

35172 

(26730–42078)* 

# 

28905 

(11417–30838)# 

Примечания: аллогенные МНК культивировали в течение 5 суток в отсутствие (0) и 

присутствии ДК (ИФН-ДК или ИЛ4-ДК) генерированных от 12 доноров в отсутствие 

(«Контроль») или в присутствии дексаметазона («Дексаметазон»). Концентрацию цитокинов в 

супернатантах алло-СКЛ оценивали методом мультиплексного анализа. *pW < 0,05 – различия 

с культурами МНК (0). **pW < 0.05 – различия между контрДК и ДКдекс. # pU< 0,01 – 

различия между контрИФН-ДК и контрИЛ4-ДК, а также ИФН-ДКдекс и ИЛ4-ДКдекс. 
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Концентрация IFNγ, TNFα и IL-1β в культурах аллогенных МНК, 

стимулированных ИФН-ДКдекс, была значимо ниже, чем в алло-СКЛ, 

индуцированной контрИФН-ДК. Медианные значения супрессии указанных 

цитокинов в культурах аллогенных МНК, стимулированных дексаметазон-

модифицированными ИФН-ДК, составили для IL-1β – 73%, TNFα – 70% и IFNγ -

50%. Способность ИФН-ДК индуцировать продукцию IL-6 и IL-10 

ингибировалась в меньшей степени – на 35% и 43%, соответственно. При этом 

дексаметазон не подавлял Th2-стимуляторную активность ИФН-ДК, поскольку 

уровень продукции IL-4, IL-5 IL-13 в алло-СКЛ, стимулированной контрольными 

и дексаметазон-модифицированными ИФН-ДК, значимо не различался. Таким 

образом, ингибирующий эффект ИФН-ДКдекс был преимущественно направлен 

на подавление продукции Т-клетками Th1/провоспалительных цитокинов. 

Действительно, отношения TNFα /IL-10 и IFNγ /IL-4 в супернатантах алло-СКЛ, 

индуцированной ИФН-ДКдекс, были гораздо ниже по сравнению с таковыми в 

алло-СКЛ, активированной контрИФН-ДК (0,18 против 0,25; р=0,0018, и 17,1 

против 34,5; р=0,004, соответственно). Обработка дексаметазоном также влияла 

на стимулирующий эффект ИФН-ДК в отношении ростовых факторов. 

Аллогенные МНК, стимулированные дексаметазон-модифицированными ИФН-

ДК, продуцировали значимо меньшие концентрации GM-CSF (снижение на 32%), 

но более высокие уровни G-CSF (на 40%). 

Обработанные дексаметазоном ИЛ4-ДК также подавляли продукцию 

Th1/провоспалительных цитокинов в алло-СКЛ. Концентрация IFNγ снижалась на 

91%. Кроме того, отмечалось существенное снижение уровней продукции TNFα, 

IL-1β и IL-2 (соответственно, на 75%, 87%, 41%). Важно отметить, что 

дексаметазон подавлял не только Th1- но и Th2-стимулирующую активность 

ИЛ4-ДК, на что указывало значимое снижение концентрации IL-4, IL-5, IL-6, IL-

10 и IL-13 (соответственно на 31%, 77%, 68%, 31% и 46%). Кроме того, в 

культурах алло-СКЛ, индуцированной ИЛ4-ДКдекс, отмечалось снижение 

продукции GM-CSF (медиана супрессии – 58%).  



66 

 

Полученные данные означают, что ИФН-ДКдекс, так же, как и ИЛ4-ДКдекс, 

обладают толерогенными свойствами, существенно подавляя продукцию 

провоспалительных (TNFα, IL-1β) и Th1 (IFNγ, IL-2) цитокинов аллогенными 

МНК в СКЛ. Однако в отличие от ИЛ4-ДКдекс, которые ингибируют продукцию 

как Th1/провоспалительных, так и Th2/противовоспалительных цитокинов, ИФН-

ДКдекс подавляли преимущественно Th1/провоспалительный ответ аллогенных 

МНК, смещая баланс в сторону Th2 ответа. Другая особенность ИФН-ДКдекс 

заключается в способности этих клеток усиливать продукцию G-CSF 

аллогенными МНК.  

*** 

В целом, полученные данные демонстрируют, что толерогенные эффекты 

дексаметазона в культурах ИФН-ДК во многом схожи с таковыми в культурах 

ИЛ4-ДК. Так, общими проявлениями толерогенных свойств дексаметазон-

модифицированных ИФН-ДК и ИЛ4-ДК являются уменьшение ДК, несущих 

маркеры зрелости (CD83) и ко-стимуляторные молекулы (CD86), и увеличение 

клеток с экспрессией ко-ингибиторных молекул (PD-L1 и TLR2). Как ИФН-

ДКдекс, так и ИЛ4-ДКдекс характеризуются существенным снижением 

продукции цитокинов с Th1/провоспалительной активностью. Кроме того, обе 

субпопуляции дексаметазон-модифицированных ДК ингибируют пролиферацию 

и продукцию Th1/провоспалительных цитокинов, а также подавляют секрецию 

GM-CSF в культурах аллогенных МНК. При этом ИФН-ДКдекс имеют ряд 

особенностей, в частности, отличаются от ИЛ4-ДКдекс более высоким 

содержанием СD14
+ 

и TLR2
+
 клеток, более высоким уровнем продукции IL-10 и 

меньшим индексом отношения продуцируемых TNFα/IL-10, а также более 

выраженным ингибирующим действием на пролиферацию Т-клеток в ответ на 

стимуляцию аллоантигенами в алло-СКЛ. В отличие от ИЛ4-ДКдекс, 

подавляющих в алло-СКЛ продукцию Th2 цитокинов, ИФН-ДКдекс не оказывают 

ингибирующего действия на продукцию IL-4, IL-5 и IL-13, и в меньшей степени 

подавляют продукцию IL-6, обусловливая смещение цитокинового баланса в 

сторону Th2 ответа. Наконец, ИФН-ДКдекс усиливают в культурах аллогенных 
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МНК продукцию G-CSF, также способного индуцировать толерогенные свойства 

ДК и подавлять функции Т-клеток. Таким образом, дексаметазон-

модифицированные ИФН-ДК по ряду параметров обладают более выраженным 

толерогенным потенциалом, что обосновывает возможность их использования в 

качестве новой клеточной платформы для получения толерогенных ДК-вакцин. 
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Глава 3.3. Характеристика интерферон-α-индуцированных дендритных 

клеток больных ревматоидным артритом и исследование влияния 

дексаметазона на созревание и функции интерферон-α-индуцированных 

дендритных клеток пациентов 

Полученные в предыдущих разделах данные показали, что ИФН-ДК 

доноров под действием дексаметазона приобретают толерогенные свойства, 

сравнимые, а по ряду параметров превышающие таковые у дексаметазон-

модифицированных ИЛ4-ДК. Эти результаты являются обоснованием для 

использования ИФН-ДКдекс в качестве новый платформы для получения тДК и 

применения их в лечении аутоиммунных заболеваний и, в частности, РА. Тем не 

менее, ИФН-ДК у больных РА и их чувствительность к дексаметазону до 

настоящего времени не охарактеризованы. Поэтому следующий раздел работы 

был посвящен изучению фенотипических и функциональных свойств ИФН-ДК у 

больных РА и оценке влияния дексаметазона на дифференцировку/созревание и 

функциональную активность ИФН-ДК пациентов. 

Сравнительное исследование фенотипа ИФН-ДК, полученных от больных 

РА и здоровых доноров, показало (таблица 3.3.1), что у доноров активированные 

LPS ИФН-ДК характеризуются промежуточной степенью зрелости. Так, наряду с 

достаточно высокой экспрессией CD86 и HLA-DR антигенов, а также наличием 

на части ИФН-ДК CD83, значительная часть ИФН-ДК сохраняет экспрессию 

CD14. ИФН-ДК больных РА отличались еще более высокой экспрессией CD14 и 

меньшей экспрессией CD83, что проявлялось значимым увеличением доли СD14
+
 

клеток и средней интенсивности флуоресценции СD14 (СИФ) и значимым 

снижением доли CD83
+
 клеток. Одновременная оценка экспрессии CD14 и CD83 

молекул показала, что у доноров преобладающая часть СD14
+
 клеток не несет 

CD83 так же, как и основная часть CD83
+
 клеток не экспрессирует CD14. 
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Таблица 3.3.1 - Сравнительная оценка экспрессии поверхностных маркеров 

ИФН-ДК больных РА и здоровых доноров 

Маркер  

 

Количество клеток (%) 

 
pU 

СИФ (ед. фл.) 

 
pU 

Доноры 

(n=13-20) 

Больные РА 

(n=13-24) 

Доноры 

(n=13) 

Больные РА 

(n=7-10) 

CD14
+
 34 (15-51) 65 (44-83) 0,002 52 (45-66) 

170 

(123-178) 
0,01 

CD83
+
 16 (12-20) 8 (6-23) 0,037 52 (23-93) 46 (32-59) 0,49 

СD14
+
CD83

-
 21 (9-43) 70 (49-79) 0,01    

СD14
+
CD83

+
 5,5 (3-11) 11 (6-17) 0,1    

CD14
-
CD83

+
 9,5 (8-17) 1,0 (0,35-2) 0,003    

CD 86
+
 60 (16-74) 40 (33-56) 0,2 86 (67-145) 97 (68-158) 0,79 

HLA-DR
+
 77 (72-91) 80 (58-92) 0,8 135 (61-511) 129 (62-334) 0,9 

TLR2
+
 35 (12-51) 51 (26-73) 0,2 71 (36-106) 60 (47-66) 0,71 

PD-L1
+
 57 (39-64) 79 (72-88) 0,01 109 (41-127) 107 (46-516) 0,72 

Примечания: представлены данные относительного содержания клеток и средней 

интенсивности флюоресценции (СИФ) поверхностных маркеров. pU –значимость различий 

по U-критерию Манна-Уитни. 

 

Соответственно, ДК с ко-экспрессией CD14 и CD83 составляют минорную 

популяцию (медиана 5,5%). У больных РА численность этой субпопуляции не 

меняется, а изменения экспрессии CD14 и CD83 связаны с возрастанием 

субпопуляции СD14
+
CD83

-
 клеток и уменьшением CD14

-
CD83

+
 клеток, что 

свидетельствует о нарушении дифференцировки/созревания ДК. ИФН-ДК 

больных отличались также повышенным содержанием клеток, несущих молекулы 

TLR2 и PD-L1, ассоциированные с толерогенной активностью. Причем в 

отношении PD-L1
+
 ДК изменения были статистически значимыми. Вместе с тем, 
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по экспрессии ко-стимуляторных (CD86) и антигенпрезентирующих (HLA-DR) 

молекул ДК больных были схожи с таковыми у доноров. 

Чтобы выяснить, сказывались ли изменения фенотипа на функциях ДК, 

далее исследовали цитокин-секреторную активность ИФН-ДК. Оценка продукции 

про- и противовоспалительных цитокинов не выявила различий в концентрациях 

TNFα, IL-6 и IL-10, а также соотношениях TNFα/IL-10 в супернатантах ИФН-ДК 

больных РА и доноров (рисунок 3.3.1). 

 

Рисунок 3.3.1. Сравнительная оценка продукции цитокинов ИФН-ДК больных РА(n=13) и 

здоровых доноров (n=9). Представлены данные продукции цитокинов (пг/мл), а также 

соотношения TNFα/IL-10 (расч.ед) в виде медиан, интерквартильных диапазонов, диапазонов 

минимальных и максимальных значений. Значимость различий – по U-критерию Манна-Уитни. 

 

При этом следует отметить, что больные РА были сопоставимы с донорами по 

количеству генерируемых ДК: выход ДК из 1 млн МНК составил для здоровых 

доноров 0,08 ×10
6
, для больных РА - 0,10 ×10

6
 (pU=0,3). 

Сравнительный анализ аллостимуляторной активности ИФН-ДК больных и 

доноров проводили в алло-СКЛ с использованием в качестве отвечающих клеток 

аллогенные МНК доноров. Как следует из данных рисунка 3.3.2, уровень 

пролиферативного ответа в алло-СКЛ, индуцированной ИФН-ДК больных, был 
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значимо ниже, чем ответ, индуцированный ИФН-ДК доноров (p=0,046). При этом 

различия индексов влияния ИФН-ДК в алло-СКЛ, стимулированной ИФН-ДК 

пациентов и доноров, носили характер тренда (рU=0,3). При анализе 

индивидуальных данных обращала на себя внимание выраженная гетерогенность 

больных РА по аллостимуляторной активности ДК. Так, в 44% случаев 

аллостимуляторная активность ИФН-ДК была снижена (пролиферативный ответ 

Т-клеток в алло-СКЛ выходил за границу нормативного квартильного диапазона).  
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Рисунок 3.3.2. Аллостимуляторная активность ИФН-ДК больных РА(n=18) в сравнении с 

таковой у доноров (n=20). Представлены данные пролиферации (имп/мин) аллогенных МНК 

доноров в отсутствие, а также в присутствии ИФН-ДК больных РА («МНК+ДКРА») и здоровых 

доноров («МНК+ДКД») в виде медиан, интерквартильных диапазонов, диапазонов 

минимальных и максимальных значений. В каждом случае ДК больных РА тестировали против 

двух доноров МНК. По правой оси ординат представлены индексы влияния (расч. ед.) ИФН-ДК 

в алло-СКЛ. **р <0,01 – значимость различий с уровнем пролиферации не стимулированных 

МНК (в отсутствие ИФН-ДК) по U–критерию Манна-Уитни. 

