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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность 

На данный момент в клинической практике для подавления трансплантационных реакций, 

таких как реакция отторжения пересаженного органа или реакция «трансплантат против 

хозяина» (РТПХ), используется системная иммуносупрессивная терапия. Однако, действуя 

системно данная терапия вызывает множество побочных эффектов [Curtis et al., 2006] и действуя 

иммуносупрессивно – приводит к развитию различных оппортунистических инфекционных 

[Ponticelli, Glassock, 2019] и даже опухолевых заболеваний [Fijter, 2019]. Таким образом, 

актуальной остается разработка альтернативных методов подавления трансплантационных 

реакций без использования системной иммуносупрессии. 

Поскольку реакция отторжения и РТПХ являются феноменами иммунной природы, то и 

их коррекция возможна с использованием механизмов функционирования иммунной системы. И 

возможным решением может стать целенаправленная индукция иммунологической 

толерантности на трансплантационные антигены пересаженных органов и тканей. 

Иммунологической толерантностью называется активное подавление организмом 

формирования иммунного ответа на конкретные антигены. Принципиальная возможность 

индукции иммунологической толерантности на трансплантационные антигены была показана и 

теоретически обоснована в середине XX века П.Б. Медоваром и Ф.М. Бернетом, за что 

исследователи получили Нобелевскую премию [Billingham et al., 1953; Burnet, 1961]. 

На данный момент выделяют два механизма поддержания иммунологической 

толерантности: центральный и периферический. Центральный механизм поддержания 

иммунологической толерантности обеспечивается клональной деплецией аутореактивных 

развивающихся тимоцитов и также их дифференцировкой в FoxP3+ tTreg в центральном органе 

иммунной системы – в тимусе [Takaba, Takayanagi, 2017]. Периферический механизм 

поддержания иммунологической толерантности обеспечивается индукцией анергии и апоптоза 

наивных Т-клеток, и также их дифференцировкой в Т-регуляторные клетки (FoxP3+ iTreg и IL-

10+ Tr1), с помощью дендритных клеток (ДК) в периферических органах иммунной системы 

[Iberg et al., 2017].  

Для подавления трансплантационных реакций активно разрабатываются подходы, 

использующие запуск периферических механизмов иммунологической толерантности 

[Сенников, Хантакова, 2017]. Так, толерогенные алло-ДК донора и толерогенные ДК, 

нагруженные антигеном, вызывают индукцию функциональных антиген-специфичных FoxP3+ 

Т-регуляторных клеток (Treg) [Sela et al., 2011; Huang et al., 2014]. Такие толерогенные ДК и 

генерируемые под их влиянием Treg увеличивают время отторжения аллотрансплантата и 
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угнетают РТПХ [Pêche et al., 2005; Sela et al., 2011]. 

Также, для угнетения трансплантационных реакций распространено применение 

дендритных клеток, секретирующих иммунорегуляторный цитокин IL-10, которые индуцируют 

Т-регуляторные клетки 1го типа (Tr1), неэкспрессирующие FoxP3, но секретирующие IL-10, что 

и обеспечивает их регуляторную и иммуносупрессивную функции [Gregori et al., 2011; Chihara et 

al., 2016]. Показано, что такие IL-10 продуцирующие ДК и генерируемые под их влиянием Tr1-

клетки увеличивают время отторжения аллотрансплантата и угнетают РТПХ [Wan et al., 2017]. 

Для получения ДК с иммуносупрессивными и толерогенными свойствами используют 

инкубирование клеток в среде с IL-10, TGF-, дексаметазоном, витамином D, рапамицином, 

циклоспорином, ретиноевой кислотой, апоптическими клетками др. [Сенников, Облеухова, 

2016]. Главной характеристикой получаемых ДК является их незрелый фенотип, т.е. пониженная 

экспрессия молекул костимуляции CD80 и CD86, молекул активации CD40, СD83 и 

провоспалительных цитокинов IL-1, IL-2, IL-12, INF-, TNF-. А также повышенная экспрессия 

ингибиторных молекул PD-L1, IDO и иммунорегуляторных цитокинов IL-10 и TGF-, что и 

обеспечивает их иммуносупрессивную и толерогенную функции [Fu et al., 1996; Lutz et al., 2000]. 

Однако, при попадании в условия in vivo, полученные таким образом клетки могут изменять свою 

функцию с иммуносупрессивной на иммуногенную под влиянием их нового окружения, 

содержащего стимулы для созревания ДК [Kim et al., 2018]. 

Для стабилизации иммуносупрессиных свойств ДК при переносе в организм реципиента 

используется метод трансфекции дендритных клеток ДНК-конструкциями, кодирующими 

различные иммунорегуляторные протеины. Например, ДК мыши, трансфицированные 

лентивирусной конструкцией, кодирующей IL-10, вызывают снижение иммунного ответа на 

аллоантигены и трансплантационные антигены в реакции смешанной культуры лимфоцитов и 

реакции «трансплантат против хозяина», соответственно [Wan et al., 2017]. 

Для придания иммунологической толерантности специфичности дендритные клетки 

нагружают антигеном, против которого необходимо создать толерантность. На данный момент 

для нагрузки ДК трансплантационными антигенами используют добавление к культуре клеток 

материала донора, например, клеточного или тканевого лизата донора [Fan et al., 2015] или 

везикул из донорской ткани [Ezzelarab et al., 2017]. Однако такой способ не обеспечивает 

долговременного присутствия трансплантационного антигена в дендритных клетках, в 

результате чего толерантность может быть индуцирована на широкий спектр, в т.ч. 

нежелательных и потенциально опасных, антигенов. [Mullins et al, 2015]. Также данные способы 

требуют использование донорского материала, что делает их неудобными для применения в 

клинической практике. 

Возможное решение проблемы нагрузки толерогенных ДК транcплантационными 
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антигенами можно обнаружить в другой области клеточной иммунотерапии – иммунотерапии 

злокачественных новообразований. Так, в данной области для нагрузки ДК опухолевыми 

антигенами предложена трансфекция ДК РНК- и ДНК-конструкциями, кодирующими опухоль-

ассоциированные антигены или их иммуногенные эпитопы [Aarntzen et al., 2012; Sennikov et al, 

2016; Sennikov et al, 2017; Kuznetsova et al., 2019; Shevchenko et al, 2020]. 

Поскольку в основе реакции отторжения и РТПХ лежит развитие иммунного ответа в 

большей степени на антигены основных молекул главного комплекса гистосовместимости (MHC 

– major histocompatibility complex)[Ayala García et al., 2012; Kuba et al., 2018], для индукции 

иммунологической толерантности в данном случае целесообразно использовать ДК, 

нагруженные трансплантационными антигенами с помощью трансфекции ДНК-конструкциями, 

кодирующими антигенные последовательности молекул MHC. 

В целом, несмотря на большое количество подходов, предложенных для индукции 

иммунологической толерантности, достаточно эффективного и клинически приемлемого 

решения проблем реакции отторжения и РТПХ еще не разработано. Данная работа 

сконцентрирована на разработке способа подавления трансплантационных реакций путем 

индукции иммунологической толерантности с помощью дендритных клеток, 

трансфицированных ДНК-конструкциями, кодирующими антигенные последовательности 

молекул MHC и IL-10. Поскольку, такой способ может быть более эффективен за счет 

использования для нагрузки ДК антигенных последовательностей молекул MHC, т.е. антигенных 

последовательностей основных молекул, на которые направлены трансплантационные реакции. 

А также более клинически приемлемым, поскольку способ нагрузки ДК антигеном с 

использованием кодирующих ДНК-конструкций не требует использования донорского 

материала. 

 

Цель работы 

Таким образом, целью работы является изучение способности дендритных клеток, 

трансфицированных ДНК-конструкциями, кодирующими антигенные последовательности MHC 

и/или IL-10 индуцировать иммунологическую толерантность. 

 

Задачи 

Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 

1. Разработать протокол получения толерогенных дендритных клеток, 

трансфицированных, ДНК-конструкциями, кодирующими IL-10 и антигенные 

последовательности MHC. 
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2. Оценить способность дендритных клеток, трансфицированных ДНК-

конструкциями, кодирующими IL-10, подавлять трансплантационные реакции in vitro и in vivo. 

3. Оценить способность дендритных клеток, трансфицированных ДНК-

конструкциями, кодирующими антигенные последовательности MHC, подавлять 

трансплантационные реакции in vitro и in vivo. 

4. Изучить механизмы подавления трансплантационных реакций дендритными 

клетками, трансфицированными ДНК-конструкциями, кодирующими IL-10 и антигенные 

последовательности MHC. 

Научная новизна работы 

В работе впервые реализован способ нагрузки дендритных клеток трансплантационными 

антигенами с помощью трансфекции ДНК-конструкциями, кодирующими антигенные 

последовательности молекул главного комплекса гистосовместимости. В работе показана 

эффективность данного подхода в индукции FoxP3+ Treg и угнетении активации аутологичных 

спленоцитов в ответ на аллогенный стимул in vitro. Также показана способность культур 

аутологичных спленоцитов и дендритных клеток, трансфицированных ДНК-конструкциями, 

кодирующими антигенные последовательности главного комплекса гистосовместимости, 

антиген-специфично угнетать реакцию отторжения и реакцию «трансплантат против хозяина» in 

vivo. Было показано, что способность дендритных клеток, трансфицированных ДНК-

конструкциями, кодирующими антигенные последовательности главного комплекса 

гистосовместимости, к угнетению РТПХ сопровождается генерацией повышенного количества 

FoxP3+ Treg в селезенках мышей с индукцией РТПХ.  

 

Теоретическая и практическая значимость работы 

В работе показана принципиальная возможность использования ДК, трансфицированных 

ДНК-конструкциями, кодирующими антигенные последовательности молекул MHC, для 

антиген-специфичного подавления трансплантационных реакций, таких как реакция отторжения 

и РТПХ, что является новым подходом к индукции иммунологической толерантности. По 

предложенному способу индукции иммунологической толерантности получен 

патент  RU 2717011 C1 «Способ индукции иммунологической толерантности на 

трансплантационные антигены у млекопитающих». 

Также в работе показан различный характер подавления трансплантационных реакций с 

помощью дендритных клеток, трансфицированных ДНК-конструкциями, кодирующими IL-10, и 

дендритных клеток, трансфицированных ДНК-конструкциями, кодирующими антигенные 

последовательности MHC. Так, неспецифичное подавление реакции «трансплантат против 
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хозяина» достигаемое с помощью введения культур, содержащих дендритные клетки, 

трансфицированные ДНК-конструкциями, кодирующими IL-10, сопровождается подавлением 

цитотоксического иммунного ответа, а специфичное подавление РТПХ с помощью дендритных 

клеток, трансфицированных ДНК-конструкциями, кодирующими антигенные 

последовательности MHC, сопровождается генерацией повышенного количества Treg. 

Практически, примененный подход с использованием заранее разработанных и 

сконструированных ДНК-конструкций, позволяет отказаться от использования донорского 

материала при индукции иммунологической толерантности на трансплантационные антигены, а 

также может быть эффективен в снижении выраженности нежелательных побочных эффектов 

системной иммуносупрессивной терапии, связанных с неспецифической иммуносупрессией, что 

может способствовать трансляции клеточных технологий подавления трансплантационных 

реакций в клиническую практику. 

 

Основные положения, выносимые на защиту: 

1. Незрелые дендритные клетки мышей C57Bl/6, трансфицированные ДНК-

конструкциями, кодирующими антигенные последовательности из локуса H2 (MHC I класса) 

мышей CBA, вызывают индукцию FoxP3+ Treg в культурах аутологичных спленоцитов и 

антиген-специфично подавляют пролиферацию аутологичных спленоцитов на антигены мышей 

CBA in vitro. 

2. Незрелые дендритные клетки мышей C57Bl/6, трансфицированные ДНК-

конструкциями, кодирующими антигенные последовательности из локуса H2 (MHC I класса) 

мышей CBA, способны антиген-специфично подавлять реакцию отторжения и реакцию 

«трансплантат против хозяина», вызванные антигенами мышей CBA, при чем подавление 

реакции «трансплантат против хозяина» сопровождается наличием повышенного количества 

FoxP3+ Treg в селезенках мышей с РТПХ. 
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годах; 

2. Отчетных конференциях аспирантов и ординаторов НИИФКИ в 2018 и 2019 годах; 

3. Международном Симпозиуме по Дендритным Клеткам (15th International 

Symposium on Dendritic Cells) (Ахен, Германия, 2018 г.); 

4. 5 Европейском конгрессе по иммунологии (5th European Congress of Immunology — 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1 Иммунологическая толерантность 

 

На данный момент явление иммунологической толерантности определено как 

«специфическое подавление способности к иммунному ответу на уровне отдельных клонов 

лимфоцитов» [Ярилин, 2010], «состояние ареактивности в отношении того или иного антигена» 

[Ройт и др, 2000], «отсутствие активации лимфоцитов (и соответственно продукции ими 

эффекторных молекул) при наличии в доступном им пространстве специфического антигена» 

[Хаитов и др, 2000]. Как видно все авторы говорят о том, что по своей сути иммунологическая 

толерантность является антиген-специфичной, т.е. направленной на конкретный антиген. На 

взгляд автора, определение А.А. Ярилина является наиболее точным, поскольку подчеркивает 

активное подавление эффекторных иммунных реакций, лежащее в основе реализации 

иммунологической толерантности. Таким образом, в данной работе под иммунологической 

толерантностью мы будем понимать активное подавление эффекторного иммунного ответа на 

тот или иной антиген.  

Впервые конкретное представление об иммунологической толерантности было 

сформировано в работах Биллингема Р.Е., Брента Л. и Медавара П.Б. [Billingham et al, 1953; 

Billingham et al, 1955]. В своих работах исследователи вводили аллогенные клетки мышей линии 

A развивающимся плодам мышей CBA. После подобного введения рожденные мыши CBA не 

отторгали кожный лоскут, пересаженный им от мышей A, но отторгали кожные лоскуты от 

других линий мышей. Контрольные мыши CBA, полученные без введения аллогенных клеток 

отторгали аллогенный лоскут мышей линии А. По результатам экспериментов исследователи 

заключили о возможности индукции приобретенной иммунологической толерантности. А саму 

приобретенную толерантность определили как «индуцированное состояние специфичной 

ареактивности по отношению к веществу в норме являющимся антигенным, при чем 

ареактивность связана с первичными изменениями в механизмах иммунного ответа ( induced state 

of specific non-reactivity towards a substance that is normally antigenic – non-reactivity, moreover, that 

is due to a primary failure of the machinery of the immunological response)». 