 

Чтобы выяснить, отличаются ли ИФН-ДК больных РА по способности 

активировать Th1 и Th2 клетки, было исследовано содержание Th1 (IFNγ) и Th2 

(IL-6) цитокинов в супернатантах 5-суточной алло-СКЛ, индуцированной ДК 

больных РА, в сравнении с ДК доноров (таблица 3.3.2). 
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Таблица 3.3.2 -  Способность ИФН-ДК больных РА активировать продукцию 

Th1 и Th2 цитокинов в алло-СКЛ 

Цитокин 

 

Продукция цитокинов в алло-

СКЛ (пг/мл)  pU 
Индекс влияния (расч. ед) 

pU 
ИФН-ДК 

доноров 

ИФН-ДК 

больных РА 

ИФН-ДК 

доноров 

ИФН-ДК 

Больных РА 

IFNγ 
1280 

(710-1500) 

960 

(590-1740) 
0,87 

134 

(75-158) 

101 

(62-182) 
0,45 

IL-6 
9920 

(9280–10690) 

8560 

(6780-9280) 
0,053 42 

(39-46) 

37 

(29-40) 
0,62 

Примечания: представлены концентрации цитокинов в супернатантах алло-СКЛ, 

индуцированных ИФН-ДК больных РА (n=12) и здоровых доноров (n=13). pU – значимость 

различий по U-критерию Манна-Уитни. 

 

ИФН-ДК доноров эффективно стимулировали продукцию как Th1, так и 

Th2 цитокинов, что проявлялось возрастанием уровня IFNγ (в, среднем с 10 до 

1280 пг/мл, рU <0,001) и IL-6 (в среднем, с 230 до 9920 пг/мл, рU <0,001), по 

сравнению с культурами МНК в отсутствие ДК. Медианные значения индексов 

влияния ДК для IFNγ и IL-6 составляли соответственно 134 и 42 расч.ед., 

свидетельствуя о более выраженной Th1-стимулирующей активности ИФН-ДК 

здоровых доноров (pW=0,017). ИФН-ДК больных РА также эффективно 

стимулировали секрецию Th1/Th2 цитокинов в алло-СКЛ, поскольку индексы 

влияния ДК больных на продукцию IFNγ и IL-6 значимо не отличались от 

донорских значений. Тем не менее, средний уровень определяемых цитокинов 

был несколько ниже: 960 против 1280 пг/мл для IFNγ (↓ на 25%, рU= 0,87) и 8560 

против 9920 пг/мл для IL-6 (↓ на 14%, рU= 0,053). Но поскольку индекс влияния 

ДК больных РА на продукцию IFNγ почти в 3 раза превышал таковой для IL-6 

(101 против 37 расч.ед., pW=0,015), можно заключить, что ИФН-ДК у больных 

РА, так же как и у здоровых доноров, характеризовались преобладающей Th1-

стимулирующей активностью. 

Далее была исследована чувствительность ДК больных РА к 

ингибирующему действию дексаметазона (таблица 3.3.3). 
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Таблица 3.3.3 – Влияние дексаметазона на фенотип и функции ИФН-ДК 

больных РА 

Параметр 

 

ИФН-ДК больных РА 

 
pW 

контрДК ДКдекс 

Me LQ – UQ  n Me LQ – UQ  n 

Фенотип (%)  

CD14
+ 

 65  44 – 83 24 81  62 – 92  24 0,03 

CD83
+
 8,5  6 – 23 13 7,9 4 – 18  13 0,02 

CD86
+
 40 33 – 56 13 36 16 – 52  13 0,1 

HLA-DR
+
 80 58 – 92 22 88 63-92 22 0,6 

TLR2
+
 51  26 – 73  13 75 64 – 87  13 0,08 

PD-L1
+
 79 72 – 88 17 71 56 – 83  19 0,13 

Продукция цитокинов (пг/мл)  

TNFα  4230 850 – 5550 13 900  170 – 1810 13 0,001 

IL-6 22800 16960–24660 11 18220 9900–20480 11 0,005 

IL-10 1992  1110 – 3174 11 1886 1596-2724 11 0,3 

TNFα/IL-10  1,8 1,57 – 3,25 10 0,59 0,17–1,14 10 0,005 

Стимуляторная активность в алло-СКЛ  

Пролиферация 

(имп/мин)  
7980 4204 -13205 22 2005 809-9753 18 0,0002 

ИВ (расч.ед.) 23,3 6,8 – 43 22 9,7 2,2 – 23 21 0,0003 

Th1/Th2–стимулирующая активность в алло-СКЛ  

IFNγ (пг/мл) 960 590 –1740 12 60 30 – 270 12 0,001 

ИВ (расч. ед.) 101  62–182 12 6,0  3,4 – 28 12 0,001 

IL-6 (пг/мл) 8560  6780– 9280 12 7710  6260 – 9610 12 0,31 

ИВ (расч. ед.) 37 29 – 40 12 33 27 – 41 12 0,31 

IL-6/IFNγ (расч.ед.) 7,9  2,5 – 15 12 93 28 – 275 12 0,023 

Примечание: pW – значимость различий по W-критерию Вилкоксона. 

 

Генерация ИФН-ДК больных в присутствии дексаметазона сопровождалась 

значимым снижением относительного содержания CD83
+
 клеток и трендом к 

снижению доли СD86
+
 клеток (pW=0,1). Кроме того, отмечалось значимое 

возрастание СD14
+
 и выраженный тренд в отношении TLR2

+
 клеток (pW=0.08). 

Экспрессия PD-L1 и HLA-DR молекул под действием дексаметазона не менялась.  

Дексаметазон также значимо подавлял цитокин-секреторную и 

аллостимуляторную активность ИФН-ДК больных РА. Так, под влиянием 

дексаметазона способность ДК продуцировать TNFα снижалась в 5 раз (с 4230 до 
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900 пг/мл, pW=0,001), а IL-6 - в 1,3 раза (с 22800 до 18220 пг/мл, pW=0,005). В то 

же время, присутствие в культурах ИФН-ДК больных дексаметазона не оказывало 

значимого эффекта на продукцию IL-10. В результате соотношение TNFα/IL-10 в 

культурах ДК больных снижалось в 3 раза (с 1,8 до 0,59 расч.ед.), свидетельствуя 

о смещении баланса в сторону более выраженной продукции ИФН-ДКдекс 

противовоспалительных цитокинов. 

Генерация ИФН-ДК больных в присутствии дексаметазона сопровождалась 

подавлением их аллостимуляторной активности, что проявлялось 4-кратным 

снижением пролиферативного ответа Т-клеток в алло-СКЛ в присутствии ИФН-

ДКдекс по сравнению с контрИФН-ДК. Кроме того, корреляционный анализ 

выявил наличие отрицательной взаимосвязи между способностью ДКдекс 

стимулировать пролиферацию аллогенных Т-клеток и экспрессией TLR2 (RS=-0,7, 

p=0.01, n=11). 

Наконец, обработка ИФН-ДК больных РА дексаметазоном приводила к 

выраженному угнетению Th1-стимулирующей активности в алло-СКЛ. Так, 

концентрация IFNγ и ИВ ДКдекс на секрецию IFNγ в культурах МНК, 

стимулированных ДКдекс, были в 16 раз ниже, чем в культурах с контрДК. В то 

же время, обработка дексаметазоном не влияла на Th2-стимулирующую 

активность ДК больных, поскольку концентрация IL-6 в культурах МНК, 

стимулированных ДКдекс и контрДК, значимо не различалась. Соответственно, 

соотношение IL-6/IFNγ при культивировании МНК с ИФН-ДКдекс было более 

чем в 10 раз выше, чем в культурах с контрДК. Таким образом, ИФН-ДК больных 

изменяли баланс продуцируемых Т-клетками цитокинов в сторону Th2 ответа, 

главным образом, за счет угнетения активности Th1-клеток, а не вследствие 

активации Th2-клеток.  

Одними из важных параметров при исследовании и характеристике тДК 

является их стабильность. Для изучения стабильности ДКдекс, т.е. способности 

не отвечать активацией на провоспалительные стимулы и сохранять 

толерогенный фенотип, модифицированные дексаметазоном ИФН-ДК после 
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отмывки подвергали последующему дополнительному культивированию в 

течение 24 часов в отсутствие (ДКдекс0) и присутствии LPS (ДКдексLPS), после 

чего сравнивали аллостимуляторную активность прекультивированных ИФН-

ДКдекс (рисунок 3.3.3).   
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Рисунок 3.3.3. Аллостимуляторная активность ИФН-ДКдекс больных РА (n=6) после 

дополнительной стимуляции LPS. Представлены данные пролиферации (имп/мин) аллогенных 

МНК доноров в присутствии ДКдекс без дополнительной стимуляции LPS («ДКдекс0») и после 

стимуляции LPS («ДКдексLPS») в течение 24 ч. в виде медиан и верхних квартилей. 

Значимость различий – по W-критерию Вилкоксона для парных выборок. 

 

Как видно интенсивность ответа аллогенных МНК при стимуляции ДКдекс 

пациентов, преинкубированных в отсутствие стимулов и присутствии LPS, 

значимо не различалась: 4692 (3766-7897) и 6053 (4207-8178) имп/мин, 

соответственно; p=0,7. Таким образом, стимуляция LPS ДКдекс больных не 

усиливала аллостимуляторной активности ДК, что свидетельствовало об их 

стабильности. 

Чтобы проанализировать, с какими молекулами была ассоциирована 

толерогенная активность ДКдекс у больных РА, был проведен корреляционный 

анализ между аллостимуляторной активностью ДК и экспрессией ими различных 

молекул. ИВДК в алло-СКЛ обратно коррелировал с количеством TLR2
+
 клеток 

(RS=-0,7; p=0,01, n=12). С этой точки зрения сниженная аллостимуляторная 

активность ИФН-ДК у части больных может объясняться возрастанием доли 

TLR2
+
 клеток.  
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Также в отдельной серии экспериментов было исследовано внутриклеточное 

содержание фермента индолеамин-2,3-диоксигеназы (IDO) в ДК больных РА, 

функцию которой связывают с толерогенными свойствами ДК (рисунок 3.3.4). 

0

20

40

60

контрДК ДКдекс

H
L

A
-D

R
+

ID
O

+
,%

 

Рисунок 3.3.4. Внутриклеточное содержание IDO в культурах контрольных и 

обработанных дексаметазоном ДК. Представлены данные в виде индивидуальных значений 

HLADR
+
IDO

+
 клеток в культурах контрольных («контрДК») и обработанных дексаметазоном 

ДК («ДКдекс»), n=6. 

 

Несмотря на то, что IDO рассматривается в качестве важного медиатора 

толерогенной активности ДК, созревание ИЛ4-ДК in vitro сопровождается 

возрастанием экспрессии IDO [22]. Учитывая при этом, что дексаметазон 

блокирует созревание ДК, представлялось, что генерация ДК в присутствии 

дексаметазона не будет сопровождаться усилением экспрессии IDO. 

Действительно, как видно из данных рисунка 3.3.4, в культурах контрольных ДК 

выявлялись ДК с внутриклеточным содержанием IDO. Однако различий в 

относительном содержании IDO
+
 ДК между контрольными и дексаметазон-

модифицированными ДК не отмечалось. Т.е., генерация ИФН-ДК в присутствии 

дексаметазона не сопровождалась увеличением IDO
+
 ДК. 

В заключение был проведен сравнительный анализ чувствительности ИФН-

ДК больных РА и доноров к толерогенному действию дексаметазона (таблица 

3.3.4). 
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Таблица 3.3.4 - Сравнительная чувствительность ИФН-ДК пациентов и 

доноров к толерогенному действию дексаметазона 

Параметр 

КонтрДК 

больных РА 

(1) 

ДКдекс 

больных РА 

(2) 

КонтрДК доноров 

(3) 

ДКдекс 

доноров 

(4) 

Продукция 

цитокинов 
    

TNFα (пг/мл) 4230 (850-5550) 900 (170-1810) 
3660 

(1495-4365) 

510 

(230-2110) 

 P 1-2=0,001, n=13 P 3-4=0,049; n=9 

% супрессии* 71 (44-81) 50 (0-83) 

IL-10 (пг/мл) 
1992 (1110-

3174) 

1886 (1596-

2724) 

1834 

(666-2224) 

1020 

(750-1538) 

 P 
1-2

= 0,3, n=11 P 3-4=0,028; n=8 

% супрессии* 14 (1-19) 26 (15-34) 

индекс TNFα/IL-

10 
1,8 (1.57-3,25) 0,59 (0,17-1,14) 

2,14 

(1,1-5,5) 

0,41 

(0,22-2,8) 

 P 1-2=0,005, n=10 P 3-4=0,023; n=8 

Ответ в СКЛ 

(имп/мин) 

7980 (4204-

13205) 
2005 (809-9753) 10528 (5489-16006) 

4540 (1954-

6885) 

 P 1-2=0,0002, n=18 P 3-4 =0,00048; n=21 

% супрессии 50 (30-72) 64 (54-70) 

Примечания: продукцию цитокинов и аллостимуляторную активность оценивали для ДК, 

полученных от пациентов с РА, и здоровых доноров. *Супрессорный эффект дексаметазона 

на продукцию цитокинов (% супрессии) рассчитывали по формуле (1 - продукция цитокинов 

в культурах ДКдекс/продукция цитокинов в культурах контрДК) × 100%. Супрессорный 

эффект дексаметазона на аллостимуляторную активность ДК (% супрессии) рассчитывали по 

формуле (1- ответ в СКЛ, индуцированный ДКдекс / ответ в СКЛ, индуцированный контрДК) 

× 100% .Р - значимость различий по критерию Вилкоксона для парных выборок. 
 