Полученные результаты укладывались в гипотезу Ф.М. Бернета об элиминации 

аутореактивных клонов иммунных клеток, как основе неотвечаемости иммунной системы на 

«свое» [Burnet, 1960; Burnet, 1961]. И в 1960 году П.Б. Медавар и Ф.М. Бернет получили 

Нобелевскую премию по физиологии и медицине с формулировкой за «открытие приобретенной 

иммунологической толерантности (for discovery of acquired immunological tolerance)».  
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Пожалуй, наиболее значимым аспектом данного открытия явилось не само установление 

факта наличия иммунологической толерантности, а формирование понимания того, что 

иммунологическую толерантность можно индуцировать, и, следовательно, она является 

приобретенным, а не врожденным свойством иммунной системы высших животных. 

Формирование такого подхода к феномену иммунологической толерантности привело к 

активному изучению обеспечивающих ее механизмов в частности и развитию всей иммунологии 

в целом. В результате к сегодняшнему дню среди механизмов поддержания иммунологической 

толерантности выделяют центральные и периферические. 

 

1.2 Центральные механизмы поддержания иммунологической толерантности 

 

 

Центральные механизмы иммунологической толерантности заключаются в элиминации 

аутореактивных клонов T- и B-лимфоцитов в процессе их антиген-независимой 

дифференцировки в тимусе и костном мозге, соответственно.  

 

1.2.1 Центральные механизмы толерантности Т-лимфоцитов 

 

В процессе своего развития в тимусе Т-лимфоциты проходят этапы реаранжировки генов 

Т-клеточного рецептора (TCR) и далее его позитивной и негативной селекции [Takaba H., 

Takayanagi, 2017; Cohn, 2016; Klein et al., 2014]. В результате независимой реаранжеровки генов 

 и  цепей TCR тимоцит приобретает антиген-распознающий рецептор практически 

идентичной специфичности. Так, возможных специфичностей насчитывают около 1016-1019 

вариантов [Ярилин, 2010]. Однако, данное случайное разнообразие не обеспечивает реальных 

потребностей многоклеточного организма. Поэтому, в результате дальнейшей позитивной 

селекции отбираются Т лимфоциты, способные распознавать собственные молекулы MHC. 

После, на этапе негативной селекции устраняются или подвергаются дифференцировке в 

регуляторные Т-клетки (Treg) Т-лимфоциты, несущие относительно высокоаффинный Т 

клеточный рецептор к комплексу аутоантигена и собственного MHC. На этом этапе как раз и 

происходит формирование центральной толерантности, т.е. в норме после прохождения 

негативной селекции из тимуса не выходят аутореактивные эффекторные Т-лимфоциты. 

Поэтому на нем мы остановимся поподробнее. 

И так, CD4+ и СD8+ тимоциты, успешно прошедшие этап позитивной селекции в 

кортикальном слое тимуса, мигрируют в мозговое вещество с помощью CCR7 по градиенту 

хемокинов CCL19 и ССL21, продуцируемых медулярными эпителиальными клетками тимуса 
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(mTEC, medullary thymic epithelial cells) [Förster et al, 2008]. В мозговом веществе лимфоциты Т 

клеточным рецептором взаимодействуют с антиген-представляющими клетками – дендритными 

клетками (ДК) и mTEC, презентирующими собственные антигены. Считается, что дальнейшая 

судьба лимфоцитов зависит от параметров данного взаимодействия. 

Главной характеристикой данного взаимодействия считают силу сигнала, поступающего 

с TCR в лимфоцит, определяющейся аффиностью комплекса TCR с MHC и временем его 

существования. Длительное высокоаффинное взаимодействие приводит к относительно 

сильному сигналу и запуску негативной селекции - деплеции лимфоцита, получившего такой 

сигнал [Alam et al, 1999; Stepanek et al, 2014;]. Получение слабого и короткого сигнала на этапе 

позитивной селекции приводит к обратному результату – выживанию тимоцита [Williams et al, 

1999, Alam et al, 1996;]. Данные отличия были объяснены различными вариантами активации 

протеинкиназ Lck, JNK, ERK, участвующих в передаче сигнала с TCR, при получении сигнала 

различной силы [Gil et al, 2005; McNeil et al, 2005]. А также различной внутриклеточной 

локализацией киназ Ras и MAP на этапах позитивной и негативной селекции [Daniels et al, 2006]. 

Деплеция тимоцита, получившего сильный сигнал с TCR, происходит в результате индукции 

апоптоза без получения дополнительных сигналов с рецепторов смерти [Alvarez-Diaz et al, 2016; 

Strasser et al, 1991]. Известно, что во внутреннем пути апоптоза тимоцита принимают участие 

проапоптические факторы BAX, BAK, BIM, PUMA и стероидный рецептор Nur77 [Bouillet et al, 

2002; Rathmell et al, 2002; Gray et al, 2012; Calnan et al, 1995].  

Важной составляющей центральной толерантности является то, что помимо деплеции 

аутореактивных клонов, в тимусе также происходит дифференцировка аутореактивных 

тимоцитов в Treg клетки, называемые тимическими (tTreg) или натуральными (nTreg). 

Считается, что для запуска дифференцировки Treg в тимусе требуется сигнал с TCR 

промежуточной силы, находящийся по интенсивности между слабым сигналом, необходимым 

для успешного прохождения позитивной селекции, и сильным сигналом, приводящим к 

деплеции тимоцита на стадии негативной селекции [Knoechel et al, 2005]. В TCR инвариантной 

трансгенной модели с помощью эпитопов, обеспечивающих различную аффинность 

взаимодействия TCR и MHC, было показано, что для индукции Treg в тимусе требовался в 100 

раз меньший по интенсивности сигнал, чем для деплеции тимоцитов. При этом аффинность, 

приводящая к дифференцировке Treg, варьировала в 1000 кратном диапазоне [Lee et al, 2012]. 

Помимо сигнала определенной интенсивности для дифференцировки Treg в тимусе необходим 

цитокин-индуцированный запуск экспрессии FoxP3. Так, у мышей с отсутствующим 

функциональным рецептором к IL-2 практически полностью отсутствуют индуцированные и 

тимические FoxP3+ Treg клетки [Fontenot et al, 2005]. Однако точная роль IL-2 сигналинга и 

экспрессии FoxP3 в Treg тимоцитах не установлена. Есть данные, что сигнал с IL-2R, вызывает 
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экспрессию FoxP3, которая позволяет пережить тимоцитам проапоптическое влияние сильного 

сигнала с TCR [Burchill et al, 2008]. Альтернативное мнение гласит, что сигнал с IL-2R необходим 

для преодоления проапоптического влияния экспрессии FoxP3, вызванной сигналом с TCR [Tai 

et al, 2013]. Также показано, что TGF- играет определенную роль в развитии тимических Treg, 

поскольку мыши нокаутированные по TGFRI или TGFRII демонстрируют сниженный выход 

Treg из тимуса [Liu et al, 2008; Marie et al, 2006]. 

Таким образом, ключевые этапы развития и селекции тимоцита основаны на 

взаимодействии его TCR с комплексом MHC и собственного антигена. При этом эпитоп 

собственного антигена в данном взаимодействии служит для определения тимоцитов, несущих 

высокоаффинный TCR к собственным антигенам, которые необходимо устранить или 

дифференцировать в Treg. Поэтому важно, чтобы в тимусе был представлен широкий спектр 

аутоантигенов и не только тимических, но и всех органов и тканей организма. Известны 

несколько источников аутоантигенов остального организма в тимусе. 

Первый внутренний источник связан с работой генов AIRE и Fezf2 в mTEC, продукты 

экспрессии которых приводят к экспрессии множества генов, кодирующих тканеспецифичные 

антигены (ТСА или tissue-restricted antigens - TRA).  

Экспрессия AIRE (autoimmune regulator) в mTEC регулируется через рецепторы семейства 

TNF – RANK и CD40 [Akiyama et al, 2012]. Тимоциты, мигрирующие в мозговое вещество 

тимуса, экспрессируют лиганды данных рецепторов RANKL и CD40L, и вызывают экспрессию 

AIRE в mTEC через активацию транскрипционного фактора NF-B [Akiyama et al, 2008; Hikosaka 

et al, 2008]. 5’ регион гена AIRE содержит консервативный сайт связывания NF-B, критичный 

для его экспрессии [Haljasorg et al, 2015].  

Продукт гена AIRE – белок AIRE состоит из 4 субдоменов: CARD, SAND, PHD1 и PHD2 

[Mathis, Benoist, 2009]. CARD обеспечивает мультимеризацию комплекса AIRE. SAND 

взаимодействует с комплексом ATF7ip– MBD1, располагающимся на метилированных CpG 

островках энхансеров и вызывает экспрессию подконтрольных им генов [Waterfield et al, 2014]. 

При этом, промоторные регионы AIRE-зависимых генов характеризуются метилированием, и без 

помощи AIRE данные гены в тимусе не экспрессируются. Субъединица PHD1 напрямую 

взаимодействует c гистоном H3K4, вызывая его триметилирование или H3 ацетилирование, что 

приводит к возможности экспрессии генов, заблокированных данным гистоном [Org et al, 2008]. 

При этом неподконтрольные AIRE гены, наоборот, ассоциированы с гистонами, не 

препятствующими транскрипции. В результате, комплекс AIRE способен вызывать экспрессию 

генов, заблокированных как гиперметилированием ДНК, так и определенными гистонами, что и 

лежит в основе его способности обеспечивать эктопическую экспрессию в тимусе 
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тканеспецифичных антигенов, характерных для всех тканей организма. Субъединица PHD2 

служит для связывания с белками партнерами, например, с РНК-полимеразой II [Gaetani et al, 

2012]. Таким образом, AIRE является не транскрипционным фактором в классическом 

понимании, а действительно комплексом - регулятором транскрипции генов, не 

экспрессирующихся при других условиях. Подсчитано, что около 40% тканеспецифичных 

эпитопов, представленных в тимусе, экспрессируются под влиянием AIRE [St.Pierre. et al, 2015; 

Sansom et al, 2014]. Спектр тканеспецифичных антигенов, экспрессируемых под влиянием AIRE 

представлен на рисунке 1 [Kyewski, Derbinski, 2004].  

 

Рисунок 1 – Тканеспецифичные антигены, экспрессирующиеся в тимусе в результате 

функционирования AIRE [Kyewski, Derbinski, 2004].    

 

Помимо AIRE, участие в экспрессии тканеспецифичных антигенов в тимусе принимает 

транскрипционный фактор Fezf2 (forebrain embryonic zinc finger-like protein 2). Так, у мышей, 

нокаутированных по гену Fezf2, определялся более высокий уровень антител и аутореактивных 

Т-клеток, а картина аутоиммуных нарушений отличалась от мышей, нокаутированных по гену 

AIRE. Также, у мышей, нокаутированных по Fezf2, в mTEC отсутствовал широкий спектр мРНК, 

кодирующих отличные от подконтрольных AIRE тканеспецифичные антигены [Takaba et al, 

2015]. Однако, некоторые AIRE- и Fezf2-зависимые антигены совпадают, например, Fabp9 – 

специфичный антиген яичек [Danzl et al, 2010].  
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Белок Fezf2 содержит Eh1 домен и 6 C2H2 цинковых пальца с помощью которых он 

специфично связывается с определенными ДНК мотивами [Takaba, Takayanagi, 2017].  Например, 

с сайтами старта транскрипции множества белок-кодирующих генов [Lodato et al, 2014]. 

Механизмы индукции экспрессии Fezf2 слабо изучены. Известно, что RANK и СD40 пути не 

принимают участия в индукции экспрессии Fezf2, но в ней участвует LTR путь [Takaba et al, 

2015]. Механизмы функционирования Fezf2, обеспечивающие экспрессию множества 

тканеспецифичных антигенов в тимусе также не раскрыты. Согласно биоинформатическому 

анализу 60% тканеспецифичных антигенов, представленных в тимусе, обеспечивается работой 

генов AIRE и Fezf2 [Takaba et al, 2015], что предполагает наличие и других источников 

собственных антигенов в тимусе. 

Как было сказано выше, в презентации собственных антигенов в тимусе участвуют не 

только mTEC, с реализованной экспрессией AIRE и Fezf2, но и дендритные клетки. Принято 

выделять 3 вида тимических дендритных клеток – CD8+Sirp− и 

CD8−Sirp+ конвенциональные ДК 1 и 2 типа, соответственно (кДК1, кДК2), а также B220+ 

плазмацитоидные ДК (пДК) [Oh, Shin, 2015; Cedile et al, 2017; Cosway et al, 2018].  

CD8+Sirp− кДК1 развиваются из предшественников в тимусе [Luche et al, 2011] и 

презентируют тимоцитам тканеспецифичные антигены, полученные от mTEC путем захвата из 

экстрацеллюлярного матрикса или трогоцитоза [Perry et al, 2014].  

 CD8−Sirp+ кДК2 и B220+ пДК развиваются на периферии и мигрируют в тимус для 

презентации антигенов, захваченных ими в тканях [Li et al, 2009], что и формирует еще один 

источник тканеспецифичных антигенов в тимусе. CD8−Sirp+ кДК2 мигрируют в тимус под 

действием сигналов с рецептора хемотаксиса CCR2 [Baba et al, 2009]. B220+ пДК мигрируют в 

тимус под воздействием сигналов как с CCR2, так и с CCR9 [Cedile et al, 2017; Hadeiba et al, 2012]. 

Миграция происходит в направлении лигандов данных рецепторов - хемокинов CCL2 и ССL25, 

продуцируемых стромальными клетками тимуса [Cedile et al, 2014; Wurbel et al, 2000]. При этом, 

при созревании ДК на периферии с помощью стимуляции Toll-подобных рецепторов (Toll-like 

receptors, TLR), ДК снижают экспрессию CCR9 и теряют способность мигрировать в тимус 

[Drakes et al, 2009]. Биологический смысл данного явления заключается в устранении миграции 

в тимус ДК, столкнувшихся с патогенами, и исключения возможности попадания в тимус 

чужеродных антигенов. Также, было установлено, что CD8−Sirp+ кДК2, попадая в тимус, 

располагаются вблизи мелких сосудов кортикомедуляроного сочленения, стенки которых легко 

проницаемы для веществ, циркулирующих в крови. Такое расположение CD8−Sirp+ кДК2 

позволяет им эффективно захватывать и презентировать в тимусе антигены, полученные из 

кровотока [Atibalentja et al, 2011].  
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Дендритные клетки активно участвуют в негативной селекции CD4+ тимоцитов. Так, у 

мышей, нокаутированных по MHC II класса в дендритных клетках или у мышей с 

отсутствующими ДК, наблюдается активное накопление CD4+ тимоцитов в тимусе [Ohnmacht, 

et al, 2009]. Так же в трансгенных мышиных моделях экспрессии определенного MHC II класса, 

определенного TCR или определенного антигена было показано, что ДК эффективно устраняют 

специфичные клоны CD4+ тимоцитов [Brocker, 1999; Aschenbrenner et al, 2007; Oh  et al, 2013]. 