 

 

Ингибирующее действие дексаметазона на аллостимуляторную активность ИФН-

ДК больных и доноров проявлялось в одинаковой степени. В то же время, 

подавление продукции TNFα в культурах ИФН-ДК больных РА в присутствии 

дексаметазона было более выраженным, чем в культурах ИФН-ДК доноров 

(медиана супрессии – 71% против 50%). Вместе с тем, умеренный супрессорный 

эффект дексаметазона на продукцию IL-10, выявляемый в культурах ИФН-ДК 

доноров, практически исчезал в культурах ИФН-ДК больных. В результате ИФН-

ДКдекс больных РА отличались значимо более высокой продукцией IL-10 по 

сравнению с таковыми у доноров (1886 пг/мл против 1020 пг/мл у доноров, 

рU=0,02). Возможно, это было связано с более выраженным ингибирующим 
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эффектом дексаметазона на созревание ДК больных. Так, дексаметазон-

модифицированные ИФН-ДК больных РА отличались тенденцией к более 

высокому содержанию СD14
+ 

клеток (81% против 57% у доноров, рU=0,0007). 

Таким образом, в целом, ИФН-ДК-больных РА были более чувствительны к 

толерогенному эффекту дексаметазона. 

Суммируя полученные данные, можно сделать заключение об изменении 

ряда фенотипических и функциональных параметров ИФН-ДК у больных РА по 

сравнению с ИФН-ДК доноров и выраженной гетерогенности больных в 

отношении свойств генерируемых ИФН-ДК. В целом по группе больных, ИФН-

ДК пациентов отличаются от таковых у доноров более высоким содержанием 

СD14
+
CD83

-
 и меньшим количеством CD14

-
CD83

+
 клеток, что указывает на 

задержку созревания ДК. Кроме того, для ИФН-ДК больных характерно более 

высокое содержание ДК, экспрессирующих ко-ингибиторную молекулу PD-L1, 

что в совокупности с меньшей аллостимуляторной активностью свидетельствует 

о проявлениях толерогенного фенотипа ИФН-ДК больных, возможно, 

обусловленных особенностями проводимой терапии. При этом анализ 

индивидуальных показателей аллостимуляторной активности ИФН-ДК, как 

интегрального маркера функциональной активности ДК, демонстрирует, что 

почти у половины пациентов отмечается снижение аллостимуляторной 

активности. Наличие толерогенных свойств ДК у значительной части пациентов 

позволяет полагать, что это может быть результатом проводимой терапии и 

свидетельствовать о том, что ДК могут являться мишенью используемых в 

лечении препаратов. Вторым существенным моментом является то, что ИФН-ДК 

больных чувствительны к толерогенному действию дексаметазона. Это 

подтверждается признаками задержки дифференцировки/созревания ИФН-ДК, 

генерируемых в присутствии дексаметазона (снижение доли CD83
+
 ДК и 

выраженная тенденция к снижению CD86
+
 ДК), а также существенным 

уменьшением продукции TNFα и способности ДК стимулировать пролиферацию 

Т-клеток и продукцию Th1 (IFNγ) цитокинов в алло-СКЛ. При этом дексаметазон-
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модифицированные ИФН-ДК больных являются стабильными и сохраняют 

признаки толерогенности, в частности, сниженную аллостимуляторную 

активность, в условиях рестимуляции провоспалительными стимулами (LPS). 

Важно отметить, что снижение аллостимуляторной активности ИФН-ДК 

коррелирует с возрастанием TLR2
+
 ДК, но не связано с повышением IDO

+
 ДК. 

Наконец, сравнительный анализ влияния дексаметазона на ДК больных и доноров 

свидетельствует о том, что ИФН-ДК-больных РА более чувствительны к 

толерогенному эффекту глюкокортикоидов. Это подтверждается более 

выраженным ингибирующим действием дексаметазона на созревание ИФН-ДК 

больных и продукцию TNFα и меньшим (практически отсутствием) 

супрессорного эффекта на продукцию IL-10. 
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Глава 3.4. Исследование влияния и механизмов толерогенного действия 

дексаметазон-модифицированных интерферон-α-индуцированных ДК 

больных ревматоидным артритом на функции аутологичных Т-клеток в 

культуре in vitro 

Полученные в предыдущей главе данные показали, что ИФН-ДК больных 

РА, аналогично таковым у доноров, приобретают под действием дексаметазона 

толерогенные свойства, в частности, характеризуются низкой аллостимуляторной 

активностью, что коррелирует с незрелым фенотипом и повышенной экспрессией 

TLR2 на ИФН-ДКдекс. Следует отметить, что функции ИФН-ДК больных 

оценивали в культурах СКЛ с использованием в качестве отвечающих клеток 

МНК доноров (а не больных РА), учитывая возможные нарушения Т-клеток 

больных вследствие аутоиммунной патологии и/или проводимого лечения. 

Поэтому вопрос, о том, будут ли ИФН-ДКдекс больных обладать толерогенным 

эффектом против аутологичных Т-клеток пациентов, остается открытым. 

Соответственно следующий этап был посвящен исследованию влияния 

дексаметазон-модифицированных ДК больных на функции аутологичных Т-

лимфоцитов в культурах ауто-СКЛ. Второй важной задачей данного раздела 

являлось выяснение механизмов толерогенного влияния ИФН-ДКдекс больных на 

функции аутологичных Т-клеток. Механизмы подавления Т-клеточных функций 

под действием дексаметазон-модифицированных ИЛ4-ДК достаточно хорошо 

исследованы [19, 138, 197, 210]. Однако данные подобного рода в отношении 

ИФН-ДКдекс, тем более в культурах аутологичных Т-клеток больных РА, до 

настоящего времени отсутствуют. Ауто-СКЛ представляет хорошо известный 

витральный феномен, отражающий пролиферацию Т-лимфоцитов в ответ на 

стимуляцию аутологичными не-Т-клетками, среди которых наиболее 

эффективными стимуляторами являются ДК [86, 199]. Тот факт, что 

пролиферации подвержены Т-клетки с низкоаффинными Т-клеточными 

рецепторами, распознающими собственные антигены MHC в комплексе с 
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аутологичными пептидами или модифицированными нуклеогистонами 

апоптотических клеток [4, 184], позволяет рассматривать ауто-СКЛ в качестве 

реакции, отражающей гомеостатическую пролиферацию Т-лимфоцитов in vivo 

[184]. Данная реакция направлена на поддержание пула наивных Т-клеток. 

Однако, поскольку пролиферирующие Т-клетки распознают собственные 

антигены, то их накопление ослабляет поддержание Т-клеточной толерантности 

[66]. Учитывая также, что CD4
+
 Т-клетки больных РА подвержены 

гомеостатической пролиферации, [203], полученные нами данные позволят 

выяснить, способны ли ДК больных ограничивать in vitro репликацию 

аутореактивных Т-лимфоцитов, причастных к гомеостатической пролиферации. 

Для оценки влияния ИФН-ДКдекс больных на пролиферацию аутологичных 

Т-клеток, был проведен сравнительный анализ пролиферативного ответа в ауто-

СКЛ, индуцированного контрольными и дексаметазон-модифицированными 

ИФН-ДК, которые были получены от 17 пациентов с РА.   

 

Таблица 3.4.1 - Влияние дексаметазон-модифицированных ИФН-ДК больных 

РА на пролиферативный ответ Т-клеток в ауто-СКЛ 

Параметры 

 

МНК 

 

Aуто-СКЛ 

 
pW 

+ контрДК 

 

+ ДКдекс 

 

Пролиферация 

(имп/мин)  

 

2340  

(400-3380) 

10550  

(7250-15900) 

4690  

(1070-8350) 0,005 

Индекс влияния ДК 

 
− 6,0 (4,3-18,6) 1,9 (1,4-4,2) 0,005 

Примечания: ИФН-ДК больных РА (n=17) были генерированы в отсутствие («контрДК») 

или в присутствии дексаметазона («ДКдекс»). ДК культивировали с аутологичными МНК в 

соотношении 1:10. Пролиферацию оценивали на 5 сут. pW – значимость различий эффекта 

дексаметазон-модифицированных ДК по сравнению с контрольными ДК по W-критерию 

Вилкоксона для парных выборок. 

 

Из данных таблицы 3.4.1 видно, что уровень пролиферации в культурах 

аутологичных МНК, индуцированных ДКдекс, был значительно ниже, чем при 

стимуляции контрольными ДК. Индексы влияния ДК снижались в среднем с 6,0 

до 1,9 расч.ед. (pW = 0,005;), то есть практически в 3 раза после модификации 
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ИФН-ДК дексаметазоном. Таким образом, ДКдекс у больных РА вызывали 

состояние гипореактивности Т-клеток в культурах аутологичных МНК 

(отвечающих в ауто-СКЛ).  

Поскольку снижение реактивности Т-клеток в ауто-СКЛ в присутствии 

ДКдекс могло быть обусловлено индукцией Т-клеточной анергии, далее был 

исследован клеточный цикл СD4
+
 Т-лимфоцитов, активированных контрольными 

и дексаметазон-модифицированными ИФН-ДК (таблица 3.4.2). 

 

 

Доля пролиферирующих СD4
+ 

Т-клеток в S/G2+М фазах клеточного цикла в 

культурах, стимулированных ДКдекс, была значимо ниже, а содержание 

покоящихся СD4
+
 Т-клеток в G0/G1 фазах клеточного цикла выше, чем при 

стимуляции контрольными ДК. Как следствие, соотношение 

покоящихся/пролиферирующих СD4
+
 Т-клеток в ауто-СКЛ в присутствии ДКдекс 

более чем в 5 раз превышало таковое в присутствии контрольных ДК (13,7 против 

2,5 расч.ед., соответственно; pW = 0,028). 

Таблица 3.4.2 - Влияние дексаметазон-модифицированных ИФН-ДК 

больных РА на пролиферативный ответ CD4
+
Т-клеток в ауто-СКЛ 

Параметр 

Aуто-СКЛ 

 

pW 

МНК+ контрДК МНК+ ДКдекс 

 Клеточный цикл, %    

 

CD4
+ 

Т-клетки в 

G0/G1 

 

64 (56-87) 82 (82-86) 0,1 

CD4
+ 

Т-клетки в 

S/G2+M  

 

22,5 (6-30) 6,5 (4-8) 0,028 

Соотношение клеток 

в G0/G1 и S/G2/M  

 

2,5 (2,2-14,5) 13,7 (10,3-20,5) 0,028 

Примечания: ИФН-ДК больных РА (n=6) были генерированы в отсутствие (контрДК) или 

в присутствии дексаметазона (ДКдекс). ДК культивировали с аутологичными МНК в 

соотношении 1:10. Показатели клеточного цикла оценивали через 48 ч. pW – значимость 

различий эффекта дексаметазон-модифицированных ДК по сравнению с контрольными 

ДК по W-критерию Вилкоксона для парных выборок. 
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Известно, что Т-клетки в состоянии анергии характеризуются не только 

низкой пролиферативной активностью, но и угнетением цитокин-секреторной 

функции. Чтобы выяснить, какие субпопуляции CD4
+
 T-лимфоцитов подвержены 

анергии, оценили содержание Th1(IFNγ), Th17 (IL-17) и Th2 (IL-4, IL-13) 

цитокинов в 5-суточных супернатантах ауто-СКЛ.  

 

  

Из данных таблицы 3.4.3 видно, что ДКдекс больных РА в наибольшей 

степени подавляли продукцию IFNγ и IL-17, тогда как снижение синтеза IL-4 и 

IL-13 было менее выраженным, хотя и статистически значимым. Таким образом, 

по сравнению с Th2 клетками, субпопуляции Th1 и Th17 были более 

чувствительны к супрессорному влиянию со стороны ДКдекс. Различный эффект 

ДКдекс на Th1 и Th2 клетки проявлялся снижением индексов соотношения 

IFNγ/IL-4 и IFNγ/IL-13: с 30 (15,3-89,5) до 17,8 (1,5-26,6); р=0,024, и с 19,4 (12-34) 

до 13 (6-18); р=0,025, соответственно.  

Таблица 3.4.3 - Влияние дексаметазон-модифицированных ИФН-ДК больных 

РА на продукцию Th1 (IFNγ), Th17 (IL-17) и Th2 (IL-4, IL-13) цитокинов в ауто-

СКЛ 

Цитокины 

(пг/мл) 

 

Aуто-СКЛ 

 
pw 

Cупрессия (%) 

 + контрДК 

 

+ ДКдекс 

 

IFNγ 1120 (834 – 8620) 660 (330 – 900) 0,017 85 (40 – 96) 

IL-17 460 (355 – 610) 150 (140 – 260)  0,027 60 (57 – 72) 

IL-4 49 (39 – 54) 37 (29 – 45) 0,04 42 (26 – 67) 

IL-13 78 (62 – 199) 52 (44 – 58) 0,011 14 (11 – 39) 

Примечания: ИФН-ДК больных РА (n=8), генерированные в отсутствие (контрДК) или в 

присутствии дексаметазона (ДКдекс), культивировали с аутологичными МНК в соотношении 

1:10. Продукцию цитокинов оценивали на 5 сут. pW – значимость различий эффекта 

дексаметазон-модифицированных ДК по сравнению с контрольными ДК по W-критерию 

Вилкоксона для парных выборок. Процент супрессии рассчитывали по формуле [1-

(ДКдекс/ДКконтр)] ×100. 

 



84 

 

Другой механизм снижения Т-клеточной реактивности мог быть связан со 

способностью ДКдекс индуцировать гибель Т-лимфоцитов. Поэтому далее 

исследовали (таблица 3.4.4) уровень апоптоза CD3
+
 Т-клеток, оценка которого 

включала определение общего количества апоптотических клеток (An
+
), а также 

клеток в стадии раннего (An
+
PI

−
) и позднего (An

+
PI

+
) апоптоза. 

 

 

Стимуляция МНК контрольными ДК сопровождалась возрастанием доли 

апоптотических Т-клеток, являясь отражением активационно-индуцированного 

апоптоза. Однако в присутствии ДКдекс относительное содержание 

апоптотических Т-клеток было значимо выше. При этом усиление апоптоза было 

обусловлено преимущественно за счет прироста CD3
+
 Т-клеток в стадии позднего 

апоптоза. Таким образом, гипореактивность Т-клеток больных РА в ауто-СКЛ при 

стимуляции дексаметазон-модифицированными ДК была обусловлена как 

индукцией анергии, так и усилением апоптоза аутореактивных Т-лимфоцитов.  

Гипореактивность Т-клеток больных РА в ауто-СКЛ могла быть связана не 

только с индукцией апоптоза/анергии, но также и с супрессорным эффектом 

дексаметазон-модифицированных ДК. Для проверки этого предположения, 

Таблица 3.4.4 – Влияние дексаметазон-модифицированных ИФН-ДК больных 

РА на уровень апоптоза CD3
+
 Т-клеток в ауто-СКЛ 

Параметры 

 

МНК 

 

Aуто-СКЛ 

 

pW 

+ контрДК + ДКдекс 

СD3
+
An

+
, % 9 (7-15) 22 (12-27) 27,5 (17-33) 

0,017 

 

СD3
+
An

+
PI

−
, % 7 (6-8) 11 (10-11) 12,5 (10-14) 

0,028 

 

СD3
+
An

+
PI

+
, % 2 (1-7) 11 (2-12) 17 (5-22) 

0,018 

 

Примечания: ИФН-ДК больных РА (n=7), генерированные в отсутствие (контрДК) или 

присутствии дексаметазона (ДКдекс), культивировали с аутологичными МНК в 

соотношении 1:10. Уровень апоптоза оценивали через 48 ч. pW – значимость различий 

эффекта дексаметазон-модифицированных ДК по сравнению с контрольными ДК по W-

критерию Вилкоксона для парных выборок. 
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исследовали способность ДКдекс подавлять пролиферативный ответ Т-клеток в 

ауто-СКЛ, индуцированной контрольными ДК (рисунок 3.4.1). 
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Рисунок 3.4.1. Супрессорный эффект ДКдекс на пролиферацию Т-клеток в ауто-СКЛ. 

Ауто-СКЛ индуцировали путем культивирования контрДК больных РА (n=6) с аутологичными 

МНК в соотношении 1:10 в отсутствие и в присутствии ДКдекс, соотношение ДКконтр к 

ДКдекс 1:1. Данные представлены в виде медиан, интерквартильных диапазонов, диапазонов 

минимальных и максимальных значений. * pW <0,05 по W-критерию Вилкоксона для парных 

выборок. 

 

Действительно, интенсивность пролиферативного ответа в ауто-СКЛ, 

индуцированного контрДК, при добавлении дексаметазон-модифицированных ДК 

значимо снижалась, в среднем на 30 % (25-40; pW = 0,028; n=6).  

Чтобы выяснить, связан ли супрессорный эффект ДКдекс с индукцией Трег, 

исследовали содержание CD4
+
CD25

+
Foxp3

+ 
Трег и IL-10-продуцирующих Т-

лимфоцитов (Tr1) в ауто-СКЛ (таблица 3.4.5). Относительное количество 

CD4
+
CD25

+
Foxp3

+ 
Трег в культурах, стимулированных контрДК и ДКдекс, было 

значимо выше, чем среди интактных МНК, однако между собой значимо не 

различались. 
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Стимуляция МНК ДКдекс также сопровождалась значимым возрастанием 

доли CD4
+
IL10

+
 Т-клеток. Однако в этом случае относительное содержание 

CD4
+
IL10

+ 
Тr1 было значимо выше, чем при стимуляции контрольными ДК. 

Таким образом, супрессорная активность ДКдекс в ауто-СКЛ была сопряжена с 

индукцией IL-10-продуцирующих СD4
+
 Т-клеток. 

Чтобы убедиться, что дексаметазон-модифицированные ДК больных РА 

способны ингибировать антигeнспецифический ответ, также исследовали влияние 

ДКдекс на PPD-специфический пролиферативный ответ в культурах 

аутологичных Т-лимфоцитов. 

 

 

Таблица 3.4.5 - Влияние ДКдекc больных РА на содержание регуляторных 

Т-клеток в ауто-СКЛ 

 Показатель 
CD4

+
CD25

+
Foxp3

+ 
Tрег (n=9) CD4

+
IL10

+ 
Tr1 (n=8) 

% клеток pW % клеток pW 

МНК (1) 

 
0,9 (0,7-1,1) 

P1-2 = 0,007 

P1-3 = 0,02 

P2-3 = 0,21 

4,0 (2,5-7,0) 

P1-2= 0,176 

P1-3= 0,013 

P2-3= 0,012 

МНК +  

контрДК (2) 

 

1,7 (1,3-2,6) 6,5 (4,8-7,0) 

МНК +  

ДКдекс (3) 

 

1,3 ( 1,2-2,0) 8,5 (6,0-9б) 

Примечания: ИФН-ДК больных РА, генерированные в отсутствие (контрДК) или 

присутствии дексаметазона (ДКдекс), культивировали с аутологичными МНК в 

соотношении 1:10. Относительное содержание CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 и CD4

+
IL10

+
 Т-клеток 

оценивали на 5 сут. pW – значимость различий между показателями по W-критерию 

Вилкоксона для парных выборок. 
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Рисунок 3.4.2 Влияние ИФН-ДКдекс больных РА (n=6) на PPD-специфический 

пролиферативный ответ. (А) Неприлипающую фракцию аутологичных МНК больных 

культивировали с контрольными ДК (МНК+контрДК), PPD-нагруженными контрольными ДК 

(+PPD), или  дексаметазон-модифицированными ДК, нагруженными PPD (+PPD). (Б) 

Неприлипающую фракцию аутологичных МНК, стимулированных PPD-нагруженными 

контрольными ДК, культивировали в отсутствие или в присутствии нагруженных PPD ДКдекс 

(+PPD). *pW <0,05. 

 

Как видно, (рис. 3.4.2 А) пролиферация аутологичных Т-клеток, 

стимулированных PPD-нагруженными контрольными ДК, 2-кратно превышала 

таковую в культурах, стимулированных не нагруженными антигеном ДК, что 

свидетельствовало об индукции PPD-специфического ответа. В то же время в 

присутствии ДКдекс, нагруженных PPD, ответ значимо снижался (с медианой 

супрессии 46 (36—55) %). Аналогичный эффект наблюдался при добавлении 

PPD-нагруженных ДКдекс в культуры Т-клеток, стимулированных PPD-

нагруженными контрольными ДК (рис. 3.4.2 Б). Супрессорный эффект в этом 

случае составлял 35 (16—46) %.  

Полученные в настоящем разделе результаты свидетельствуют, что 

дексаметазон-модифицированные ДК, генерируемые у больных РА из моноцитов 

в присутствии IFN-α, обладают толерогенным эффектом в культурах 

аутологичных Т-лимфоцитов и индуцируют состояние гипореактивности Т-

клеток в ауто-СКЛ. Гипореактивность Т-клеток ассоциирована с блокированием 

клеточного цикла в популяции CD4
+
 Т-лимфоцитов и угнетением продукции Th1 

(IFNγ), Th17 (IL-17) и Th2 (IL-13 и IL-4) цитокинов, что свидетельствует об 
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индукции анергии CD4
+
 Т-клеток. При этом более выраженное ингибирование 

синтеза IFNγ и IL-17 указывает на большую подверженность анергии Th1 и Th17 

клеток. Снижение пролиферативного ответа в ауто-СКЛ ассоциировано также с 

усилением апоптоза Т-лимфоцитов. Кроме того, ДКдекс больных РА обладают 

супрессорным эффектом, в частности, подавляют пролиферацию аутологичных Т-

клеток, стимулированных контрольными ДК. Данный эффект сопряжен с 

возрастанием в ауто-СКЛ доли CD4
+
 Т-клеток, секретирующих IL-10, и 

свидетельствует о способности ДКдекс индуцировать конверсию CD4
+
 Т-

лимфоцитов в Tr1 регуляторные клетки.  



89 

 

Глава 3.5. Исследование влияния пульс-терапии глюкортикоидами на 

фенотип и функции интерферон-α-индуцированных дендритных клеток и 

структуру циркулирующих моноцитов у больных ревматоидным артритом 

Полученные в предыдущей главе данные о сохранной чувствительности 

ИФН-ДК больных РА к действию дексаметазона in vitro и способности ИФН-ДК 

больных подавлять функции аутологичных Т-клеток свидетельствуют о том, что 

IFN-α-индуцированная дифференцировка моноцитов в ДК может являться новой 

мишенью действия глюкокортикоидов в опосредовании их 

противовоспалительного эффекта у больных РА. Действительно, ДК играют 

важную роль в патогенезе РА, поддерживая воспалительный процесс за счет 

презентации хрящевых гликопротеинов, продукции провоспалительных 

цитокинов и активации Th1 и Th17 ответа. При воспалительных процессах 

существенным источником ДК становятся моноциты, причем мощным фактором 

их дифференцировки и поддержания активированного статуса при аутоиммунной 

патологии является IFN-α [15, 57], что создает предпосылки для активной 

генерации ИФН-ДК у больных РА.  

Ингибирующий эффект высоких доз глюкокортикоидов на ДК in vivo 

продемонстрирован при некоторых аутоиммунных заболеваниях в отношении 

циркулирующих ДК [183], однако данные о влиянии пульс-терапии 

метилпреднизолоном на свойства ИФН-ДК у больных РА отсутствуют. Поэтому 

следующий раздел был посвящен изучению влияния пульс-терапии 

метилпреднизолоном на ИФН-ДК пациентов РА. Для этого использовали два 

подхода. В первом случае проводили сравнительное исследование ИФН-ДК у 

больных, оппозитных по пульс-терапии метилпреднизолоном, проведенной в 

предшествующие сроки (давностью с момента завершения не более 3 дней). Во 

втором случае оценивали изменение свойств ИФН-ДК до и после проведения 

пульс-терапии глюкокортикоидами у одних и тех же пациентов.  
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В рамках первого подхода исследовали фенотипические и функциональные 

свойства ДК в группах больных РА, получающих болезнь-модифицирующие 

препараты (группа 1), либо болезнь-модифицирующие препараты в комбинации с 

пульс-терапией высокими дозами глюкокортикоидов (группа 2). Данные, 

характеризующие пациентов исследуемых групп, представлены в таблице 3.5.1.  

 

Таблица 3.5.1 - Клиническая характеристика пациентов 

Параметр Группы пациентов Значимость 

различий* РА1 (БМП) РА2 (БМП/ ГК) 

Пол (М/Ж) 6/13 8/12 pТМФ=0.41 

Возраст, Me (LQ-UQ) 58 (48-64) 60 (44-64) pU=0.7 

Длительность заболевания, 

мес; Me (LQ-UQ) 

71 (26-160) 76 (21-132) pU=0.9 

DAS 28, Me (LQ-UQ) 

Умеренная активность  

(DAS 28), % 

Высокая активность   

(DAS 28), % 

6 (5,4-6,2) 

84 

 

16 

5,8 (5,2-6,6) 

75 

 

25 

pU=0.9 

 

pχ2=0,11 

Наличие ревматоидного 

фактора, %  

100 100 __ 

Примечания: БМП – антиревматические болезнь-модифицирующие препараты, ГК -

глюкокортикоиды в режиме пульс-терапии. *Статистическая значимость различий по 

точному методу Фишера (pТМФ), U-критерию Манна-Уитни (pU), критерию хи-квадрат (pχ2). 

 

Пациенты первой группы (РА1) включали 19 человек и получали терапию 

противоревматическими БМП в стандартных терапевтических дозах: 9 пациентов 

- метотрексат (15-25 мг/нед), 4 – лефлуномид (20 мг/сут), 1 – сульфасалазин (2,0 

/сут), 5 чел - комбинацию азатиоприна/сульфасалазина с метотрексатом. Девять 

больных этой группы в связи с высокой активностью заболевания наряду с 
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метотрексатом, азатиоприном или их комбинацией получали также 

глюкокортикоидную терапию per os в дозе 10-20 мг/сутки.  

Во второй группе (РА2), составившей 20 человек, 11 человек получали 

метотрексат (20 мг/нед). Шесть больных находились на терапии лефлуномидом 

(20 мг/сут), 3-сульфасалазином (2,0/сут). В связи с высокой активностью 

заболевания 17 пациентам была проведена пульс-терапия метилпреднизолоном – 

внутривенно, 500 мг, №3. 
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Рисунок 3.5.1. Сравнительная характеристика поверхностных маркеров ИФН-ДК больных РА 

(РА1 n=11, РА2 n=13) и здоровых доноров (n=20). % -относительное содержание клеток, pU -– 

значимость различий между показателями по U-критерию Манна-Уитни.  

 

Анализ поверхностных маркеров (рисунок 3.5.1 и 3.5.2) показал, что ДК 

больных первой группы (ДК-РА1), получающие БМП, отличались от ДК доноров 

признаками меньшей зрелости: возрастанием относительного содержания СD14
+
 

и СD14
+
CD83

-
 клеток, а также плотности экспрессии СD14, и меньшим 

содержанием зрелых ДК (CD14
-
CD83

+
). ДК пациентов второй группы (ДК-РА2), 

получавших пульс терапию кортикостероидами, также характеризовались 
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повышенным содержанием и плотностью экспрессии CD14 и снижением доли 

CD14
-
CD83

+
. Однако в этой группе также отмечалось значимое возрастание 

популяции ДК, одновременно экспрессирующих CD14 и CD83 (СD14
+
CD83

+
), и 

плотности экспрессии ко-ингибиторной молекулы PD-L1 (как по сравнению с ДК 

доноров, так ДК-РА1). 
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Рисунок 3.5.2. Уровень экспрессии поверхностных маркеров ИФН-ДК здоровых 

доноров (n=20) и больных РА (РА1 n=11, РА2 n=13). MFI-средняя интенсивность 

флюорисценции, pU – значимость различий между показателями по U-критерию Манна-Уитни.  