Интересно, что, когда определенный антиген экспрессируется с помощью AIRE в mTEC, но 

дендритные клетки отсутствуют, в тимусе также наблюдается накопление CD4+ тимоцитов, 

специфичных к данному антигену [Hubert et al, 2011]. Таким образом, не до конца ясно какие из 

тканеспецифичных антигенов и в каком объеме презентируются mTEC, а какие ДК. На этот счет 

было выдвинуто предположение, что тканеспецифичные антигены, экспрессируемые с помощью 

AIRE и способные попасть в аутофагосому, презентируют mTEC, а не попадающие в 

аутофагосому – презентируются ДК [Aichinger et al, 2013]. Роль ДК в деплеции CD8+ тимоцитов 

не до конца ясна, поскольку нокаут мышей по MHC I класса приводит лишь к небольшому 

накоплению CD8+ лимфоцитов в тимусе, а деплеция ДК ни как не влияет на их количество [van 

Meerwijk et al, 1997; 90: Ohnmacht, et al, 2009]. 

Дендритные клетки также участвуют и в дифференцировке Treg в тимусе. Так, у 

трансгенных мышей с Ova и HEL специфичными TCR при нагрузке тимических ДК пептидами 

Ova и HEL выявляются Ova и HEL специфичные Treg клетки [Proietto  et al, 2008; Oh et al, 2013]. 

Интересно, что при введении в тимус нормальных мышей и мышей, с отсутствующими ДК, 

тимоцитов 15-ти определенных специфичностей и нагрузке тимуса соответствующими 

пептидами, около половины специфичностей тимоцитов не смогли дифференцироваться в Treg 

при отсутствии ДК [Perry et al, 2014], что еще раз поднимает вопрос о том, какие из антигенов 

презентируются ДК, а какие mTEC. 

Для дифференцировки в Treg тимоцит должен получить от ДК те же сигналы, что и от 

mTEC – сигнал с TCR определенной интенсивности и цитокиновый сигнал для запуска или 

поддержания экспрессии FoxP3. Есть данные, что приобретение ДК фенотипа, необходимого для 

запуска дифференцировки тимических Treg, осуществляется с помощью тимического 

стромального лимофпоэтина (TSL или thymic stromal lymphopoietin, TSLP). Тимический 

стромальный лимфопоэтин секретируется в тимусе тельцами Гассаля, а дендритные клетки, 

полученные с помощью TSL, отличаются повышенной способностью к индукции Treg клеток 

[Watanabe et al, 2005; Hanabuchi et al, 2010]. Так же, в дифференцировке Treg в тимусе участвуют 

молекулы семейства ФНО – CD70-CD27, GITR-GITRL, OX40-OX40L. Однако, их экспрессия 

характерна не только для тимических ДК, но и для mTEC [Oh et al, 2015]. 
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1.2.2 Центральные механизмы толерантности B-лимфоцитов 

 

Развитие B-лимфоцитов происходит в костном мозге. На пути к зрелому лимфоциту B-

клетки проходят различные стадии, основными из которых являются стадии про-B-лимфоцита и 

пре-B-лимфоцита. На стадии про-В-лимфоцита каждая клетка подвергается независимой 

реаранжировке V (variable), D (diversity) и J (join) сегментов гена H (тяжелой) цепи. Про-В-стадия 

заканчивается экспрессией уникального реанжированного гена H-цепи и выведением его 

продукта – белка Н-цепи на поверхность клетки. С появления на поверхности клетки молекул H-

цепи начинается стадия пре-В-лимфоцита. На этой стадии происходит реаранжировка V и J 

сегментов одного из локусов L (легкой)- цепи -  или . По завершению реаранжировки 

начинается экспрессия готовой L-цепи. Две L-цепи связываются с двумя молекулами Н-цепей и 

в виде классической молекулы В-клеточного рецептора (BCR) выводятся на поверхность клетки. 

Выведенный на поверхность BCR является иммуноглобулином класса M – согласно 

константному домену H-цепей. Клетки, несущие такой BCR, определяют как незрелые В-клетки. 

Выведенный на поверхность BCR образует комплекс с молекулами CD79A и CD79B (Ig и Ig), 

несущими на своих цитоплазматических концах активационный мотив ITAM (immunoreceptor 

tyrosine-based activation motif) [Nemazee, 2017].  

Такие незрелые В-лимфоциты уже способны связываться своим BCR с антигенами и 

принимать сигнал от данного связывания. Однако, поскольку, развитие происходит в костном 

мозге, антигены окружающие В-клетку являются аутоантигенами. Соответственно, на этом этапе 

происходят процессы, направленные на снижение аутореактивности, т.е. формирование 

центральной В-клеточной толерантности. 

Поначалу считалось, что механизмы центральной В-клеточной толерантности 

включаются в себя как деплецию аутореактивного лимфоцита, так и введение его в анергичное 

состояние [Klinman, 1996]. Однако также, было выявлено, что возможен процесс изменения BCR, 

путем замены легкой цепи на заново реаренжированную, что спасает B-лимфоцит от деплеции 

[Tiegs et al, 1993]. А анергичные B-лимфоциты все же погибают на периферии, что прировняло 

анергию к деплеции [Fulcher, Basten, 1994]. 

Таким образом, после первой реаранжеровки L-цепи дальнейшее развитие B-лимфоцита 

может идти 3 путями, 2 из которых имеют биологический смысл позитивной селекции, а 1 - 

негативной селекции. 

Первый путь - позитивной селекции случается если реаранжированные H- и L- цепи 

способны к формированию функционального BCR, но BCR не распознает доступные 

аутоантигены. Тогда в клетку поступает тонический подпороговый сигнал, связанный именно с 

успешной сборкой BCR на мембране, а не с его связыванием с антигеном. Так, несвязанный с 
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антигеном BCR вызывает активацию PI3K (phosphoinositide 3-kinase) сигнального пути с 

помощью фосфорилирования адаптерных белков CD19 и BCAP (B-клеточные адапторы PI3K) 

тирозинканазами семейства Src [Fujimoto et al, 2000]. Дальнейшее действие PI3K приводит к 

снижению экспрессии генов RAG1 и RAG2 из-за увеличения активности Akt и выхода 

транскрипционного фактора FoxO1 (forkhead box protein O1) из ядра, что останавливает процесс 

рекомбинации легких цепей [Amin, Schlissel, 2008]. Данный сигнальный путь также приводит к 

выживаемости B-лимфоцита [Srinivasan et al, 2009]. Таким образом, успешная сборка BCR и 

отсутствие связывания антигена приводит к остановке реаранжировки генов BCR и дальнейшему 

развитию В-лимфоцита. 

Второй путь – позитивной селекции случается если реаранжированные H- и L- цепи не 

способны к формированию функционального BCR. Тогда сигнала с успешно собранного BCR не 

поступает, и рекомбинация легких цепей происходит до тех пор, пока BCR не будет успешно 

собран или до тех пор, пока лимфоцит не погибнет путем апоптоза, поскольку сигнала к 

выживанию также не поступило. Таким образом, механизмы позитивной селекции обеспечивают 

наличие на В-лимфоцитах функциональных BCR. 

Третий путь негативной селекции случается при связывании BCR антигена. Согласно 

одной из моделей в этом случае происходит снижение экспрессии и вывода на поверхность 

клетки BCR, что приводит к снижению PI3K сигналинга, снижению активности Akt  и 

увеличению экспрессии FoxO1 в ядре, в результате чего увеличивается экспрессия генов RAG и 

усиливается рекомбинация, целью которой является получение новых легких цепей, 

обеспечивающих отсутствие аутореактивности BCR [Schram B.R et al, 2008]. Однако, в данной 

модели не ясно как именно происходит снижение эксперсиии BCR, возможно, в результате 

особых механизмов интернализации [Nemazee D., 2015]. 

Согласно другой модели, связывание BCR с антигеном приводит к более сильной 

активации связанных с комплексом BCR Src-киназ, что приводит к активации BLNK (B cell linker 

protein) и далее к супрессии активности Akt, усилению экспрессии FoxO1 и RAG [Herzog et al, 

2008].  

Есть данные, что около 20% В-лимфоцитов подвергаются исправлению аутореактивных 

BCR [Duong et al, 2011]. Интересно, что исправление генов аутореактивных BCR, в отличие от 

первичной реаранжировки, не совсем случайно. Так исправление идет в направлении от J  к V 

 сегментам, а затем переходит в  локус [Arakawa et al, 1996]. Также возможна прогрессия от 

более эффективно реаранжируемых сегментов к менее [Aoki-Ota et al, 2012]. Это приводит к 

диверсификации BCR и способствует использованию  легких цепей, что обеспечивает более 

успешное устранение аутореактивности [Wardemann et al, 2004].   
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B-клетки не сумевшие успешно перестроить гены BCR подвергаются апоптозу по 

внутреннему пути. Основную роль в апоптозе B-лимфоцитов играет проапоптический фактор 

BIM, а усиленная экспрессия противоапоптического фактора Bcl-2 способна отменить 

запрограммированную смерть B-клетки [Enders et al, 2003]. При этом экспрессия Bcl-2 связана с 

усилением исправления генов BCR [Lang et al, 1997]. 

Таким образом, процессы, обеспечивающие центральную толерантность, приводят к 

деплеции аутореактивных клонов Т- и В-лимфоцитов в тимусе и костном мозге, соответственно. 

При этом, аутореактивные Т-лимфоциты под действием определенных сигналов в тимусе могут 

быть дифференцированы в Treg, а аутореактивные В-лимфоциты способны править свой BCR 

для снижения аутореактивности.  

 

1.3 Периферические механизмы иммунологической толерантности 

 

1.3.1 Периферические механизмы толерантности Т-лимфоцитов 

 

Наивные Т-клетки, прошедшие этап негативной селекции и мигрирующие из тимуса, все 

же сохраняют определенную степень аутореактивности [Richards et al., 2016]. Сохранение 

аутореактивности объясняют определенной кросс-реактивностью TCR, т.е. на периферии Т-

клетка может с большей аффинностью распознать эпитоп, отличный от эпитопа с которым она 

взаимодействовала в тимусе на этапе негативной селекции [Nelson et al, 2015]. Также, процесс 

негативной селекции может не выполнить свою функцию, поскольку презентация некоторых 

тканеспецифичных антигенов в тимусе менее эффективна, чем на периферии [Enouz et al., 2012]. 

И в добавок, в провоспалительных условиях, часто встречающихся при течении инфекционных 

заболеваний, Т-клетки, обладающие низкой аффинностью к собственным антигенам, могут быть 

активированы в связи с высоким уровнем костимуляции [Zehn, Bevan, 2006]. В норме, 

оставшаяся аутореактивность эффективно контролируется механизмами периферической 

толерантности, центральную роль в которых также выполняют дендритные клетки. 

Изначально функцию дендритных клеток на периферии сводили к активации наивных Т-

лимфоцитов (прайминг). Однако, позже было обнаружено, что прайминг Т-лимфоцитов 

способны осуществлять дендритные клетки, подвергнутые воздействию провоспалительных 

стимулов, например, агонистами паттерн-распознающих рецепторов или провоспалительными 

цитокинами [Coquerelle, Moser, 2010]. В результате такого воздействия дендритные клетки 

приобретают зрелый фенотип, проявляющийся в повышении уровня экспрессии молекул MHC I 

и II класса, молекул костимуляции и молекул активации, что и обеспечивает способность таких 

дендритных клеток праймировать Т-лимфоциты. В отсутствии провоспалительных стимулов 
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дендритные клетки обладают меньшей способностью к праймированию, что привело к развитию 

мнения о том, что незрелые ДК обладают толерогенной функцией [Steinman, 2003].  

Действительно, незрелые аутологичные дендритные клетки, нагруженные основным 

белком миелина, приводили к снижению выраженности экспериментального аутоиммунного 

энцефаломиелита на крысах [Huang, 2000]. Также, введение незрелых дендритных клеток, 

нагруженных матричным белком гриппа, приводило к угнетению CD8+ иммунного ответа, 

направленного на матричный белок, увеличению количества клеток, продуцирующих IL-10 в 

ответ на матричный белок, и снижению цитотоксической активности и продукции INF- в ответ 

на стимуляцию матричным белком [Dhodapkar et al, 2001]. 

Изучение толерогенных механизмов, реализуемых периферическими дендритными 

клетками, выявило, что после взаимодействия с незрелыми дендритными клетками Т-лимфоциты 

подвергаются частичной делеции, а оставшиеся переходят в состояние неотвечаемости – анергии 

[Hawiger et al., 2001]. Также под влиянием толерогенных дендритных клеток была показана 

дифференцировка FoxP3 негативных клеток в FoxP3 позитивные периферические или 

индуцированные Т-регуляторные клетки (pTreg или iTreg) и увеличение количества 

предсуществующих FoxP3+ tTreg [Kretschmer et al, 2005]. 

Такое разнообразие возможных исходов взаимодействия незрелой дендритной клетки и 

наивного Т-лимфоцита привело к пониманию того, что концепция есть сигнал /нет сигнала не 

способна в полной мере объяснить функционирование системы периферической толерантности 

и незрелые дендритные клетки должны обеспечивать ряд дополнительных сигналов, 

определяющих дальнейшую судьбу Т-лимфоцита. На основе данного заключения была 

сформирована концепция наличия 3х сигналов при активации наивных Т-лимфоцитов 

дендритными клетками: 

1. cигнал от связывания TCR Т-лимфоцита с комплексом MHC и эпитопа на 

дендритной клетке, определяющий специфичность взаимодействия; 

2. cигнал от связывания костимуляторных молекул (CD28-CD80/86, CD40-

CD40L и др.) и коингибиторных молекул (CTLA4-CD80/CD86, PD-1-PD-L1/PD-L2 и 

др.), определяющий дальнейшую функциональность и жизнеспособность Т-

лимфоцита; 

3. сигнал, в основном цитокиновой природы, определяющий поляризацию Т-

клетки (IL-12 – Th1, IL-10 – Th2, IL-1, IL-6 – Th-17, TGF-, IL-10 - iTreg). 

Комбинирование различных качественных и количественных характеристик данных 

сигналов определяет дальнейшую судьбу Т-лимфоцита [Chung et al, 2013]. Далее будут 

рассмотрены сигналы, приводящие к реализации толерогенной функции лимфоцита. 
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На наиболее раннем этапе было определено, что сигнал от взаимодействия TCR Т-

лимфоцита с комплексом MHC и эпитопа на дендритной клетке является необходимым, но не 

достаточным для полноценной активации наивной Т-клетки, и Т-лимфоциты, активированные с 

помощью данного сигнала в отсутствии какой-либо костимуляции, являются анергичными 

[Jenkins, Schwartz, 1987]. При этом выделяют 2 типа анергии – клональную и адаптивную. 