 

Кроме того, по сравнению с ДК-РА1, ДК-РА2 отличались (на уровне тренда) 

меньшим содержанием ДК, экспрессирующих ко-стимуляторную молекулу CD86, 

и большей долей ДК, несущих TLR2, опосредующий толерогенные сигналы. 

Оценка продукции цитокинов (TNFα, IL-10 и IL-6) в супернатантах ИФН-

ДК больных сравниваемых групп показала, что ДК-РА1 продуцировали схожие 

уровни TNFα, IL-6 и IL-10 и не отличались соотношением TNFα/IL-10 от ДК 

доноров (таблица 3.5.2). В то же время, ДК-РА2 в сравнении с ДК доноров 

продуцировали более высокие уровни IL-6 (pU=0,01). При этом концентрация IL-

6 превышала таковую в культурах ДК-РА1. Следует отметить, что выход ДК у 
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больных 1-й и 2-й группы значимо не различался (0,10 × 10
6
/ 1 млн МНК и 0,12 × 

10
6
/ 1 млн МНК, соответственно; p=0.5) и соответствовал таковому для ДК 

доноров (0,08 × 10
6
/1 млн МНК). Поэтому выявленные различия были 

обусловлены уровнем продукции цитокина, а не количеством цитокин-

продуцирующих клеток.  

 

Таблица 3.5.2 - Продукция цитокинов ИФН-ДК здоровых доноров и больных 

РА 

Цитокин 

(пг/мл) 

ДК-РА1(1) 

(n=5) 

ДК-РА2 (2) 

(n=8) 

pU 

(1-2) 

ДК-доноров 

(3) (n=9) 

pU  

(1-3) 

pU  

(2-3) 

TNFα 3780 

(850-4230) 

5275 

(2490-5995) 

0,24 3570 

(1110-3960) 

0,84 0,09 

IL-10 1902 

(756-3186) 

1992 

(1818-3174) 

0,85 1834 

(666-2224) 

0,52 0,37 

IL-6 16960 

(14680-22180) 

23970 

(22800-

24780) 

0,017 19580 

(18480-20960) 

0,4 0,01 

TNF α / 

IL-10 

1,5 

(0,85-5,49) 

1,96 

(1,75-3,25) 

0,2 1,7 

(0,2-2,8) 

0,63 0,4 

Примечание: представлены концентрации отдельных цитокинов в 5-суточных супернатантах 

ДК, полученных от 5 пациентов группы 1 (1), 8 пациентов группы 2 (2) и 9 здоровых доноров 

(3). pU – значимость различий между показателями по U-критерию Манна-Уитни.  

 

Сравнение пролиферативной активности МНК и индексов стимуляции в 

алло-СКЛ, индуцированной ДК-РА1 и доноров (рисунок 3.5.3), не выявило 

различий в аллостимуляторной активности ДК. В то же время ДК-РА2 отличались 

как от ДК доноров, так и от ДК-РА1 существенно более низкой 

аллостимуляторной активностью как на уровне интенсивности пролиферации в 
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СКЛ, так и ИВ ДК, что могло быть обусловлено большим содержанием TLR2
+
 

клеток в популяции ДК-РА2.  

 

Рисунок 3.5.3. Аллостимуляторная активность ИФН-ДК здоровых доноров (n=20) и 

больных РА (РА1 n=11, РА2 n=13). По левой оси представлены данные пролиферации 

(имп/мин) аллогенных МНК в присутствии ИФН-ДК здоровых доноров и больных РА. По 

правой оси представлены индексы влияния (расч.ед) ИФН-ДК в алло-СКЛ. p – значимость 

различий между показателями по U-критерию Манна-Уитни. 

 

В завершении, была исследована чувствительность ДК у больных 

сравниваемых групп к действию дексаметазона in vitro. Как видно (таблица 3.5.3), 

одним из проявлений толерогенного эффекта дексаметазона в отношении ИФН-

ДК доноров является значимое подавление продукции TNFα, приводящее к 

уменьшению индекса соотношения TNFα /IL-10, а также угнетение 

аллостимуляторной активности ДК. 
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Таблица 3.5.3 - Чувствительность ДК пациентов 1-й и 2-й группы к 

толерогенному действию дексаметазона 

Пара 

метр 

Контр 

ДК-РА1 

(1) 

ДКдекс 

РА1 (2) 

Контр-

ДК-РА2 

(3) 

ДКдекс 

РА2 

(4) 

Контр-ДК-

дон 

(5) 

ДКдекс 

дон  

(6) 

Продукция цитокинов 

TNFα 

(пг/мл) 

3780 

(850-

4230) 

510 

(250-900) 

5275 

(2490-

5995) 

970 

(165-

24550) 

3660 

(1495-

4365) 

510 

(230-2110) 

 p(1-2) = 0,007; n=5 p(3-4) = 0,013; n=8 p (5-6)= 0,049; n=9 

% суп-

рессии*  

71 (42-79) 75 (48-83) 50 (0-83) 

IL-10  

(пг/мл) 

1902 

(756-

3186) 

2036 

(1132-

2640) 

1992 

(1836-

3174) 

1808 

(1596-

2724) 

1834 

(666-2224) 

1020 

(750-1538) 

 p(1-2) = 0,61; n=5 p(3-4) = 0,44; n=7 p(5-6) = 0,18; n=8 

% суп-

рессии* 

11 (0-18) 14 (1-39) 26 (15-34) 

индекс 

TNFα 

/IL-10 

1,5 

(0,85-

5,5) 

0,72 

(0,75-1,2) 

1,96 

(1,75-3,3) 

0,59 

(0,17-1,1) 

2,14 

(1,1-5,5) 

0,41 

(0,22-2,8) 

 p(1-2) =0,13; n=5 p(3-4) =0,04; n=7 p (5-6) =0,023; n=8 

Ответ в СКЛ      

имп/ 

мин 

7975 

(3697-

13445) 

4110  

(1758-

6064) 

2526  

(1058-

6323) 

1552  

(503-

2800) 

10528 

(5489-

16006) 

4540 

(1954-

6885) 

 p (1-2) = 0,0013; 

n=18 

p (3-4) = 0,002; n=18 p (5-6) =0,00048; n=21 

% суп-

рессии
#
 

51 (33-72) 57 (23-75) 

 

64 (54-70) 

Примечания: продукцию цитокинов и аллостимуляторную активность оценивали для ДК, 

полученных от пациентов группы 1 (ДК-РА1), группы 2 (ДК-РА2) и здоровых доноров (ДК-

дон). Для каждой группы сравнивали активность интактных ДК (контрДК) и ДК, 

генерированных в присутствии дексаметазона (ДКдекс). *Супрессорный эффект 

дексаметазона на продукцию цитокинов (% супрессии) рассчитывали по формуле (1 - 

продукция цитокинов в культурах ДКдекс/в культурах контрДК) × 100%. 
#
Супрессорный 

эффект дексаметазона на аллостимуляторную активность ДК (% супрессии) рассчитывали по 

формуле (1- ответ в СКЛ, индуцированный ДКдекс / ответ в СКЛ, индуцированный контрДК) 

× 100%. p – значимость различий между показателями по критерию знаков. 
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Присутствие дексаметазона в культурах ДК больных РА также оказывало 

выраженный ингибирующий эффект на продукцию TNFα. Медианные значения 

супрессорной активности дексаметазона в отношении продукции TNFα ДК-РА1 и 

ДК-РА2 составляли соответственно 71 (42-79) и 75 (48-83) %. При этом, учитывая 

отсутствие супрессорного эффекта дексаметазона на продукцию IL-10, ДКдекс 

пациентов обеих групп характеризовались выраженным снижением индекса 

соотношения TNFα и IL-10 в сторону преобладания последнего. Несмотря на 

более низкую исходную аллостимуляторную активность ДК-РА2, эти клетки 

сохраняли чувствительность к ингибирующему действию дексаметазона. Так, 

медианные значения супрессии аллостимуляторной активности ДК-РА1 и ДК-

РА2 составили 51 и 57 %.  

Второй подход к оценке толерогенного эффекта высоких доз 

глюкокортикоидов на ДК in vivo основывался на сравнительном исследовании 

свойств ИФН-ДК, полученных от больных РА до и после проведения пульс-

терапии метилпреднизолоном (МП). Учитывая, что ответ в СКЛ определяется не 

только свойствами ДК, но и состоянием отвечающих Т-клеток, функции которых 

на фоне терапии глюкокортикоидами могут быть существенно изменены, 

стимуляторную активность ИФН-ДК в динамике пульс-терапии исследовали в 

алло-СКЛ с использованием в качестве отвечающих клеток функционально 

полноценных МНК здоровых доноров. Чтобы исключить вклад различий по 

аллоантигенам, аллостимуляторную активность ДК каждого пациента, 

сгенерированных накануне (за 1-3 дня до начала терапии) и после пульс-терапии 

МП (через 3-5 дней), тестировали в культурах МНК одного и того же донора. 

Видно (рисунок 3.5.4), что после пульс-терапии генерируемые ИФН-ДК обладали 

меньшей аллостимуляторной активностью. Так, медианные значения 

пролиферации и индексов влияния ДК, полученных после пульс-терапии МП, 

были в 2 раза ниже по сравнению с таковыми до терапии (рU =0,04 и рU =0,0006, 

соответственно). При анализе индивидуальных данных снижение 

аллостимуляторной активности ДК выявлялось у большинства (8/10) пациентов. 
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При этом ИФН-ДК, полученные после пульс-терапии, сохраняли 

чувствительность к ингибирующему действию дексаметазона in vitro. Причем 

супрессорный эффект дексаметазона на аллостимуляторную активность ДК, 

генерируемых после пульс-терапии, был выше, чем до терапии МП: 69 % (54–78 

%) против 48 % (31–55 %); рU=0,026.  

 

 

 

Рисунок 3.5.4. Влияние пульс-терапии МП на стимуляторную активность ИФН-ДК больных РА 

(n=10) в алло-СКЛ и их чувствительность к действию дексаметазона in vitro. Представлены 

данные пролиферативного ответа Т-клеток (по левой оси ординат) и индексы влияния ИФН-ДК 

в алло-СКЛ (по правой оси ординат) до и после пульс-терапии метилпреднизолоном («Доп/т» и 

«Послеп/т»). Значимость различий между МНК + контрДК и МНК + ДКдекс оценивали по W-

критерию Вилкоксона для парных выборок, значимость различий в культурах клеток до и после 

пульс-терапии – по U-критерию Манна-Уитни. 

Исследование влияния пульс терапии МП на стимуляторную активность ДК 

больных РА в ауто-СКЛ (рисунок 3.5.5) выявило аналогичные закономерности. 

После пульс-терапии МП эффективность ИФН-ДК больных стимуляции 

пролиферативной активности аутологичных Т-клеток снижалась. В этом случае, 

однако, толерогенный эффект терапии МП на ДК в ауто-СКЛ проявлялся в виде 
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выраженного тренда (рU=0,09) и при анализе индивидуальных данных 

регистрировался у 6 из 10 пациентов. Данный факт был, по-видимому, связан с 

выраженной гетерогенностью больных РА по уровню ответа в ауто-СКЛ после 

пульс-терапии, что могло объясняться различной выраженностью супрессивного 

эффекта МП на Т-клетки, используемые впоследствии в ауто-СКЛ. Важно также 

отметить, что ИФН-ДК, генерированные после пульс-терапии МП, сохраняли 

чувствительность к ингибирующему действию дексаметазона in vitro, причем 

ИФН-ДКдекс были практически лишены способности стимулировать 

пролиферацию аутологичных Т клеток.  

 

Рисунок 3.5.5. Влияние пульс-терапии метилпреднизолоном на стимуляторную активность 

ИФН-ДК больных РА (n=10) в ауто-СКЛ и их чувствительность к действию дексаметазона in 

vitro. Представлены данные пролиферации Т-клеток (имп/мин) в ауто-СКЛ у больных РА 

(n=10) до и после пульс-терапии метилпреднизолоном («Доп/т» и «Послеп/т»).  

Следует отметить, что ИФН-ДК больных генерировали из моноцитов в 

присутствие FCS (в качестве ростовых факторов). Поэтому снижение 

стимуляторной активности ДК не могло объясняться изменениями в содержании 

сывороточных цитокинов под действием глюкокортикоидов и было, по-

видимому, связано с изменением свойств самих моноцитов. Известно, что 

глюкокортикоиды влияют как на субпопуляционный состав, так и на функции 

моноцитов, что может сказываться на свойствах генерируемых ДК [48]. 
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Действительно, оценка относительного содержания классических (СD14
++

CD16
-
), 

промежуточных (СD14
++

CD16
+
) и альтернативных (СD14

+
CD16

++
) моноцитов 

здоровых доноров (n=18) и больных РА (n=15), находящихся на терапии БМП 

(таблица 3.5.4), выявила снижение относительного содержания СD14
++

CD16
-

клеток у больных (Ме 78 против 90%; рU=0,02) и увеличение доли СD14
++

CD16
+
 

(Ме 4,0 против 2,0 %; рU=0,034) и СD14
+
CD16

++
 моноцитов (Ме 5,0 против 1,5 %; 

рU=0,02). После окончания пульс-терапии относительное содержание 

СD14
++

CD16
-
 клеток возрастало, а доля СD14

+
CD16

++
 моноцитов снижалась, и 

пациенты РА уже значимо не отличались по этим показателям от здоровых 

доноров. 