Клональная анергия встречается у ранее активированных Т-лимфоцитов и вызывается 

длительным сильным сигналом с TCR в отсутствии сигналов костимуляции. Анергия в данном 

случае является следствием неполной активации Т-лимфоцитов и обусловлена блоком в 

сигнальном пути Ras/MAP киназ. При этом выход из состояния клональной анергии может быть 

достигнут с помощью IL-2 и CD40L.  

Адаптивная анергия развивается при попытке активации наивных Т-клеток и вызывается 

сигналом с TCR при недостаточной костимуляции или достаточно сильной коингибиции. 

Получив такой сигнал Т-лимфоцит пролиферирует и дифференцируется до определенного 

момента, но при встрече с антигеном снижает свою функциональную активность и проявляет 

анергичные свойства. В отсутствии антигена состояние адаптивной анергии не проявляется. 

Интересно, что IL-2 не способен вывести лимфоцит из состояния адаптивной анергии. 

Адаптивную анергию связывают с ранним блоком развития сигнального пути тирозинкиназ и 

блокадой мобилизации ионов кальция. Оба механизма развития анергии принимают участие в 

формировании периферической толерантности [Schwartz, 2003].  

Периферическая делеция Т-лимфоцитов происходит путем апоптоза. Для индукции 

апоптоза в Т-лимфоците он должен получить дополнительный сигнал от дендритной клетки или 

от своего окружения. Так, было показано, что дефицит триптофана в присутствии IDO, 

продуцируемого дендритными клетками, и метаболиты триптофана (кинуринин и его 

производные) обладают цитотоксическим действием на Т-лимфоциты. Дендритные клетки, 

получение в присутствии TNF- и PGE2 увеличивают уровень экспрессии IDO, что приводит к 

повышенной делеции Т-лимфоцитов [Cools, 2007]. Также апоптоз Т-лимфоцита может быть 

достигнут в результате взаимодействия FasL на дендритной клетке и его рецептора Fas на 

поверхности лимфоцита [Suss, Shortman, 1996]. Таким образом, в отличии от центральной 

толерантности, делеция Т-лимфоцитов на периферии может быть достигнута с помощью запуска 

апоптоза с помощью специализированных рецепторов смерти.  

Индукция периферических FoxP3+ Treg с помощью дендритных клеток на данный момент 

описана достаточно подробно. Индукция экспрессии FoxP3 в Т-лимфоците происходит при 

слабом сигнале с TCR, недостаточном для полноценной активации. Такой слабый сигнал может 

быть получен при стимуляции низкими дозами антигена, обеспечивающего высокую 

аффинность взаимодействия TCR и MHC, и большими дозами антигена, обеспечивающего 
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низкую аффинность взаимодействия TCR и MHC. Необходимость слабого сигнала c TCR 

определяется тем, что сигнальная ось PI3K–Akt–mTOR, активирующаяся при связывании TCR, 

угнетает экспрессию FoxP3, поскольку киназа Akt ингибирует белки FoxO, являющиеся важным 

регулятором экспрессии FoxP3 [Ouyang et al, 2010]. Поэтому, при превышении определенного 

порога сигнала с TCR T-клетка будет дифференцироваться в эффекторную, а не регуляторную 

[Gottschalk et al, 2010]. Также было показано, что сигнал c СD5 способен угнетать активность 

mTOR. CD5 экспрессируется Treg и наивными Т-клетками в ответ на толерогенные агенты, что 

приводит к стабилизации и индукции экспрессии FoxP3 соответственно [Henderson et al, 2015]. 

Дифференцировка iTreg требует слабого костимуляторного сигнала с CD28 и достаточной 

стимуляции CTLA4, поскольку сильная стимуляция СD28 увеличивает активность Lck 

тирозинкиназы, ингибирующей экспрессию FoxP3 [Semple et al, 2011]. 

Помимо определенных сигналов с TCR и молекулы костимуляции CD28 экспрессия FoxP3 

требует наличия коингибиторных сигналов. Так, молекула IDO, часто продуцируемая 

толерогенными дендритными клетками и снижающая уровень доступного в микроокружении 

триптофана, активирует стресс-киназу GCN2, угнетающую активность mTORC2 и тем самым 

препятствующую фосфорилированию Akt в ее активационном сайте Сер473. Угнетение 

активности Akt приводит увеличению активности белка FoxO3а и повышению экспрессии 

другой коингибиторной молекулы на поверхности лимфоцита – PD-1. PD-1, связываясь со 

своими лигандами PD-L1 и PD-L2 на поверхности дендритной клетки, активирует фосфатазу 

PTEN, которая угнетает активность PI3K и блокирует фосфорилирование Akt в ее другом 

активационном сайте – Тре308. Таким образом, петля IDO-PD-1 сигналинга устойчиво блокирует 

сигнальный путь PI3K–Akt–mTOR и стабилизирует экспрессию FoxP3 в лимфоците [Munn, 

Mellor, 2016]. 

Сигнальный путь PI3K–Akt–mTOR может быть заблокирован путем прямой активации 

PTEN с помощью сигнала с рецептора нейропилина 1 (Nrp1, CD304), который, таким образом, 

также является мощным иммуносупрессивным агентом и участвует в формировании 

иммуносупрессивного микроокружения опухоли [Delgoffe et al, 2013]. Более того, было 

показано, что tTreg, обладающие устойчивой экспрессией FoxP3, преимущественно несут Nrp1, 

в то время как iTreg с менее стабильной экспрессией FoxP3 преимущественно не имеют Nrp-1 на 

своей поверхности [Yadav et al, 2012], что еще раз подчеркивает роль данного рецептора в 

стабилизации экспрессии FoxP3. Отсутствие сигналов, угнетающих сигнальный путь PI3K–Akt–

mTOR, может дестабилизировать экспрессию FoxP3 и приводить к трансдифференцировке Treg 

в провоспалительные эффекторные Th17 клетки [Sharma et al, 2009].  

Представленные механизмы дифференцировки периферических Treg под влиянием 

дендритных клеток проиллюстрированы на рисунке 2.  
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Рисунок 2 – Сигналы, приводящие к экспрессии FoxP3 при дифференцировке iTreg 

[Munn, Mellor, 2016]. 

 

Дифференцировка iTreg зависит не только от контактных сигналов, поступающих от 

дендритных клеток, но и от гуморальных факторов, находящихся в микроокружении и часто 

также продуцируемых дендритными клетками. Например, дифференцировка iTreg может быть 

достигнута с помощью TGF- и IL-2. Так, экспрессия FoxP3 обеспечивается TGF- зависимым 

связыванием Smad3 и NFAT с CNS1. Также TGF- подавляет способность TCR сигнала угнетать 

экспрессию FoxP3 за счет угнетения активности ДНК метилтрансферазы I, которая препятствует 

транскрипции локуса foxp3 [Josefowicz et al, 2009]. IL-2 способен вызывать экспрессию FoxP3 в 

лимфоцитах, несущих TCR средней аффинности к аутоантигенам и избежавших негативной 

селекции в тимусе [Schallenberg et al, 2010]. IL-2 вызывает фосфорилирование STAT5, что 

угнетает экспрессию RORt и увеличивает экспрессию FoxP3 [Laurence et al, 2007].  

 IL-2, TGF- и ретиноевая кислота способны угнетать трансдифференцировку iTreg в Th17 

эффекторные клетки. Механизм действия ретиноевой кислоты, продуцируемой дендритными 

клетками, в данном случае заключается в индукции экспрессии и фосфорилирования Smad3, 
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который в свою очередь усиливает TGF-  сигналинг и далее экспрессию FoxP3 [Van 

Nieuwenhuijze, Liston, 2015]. 

 

1.3.2 Апоптоз как периферический механизм поддержания толерантности 

 

Считается, что в физиологических условиях фагоцитоз апоптических телец дендритными 

клетками является важнейшим стимулом для приобретения ими толерогенных свойств и 

основным механизмом поддержания периферической толерантности на антигены собственных 

тканей. Так, например, дендритные клетки, нагруженные апоптическими клетками угнетают 

развитие CD4+ эффекторных клеток памяти и блокируют активность эффекторных Th17-клеток 

в модели экспериментального энцефаломиелита [Zhou et al, 2016; Zhou et al, 2013]. 

Апоптические клетки привлекают фагоциты, в т.ч. дендритные клетки, с помощью 

хемокинов (CX3CL1/фракталкин), липидов (липофосфатидилхолина и сфингозиг-1-фосфата) и 

нуклеотидов (АТФ и УТФ). Распознавание и фагоцитоз апоптических клеток происходит с 

помощью детекции фосфатидилсерина, который в норме располагается на внутренней стороне 

клеточной мембраны, но в течение первых 2х часов апоптоза увеличивается более чем 200-кратно 

на внешней стороне мембраны. На внешней стороне мембраны фосфотидилсерин и другие 

липиды подвергается перекисному окислению. Окисленные липиды распознаются рецепторами-

мусорщиками (scavenger receptors) CD36, CD14, CD68, SRA, MARCO фагоцитов. Сигнал с 

данных рецепторов приводит к началу процесса фагоцитоза, а также к запуску толерогенной 

программы внутри фагоцита [Wermeling et al, 2007]. Фосфатидилсерин-опосредованный 

фагоцитоз осуществляется в отношении клеток, находящихся на ранней стадии апоптоза. Клетки 

на поздней стадии апоптоза опсонизируются С1q и С3b компонентами комплемента в результате 

потери мембранной молекулы CD46, в норме предотвращающей сборку комплексов 

комплемента на клеточной мембране. Фагоцитоз поздних апоптических телец в результате 

детекции компонентов комплемента на мембране происходит с помощью рецепторов SIGN-R1 и 

SCARF1. Дефициты C1q и SCARF1 приводят к накоплению апоптических клеток и 

возникновению волчаночно-подобного заболевания у мышей [Ramirez-Ortiz et al, 2013], что 

говорит о том, что фагоцитоз поздних апоптических телец также сопровождается индукцией 

толерогенного состояния фагоцита. 

ДНК апоптических клеток также приводит к индукции толерогенной функции в 

фагоцитах. Так, ДНК апоптических клеток способна выходить из фагосомы и стимулировать 

TLR 9 и другие ДНК-сенсоры в цитоплазме [Huang et al, 2012], что приводит к STING зависимой 

экспрессии INF 1 типа и последующей компенсаторной экспрессии IDO в дендритных клетках 

[Huang et al, 2013]. Дефицит STING приводит к неспособности фагоцитов продуцировать IDO 
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при захвате апоптических клеток и способствует ухудшению аутоиммунных заболеваний 

[Sharma et al, 2015]. Считается, что слабая стимуляция STING, происходящая при захвате ДНК 

апоптических клеток, вызывает ограниченную экспрессию INF, но достаточную для индукции 

толерогенного состояния аутокринную и паракринную экспрессию IDO [McGaha, Karlsson, 

2016]. Экспрессия IDO, является одни из основных механизмов индукции толерантности с 

помощью апоптических клеток, поскольку при дефиците IDO, введение апоптических клеток не 

приводит формированию толерантности. Влияние IDO приводит к повышенной экспрессии IL-

10, TGF- и сниженной экспрессии IL-12 в доступном микроокружении [Ravishankar et al, 2012].  

 

1.3.3 Периферические механизмы толерантности B-лимфоцитов 

 

Известно, что дендритные клетки, в частности, фолликулярные дендритные клетки 

участвуют в активации B-лимфоцитов в лимфоузлах [Heath et al, 2019]. Однако, способность 

толерогенных дендритных клеток индуцировать толерантность внутри B-клеточного звена 

изучено не столь подробно.  

Известно, что толерогенные дендритные клетки, полученные с помощью дексаметазона и 

витамина D3, увеличивают численность FoxP3+ Breg (B-регуляторных клеток) в культуре 

[Volchenkov et al, 2013]. Также, дендритные клетки, полученные из костного мозга крыс с 

помощью аторвастатина, приводили к увеличению количества FoxP3+ и IL-10+ Breg и снижали 

проявления модельной миастении гравис [Li et al, 2015].  

Механизм индукции Breg с помощью толерогенных ДК включает в себя IFN- сигналинг 

и CD40-CD40L контактное взаимодействие В-клетки и ДК [Qian et al, 2012]. Также, 

существующие данные о индукции периферической толерантности внутри B-клеточного звена 

говорят о возможности влияния второго сигнала, полученного дендритной клеткой и/или B-

клеткой с паттерн-распознающего рецептора, на характер будущего ответа [Johnson et al, 2019]. 

Так, было показано, что удвоение внутриклеточного TLR7, распознающего одноцепочечную 

ДНК, увеличивает количество аутореактивных антител в модели аутоиммунного заболевания, а 

его дефицит – уменьшает. При этом также отмечается, что высокий уровень экспрессии TLR7 

приводит к экспансии провоспалительных дендритных клеток, но является ли это причиной 

повышенного образования аутореактивных антител не изучено [Deane et al, 2007]. Дефицит 

TLR9, наоборот, ухудшает течение аутоиммунных заболеваний, обусловленных появлением 

аутоантител, в мышиных моделях и увеличивает частоту встречаемости аутореактивных B-

клеток [Christensen et al, 2006]. Возможный механизм данного феномена заключается в том, что 

совместный сигнал с B-клеточного рецептора (BCR) и TLR9 обеспечивает более высокий 
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уровень экспрессии дезаминазы AID, необходимой для устранения аутореактивных B-клеток 

[Kuraoka et al, 2017]. 

 

1.4 Иммунология трансплантационных реакций 

 

Под трансплантационными реакциями мы будем понимать иммунные реакции, 

возникающие при трансплантации органов и тканей донора в организм реципиента, в т.ч. 

реакцию отторжения – при трансплантации негемопоэтических органов и тканей и реакцию 

«трансплантат против хозяина» (РТПХ) – при пересадке костного мозга или гемопоэтических 

стволовых клеток. 

Трансплантационные реакции возникают в результате внесения в организм чужеродных 

трансплантационных антигенов, на которые впоследствии развивается иммунный ответ. 

Иммунный ответ повреждает пересаженный орган или ткани реципиента в случае 

трансплантации костного мозга, что приводит к нарушению функции пораженных органов и 

несостоятельности трансплантации. 

Известно множество трансплантационных антигенов, среди которых молекулы главного 

комплекса гистосовместимости (ГКГС, MHC- major histocompatibility complex), антигены групп 

крови A и В и минорные антигены, не принадлежащие молекулам MHC. 

Минорные антигены, не принадлежащие молекулам MHC, вносят относительно 

небольшой вклад в развитие трансплантационных реакций в связи с их меньшим полиморфизмом 

по сравнению с молекулами MHC.  Антигены групп крови также не столь существенны при 

развитии трансплантационных реакций, однако могут приводить к острому отторжению 

первично васкуляризированных трансплантатов, например почки и сердца [Ayala García et al., 

2012].  

Еще в прошлом веке было выявлено, что ведущую роль в отторжении пересаженных 

органов и тканей играют молекулы MHC. Согласно своей функции, сами молекулы и ген, их 

кодирующий, были названы главным комплексом гистосовместимости [Bach, 1976]. Интересно, 

что в тоже время уже начало формироваться мнение об участии данных молекул в инициации и 

других типов иммунного ответа [Brondz et al, 1975]. К сегодняшнему дню молекулы MHC все 

также считаются основными антигенами, на которые направлены трансплантационные реакции, 

однако, на данный момент накоплено большое количество данных о механизмах развития и 

течения иммунных реакций, вызванных введением в организм чужеродных молекул MHC. 
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1.4.1 Иммунопатогенез реакции отторжения 

 

Выделяют 3 механизма распознавания аллогенных молекул MHC на пересаженных 

органах и тканях иммунными клетками реципиента – прямой, непрямой и полупрямой (direct, 

indirect and semi-direct pathway of allorecognition). 

Прямой механизм заключается в распознавании CD4 и СD8 лимфоцитами реципиента 

молекул MHC I и II класса на поверхности антиген-представляющих клеток донора, вне 

зависимости от эпитопа ими презентируемого. Данный механизм был предположен в результате 

наблюдений за течением смешанных культур лейкоцитов in vitro, где было выявлено, что 

аллогенные лимфоциты успешно активируются антиген-представляющими клетками другого 

генотипа [Bain et al., 1964]. Причиной возможности подобной активации считается то, что TCR 

лимфоцитов способен распознавать аллогенные MHC c высокой аффинностью, поскольку 

аллогенные MHC, с некоторыми изменениями относительно аутологичных MHC, имитируют 

комплекс аутологичного MHC и чужеродного пептида. Так, было показано, что около 10% T-

клеток реципиента распознают молекулы MHC донора [Lechler, Batchelor, 1982].  Определенное 

время данный механизм считался основным инициатором реакции отторжения. Его понимание 

было дополнено выявлением того факта, что для возникновения прямого пути отторжения 

необходимо наличие дендритных клеток в трансплантате, которые мигрируя в лимфоузлы 

реципиента осуществляют активацию лимфоцитов по прямому пути – теория лейкоцитов-

пассажиров (passenger leucocyte theory) [Lakkis et al, 2000]. Однако, удаление лейкоцитов из 

трансплантата перед его пересадкой хоть и снижало выраженность острой реакции отторжения, 

но не отменяло ее полностью [Lechler, Batchelor, 1982]. 

Полученные данные говорили о том, что трансплантат также может быть отторгнут с 

помощью захвата, процессинга и представления молекул MHC донора антиген-

представляющими клетками реципиента. Выявленный механизм назвали непрямым, а его роль в 

инициации реакции отторжения также оказалась значимой [Harris et al, 1999]. Несмотря на то, 

что молекулы MHC крайне полиморфны, активация лимфоцитов непрямым механизмом 

осуществляется в основном на ограниченное количество иммунодоминантных эпитопов молекул 

MHC [Lovegrove et al, 2001].  

Далее, открытие феномена трогоцитоза, сформировало гипотезу о том, что молекулы 

MHC донора могут быть представлены на антиген-представляющих клетках реципиента и, таким 

образом, лимфоциты реципиента могут быть активированы молекулами MHC донора, но 

антиген-представляющими клетками реципиента.  Данная гипотеза была подтверждена 

экспериментально путем обнаружения MHC II класса донора на антиген-представляющих 

клетках реципиента при трансплантации солидных органов [Brown et al, 2008]. Открытый 
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механизм был назван полупрямым (semi-direct). Среди механизмов трансфера молекул MHC 

донора на антиген-представляющие клетки реципиента известны контактный трогоцитоз и 

бесконтактный трансфер с помощью везикул [Harshyne et al, 2001; Liu et al, 2016]. Хотя данный 

механизм и рассматривается на данный момент в качестве самостоятельного, спектр 

специфичностей лимфоцитов, активирующихся при его реализации, должен совпадать со 

спектром специфичностей лимфоцитов, активирующихся прямым путем. При этом спектр 

специфичностей лимфоцитов, активированных непрямым путем, должен быть отличным. 

Схематичное изображение механизмов распознавания аллогенных MHC представлено на 

рисунке 3 [Siu et al, 2018]. 

                        

Рисунок 3 – Механизмы распознавания аллогенных MHC при трансплантации солидных 

органов [Siu et al, 2018]. A – прямой. B – непрямой. C – полупрямой. 

 

Было показано, что прямой механизм активации Т-лимфоцитов реципиента донорскими 

антиген-представляющими клетками происходит наиболее активно в первые несколько недель 
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после трансплантации, что определено временем выживаемости донорских АПК в организме 

реципиента [Ali et al, 2016]. Однако, с открытием полупрямого механизма было показано, что 

трансфер донорских молекул MHC на антиген-представляющие клетки реципиента может 

осуществляться и все время нахождения трансплантата в организме, что обеспечивает наличие 

иммунного ответа на интактные молекулы MHC донора и в более поздние сроки [Marino et al, 

2016]. 

Непрямой механизм активации Т-лимфоцитов реципиента на процессированные эпитопы 

MHC донора развивается и длится дольше, чем прямой. Так, например, при трансплантации 

сердца в трансгенной мышиной модели с TCR, специфичными только к определенному эпитопу 

MHC донора, прямой механизм активации не наблюдался уже через 1 неделю после 

трансплантации. В то время как непрямой механизм наблюдался в более поздние сроки и 

сопровождался презентацией эпитопов MHC донора и поздней активацией CD4+ лимфоцитов 

[Ali et al, 2016]. 

Таким образом, считается, что прямой механизм ответственен за возникновение острой 

реакции отторжения, непрямой – за хроническое отторжение, а полупрямой вносит вклад в 

острое и хроническое отторжение, однако объемы влияния не определены.  

Интересно, что прямой механизм активации лимфоцитов и, соответственно, острая 

реакция отторжения направлены на молекулы MHC I и II класса. В то время как непрямой 

механизм и хроническое отторжение направлены преимущественно на эпитопы молекул MHC I 

класса. Так, на мышиной модели, непрямой механизм, активирующий Т-лимфоциты на эпитопы 

MHC II класса, не наблюдается уже через неделю после трансплантации, как и прямой механизм. 

А непрямая активация лимфоцитов на эпитопы MHC I класса развивается позже 1 недели после 

трансплантации [Ali et al, 2016]. У людей же основной причиной дисфункции трансплантата в 

первые 6 месяцев после пересадки является несовпадение гаплотипа по HLA-DR (MHC II), а в 

течение первых 2х лет – несовпадение гаплотипа по HLA-B (MHC I) [Ayala García et al, 2012].  

Данные отличия в направленности прямого и непрямого механизмов, вероятно, связаны с 

различными источниками антигенов, доступными в раннем и позднем посттрансплантационном 

периоде. Так, на ранних сроках, источником антигена для прямой активации CD4-лимфоцитов 

являются донорские АПК, несущие интактный MHC II. Прямая активация СD8-лимфоцитов с 

помощью MHC I на донорских АПК на ранних сроках также происходит, однако, для успешной 

активации CD8-лимфоцитов требуется помощь СD4 T-хелперов, поэтому цитотоксический ответ 

против интактного аллогенного MHC I все же требует несовпадения по MHC II класса. На 

поздних сроках, после элиминации донорских АПК, основным источником эпитопов донорских 

антигенов в АПК реципиента становятся соматические клетки трансплантата, несущие 

преимущественно MHC I класса [Siu et al, 2018]. 
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В иммунном ответе против аллоантигенов трансплантата участвуют также клетки памяти. 

Т.е. помимо первичного праймирования лимфоцитов в течение реакции отторжения происходит 

также и повторная активация клеток памяти. Так, в раннем посттрансплантационном периоде 

происходит повторная активация клеток памяти, существующих до трансплантации и 

специфичных к ранее встречаемым нетрансплантационным антигенам, но перекрестно 

распознающих донорские MHC [Benichou et al, 2017]. А в позднем посттрансплантационном 

периоде происходит активация клеток памяти, наработанных во время острой реакции 

отторжения и специфичных к целевым трансплантационным антигенам. При этом, т.к. острая 

реакция отторжения направлена в основном на интактные MHC II класса, повторная активация 

клеток памяти может приводить к цитотоксическому ответу против данного антигена и в течение 

хронического отторжения. Возможной причиной повторной активации данного пула клеток 

памяти может быть транзиентная экспрессия MHC II донора на эндотелии трансплантата, 

вызванная провоспалительными факторами [Ali et al, 2016]. 

Как известно, адаптивный иммунный ответ развивается в провоспалительных условиях, 

заданных реакциями врожденного иммунитета. Считается, что активация врожденного 

иммунитета при пересадке солидных органов происходит из-за повреждения клеток 

трансплантата в результате ишемии-реперфузии, возникающей при изъятии и последующем 

возвращении трансплантата в кровоток при пересадке [Land, Messmer, 1996]. При повреждении 

клетки трансплантата продуцируют активные формы кислорода и DAMP (damage associated 

molecular pаtterns, молекулярные паттерны повреждения), в т.ч. белки HSP (heat shock proteins, 

белки теплового шока) и фрагменты гиалуроновой кислоты, которые распознаются TLR2 и 

TLR4. Связывание TLR2 и TLR4 приводит к запуску экспрессии основных активационных 

факторов NF-B, AP-1 и IRF-3 в клетках врожденного иммунитета, в т.ч. и антиген-

представляющих клетках. В результате активированные дендритные клетки способны 

осуществлять запуск адаптивного иммунного ответа [Land, 2007]. 

Из клеток врожденного иммунитета в отторжении трансплантата также участвуют NK-

клетки. Активационные рецепторы NK-клеток CD94/NKG2C, NKG2D, NKp30, NKp44 и NKp46 

распознают молекулы MHC донора как измененные «свои» из-за их отличного 

морфологического варианта. В результате чего NK-клетки осуществляют цитотоксическую 

функцию в отношении клеток трансплантата. При этом клетки трансплантата не несут интактных 

молекул MHC реципиента, которые способны угнетать цитотоксическую функцию NK-клеток 

путем связывания их ингибиторных рецепторов семейства KIR [Kroemer et al, 2008]. 

Цитотоксическая активность NK-клеток против клеток трансплантата расценивается как один из 

механизмов его повреждения и отторжения.   
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1.4.2 Иммунопатогенез реакции «трансплантат против хозяина» 

 

Реакция «трансплантат против хозяина» (РТПХ) возникает при трансплантации костного 

мозга или гемопоэтических стволовых клеток донора в организм реципиента. Основные причины 

развития РТПХ – несовпадение гаплотипов MHC донора и реципиента, наличие 

иммунокомпетентных клеток донора в организме реципиента и неспособность реципиента 

отторгнуть трансплантат, были описаны еще в прошлом веке [Billingham, 1966]. РТПХ протекает 

остро и хронически, причем механизмы повреждения тканей в данных случаях различны. 

Иммунопатогенез острой РТПХ 

Сейчас в патогенезе острой РТПХ выделяют стадию повреждения клеток реципиента, 

вызванную режимом кондиционирования и приводящей к созданию провоспалительных 

условий. Стадию активации донорских Т-клеток антиген-представляющими клетками [Kernan et 

al., 1986]. И стадию направленной миграции эффекторных клеток в органы мишени РТПХ [Kuba, 

Raida, 2018]. 

Режим фармакологического или лучевого кондиционирования, применяемый для 

элиминации клеток костного мозга реципиента, приводит к повреждению всех клеток организма 

и массивной продукции DAMP – HMGB1, АТФ, мочевой кислоты, гепаран-сульфатных 

протеогликанов и белков теплового шока. Рецепция сигналов опасности антиген-

представляющими клетками приводит к их активации и секреции провоспалительных цитокинов 

TNF- IL-1 и IL-6 [Toubai et al, 2016]. Провоспалительный фон во время острой РТПХ, 

создаваемый режимом кондиционирования, настолько выражен, что к нему применяют термин 

«цитокиновый шторм». Однако, устранение некоторых DAMP сглаживает течение острой РТПХ 

[Magenau et al, 2016]. Выявление данного обстоятельства привело к использованию более 

щадящих режимов кондиционирования, например, к использованию немиелооблативных 

режимов. 

Интересно, что в результате кондиционирования повреждаются не только клетки 

реципиента, но и клетки его микробиома. В результате чего происходит также и продукция 

PAMP (pathogen associated molecular patterns, молекулярные паттерны патогенов), что 

увеличивает выраженность и даже влияет на направленность РТПХ. Так, хроническая 

интоксикация LPS (липополисахаридом бактериальной стенки грамотрицательных бактерий) 

приводит к развитию легочных проявлений РТПХ [Martinu et al, 2014]. А замена лактобактерий 

на условно-патогенные энтерококки в микрофлоре кишечника в результате антибиотикотерапии 

увеличивает риск развития РТПХ и ее кишечных проявлений [Holler et al, 2014]. 

Активированные DAMP и PAMP антиген-представляющие клетки далее способны 

активировать эффекторные лимфоциты донора, специфичные к антигенам реципиента. 
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Основными антигенами, на которые направлен адаптивный иммунный ответ при течении острой 

РТПХ, также являются MHC I и II класса. А тяжесть РТПХ прямо коррелирует со степенью 

различий молекул MHC донора и реципиента [Petersdorf et al, 2015]. Однако, РТПХ возникает и 

при MHC-идентичной трансплантации, что подчеркивает роль минорных молекул 

гистосовместимости в развитии РТПХ [Goulmy et al, 1996].  

Основными эффекторными клетками при течении острой РТПХ являются 

трансплантированные Т-клетки донора. При этом, это могут быть ранее активированные 

эффекторные клетки и клетки-памяти, кросс-реактивно реагирующие на антигены реципиента 

или наивные Т-клетки, которые будут активированы с помощью молекул MHC реципиента. Судя 

по всему, данные субпопуляции вносят различный вклад в течение РТПХ. Так, исключение из 

трансплантата наивных Т-клеток не влияло на тяжесть острой РТПХ, но снижало выраженность 

хронической РТПХ [Bleakley et al, 2015]. Что может говорить о том, что за развитие острой РТПХ 

отвечают ранее активированные кросс-реактивные Т-клетки донора, поскольку они либо не 

требуют активации - в случае эффекторных клеток, либо активируются быстро - в случае Т-

клеток памяти. А определенный вклад в развитие хронической РТПХ вносят наивные Т-клетки 

донора при активации которых на антигены реципиента возникает персистирующий клон клеток 

памяти, определяющий наличие отдаленных иммунных реакций. Т-клетки памяти и наивные Т-

клетки могут быть активированы во время острой РТПХ как донорскими дендритными клетками, 

так и дендритными клетками реципиента [Shlomchik et al, 1999; Matte et al, 2004]. При чем, при 

активации дендритными клетками реципиента осуществляется прямой механизм 

аллораспознавания, а при активации дендритными клетками донора – непрямой. 