 

Таблица 3.5.4 - Влияние пульс-терапии метилпреднизолоном на 

субпопуляционный состав циркулирующих моноцитов у больных РА 

Группы Субпопуляции моноцитов (%) 

СD14
++

CD16
-
 СD14

++
CD16

+
 СD14

+
CD16

++
 

Доноры (1) 90 (86-94) 2 (2-6) 1,5 (1-2) 

Больные РА до пульс-

терапии МП (2) 

78 (74-91) 4 (3-5) 5 (2-7) 

Больные РА после 

пульс-терапии МП (3) 

89 (89-90) 4 (2-4) 1,0 (1,0-6,0) 

Р (1-2) 0,02 0,034 0,02 

Р (2-3) 0,23 0,33 0,34 

Примечание: представлено относительное содержание субпопуляций моноцитов в крови 

здоровых доноров (n=18) и пациентов РА (n=15) до и после пульс-терапии МП. P – 

значимость различий в культурах клеток до и после пульс-терапии по U-критерию Манна-

Уитни. 

 

Таким образом, уменьшение содержания СD14
+
CD16

++
 клеток в популяции 

моноцитов на фоне пульс-терапии МП ассоциировалось со снижением 
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эффективности генерируемых ИФН-ДК стимулировать пролиферацию 

аллогенных Т-клеток. Учитывая, что генерируемые из классических и 

альтернативных моноцитов ДК различаются по своим функциям, можно полагать, 

что альтернативные моноциты, будучи более зрелыми, дают начало ДК с более 

высокой аллостимуляторной активностью, тогда как генерируемые из 

классических моноцитов ДК проявляют меньшую стимуляторную активность. В 

этом случае элиминация СD14
+
CD16

++ 
клеток будет способствовать генерации ДК 

с меньшей способностью стимулировать пролиферацию Т-клеток. 

Кроме того, нельзя исключить, что генерируемые из СD14
+
CD16

++
 клеток 

ИФН-ДК, наряду с более высокой аллостимуляторной активностью обладают и 

большей чувствительностью к действию глюкокортикоидов. Чтобы проверить 

последнее предположение, у больных РА была проанализирована корреляционная 

взаимосвязь между количеством СD14
+
CD16

++
 клеток в популяции 

циркулирующих моноцитов и стимуляторной активностью дексаметазон-

модифицированных ИФН-ДК в ауто-СКЛ. Чтобы исключить эффект 

глюкокортикоидов на отвечающие Т-клетки, в корреляционный анализ были 

включены показатели, оцениваемые у больных до начала пульс-терапии МП. 

Полученные результаты продемонстрировали наличие обратной взаимосвязи 

между относительным содержанием альтернативных моноцитов и способностью 

ИФН-ДКдекс стимулировать пролиферацию аутологичных Т-клеток в ауто-СКЛ 

(RS= -0,63; p=0,04, n=10). Таким образом, более высокое содержание 

СD14
+
CD16

++
 клеток в популяции моноцитов детерминировало более низкую 

способность генерируемых в присутствии дексаметазона ИФН-ДКдекс 

стимулировать пролиферацию аутологичных Т-клеток.  

Таким образом, эффект пульс-терапии МП связан не только со 

способностью глюкокортикоидов ингибировать созревание ИФН-ДК и 

индуцировать их толерогенный фенотип на этапе дифференцировки моноцитов в 

ИФН-ДК, но и с влиянием на субпопуляционный состав циркулирующих 

моноцитов, являющихся предшественниками ДК. При этом важную роль в 



101 

 

опосредовании эффектов глюкокортикоидов in vivo и in vitro играют 

СD14
+
CD16

++
 моноциты, которые ассоциированы с генерацией ИФН-ДК, 

обладающих более выраженной стимуляторной активностью, и обратно 

коррелирующих с аллостимуляторной активностью дексаметазон-

модифицированных ИФН-ДК in vitro, детерминируя чувствительность к 

толерогенному действию дексаметазона.  

 

В целом результаты данного раздела свидетельствуют, что генерируемые из 

моноцитов ИФН-ДК у больных РА различаются не только по сравнению с ДК 

доноров, но и в зависимости от типа проводимой терапии. Общей особенностью 

ДК в группах, получающих терапию болезнь-модифицирующими препаратами 

(группа РА1) и болезнь-модифицирующими препаратами в комбинации с 

высокими дозами глюкокортикоидов (группа РА2) являются признаки незрелости 

ДК (усиление экспрессии CD14 и снижение доли зрелых CD14
-
CD83

+
). При этом 

ДК-РА2 имеют ряд дополнительных отличий и характеризуются значимо 

повышенным (по сравнению с ДК доноров) содержанием промежуточных по 

степени зрелости СD14
+
CD83

+
 клеток, более высокой (в сравнении с ДК-доноров 

и ДК-РА1) экспрессией ко-ингибиторной молекулы PD-L1, а также тенденцией к 

более низкой экспрессии CD86 и более высокому содержанию TLR2
+
 ДК, т.е. 

более выраженном «толерогенным» фенотипом, что подтверждается их 

функциональными особенностями в виде более высокой продукции IL-6 и 2-

кратно меньшей эффективностью в стимуляции пролиферативного ответа Т-

клеток в культурах аллогенных МНК. Несмотря на выявленные различия ДК-РА1 

и ДК-РА2, оба типа ДК сохраняют in vitro чувствительность к действию 

дексаметазона, обработка которым приводит к значительному угнетению 

продукции TNFα и снижению аллостимуляторной активности ДК. При этом ДК-

РА2 практически теряют способность стимулировать пролиферацию Т-клеток, 

что обосновывает целесообразность получения толерогенных ДК после пульс-

терапии глюкокортикоидами.  
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Выявленные изменения свойств ИФН-ДК у больных РА, особенно в группе 

пациентов РА2, которые получали пульс-терапию метилпреднизолоном, 

отражают эффект глюкокортикоидов in vivo. Другим подтверждением 

вовлеченности ДК в опосредовании противовоспалительного эффекта 

глюкокортикоидов при РА является продемонстрированное снижение 

аллостимуляторной активности ИФН-ДК в динамике после пульс-терапии 

метилпреднизолоном. Показано, что терапия высокими дозами глюкокортикоидов 

сопровождается значимым снижением аллостимуляторной активности ИФН-ДК и 

выраженным трендом к снижению способности ДК стимулировать пролиферацию 

аутологичных Т-клеток. Данный эффект сопряжен со снижением в пуле 

циркулирующих моноцитов исходно повышенной субпопуляции альтернативных 

моноцитов, что позволяет рассматривать эти клетки в качестве мишени действия 

глюкокортикоидов при РА. Кроме того, более высокое содержание СD14
+
CD16

++ 

клеток в популяции моноцитов коррелирует с меньшей способностью 

дексаметазон-модифицированных ИФН-ДК стимулировать пролиферацию 

аутологичных Т-клеток, т.е. детерминирует чувствительность к толерогенному 

эффекту дексаметазона in vitro.  
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ГЛАВА 4. ОБСУЖДЕНИЕ ПОЛУЧЕННЫХ РЕЗУЛЬТАТОВ 

Настоящая работа посвящена оценке влияния глюкокортикоидов на 

дифференцировку моноцитов в ДК, индуцированную интерфероном-α, и 

характеристике толерогенного потенциала ИФН-ДК у здоровых доноров и 

больных РА. Использование толерогенных ДК для подавления аутореактивных 

клонов лимфоцитов рассматривается в качестве нового подхода к лечению 

аутоиммунных заболеваний [10, 67, 80]. Поэтому разработке протоколов 

генерации толерогенных ДК и исследованию влияния медикаментозной терапии 

на свойства ДК уделяется большое внимание. Глюкокортикоиды, как 

толерогенные стимулы, привлекают особый интерес, поскольку обладают 

выраженной иммуномодулирующей активностью, в том числе на функции ДК, и 

активно используются в современной терапии аутоиммунных заболеваний [67, 

104, 138]. Однако большинство исследований по оценке влияния 

глюкокортикоидов на ДК человека, демонстрирующие ингибирующий эффект на 

NF-kB-зависимую дифференцировку и созревание ДК, проведено в культурах ДК, 

генерируемых из моноцитов в присутствии GM-CSF и IL-4 [19, 138, 197, 210]. В 

то же время при аутоиммунной патологии дифференцировка моноцитов в ДК 

может индуцироваться интерфероном-α, и эти клетки (ИФН-ДК) существенно 

отличаются от ИЛ4-ДК по сигнальным путям активации, спектру 

экспрессируемых генов и функциям [15, 55]. 

Проведенные исследования показали, что ИФН-ДК здоровых доноров 

чувствительны к толерогенному действию дексаметазона, в присутствии которого 

приобретают фенотипические и функциональные свойства толерогенных ДК. На 

это указывает возрастание доли СD14
+
 ДК и снижение CD83

+
 ДК, 

свидетельствующее о задержке созревания ДК; уменьшение доли ДК, 

экспрессирующих ко-стимуляторные молекулы (CD86) и возрастание экспрессии 

на ДК ко-ингибиторных (PD-L1) и толерогенных (TLR2) молекул, а также 

угнетение продукции цитокинов с Th1/провоспалительной активностью (TNFα, 
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IL-1β, IL-2, IFNγ, IL-12) и хемокинов (MIP-1α, RANTES), снижение 

аллостимуляторной и Th1-стимуляторной активности и смещение баланса в 

сторону доминирования Th2-стимулирующей активности ИФН-ДК.  

 Согласно данным литературы, «толерогенные» свойства ИЛ4-ДК 

связывают с менее зрелым фенотипом, сниженной экспрессией ко-стимуляторных 

молекул, угнетением продукции провоспалительных (TNFα, IL-1β) и Th1 (IL-12) 

цитокинов и повышенной продукцией IL-10 [138, 149, 208]. Модифицированные 

дексаметазоном ИЛ4-ДК отличаются также от контрольных ИЛ4-ДК низкой 

аллостимуляторной активностью, что обусловлено повышенной экспрессией PD-

L1 и продукцией IL-10, не способны активировать Th1 ответ, индуцируют 

анергию наивных Т-клеток и Т-клеток памяти и генерацию регуляторных Тr1-

клеток [87, 210]. Таким образом, по многим параметрам ИФН-ДК и ИЛ4-ДК, 

генерируемые в присутствии дексаметазона, обладают сходными свойствами. Тем 

не менее, чтобы сравнить толерогенный потенциал дексаметазон-

модифицированных ИФН-ДК и ИЛ4-ДК, на следующем этапе было проведено 

сравнительное исследование ИФН-ДКдекс и ИЛ4-ДКдекс, полученных от одних и 

тех же доноров и тестируемых в культурах алло-СКЛ одних и тех же доноров-

тестеров. Эти исследования позволили выявить общие и отличительные свойства 

ИФН-ДКдекс и ИЛ4-ДКдекс. Оба типа ДКдекс характеризуются снижением 

экспрессии CD83 и CD86 и возрастанием экспрессии ко-ингибиторных и 

толерогенных молекул (PD-L1 и TLR2); уменьшением продукции цитокинов с 

Th1/провоспалительной активностью, а также меньшей способностью 

стимулировать пролиферацию и продукцию Th1/провоспалительных цитокинов в 

алло-СКЛ. При этом ИФН-ДКдекс отличаются большим содержанием TLR2
+
 и 

СD14
+ 

клеток, более высокими показателями продукции IL-10 и IL-4, меньшим 

индексом соотношения TNFα/IL-10 и меньшей эффективностью стимулировать 

пролиферацию аллогенных МНК. В отличие от ИЛ4-ДКдекс, обладающих 

супрессорным эффектом на продукцию Th2 цитокинов, ИФН-ДКдекс не 

оказывают ингибирующего действия на продукцию IL-4, IL-5 и IL-13, 
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обусловливая смещение цитокинового баланса в сторону Th2 ответа. Таким 

образом, по своим толерогенным свойствам, ИФН-ДКдекс доноров не уступали, а 

по ряду параметров превосходили ИЛ-4-ДКдекс.  

Эффект дексаметазона на экспрессию ко-ингибиторных молекул в 

культурах ИЛ4-ДК описан и другими авторами [30, 159], которые 

продемонстрировали, что высокая экспрессия TLR2 на ИЛ4-ДК ассоциирована с 

высокой продукцией IL-10 и низкой секрецией TNFα и IFNγ. Это позволяет 

рассматривать TLR2 в качестве маркера толерогенной активности ДК [30]. 

Полученные нами результаты подтвердили сопряженность высокой экспрессии 

TLR2 со снижением Th1/провоспалительных цитокинов в обоих типах ДКдекс, 

однако не выявили взаимосвязи с усилением продукции IL-10 ни в культурах 

ИФН-ДКдекс, ни IL4-ДКдекс. Тем не менее, концентрация IL-10 в культурах 

ИФН-ДКдекс значимо превышала таковую в культурах IL4–ДКдекс. 

Существующие в настоящее время данные о влиянии дексаметазона на 

продукцию IL-10 противоречивы. Ряд авторов демонстрируют стимулирующий 

эффект дексаметазона на продукцию IL-10 дендритными клетками [26, 149, 210], 

тогда как по данным других глюкокортикоиды не оказывают значимого эффекта 

на секрецию IL-10 [138, 197, 208], что, возможно, обусловлено различиями в дозе 

дексаметазона, времени его внесения в культуру ДК и особенностями оценки 

продукции цитокина.  