Цитокиновый шторм во время острой РТПХ также сопровождается выбросом в тканях 

большого количества молекул хемотаксиса семейств C, СС, CXC и CX3C, с помощью которых 

активированные эффекторные Т-клетки мигрируют в органы мишени РТПХ [Kittan, Hildebrandt, 

2010]. Хотя MHC I класса представлены на всех ядеросодержащих клетках организма, 

основными мишенями острой РТПХ наиболее часто являются желудочно-кишечный тракт, 

печень и кожа. Причины такой селективности не до конца ясны. Повреждение клеток органов 

мишеней осуществляется цитотоксическими Т-лимфоцитами путем перфорин-гранзим 

зависимого лизиса и индукции апоптоза через Fas-FasL и TNFR-TRAIL взаимодействий. 

Активированные Th1- клетки поддерживают провоспалительный фон путем секреции INF-, а 

также вызывают Fas-FasL зависимый апоптоз [Paczesny et al, 2010]. Помимо клеток адаптивного 

иммунитета по градиенту хемокинов в органы мишени привлекаются нейтрофилы, 

осуществляющие повреждение тканей дегрануляцией и фагоцитозом. А резидентные макрофаги, 

активированные провоспалительным фоном и получающие помощь от Th1-клеток, активно 

осуществляют фагоцитоз поврежденных клеток [Holtan et al, 2014]. 
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Иммунопатогенез хронической РТПХ 

Полная элиминация Т-клеток из трансплантата приводит к практически полному 

отсутствию острой РТПХ, но сохранности хронической РТПХ [Blazar et al, 2012], что говорит о 

том, что механизмы развития хронической РТПХ, в отличии от острой, не связаны с 

перенесенными зрелыми донорскими Т-клетками. 

Считается, что хроническая РТПХ развивается на фоне воспаления и повреждений, 

возникших при течении острой РТПХ. Одним из самых значимых повреждений, возникающем 

при течении острой РТПХ и определяющим дальнейшее течение хронической РТПХ, является 

повреждение тимуса. Повреждение тимуса сопровождается его атрофией и снижением 

эктопической экспрессии тканеспецифичных антигенов, используемых для негативной селекции 

и поддержания центральной толерантности. В результате во время течения хронической РТПХ 

из тимуса мигрируют Т-клетки, дифференцированные из гемопоэтических предшественников 

донора, с нарушенной толерантностью к антигенам органов-мишеней реципиента – коже, печени, 

слюнным железам, легким, глазам и ЖКТ [Dertschnig et al, 2013]. Данное обстоятельство придает 

течению хронического РТПХ аутоиммунный характер, хотя аутоиммунным в полной мере 

данный процесс назвать нельзя, поскольку соматические клетки реципиента повреждаются Т-

клетками донора.  

Еще один из механизмов развития хронической РТПХ с участием гемопоэтических 

предшественников донора и тимуса реципиента был показан на мышиной модели [Sakoda et al, 

2007]. Так, при переносе трансплантата, лишенного Т-клеток, реципиенту, отличному по 

гаплотипу MHC, возникала хроническая РТПХ. Но при удалении тимуса ее не возникало. Более 

того, Т-клетки мышей с хронической РТПХ были реактивны к клеткам донора и могли вызвать 

хроническую РТПХ у реципиентов только при условии введения им антиген-представляющих 

клеток донора. Данная работа показала, что Т-клетки, развивающиеся из гемопоэтических 

предшественников донора в тимусе реципиента, реактивны не только к клеткам реципиента, по 

причине нарушений механизмов поддержания центральной толерантности, но и на клетки 

собственного гаплотипа MHC, поскольку негативная селекция в тимусе в отношении данных 

MHC слабо выражена, т.к. в тимусе в основном осуществляется самоподдержание клеток 

реципиента, выполняющих негативную селекцию, а приток новых клеток с донорским 

гаплотипом происходит в существенно меньшем объеме. Таким образом, течение хронической 

РТПХ определено в том числе реакцией «трансплантат против трансплантата», эффекторы и 

мишени, в которой происходят из гемопоэтических предшественников донора. 

В иммунопатогенезе хронической РТПХ участвуют также B-клетки, развивающиеся из 

гемопоэтических предшественников донора. В течение хронической РТПХ B-клетки 

продуцируют антитела с высокой аффинностью к антигенам реципиента, в основном к минорным 
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антигенам гистосовместимости [Miklos et al, 2014]. Причиной появления B-клеток, специфичных 

к антигенам реципиента, считают нарушение процессов поддержания центральной 

толерантности в костном мозгу, поврежденном режимом кондиционирования и течением острой 

РТПХ. Также, во время хронической РТПХ в сыворотке крови наблюдается повышенные 

концентрации BAFF (B-cell activating factor, фактор активации B-клеток), который способствует 

выживанию реципиент-специфичных B-клеток и их ускользанию от периферической делеции 

[Sarantopoulos et al, 2009].  BAFF увеличивает экспрессию TLR7 и TLR9, распознающих РНК и 

двуцепочечную ДНК, соответственно. А сигналы c TLR7 и TLR9 увеличивают экспрессию BAFF, 

что приводит к формированию петли положительной обратной связи [Groom et al, 2007]. 

Закрепившийся синергичный сигнал c BCR и TLR7/TLR9 приводит к активной пролиферации B-

клеток и продукции ими цитокинов и антител [Suthers, Sarantopoulos, 2017]. 

Реципиент-специфичные антитела, продуцируемые В-клетками, также определяют 

картину течения хронической РТПХ. Так, антитела, специфичные к рецептору PDGFR (platelet-

derived growth factor receptor, рецептор фактора роста тромбоцитов), стимулируют его, что 

приводит к отложению коллагена I типа и фиброзу органов-мишеней РТПХ. Повышенное 

количество анти-PDGFR антител наблюдается при активном течении хронической РТПХ 

[Svegliati et al, 2007]. 

На финальных стадиях течения хронической РТПХ наблюдается глубокая дисрегуляция 

процессов восстановления тканей в результате постоянного повреждения. Ткани и органы 

фиброзируются, теряют свойственную им микроархитектонику, а далее и функцию [Wynn, 

Ramalingam, 2012]. 

 

1.5 Клеточная терапия трансплантационных реакций 

 

На данный момент в клинической практике для лечения трансплантационных реакций 

используется системная иммуносупрессивная терапия. Однако, действуя системно данная 

терапия приводит к возникновению множества побочных эффектов и действуя 

иммуносупрессивно - к развитию оппортунистических инфекционных и даже опухолевых 

заболеваний [Curtis et al, 2006; Ponticelli, Glassock, 2019; De Fijter, 2017]. Поэтому последнее 

время активно разрабатываются подходы для терапии трансплантационных реакций без 

использования системной иммуносупрессии. А одним из перспективных разрабатываемых 

подходов считается клеточная иммунотерапия.  

Смысл клеточной иммунотерапии трансплантационных реакций заключается в создании 

иммунологической толерантности на антигены пересаженных органов и тканей или на антигены 
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реципиента в случае терапии РТПХ. Основными клетками, которые используют для индукции 

иммунологической толерантности, являются толерогенные дендритные клетки.  

Как было сказано выше, для выполнения толерогенной функции дендритная клетка 

должна обладать рядом свойств, таких как: способность взаимодействовать с TCR-лимфоцита с 

определенной аффинностью, сниженная экспрессия костимуляторных молекул и экспрессия 

коингибиторных молекул, а также секреция иммунорегуляторных цитокинов.  

В данном разделе будут рассмотрены способы получения дендритных клеток с заданным 

набором свойств, механизмы индукции иммунологической толерантности с помощью данных 

дендритных клеток, а также их способность подавлять трансплантационные реакции. 

Как известно, незрелые дендритные клетки, несущие относительно малое количество 

MHC II и молекул костимуляции уже обладают способностью к выполнению толерогенной 

функции. Поэтому, как оказалось, для получения толерогенных ДК достаточно культивирования 

их предшественников в среде с относительно малым количеством GM-CSF, классически 

используемым для получения миелоидных ДК. Полученные с помощью малых доз GM-CSF 

мышиные незрелые ДК характеризовались сниженной экспрессией MHC II и молекул 

костимуляции, резистентностью к созреванию под действием LPS, TNF- и агониста CD-40 и 

сниженной аллостимуляторной способностью. Более того, введенные аллогенному реципиенту 

за 7 суток до эктопической трансплантации сингенного сердца, полученные ДК увеличивали 

время его отторжения [Lutz et al., 2000]. Возможность получения толерогенных ДК в условиях 

дефицита факторов, используемых для их получения in vitro, была показана также и при 

устранении IL-4. Так, дендритные клетки, полученные в присутствии GM-CSF, но без IL-4, 

секретировали большие количества IL-10, меньшие количества IL-12 и вызывали меньшую 

пролиферацию CD4+ клеток по сравнению c ДК, полученными в присутствии GM-CSF и IL-4 

[Guindi et al, 2018]. Также, даже под воздействием стандартных в культуральной практике доз 

GM-CSF и IL-4, в получаемых культурах присутствуют ДК, обладающие выраженной 

толерогенной функцией. Так, прилипающая фракция ДК, полученных с помощью GM-CSF и IL-

4, обладала меньшей экспрессией молекул костимуляции, меньшей аллостимуляторной 

способностью, большей рефрактерностью к созреванию с помощью LPS и CD-40L, чем 

неприлипающая фракция ДК. Также, только прилипающая фракция была способна увеличивать 

время отторжения эктопически трансплантированного аллогенного сердца [Pêche et al, 2005]. 

Дендритные клетки с толерогенной функцией получают также с помощью добавления 

дополнительных агентов в культуральную среду. Среди данных толерогенных агентов можно 

выделить естественные иммунорегуляторные соединения – TGF- и IL-10, витамин D3 и 

биологические агенты, не представленные в организме, но обладающие иммунорегуляторным 

эффектом – дексаметазон, BAY-11-7082 (специфический ингибитор NF-). Судя по 
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проанализированной литературе, принципиальным отличием дендритных клеток, получаемых с 

помощью данных толерогенных агентов, от незрелых ДК, получаемых в дефиците факторов 

роста, является повышенная экспрессия ими коингибиторных молекул (например, PD-L1 и IDO) 

и иммунорегуляторных цитокинов (TGF- и IL-10) и, как следствие, их повышенная способность 

к индукции регуляторных T-клеток (Treg  и Tr1).  

Так, дендритные клетки, полученные в присутствии TGF-  обладают сниженной 

экспрессией MHC II, молекул костимуляции и активационных молекул CD86, CD40 и CD83. 

TGF-  способствует экспрессии IL-10 в дендритных клетках и ограничивает экспрессию IL-12. 

Однако, особенно важно, что TGF-  повышает экспрессию дендритными клетками 

толерогенного фактора IDO, участвующего в дифференцировке Treg [Song et al, 2014]. 

Возможным механизмом толерогенного влияния TGF-  на дендритные клетки является 

угнетение с его помощью сигналинга с -катенина, вызывающего созревание дендритных клеток 

[Vander Lugt et al, 2011]. 

Основной характеристикой дендритных клеток, полученных в присутствии IL-10, 

является их способность продуцировать повышенные количества IL-10 и тем самым вызывать 

дифференцировку IL-10 продуцирующих регуляторных FoxP3- Tr1 клеток. При этом, 

дифференцировка Tr1 клеток под действием IL-10 связана с функционированием ILT4/HLA-G 

сигнального пути в лимфоцитах [Comi et al, 2018]. Однако, встречаются данные и о индукции 

FoxP3+ Treg клеток IL-10 продуцирующими ДК [Boks et al, 2012]. 

Толерогенная функция дендритных клеток, полученных с помощью совместного 

добавления TGF-  и IL-10, настолько выражена, что для их обозначения начали применять 

термин регуляторные дендритные клетки (DCreg). Так, регуляторные дендритные клетки, 

полученные с помощью TGF-  и IL-10, обладают сниженной экспрессией молекул MHC I и II  

класса, молекул костимуляции и активации CD80, CD86 и CD40, а также способностью к 

дифференцировке CD4+CD25+FoxP3+ Treg из CD4+CD25-FoxP3- аллогенных лимфоцитов. 

Более того, регуляторные ДК, введенные реципиенту с индуцированной РТПХ, откладывали ее 

начало и снижали выраженность ее проявлений, за счет генерации повышенного количества 

CD4+CD25+FoxP3+ Treg in vivo и снижения уровня провоспалительных цитокинов TNF-, IL-12 

и INF- При этом действие регуляторных дендритных клеток при нагрузке антигеном проявляло 

антиген-специфичный характер за счет генерации антиген-специфичных Treg [Fujita et al, 2007]. 

Регуляторные дендритные клетки увеличивают время приживаемости ортотопически 

трансплантированной роговицы, также за счет увеличенной генерации FoxP3+ Treg in vivo. При 

этом, было показано, что полученные дендритные клетки угнетали преимущественно непрямой 

путь активации лимфоцитов [Hattori et al, 2012]. 
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Дендритные клетки, получаемые в присутствии витамина D3, также обладают сниженной 

экспрессией MHC II и молекул костимуляции CD80, CD86 и CD40 и соответственно вызывают 

сниженный Т-клеточный ответ. Более того, такие дендритные клетки обладают повышенной 

экспрессией ко-ингибиторной молекулы PD-L1, что позволяет им индицировать повышенное 

количество FoxP3+ Treg [Huang et al, 2014]. Введение витамина D3 реципиенту увеличивает 

время приживаемости островков поджелудочной железы и сердца. При этом дендритные клетки, 

полученные от данных реципиентов, обладают сниженной экспрессией молекул костимуляции и 

IL-12. А CD4+CD25+ клетки реципиентов, перенесенные сингенной мыши, также защищают ее 

от отторжения островков поджелудочной железы, что говорит о in vivo генерации Treg с 

помощью витамина D3 [Gregori et al, 2001]. 

Известно, что одним из основных транскрипционных факторов, ответственных за 

активацию дендритных клеток, является NF-B. Поэтому, применение его ингибиторов - BAY-

11-7082, андрографолида и розиглитозона, приводит к получению незрелых дендритных клеток 

со сниженной экспрессией MHC II, CD86 и CD40 и повышенной способностью индуцировать 

экспрессию FoxP3 в лимфоцитах. Дендритные клетки с заблокированным NF-B снижают 

тяжесть течения модельных аутоимунных заболеваний – аутоиммунного артрита и 

экспериментального аутоиммунного энцефаломиелита [Martin et al, 2007; Iruretagoyena 2006]. 

Дендритные клетки, полученные в присутствии дексаметазона обладают сниженной 

экспрессией MHC II, молекул костимуляции CD80 и СD86 и провоспалительных цитокинов IL-

1, IL-6 и IL-12, однако, большей экспрессией толерогенного фактора IDO [Lynch et al, 2017].  

Несмотря на то, что дексаметазоновые дендритные клетки экспрессируют обычное количество 

PD-L1, они обладают повышенной способностью индуцировать экспрессию FoxP3 в наивных Т-

лимфоцитах [Gong et al, 2011]. 

Для стабилизации толерогенной функции дендритных клеток при переносе в организм 

реципиента используется их трансфекция конструкциями, кодирующими иммунорегуляторные 

агенты. Например, ДК мыши, трансфицированные лентивирусной конструкцией, кодирующей 

IL-10, вызывают снижение иммунного ответа на аллоантигены и трансплантационные антигены 

в реакции смешанной культуры лимфоцитов и реакции трансплантат против хозяина, 

соответственно [Wan et al, 2017]. Наиболее длительная выживаемость почечного 

аллотрансплантата наблюдалась при введении реципиенту аллогенных дендритных клеток, 

трансфицированных одновременно IL-10 и TGF- . При этом выживаемость трансплантата 

прямо коррелировала с угнетением цитотоксического ответа и увеличением количества 

иммунорегуляторных цитокинов IL-4, IL-10 и TGF-  в плазме крови [Gorczynski et al., 2000]. 

Дендритные клетки, трансфицированные FasL и иммуноглобулином-агонистом CTLA-4 
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увеличивали выживаемость аллогенных сердца и островков поджелудочной железы, 

соответственно, путем индукции анергии Т-клеток [Min et al, 2000; O'Rourke et al, 2000].  При 

этом в обоих случаях эффект был антиген-специфичным. Также, трансфекция дендритных 

клеток двуцепочечной ДНК, способной связываться с NF-B, приводила к увеличению времени 

приживаемости аллогенного сердца [Giannoukakis et al, 2000]. 

Для целенаправленной индукции антиген-специфичной толерантности используют 

введение толерогенных дендритных клеток аллогенных реципиенту, но сингенных 

трансплантату или введение дендритных клеток сингенных реципиенту, нагруженных 

аллоантигенами трансплантата (донора). 

Первый способ индукции антиген-специфичной иммунологической толерантности с 

введением аллогенных дендритных клеток использовался в подавляющем большинстве 

рассмотренных работ – в работах авторов Fujita et al, 2007, Pêche et al, 2005, Lutz et al., 2000, 

Hattori et al, 2012,  Min et al, 2000, O'Rourke et al, 2000, Gorczynski et al., 2000, Wan et al, 2017. При 

этом в работах Lutz et al., 2000, Pêche et al, 2005, Min et al, 2000, O'Rourke et al, 2000 

дополнительно показано, что аллогенные дендритные клетки не обладают способностью к 

увеличению времени отторжения трансплантата от третьей стороны, что подчеркивает их 

антиген-специфичное действие. 

Согласно изложенным механизмам активации лимфоцитов при отторжении 

трансплантата, аллогенные толерогенные дендритные клетки индуцируют анергию и 

регуляторные Т клетки путем прямого взаимодействия с лимфоцитами реципиента 

(взаимодействия TCR лимфоцита реципиента c интактной молекулой MHC на ДК донора) и, 

соответственно, угнетают прямой путь активации Т-эффекторов при течении реакции 

отторжения. При этом получается, что индуцируемая толерантность специфична не к 

конкретным эпитопам трансплантационных антигенов, а к определенным распознаваемым 

участкам молекул MHC донора.  Однако, в работе Hattori et al, 2012 указано, что при 

трансплантации роговицы аллогенные дендритные клетки, угнетают преимущественно 

непрямой путь активации лимфоцитов. Полученные исследователем данные могут быть 

объяснены тем, что роговица, являясь неваскуляризированным и иммунопривилегированным 

органом, отторгается преимущественно путем непрямого механизма [Sano et al, 1999].  

Введение реципиенту сингенных толерогенных дендритных клеток, нагруженных 

аллоантигеном трансплантата (донора), сопровождается индукцией анергии и регуляторных Т 

клеток по непрямому пути, что, соответственно, угнетает непрямой путь активации эффекторных 

лимфоцитов. Для нагрузки сингенных дендритных клеток антигенами донора используют 

простое добавление клеточного или тканевого лизата донора [Fan et al, 2015] и везикул из 

донорской ткани в среду к дендритным клеткам [Ezzelarab et al, 2017]. Также для нагрузки 
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дендритных клеток антигеном часто используют апоптические тельца, поскольку фагоцитоз 

апоптических телец служит не только источником антигенов в дендритной клетке, но и 

индуцирует ее толерогенную функцию. Сингенные дендритные клетки, нагруженные 

апоптическими тельцами донора, вызывали увеличение времени отторжения эктопически 

трансплантированного аллогенного сердца [Xu et al, 2004]. 

Поскольку основными трансплантационными антигенами являются молекулы MHC, их 

изолированное применение, а не в составе лизатов клеток и апоптотических телец донора, для 

нагрузки дендритных клеток реципиента может повысить эффективность индукции антиген-

специфичной иммунологической толерантности. Однако, работ, использующих MHC или их 

производные в качестве основного антигена для нагрузки дендритных клеток, было обнаружено 

не много. В одном из найденных исследований, дендритные клетки, трансфицированные ДНК-

конструкцией, кодирующей полную молекулу MHC I донора, вызывали увеличение времени 

приживаемости аллогенного сердца [Billing et al, 2001]. В другой группе работ для индукции 

толерантности использовали иммунодоминантную полипептидную последовательность p5 из 

молекулы MHC I крыс линии WF. Так, прямая инъекция p5 в тимус крыс линии ACI вызывала 

увеличение времени приживаемости трансплантированного им сердца от крыс линии WF, но не 

от крыс линии Lewis [Garrovillo et al, 1999]. В следующем своем исследовании та же группа 

показала, что инъекция в тимус крыс ACI сингенных дендритных клеток, нагруженных p5, 

вызывала длительное приживление островков поджелудочной железы от мышей WF, но не от 

мышей BN. Внутривенное введение тех же ДК увеличивало время приживаемости островков, но 

не столь выраженно, как внутритимическое введение [Oluwole et al, 2001].  

В работах данной группы предполагается индукция центральной толерантности за счет 

внутритимического введения дендритных клеток, нагруженных трансплантационным 

антигеном. В остальных же рассмотренных работах использовалось внутривенное введение 

дендритных клеток и точный вклад центральной и периферической толерантностей в супрессию 

трансплантационных реакций при данном способе введения дендритных клеток оценить сложно, 

поскольку введенные дендритные клетки могут естественным путем мигрировать в тимус и 

участвовать в индукции центральной толерантности, но данный механизм не был изучен в 

рассмотренных исследованиях.  

 

1.6 Заключение 

 

Таким образом, в организме млекопитающих толерантность Т- и B-клеточного звена к 

аутоантигенам активно поддерживается в центральных и периферических органах иммунной 

системы с помощью механизмов, требующих участия дендритных клеток. При этом механизмы 
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поддержания иммунологической толерантности на данный момент изучены достаточно для 

целенаправленной индукции толерантности даже на чужеродные антигены, в т.ч. на 

трансплантационные антигены с целью угнетения трансплантационных реакций. 

Трансплантационные реакции – реакция отторжения и РТПХ обусловлены протеканием 

иммунных реакций, вызванных несовпадением MHC гаплотипов донора и реципиента. 

Иммунные реакции, обуславливающие реакцию отторжения и РТПХ, множественны и 

характеризуются различной направленностью (например, на интактные молекулы MHC донора 

или на эпитопы молекул MHC донора, представленные в комплексе с молекулами MHC 

реципиента) и отличными эффекторными субпопуляциями, участвующими в реакции (например, 

ранее активированные эффекторные клетки и клетки памяти или активирующиеся в течение 

реакции наивные клетки и клетки памяти). Такая множественность механизмов, реализующих 

трансплантационные реакции, обуславливает различное время возникновения их проявлений 

(острые и хронические) и мишени, на которые они направлены. 

Несмотря на такую множественность и сложность механизмов течения 

трансплантационных реакций на данный момент разработаны методы клеточной терапии, 

позволяющие снизить их выраженность. В основе данных методов лежит использование 

толерогенных дендритных клеток и генерируемых с их помощью регуляторных Т-клеток. 

Однако, предложенные подходы все еще не достигают эффективности достаточной для 

трансляции полученных результатов в клиническую практику. Таким образом, клеточная 

терапия трансплантационных реакций требует дальнейшей оптимизации. 

Поэтому данная работа сосредоточена на разработке более эффективных 

экспериментальных и клинически подходящих подходов угнетения трансплантационных 

реакций путем индукции иммунологической толерантности с помощью дендритных клеток. Для 

этого в работе используется новый способ нагрузки дендритных клеток антигеном – с помощью 

трансфекции, ДНК-конструкциями, кодирующими антигенные последовательности молекул 

MHC – основных молекул, на которые направлены трансплантационные реакции.  А также 

одновременная трансфекция ДК, ДНК-конструкциями, кодирующими IL-10 и антигенные 

последовательности MHC. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

2.1 Объект и предмет исследования 

 

Объектом исследования явились дендритные клетки, полученные из костного мозга 

лабораторных мышей линии С57Bl/6. Предметом исследования явилась способность дендритных 

клеток, трансфицированных ДНК-конструкциями, кодирующими IL-10 и/или антигенные 

последовательности молекул MHC, угнетать трансплантационные реакции. 

 

2.2 Этическое заключение 

 

Работа выполнена согласно принципам Хельсинской декларации о проведении 

исследований на людях и животных. Все протоколы и методы исследования были утверждены 

этическим комитетом НИИФКИ, Новосибирск, Россия (Протокол № 99/2016-02-09). 

 

2.3 Лабораторные животные 

 

Работа выполнена с использованием самок лабораторных мышей линий C57Bl/6, CBA, 

CBF1 (F1: С57Bl/6 x CBA), BALB/c в возрасте 2-6 месяцев. Животных содержали в условиях 

вивария НИИФКИ под естественным светом с неограниченным доступом к воде и еде. 

 

2.4 ДНК-конструкции 

 

Для дизайна конструкций для подавления трансплантационных реакций (pMHC) был 

произведен биоинформатический анализ геномов двух линий мышей (C57Bl/6 и CBA), на основе 

которого были выбраны последовательности из локуса H2 мышей CBA (аллель H2-k), в которых 

сконцентрированы основные аминокислотные замены по сравнению с локусом H2 мышей 

C57Bl/6 (аллель H2-b).  

Генотипы мышей были взяты из электронного ресурса Mouse Genomes Project. В качестве 

генов гистосовместимости были предварительно взяты все гены со словом histocompatibility в 

названии, содержащиеся в локусе H2 хромосомы 17. После исключения генов, в которых нет 

заметных различий между линиями мышей, остались 7 генов: uc008ccd.1, uc008ccb.2, uc008chp.1, 

uc008cap.1, uc008cld.1, uc008chg.1, uc008chl.1. Для кодирования в ДНК-конструкцию были 

выбраны фрагменты данных генов, несущие основные аминокислотные замены: uc008ccd.1 (68-
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108), uc008ccb.2(1-134), uc008chp.1 (110-173) и uc008chg.1(1-211). Согласно in silico анализу, 

выполненному на сайте  http://www.iedb.org/, выбранные последовательности содержали 

множественные Т-клеточные эпитопы аллеля H2-k, отличные от аналогичных эпитопов аллеля 

H2-b.   Для улучшения процессинга на N-конец конструкции также был добавлен убиквитин с 

заменённой C-концевой аминокислотой {Gly76-Val} (UbV76) [Duan et al., 2006; Eslami et al., 

2012]: {MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDG 

RTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGV}. Последовательности антигенов соединяли через линкер 

GPGPG.  

Дизайн искусственных генов проводили с использованием программы Gene Designer 2.0 

(DNA2.0, INC.), используя разработанные аминокислотные последовательности молекул H2 

(MHC). Для оптимизации кодонового состава использовали частоты встречаемости кодонов 

человека. В нуклеотидной последовательности генов исключили сайты узнавания эндонуклеаз 

рестрикции AgeI, BamHI и SacI для последующей возможности клонирования в вектор pmax-Ub. 

Клонирование искусственных генов в вектор pmax-Ub и получение рабочих генетических 

конструкций, кодирующих целевые белковые продукты, проводили согласно следующим 

стадиям: гидролиз ДНК эндонуклеазами рестрикции, элюция фрагментов ДНК из агарозного 

геля, лигирование ДНК, трансформация компетентных клеток E.coli, выделение плазмидной 

ДНК, секвенирование ДНК. В дальнейшую работу были отобраны по два независимых клона для 

каждой генетической конструкции с подтвержденной нуклеотидной последовательностью 

встроенных искусственных генов, кодирующих антигенные последовательности MHC. Каждая 

плазмидная генетическая конструкция с подтвержденной нуклеотидной последовательностью 

была наработана в препаративном количестве и очищена от эндотоксинов с помощью набора 

EndoFree Plasmid Maxi Kit (“Qiagen”, Германия) в соответствии с рекомендациями 

производителя. Концентрацию плазмидной ДНК измеряли спектрофотометрически на приборе 

Ultrospec 3000 pro (“GE Healthcare Life Sciences”, США). Подтверждение правильности 

структуры очищенных ДНК-конструкций проводили рестрикционным анализом относительно 

исходных клонов и секвенированием по обеим цепям. Диаграмма плазмиды, кодирующей 

антигенные последовательности молекул MHC I класса мышей CBA (pMHC), представлена на 

на рисунке 4. 

https://mail.ngs.ru/Redirect/www.iedb.org/
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Рисунок – 4. Диаграмма плазмиды pMHC, кодирующей антигенные последовательности 

молекул MHC I класса мышей CBA. 

 

В качестве контрольной выступала некодирующая плазмида p5 на основе вектора pmax-

Ub. 

В ДНК-конструкцию pIL-10 был закодирован мышиный IL-10. Последовательность 

мышиного IL-10 была взята из базы данных UniProtKB P18893. 

В ДНК-конструкцию pGFP был закодирован зеленый флуоресцентный белок.  
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2.5 Схема эксперимента 

 

Схема эксперимента по изучению способности дендритных клеток, трансфицированных 

pMHC и/или pIL-10, подавлять реакцию отторжения и РТПХ представлена на рисунке 5.  
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Рисунок – 5. Схема эксперимента по изучению способности дендритных клеток, 

трансфицированных pMHC и/или pIL-10, подавлять реакцию отторжения и РТПХ. 

 

2.6 Получение дендритных клеток 

 

Дендритные клетки получали из костного мозга мышей C57Bl/6. Клетки костного мозга 

(ККМ) получали из бедренных костей животного, с помощью промывки шприцом 

костномозгового канала. Полученную клеточную массу ресуспендировали и дважды отмывали 

центрифугированием при 1500 об/мин 10 минут в среде RPMI-1640 (Биолот, Россия). Далее, 

методом адгезии клеток на пластике в течении 30 минут получали прилипающую фракцию ККМ. 