Одним из возможных механизмов ингибирующего действия дексаметазона 

на способность ИФН-ДК стимулировать пролиферацию Т-клеток и активировать 

Th1-ответ может быть снижение продукции Th1 провоспалительных цитокинов, 

необходимых для поддержания пролиферации Т-клеток. Толерогенный потенциал 

этих клеток может быть также связан со способностью усиливать продукцию G-

CSF аллогенными МНК. Исследования G-CSF in vivo и in vitro показали, что G-

CSF способен подавлять продукцию провоспалительных цитокинов МНК 

периферической крови, индуцировать генерацию Трег, вызывать Th1/Th2 

переключение и ингибировать пролиферацию Т-клеток. Причем эффект на Т-
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лимфоциты может быть прямым или опосредоваться через моноциты и ДК [50, 

64, 120, 130, 200]. 

Следующим важным разделом явилась характеристика ИФН-ДК, 

генерируемых у больных РА, и исследование чувствительности этих клеток к 

действию дексаметазона in vitro. Эти исследования позволили впервые 

продемонстрировать изменения фенотипических и функциональных параметров 

ИФН-ДК, в частности, возрастание доли СD14
+
CD83

-
 и снижение относительного 

содержания CD14
-
CD83

+
 клеток в культурах ИФН-ДК больных РА по сравнению 

с ИФН-ДК доноров, что указывает на задержку созревания ДК. Кроме того, ИФН-

ДК больных отличались более высоким содержанием ДК, экспрессирующих ко-

ингибиторную молекулу PD-L1 и меньшей аллостимуляторной активностью, что 

свидетельствует о снижении стимуляторной активности ИФН-ДК больных и 

появлении толерогенных свойств, что возможно является результатом 

проводимой терапии. При этом обращала на себя внимание гетерогенность 

больных в отношении свойств генерируемых ИФН-ДК. Так, например, снижение 

аллостимуляторной активности ИФН-ДК, как интегрального маркера их 

функциональной активности, выявлялось у половины пациентов, тогда как в 

другой половине случаев данный показатель был сопоставим с таковым у 

доноров.  

Данные о фенотипических и функциональных свойствах ДК моноцитарного 

происхождения при РА немногочисленны и касаются исключительно ДК, 

генерируемых в присутствии IL-4. В целом, ИЛ4-ДК больных РА схожи с ИЛ4-

ДК доноров по экспрессии СD14, CD80, CD86, CD83, HLA-DR и TLR2 за 

исключением повышенной экспрессии CD32 (Fc-γIIR) на незрелых ДК [63, 206]. 

Незрелые ИЛ4-ДК больных также не отличаются от ИЛ4-ДК доноров по 

продукции провоспалительных (IL-1β, IL-6, TNFα), Th1 (IL-12, IFNγ) и Th2 (IL-

10) цитокинов. В то же время для зрелых ИЛ4-ДК больных РА характерна 

повышенная продукция провоспалительных цитокинов (IL-1β, IL-6, TNFα) и IL-

10, а также ряда хемокинов (CCL18, CCL19, CCL17). Причем стимуляция ДК 
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больных через Fc-γIIR подавляет продукцию IL-6 и TNFα, что свидетельствует о 

преобладающей экспрессии Fc-γIIRb (но не Fc-γIIRa), который обеспечивает 

негативный сигналинг в отношении продукции провоспалительных цитокинов 

[143, 206]. Показано также, что более высокий уровень продукции IL-6/IL-23 ДК 

больных обусловливает их повышенную способность индуцировать Th17 [47]. 

Полученные нами результаты несколько расходятся с данными литературы о 

фенотипической схожести зрелых ИЛ4-ДК у больных РА и доноров, что может 

быть обусловлено различиями ДК, генерированных в присутствие IFN-α и IL-4, 

по степени зрелости и ряду функциональных свойств [90]. C другой стороны, 

полученные в настоящей работе данные о схожей продукции цитокинов ИФН-ДК 

больных РА и доноров согласуются с данными литературы [143] в отношении 

незрелых IL4-ДК. 

 Еще одним существенным фактом является выявленная чувствительность 

ИФН-ДК больных РА к толерогенному действию дексаметазона, добавление 

которого в культуры ИФН-ДК больных ингибирует экспрессию CD83 и – в виде 

тренда – СD86, значимо подавляет продукцию ДК TNFα и в виде тенденции - IL-

6, снижает аллостмуляторную активность и способность ИФН-ДК индуцировать 

Т-клетки к продукции Th1 цитокинов, смещая баланс в сторону Th2-

стимулирующей активности. Эти данные обосновывают возможность генерации 

толерогенных ИФН-ДК у больных РА. При этом так же, как и в культурах ИФН-

ДК доноров, дексаметазон в культурах ИФН-ДК больных РА нe оказывал 

значимого ингибирующего влияния на продукцию IL-10. Следует отметить, что 

повторная стимуляция ИФН-ДКдекс больных LPS не ослабляла толерогенный 

потенциал этих клеток, что согласовалось с данными о стабильности 

дексаметазон-модифицированных ИЛ4-ДК [63]. Также важно подчеркнуть, что 

снижение аллостимуляторной активности (как проявление толерогенных свойств 

ИФН-ДКдекс) находилось в обратной взаимосвязи с долей TLR2
+ 

ДК.  

Garcia-Gonzalez P.A. с соавт., используя 5-дневный прокол генерации ИЛ4-ДК 

в присутствии дексаметазона и активации ДК в последние 24 часа монофосфорил 
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липидом А, показали возможность получения тДК у больных РА [52]. 

Генерируемые ДК характеризовались сниженной экспрессией ко-стимуляторных 

молекул, высоким соотношением продуцируемых IL-10/IL-12, а также 

индуцировали гипореактивность Т-клеток, отвечающих в ауто-СКЛ и 

распознающих синовиальные антигены, хотя снижение пролиферативного ответа 

в ауто-СКЛ не было статистически значимым. Hilkens C.M. и Isaacs J.D. 

продемонстрировали возможность получения тДК у больных РА при 

использовании 7-дневного протокола генерации IL4-ДК. Дексаметазон-

индуцированные тДК больных были сравнимы с тДК здоровых доноров, 

характеризовались сниженной экспрессией ко-стимуляторных молекул и 

продукцией провоспалительных цитокинов, низкой способностью стимулировать 

антигенспецифический ответ аутологичных Т-клеток и наличием супрессорной 

активности [68]. Дексаметазон-модифицированные ДК больных по данным этих 

авторов были стабильны и не теряли толерогенного потенциала при повторной 

активации провоспалительными стимулами. При этом экспрессия TLR2 

позиционировалась в качестве оптимального маркера толерогенных ДК при 

оценке качества дексаметазон-индуцированных ИЛ4-ДК [52, 63]. В этом плане 

экспрессия TLR2 в качестве маркера толерогенности была характерна как для 

ИЛ4-ДКдекс, так и ИФН-ДКдекс, тогда как низкая доля CD83
+
 ДК в качестве 

маркера толерогенности была в большей степени свойственна ИФН-ДКдекс. 

Одним из разделов работы явилось исследование влияния ИФН-ДКдекс 

больных на аутологичные Т-клетки. Полученные результаты показали, что 

дексаметазон-модифицированные ИФН-ДК пациентов индуцируют состояние 

гипореактивности Т-лимфоцитов в ауто-СКЛ. Низкий пролиферативный ответ в 

присутствии ИФН-ДКдекс ассоциировался с блокированием клеточного цикла 

CD4
+
 Т-лимфоцитов и угнетением продукции Th1 (IFNγ), Th17 (IL-17) и Th2 (IL-

13, IL-4) цитокинов, что свидетельствует об индукции анергии CD4
+
 Т-клеток. 

При этом более выраженная ингибиция синтеза IFNγ и IL-17 указывает на 

большую подверженность анергии Th1 и Th17 клеток. Снижение 
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пролиферативного ответа в ауто-СКЛ ассоциировалось также с усилением 

апоптоза Т-лимфоцитов. Кроме того, ДКдекс больных РА обладали супрессорным 

эффектом, в частности, подавляли пролиферацию аутологичных Т-клеток, 

стимулированных интактными (контрольными) ДК. Данный эффект был 

сопряжен с возрастанием в ауто-СКЛ доли CD4
+
 Т-клеток, секретирующих IL-10, 

и свидетельствовал о способности ДКдекс индуцировать конверсию CD4
+
 Т-

лимфоцитов в регуляторные Т-клетки (Tr1). В то же время важно отметить, что 

дексаметазон-модифицированные ИЛ4-ДК не оказывали значимого 

ингибирующего эффекта в ауто-СКЛ [68]. 

Ауто-СКЛ является хорошо известной витральной моделью, отражающей 

пролиферацию Т-лимфоцитов в ответ на стимуляцию аутологичными не Т-

клетками, среди которых наиболее эффективными стимуляторами являются ДК 

[86, 199]. Хотя доминирующей субпопуляцией отвечающих клеток считаются 

CD4
+
CD45RA

+
 T-лимфоциты [82], наивные CD8

+
 Т-клетки также пролиферируют 

в ауто-СКЛ [54]. Предполагается, что пролиферации подвержены Т-лимфоциты с 

низкоаффинными Т-клеточными рецепторами, распознающими собственные 

антигены MHC в комплексе с аутологичными пептидами или 

модифицированными нуклеогистонами апоптотических клеток [4, 184]. Данная 

реакция направлена на поддержание пула наивных Т-клеток и является 

отражением гомеостатической пролиферации Т-лимфоцитов in vivo [184]. Однако 

поскольку пролиферирующие Т-клетки распознают собственные антигены, то их 

накопление препятствуют поддержанию Т-клеточной толерантности. Учитывая, 

что CD4
+
 Т-лимфоциты больных РА подвержены гомеостатической 

пролиферации [203], выявленный нами ингибирующий эффект ДКдекс в ауто-

СКЛ у больных РА свидетельствует о способности этих клеток ограничивать 

репликацию аутореактивных Т-лимфоцитов и, возможно, участвовать в 

негативной регуляции гомеостатической пролиферации. Согласно данным Ge Q. с 

соавт. пролиферация Т-клеток в системе сокультивирования ДК с аутологичными 

Т-лимфоцитами подвержена негативной регуляции со стороны CD4
+
CD25

+ 
Трег 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ge%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11854473
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[54]. Результаты настоящего исследования демонстрируют, что угнетение 

функций аутореактивных Т-клеток под действием ДКдекс опосредуется 

несколькими механизмами, включая индукцию анeргии и апоптоза отвечающих 

Т-клеток, а также генерацию регуляторных Tr1 клеток.  

По способности индуцировать анергию Т-клеток и генерацию Tr1 ИФН-

ДКдекс оказались сходными с дексаметазон-модифицированными IL4-ДК, 

однако, обладали проапоптогенной активностью, нетипичной для IL4-ДКдекс [25, 

123]. Кроме того, важно подчеркнуть, что дексаметазон-модифицированные ИЛ4-

ДК проявляли ингибирующие эффекты в культурах алло-СКЛ или подавляли 

ответ на чужеродные антигены, но не аутоантигены в ауто-СКЛ [68]. 

Способность ИФН-ДКдекс индуцировать анергию Т-клеток обусловлена, по 

всей видимости, незрелым фенотипом ДК, включая сниженную экспрессию ко-

стимуляторных молекул, и повышенную экспрессию TLR2. Усиление экспрессии 

TLR2 является ответной реакцией на действие глюкокортикоидов и 

ассоциируется со сниженной секрецией IL-12 и высокой продукцией IL-10 и 

TGFβ [30, 124], способных индуцировать Трег [45]. Исследования показали, что 

запуск продукции IL-10 при сигналинге через TLR2 связан с активацией в ДК β-

катенина, и данный сигнальный путь рассматривается в качестве нового 

механизма, посредством которого ДК через генерацию Трег могут регулировать 

аутоиммунное воспаление [103]. Способность ИФН-ДКдекс индуцировать 

апоптоз Т-клеток обусловлена, по-видимому, повышенной экспрессией молекулы 

PD-L1, которая при связывании с PD-1 вызывает апоптоз Т-лимфоцитов и 

коррелирует с толерогенной активностью ДК [42].  

Поскольку при РА генерация ИФН-ДК может являться важной 

патогенетической составляющей, поддерживающей активность процесса, 

дифференцировка моноцитов в ИФН-ДК может являться мишенью 

противовоспалительного эффекта медикаментозной терапии. Действительно, 

сравнение свойств ИФН-ДК у пациентов с двумя режимами терапии показало, что 

ИФН-ДК больных с пульс-терапией глюкокортикоидами (в комбинации с БМП) 
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отличаются от ДК больных, получающих БМП, более высоким содержанием 

промежуточных по степени зрелости СD14
+
CD83

+ 
ДК и экспрессией ко-

ингибиторной молекулы PD-L1, а также тенденцией к более низкой экспрессии 

CD86, более высокой продукции IL-6 и в 2 раза меньшей эффективностью в 

стимуляции пролиферативного ответа Т-клеток в культурах аллогенных МНК. 

Учитывая, что незрелость ДК, низкая экспрессия ко-стимуляторных молекул, 

высокая экспрессия PD-L1, а также изменение баланса в сторону 

Th2/противовоспалительных цитокинов и снижение аллостимуляторной 

активности характерны для толерогенных ДК [67, 147, 206], полученные 

результаты свидетельствуют о более выраженном «толерогенном» фенотипе ДК в 

группе пациентов, получающих пульс-терапию метилпреднизолоном. Это 

предположение подтверждается и при сравнении показателей аллостимуляторной 

активности ИФН-ДК у одних и тех же пациентов до и после курса пульс-терапии, 

продемонстрировавшим значимое снижение способности ИФН-ДК 

стимулировать пролиферацию Т-клеток в присутствии IL-4 и IFN-α. С другой 

стороны, отсутствие выраженных изменений ИЛ4-ДК может быть связано с 

особенностями рекрутирования пациентов в цитируемых исследованиях, т.е. 

включением в исследование ранее не леченных пациентов или больных после 

терапии высокими дозами глюкокортикоидов. Согласно данным литературы, ДК, 

полученные у больных РА при культивировании моноцитов с GM-CSF и IL4, не 

обладают признаками незрелости и сохраняют стимулирующую активность [47, 

63, 145], что расходится с нашими результатами в отношении ИФН-ДК. Эти 

расхождения могут быть отчасти обусловлены различными свойствами ДК, 

генерируемых от пациентов, получающих метотрексат, и исключением больных, 

принимающих высокие дозы стероидов. 

Выявленное ингибирующее действие дексаметазона на способность ДК 

больных стимулировать пролиферацию Т-клеток и продукцию 

Th1/провоспалительных цитокинов в ауто-СКЛ позволяет предполагать, что 

хорошо известный противовоспалительный эффект пульс-терапии МП in vivo 
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может быть связан с прямым толерогенным действием глюкокортикоидов на 

дифференцировку ДК из моноцитов. С другой стороны, глюкокортикоиды могут 

влиять на субпопуляционный состав циркулирующих моноцитов, являющихся 

предшественниками ДК. Моноциты представляют собой гетерогенную 

популяцию, которая включает классические (СD14
++

CD16
−
), промежуточные 

(СD14
++

CD16
+
) и альтернативные (СD14

+
CD16

++
) субтипы [215]. Оценка 

указанных субпопуляций у больных РА выявила снижение относительного 

содержания СD14
++

CD16
-
 и увеличение доли СD14

++
CD16

+
 и СD14

+
CD16

++
 

клеток, что согласуется с данными других исследователей о повышенном 

содержании CD16
+
 моноцитов при РА [146, 158]. Относительно влияния 

глюкокортикоидов на субпопуляционный состав моноцитов, Dayyani F. с соавт. 

на здоровых донорах показали, что высокие дозы глюкокортикоидов способны 

вызывать апоптоз и селективную деплецию CD16
+
 моноцитов в силу более 

высокой экспрессии на них глюкокортикоидных рецепторов [93]. Fingerle-Rowson 

G. с соавт. также продемонстрировали кратковременную (в течение недели) 

деплецию CD16
+ 

моноцитов у больных рассеянным склерозом после пульс-

терапии глюкокортикоидами [48]. В то же время Liu В. с соавт. наблюдали 

увеличение доли СD16
+
 клеток с фенотипом промежуточных моноцитов у 

больных с аутоиммунным увеитом на фоне приема таблетированных форм 

глюкокортикоидов [93].  

Полученные нами результаты впервые продемонстрировали снижение 

СD14
+
CD16

++
 клеток у больных РА после пульс-терапии метилпреднизолоном и 

показали, что уменьшение содержания СD14
+
CD16

++
 клеток в популяции 

моноцитов ассоциировалось со снижением эффективности генерируемых ИФН-

ДК стимулировать пролиферацию аллогенных Т-клеток. Кроме того, у 

обследованных нами больных РА была выявлена обратная корреляционная 

взаимосвязь между относительным содержанием альтернативных моноцитов и 

способностью генерируемых ИФН-ДКдекс стимулировать пролиферацию 

аутологичных Т-лимфоцитов. Это позволило сделать заключение о важной роли 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dayyani%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12832440
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fingerle-Rowson%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9649222
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СD14
+
CD16

++
 моноцитов в опосредовании эффектов глюкокортикоидов in vivo и 

in vitro. Можно предположить, что генерируемые из СD14
+
CD16

++
 моноцитов 

ИФН-ДК обладают более выраженной стимуляторной активностью и 

детерминируют более высокую чувствительность ИФН-ДК к толерогенному 

действию дексаметазона. Аргументами в пользу такого предположения являются 

данные литературы о том, что CD16
+
 моноциты являются более сильными 

индукторами воспалительного ответа по сравнению с классическими CD16
-
 

моноцитами [215] и дифференцируются в ДК с более выраженным 

провоспалительным фенотипом [202].  

В целом, полученные данные свидетельствуют о том, что ИФН-ДК доноров 

чувствительны к толерогенному действию глюкортикоидов и дексаметазон-

модифицированные ИФН-ДК не уступают, а по ряду свойств превосходят 

толерогенный потенциал дексаметазон-индуцированных ИЛ4-ДК. Выявление 

сохранной чувствительности ИФН-ДК больных РА к действию дексаметазона in 

vitro и высокого толерогенного потенциала ИФН-ДКдекс в отношении 

аутологичных Т-лимфоцитов обосновывает возможность генерации у больных РА 

толерогенных ДК на основе ИФН-ДК. При этом изменение субпопуляционного 

состава моноцитов и индукция толерогенных свойств ИФН-ДК на фоне пульс-

терапии метилпреднизолоном у больных ревматоидным артритом 

свидетельствует об участии антигенперезентирующих клеток в реализации 

противовоспалительного эффекта глюкокортикоидов in vivo.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Проведенные исследования свидетельствуют, что ДК здоровых доноров, 

генерируемые из моноцитов в присутствии IFN-α, чувствительны к действию 

дексаметазона, в присутствии которого приобретают толерогенные свойства. Это 

проявляется задержкой созревания ДК (возрастанием доли СD14
+
 ДК и 

снижением CD83
+
 и CD86

+ 
ДК), возрастанием экспрессии ко-ингибиторных (PD-

L1) и толерогенных (TLR2) молекул, снижением продукции провоспалительных 

цитокинов и появлением способности ингибировать пролиферацию Т-клеток и 

продукцию цитокинов в алло-СКЛ со смещением баланса в сторону Th2-ответа. 

Важно отметить, что ИФН-ДКдекс не уступают, а по ряду признаков 

(содержанию TLR2
+
 и СD14

+
 клеток, продукции IL-10, ингибиции 

пролиферативного ответа в СКЛ, избирательному подавлению 

Th1/провоспалительных цитокинов в отсутствие супрессорного эффекта на 

Th2/противовоспалительные цитокины) превосходят толерогенные свойства ИЛ4-

ДКдекс. Эти данные позволяют рассматривать ИФН-ДКдекс в качестве новой 

клеточной платформы толерогенных ДК-вакцин.  

Анализ свойств ИФН-ДК у больных РА показал, что эти клетки отличаются 

от таковых у доноров признаками задержки созревания, более высокой 

экспрессией ко-ингибиторной молекулы PD-L1 и менее эффективно стимулируют 

пролиферацию Т-клеток в алло-СКЛ. Тем не менее, ДК больных РА сохраняют 

чувствительность к толерогенному действию дексаметазона, который индуцирует 

способность ДК ингибировать пролиферацию и Th1 ответ в алло-СКЛ. 

Генерируемые у больных ДКдекс характеризуются стабильностью, и их 

ингибирующий эффект прямо коррелирует с содержанием TLR2
+
 клеток. 

Проведенные исследования также продемонстрировали, что ИФН-ДКдекс 

пациентов подавляют пролиферативный ответ аутологичных Т-лимфоцитов в 

ауто-СКЛ и антиген (PPD)-стимулированных культурах. Причем ингибиция 

аутореактивных Т-клеток опосредуется путем индукции апоптоза и анергии, а 



115 

 

также генерации регуляторных CD4
+ 

Т-клеток, секретирующих IL-10 (Tr1). Эти 

данные свидетельствуют о возможности генерации у больных РА толерогенных 

ИФН-ДК, способных супрессировать функции аутологичных Т-лимфоцитов.  

Важным результатом являются также данные, о том, что эффект 

глюкокорткоидов на ИФН-ДК реализуется не только in vitro¸ но и in vivo, о чем 

свидетельствует снижение способности ДК стимулировать пролиферацию Т-

клеток в алло-СКЛ на фоне пульс-терапии глюкокортикоидами. В этом случае 

подавление аллостимуляторной активности ИФН-ДК ассоциировано с 

изменением субпопуляционного состава моноцитов, в частности, снижением доли 

СD14
+
CD16

++
 и увеличением СD14

+
CD16

-
 клеток, указывая на причастность 

моноцитов к опосредованию эффектов глюкокортикоидов на функции ИФН-ДК. 

. 
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ВЫВОДЫ 

1. Генерируемые в присутствии дексаметазона ИФН-ДК доноров 

характеризуются сниженным относительным количеством CD83
+
 и CD86

+ 
ДК 

и повышенным содержанием СD14
+
, TLR2

+
 и PD-L1

+
 ДК, выраженным 

угнетением продукции TNF-α, а также способностью ингибировать 

пролиферацию Т-клеток и продукцию цитокинов в алло-СКЛ, что 

свидетельствует о приобретении толерогенных свойств ИФН-ДК под 

действием глюкокортикоидов. 

2. ИФН-ДКдекс доноров отличаются от ИЛ4-ДКдекс более высоким 

содержанием СD14
+
 и TLR2

+ 
ДК, в большей степени ингибируют 

пролиферацию Т-клеток и подавляют продукцию Th1/провоспалительных 

цитокинов (IL-1β, TNF-α, IL-2, IFN-γ) в отсутствии супрессорного действия на 

Th2 (IL-4, IL-13) цитокины, что указывает на более выраженные толерогенные 

свойства дексаметазон-модифицированных ИФН-ДК.  

3. ИФН-ДК больных РА отличаются от ДК доноров меньшим содержанием 

CD83
+ 

ДК, большей долей СD14
+
 и PD-L1

+
 ДК и умеренно сниженной 

аллостимуляторной активностью. При этом дексаметазон в культурах ИФН-

ДК вызывает дальнейшее снижение доли CD83
+ 

ДК, подавляет продукцию 

TNF-α и индуцирует способность ДК ингибировать пролиферацию Т-клеток и 

продукцию Th1 (IFN-γ) цитокинов в алло-СКЛ, что свидетельствует о 

сохранной чувствительности ИФН-ДК больных к действию 

глюкокортикоидов. 

4. ИФН-ДКдекс больных РА подавляют пролиферацию аутологичных Т-клеток в 

ауто-СКЛ, что сопряжено с блокированием клеточного цикла CD4
+
 Т-

лимфоцитов, угнетением продукции Th1 (IFN-γ), Th17 (IL-17) и в меньшей 

степени Th2 (IL-13, IL-4) цитокинов; усилением апоптоза CD3
+ 

Т-лимфоцитов 

и возрастанием CD4
+ 

Т-клеток, экспрессирующих IL-10 (Tr1), свидетельствуя, 
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что ингибирующий эффект ИФН-ДКдекс на аутореактивные Т-клетки 

реализуется с вовлечением нескольких механизмов.  

5. Усиление экспрессии PD-L1 на генерируемых ИФН-ДК и снижение 

способности ДК стимулировать пролиферацию Т-клеток в алло-СКЛ у 

больных РА при проведении пульс-терапии метилпреднизолоном 

ассоциировано со снижением в популяции доли СD14
+
CD16

++
 моноцитов и 

увеличением содержания СD14
+
CD16

- 
клеток, что свидетельствует об 

индукции толерогенных свойств ИФН-ДК на фоне терапии 

глюкокортикоидами и причастности моноцитов к опосредованию эффектов 

глюкокортикоидов на функции ИФН-ДК in vivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



118 

 

СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

АИЗ Аутоиммунные заболевания 

АПК Антиген презентирующие клетки 

БМП Болезнь модифицирующие препараты 

ГКС Глюкокртикостероиды 

ДК Дендритные клетки 

ДКдекс Дендритные клетки, генерированные в присутствии 

дексаметазона 

ИЛ-4ДК Дендритные клетки, генерированные в присутствии 

интерлейкина-4 

ИФН-ДК Дендритные клетки, генерированные в присутствии 

интерферона-альфа 

контрДК Дендритные клетки, генерированные в отсутствии 

дексаметазона 

мДК Миелоидные дендритные клетки 

МНК Мононуклеарные клетки 

мо-ДК Дендритные клетки моноцитарного происхождения 

МП Метилпреднизолон 

пДК Плазмоцитоидные дендритные клетки 

РА Ревматоидный артрит 

СКЛ Смешанная культура лимфоцитов 

тДК Толерогенные дендритные клетки 

Трег Регуляторные Т клетки 

APRIL Лиганд, индуцирующий пролиферацию 

BAFF Фактор, активирующий В-клетки 

CCR-7 С-С рецептор хемокина 7 

CD Кластер дифференцировки 
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DMARDS Болезнь модифицирующие антиревматические препараты 

GM-CSF Гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий 

фактор 

HLA-DR MHC II класса 

HO-1 Гемоксигеназа-1 

HSPs Белки теплового шока 

IDO Индолеамин-2,3-диоксигеназа 

IFN-α Интереферон-альфа 

IFNγ Интерферон-гамма 

IL-2, IL-4и др. Интерлейкин 2, интерлейкин 4 и др. 

LPS Липополисахарид 

MHC I, MHC II Молекулы главного комплекса гистосовместимости I и II класса 

NFκB Ядерный фактор κB 

NK Натуральные киллерные клетки 

PD-1L Лиганд к рецептору программированной клеточной смерти-1 

PSGL-1 Гликопротеиновый лиганд P-селектина 1 

RANKL Лиганд к рецептору-активатору ядерного фактора κB 

TCR Т-клеточный рецептор 

TGFβ Трансформирующий фактор роста-бетта 

Th1, Th2, Th17 Субпопуляции Т-хелперных клеток 1,2, 17 типов 

TNFα Фактор некроза опухоли альфа 

TLR Toll-подобные рецепторы 

Tr1 Интерлейкин-10 продуцирующие Т регуляторные клетки 

TSLP Тимический стромальный липопротеин 

VitD3 1,25-дигидрокси-витамин D3 
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