Общее количество клеток в прилипающей фракции клеток костного мозга определяли на 

гематологическом анализаторе Beckman Coulter (США) и разводили до концентрации 1 млн/мл.   
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Прилипшую фракцию ККМ культивировали в концентрации 1 млн. клеток в 1 мл 

питательной среды RPMI-1640, содержащей 10% FCS (Biowest, Франция), 2 мМ L-глютамина 

(Биолот, Россия), 10 мМ HEPES буфера (Биолот, Россия), 5*10-4М 2-меркаптоэтанола 

mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, США), 80 мкг/мл гентамицина (KRKA, Словения), 100 мкг/мл 

бензилпенициллина (Биолот, Россия)  (полная среда RPMI-1640) при добавлении мышиных 

ростовых факторов 20 нг/мл GM-CSF (R&D systems, США) и 20 нг/мл IL-4 (R&D systems, США). 

Для определения оптимальных условий генерации толерогенных дендритных клеток проводили 

подбор различных агентов: добавление Bay 11-7082 (специфический ингибитор NF-B, R&D 

systems, США) в дозе 2,5 µМ/мл на 2 сутки культивирования, добавление рекомбинантных 

цитокинов IL-10 (10 нг/мл, R&D systems, США) или TGF-β (10 нг/мл, R&D systems, США) на 0 

сутки, и добавление IL-10 и Bay 11-7082 или TGF-β и Bay 11-7082. Через трое суток 

культивирования клеточные культуры снимались с пластика и использовались для дальнейших 

экспериментов. Для некоторых экспериментов к ДК на последние сутки культивирования 

добавляли LPS O55:B5 (Sigma, США) в концентрации 1 мкг/мл. 

 

2.7 Фенотипирование дендритных клеток 

 

Спустя 3 дня от начала культивирования 200 тыс. клеток отбирали для анализа 

фенотипических характеристик ДК, полученных согласно описанному выше протоколу. Оценка 

фенотипических и функциональных показателей культуры ДК проводилась методом проточной 

цитофлуорометрии на проточном цитометре FacsVersa (BD, США). Для этого, суспензию клеток 

в 100 мкл полной PRMI инкубировали со следующими моноклональными антителами: CD11c- 

APC, H-2D(b)-PE, CD86-APC-Cy7, CD80-BV421, CD83- Fitc, CD40 – PerCP (Biolegend, США) в 

течение 20 минут при комнатной температуре в темноте. По окончании инкубации, клетки 

отмывались в 500 мкл раствора PBS с азидом натрия и разводили в 100 мкл PBS с азидом натрия 

для последующего анализа. Схема и примеры гейтирования при цитометрическом 

фенотопировании дендритных клеток представлен на рисунке 6. 
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Рисунок – 6. Схема (А) и примеры (Б) гейтирования дендритных клеток при 

цитометрическом фенотипировании. 

 

2.8 Совместное культивирование дендритных клеток и аутоспленоцитов 

 

Аутологичные дендритным клеткам спленоциты получали из селезенок мышей С57Bl/6 

путем измельчения селезенки ножницами и последующего ресуспендирования через иглы 

уменьшающегося диаметра. Суспензия клеток селезенки дважды отмывалась 

центрифугированием в PBS, с последующим удалением супернатанта. 
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Дендритные клетки сокультивировали с аутологичными спленоцитами в соотношении 1 к 

10 (для экспериментов по индукции РТПХ – в соотношении 1 к 100) в концентрации 1 млн. клеток 

на 1 мл полной RPMI в течение 4 суток. Полученные совместные культуры ДК и 

аутоспленоцитов использовались для последующих экспериментов. 

 

2.9  Оценка толерогенных свойств дендритных клеток 

 

Толерогенные свойства полученных ДК оценивались цитометрически по изменению 

относительного количества FoxP3+ Treg, внутриклеточной продукции IL-10 и TGF-β в 

совместных культурах ДК и аутоспленоцитах, а также по содержанию IL-10 в кондиционных 

средах совместных культур.  

Оценка содержания Treg проводилась методом проточной цитофлуорометрии с 

поверхностным окрашиванием антителами CD4-PerCP, CD25-APC, и внутриклеточной окраской 

FoxP3-PE (Biolegend, США). Схема и примеры гейтирования CD4+С25+FoxP3+ Treg 

представленны на рисунке – 7.  

                  

Рисунок – 7. Схема (А) и примеры (Б) цитометрического гейтирования CD4+С25+FoxP3+ 

Treg. 
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 Для анализа продукции внутриклеточных цитокинов 200 мкл клеток совместных культур 

в концентрации 1 млн/мл  культивировали в присутствии 2,5 мкг/мл РМА с 1 мкг/мл иономицина, 

через 1 час от начала культивирования, к клеткам добавляли монензин (5мг/мл) и брефелдин А 

(10 мкг/мл), ресуспендировали и культивировали в течение 3 часов в атмосфере, содержащей 5% 

CO2 при 37 oС. После чего клетки отмывали 500 мкл раствора PBS с азидом натрия 10 минут при 

1500 об/мин и окрашивали поверхностными антителами CD4-PerCP, и после фиксации и 

пермобилизации окрашивали внутриклеточными антителами к цитокинам IL-10-PE, TGF-β-APC.  

Оценку содержания иммунорегуляторного цитокина IL-10 в кондиционных средах 

культур спленоцитов с дендритными клетками проводили методом иммуноферментного анализа 

с помощью коммерческой тест-систем (R&D systems, США) согласно протоколу производителя 

(порог чувствительности составлял 1,97 пг/мл для IL-10, динамический диапазон (разброс) 

составлял 0,625-5,22 пг/мл).  

 

2.10 Трансфекция дендритных клеток ДНК-конструкциями 

 

Трансфекцию дендритных клеток и, при отработке, клеток костного мозга выполняли 

методом электропорации. 

Электропорация осуществлялась на электропораторе BTX 830 square-wave (BTX, США) 

согласно разработанному протоколу. Для этого, дендритные клетки полученные из клеток 

костного мозга в присутствии ростовых факторов GM-CSF и IL-4, дважды отмывали 

центрифугированием при 1500 об/мин 10 минут в PBS и разводили до концентрации 10 млн в 1 

мл холодного OptiMem (Thermo Fisher Scientific, США) без фенолового красного. Кондиционную 

среду после первой отмывки собирали для дальнейшего приготовления культуральной среды. 

Далее для проведения электропорации к 100 мкл раствора, содержащего 1 млн ДК (или 1 млн 

клеток костного мозга), добавляли 6 мкг/млн клеток ДНК-конструкций pGFP, p5, pMHC или pIL-

10. Полученную суспензию помещали в кювету для электропорации (2 мм). Кювету помещали в 

камеру (ячейку) и проводили электропорацию клеток при 260 V в течение 5 мс. Одновременно с 

этим готовился раствор для культивирования клеток после процедуры трансфекции. Для этого, 

полная среда RPMI-1640 смешивалась с кондиционной средой от данных клеток в отношении 

1:1. Сразу после электропорации к клеткам в кюветы добавляли 900 мкл теплого 

приготовленного раствора и переносили в планшеты или флаконы для дальнейшего 

культивирования в концентрации 1 млн/мл.  

Для полученных трансфицированных дендритных клеток изучали фенотип и 

толерогенные свойства согласно протоколам, описанным выше.  Далее трансфицированные ДК 

сокультивировались с аутологичными спленоцитами согласно описанному выше протоколу и 
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полученные культуры использовались для дальнейших экспериментов. 

 

2.11 Смешанная культура лимфоцитов 

 

Смешанную культуру лимфоцитов получали путем сокультивирования 100 тыс. клеток из 

совместных культур трансфицированных ДК и аутоспленоцитов (ответчики) и 100 тыс. 

спленоцитов мышей CBA, BALB/c или CBF1 (F1: C57Bl/6 x CBA), предварительно обработанных 

митомицином С (стимуляторы), в присутствии и отсутствии стимуляторов, в течение 3х суток. 

Оценку пролиферации совместной культуры аутоспленоцитов и трансфицированных ДК 

в ответ на аллогенный стимул проводили с помощью нерадиоактивного теста для определения 

пролиферации клеток PreMix WST-1 (Takara, Япония). Процедуру осуществляли согласно 

протоколу производителя. Для этого, 100 мкл клеток в концентрации 0,5 млн/мл переносили в 

96-луночный планшет в триплетах и добавляли по 10 мкл на лунку раствора PreMix WST-1. 

Клетки инкубировали в течение 4 часов в атмосфере 5% СО2 при 37 0С. Оптическую плотность 

измеряли с помощью аппарата TriStar LB 941 (Berthold Technologies, Германия) на длине волны 

440 нм.  

Индекс подавления пролиферации в СКЛ рассчитывали как отношение оптической 

плотности раствора ответчиков без добавления стимуляторов (спонтанная пролиферация) к 

оптической плотности раствора ответчиков при добавлении стимуляторов. Таким образом, чем 

меньше пролиферировали культуры спленоцитов и трансфицированных ДК мышей С57Bl/6 в 

ответ на спленоциты других линий мышей (стимуляторов), тем больше получался индекс 

подавления пролиферации.  

 

2.12 Реакция трансплантат против хозяина 

 

Острую РТПХ in vivo моделировали путем переноса мышам линий CBF1 (F1: C57Bl/6 x 

CBA) и BALB/c совместных культур ДК, трансфицированных ДНК-конструкциями, и 

спленоцитов мышей C57Bl/6, сокультивированных в соотношении 1:100. Каждая мышь получала 

однократно 100 млн клеток путем внутривенного введения в 0,5 мл физиологического раствора. 

Оценка показателей проводилась спустя 2-3 недели от момента введения. 

В качестве основных показателей течения РТПХ и развития специфического иммунного 

ответа использовали весовые показатели селезенки и тимуса, относительное содержание 

иммунокомпетентных клеток (CD3+, CD4+, CD8+, CD19+, FoxP3+ Treg) в селезенке мышей, 

подвергнутых индукции РТПХ. 
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2.13 Трансплантация кожного лоскута 

    

Кожный лоскут с хвоста мышей CBA или BALB/c пересаживали на спину мышам С57Bl/6 

в операционное ложе, совпадающим по размеру с изготовленным кожным лоскутом. Для 

сингенной трансплантации использовали кожные лоскуты с хвоста мышей С57Bl/6. За сутки до 

трансплантации и через 3ое суток после реципиентам подкожно в область операции вводили 1 

млн трансфицированных ДК мышей С57Bl/6, сокультивированных с аутологичными 

спленоцитами в соотношении 1 к 10.  

Операция проводилась под общей анестезией 2% изофлураном. После операции на 

область трансплантации надевалась тугая повязка. Далее мыши содержались с стандартных 

условиях.  

Отторжение трансплантата оценивали по некротическим изменениям каждый день 

начиная с 7х суток после трансплантации. Кожный лоскут, некротизированный на 80% считался 

отторгшимся. Кожные лоскуты некротизированные до 7 суток считались неудачно 

трансплантированными и не включались в анализ. 

 

2.14 Методы статистической обработки 

 

Статистическая обработка данных производилась с использованием программы Prism 7.0 

(GraphPad Software, США). Статистические выборки проверялись на нормальность с помощью 

критериев Шапиро-Уилка и Колмогорова-Смирнова. Оценка значимости отличий между 

нормально распределенными выборками осуществлялась с помощью параметрического 

однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) с множественными сравнениями Тьюки. Для 

выборок с нормальным распределением на рисунках указаны средние и стандартные отклонения. 

Оценка значимости отличий между ненормально распределенными выборками осуществлялась 

с помощью непараметрического критерия Краскела-Уоллиса с множественными сравнениями 

Данна. Для выборок с ненормальным распределением на рисунках указаны медианы и 

межквартильные интервалы. Различия сравниваемых параметров считались статистически 

значимыми при p ≤ 0.05. Значимость отличий между группами проиллюстрирована на рисунках 

скобками. 

Значимость отличий кривых выживаемости кожного лоскута оценивалась с помощью 

теста Мантеля-Кокса и логарифмического теста трендов. Различия считались статистически 

значимыми при p ≤ 0.05. Значимость отличий между группами проиллюстрирована на рисунках 

скобками. 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

3.1 Получение дендритных клеток с толерогенными свойствами из костного мозга 

мышей 

Для получения толерогенных дендритных клеток было протестировано несколько 

протоколов. Так, для получения дендритных клеток прилипающую фракцию костного мозга 

мышей C57Bl/6 культивировали в присутствии GM-CSF и IL-4 без дополнительных агентов или 

при добавлении IL-10, TGF-, BAY 11-7082 (специфический ингибитор NF-B), IL-10 и BAY 11-

7082 или TGF- и BAY 11-7082. Полученные культуры анализировались на проточном 

цитометре на предмет количества генерируемых ДК, экспрессии на ДК костимуляторных 

молекул CD80 и CD86, экспрессии на ДК молекул активации CD40 и СD83. Результаты анализа 

представлены на рисунке 8.  
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Рисунок 8 – Фенотипическая характеристика дендритных клеток, полученных с 

использованием различных агентов. A,Б,Д,Е: N=6. В,Г: N=12. Скобками указаны статистически 

значимые отличия p≤0.05. A: средние и стандартное отклонение, однофакторный дисперсионный 

анализ с множественными сравнениями Тьюки. Б-Д: медианы и межквартильный интервал, 

критерий Краскела-Уоллиса с множественными сравнениями Данна. 
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Результаты показали, что ни один из дополнительных агентов не влиял значимо на 

количество получающихся CD11c+ ДК в культуре (Рис. 8 А). Однако, количество СD80+ и 

СD86+ ДК, полученных в присутствии TGF-  и TGF-  и BAY 11-7082, оказалось значимо 

меньше количества СD80+ и CD86+ ДК, полученных в стандартных условиях GM-CSF и IL-4 

(Рис. 8 Б, В). Также количество СD80+ ДК, полученных в присутствии TGF-  и TGF- /BAY 11-

7082, оказалось значимо меньше по сравнению c количеством аналогичных ДК в других 

экспериментальных группах (Рис. 8 Б).  Значимых изменений в экспрессии на ДК активационной 

молекулы CD83 не было отмечено при добавлении каких-либо толерогенных агентов (Рис. 8 Г). 

Экспрессия же СD40 обнаруживалась на значимо меньшем количестве ДК, полученных в 

присутствии IL-10/BAY 11-7082 и TGF- /BAY 11-7082 по сравнению с ДК, полученными в 

стандартных условиях GM-CSF и IL-4 (Рис. 8 Д).  

Далее была исследована способность, полученных ДК индуцировать FoxP3+ Treg клетки 

и экспрессию регуляторных цитокинов IL-10 и TGF-  в совместных культурах с аутологичными 

спленоцитами (Рис. 9). 
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Рисунок 9 – Относительное количество FoxP3+ Treg, IL-10+ и TGF-+ лимфоцитов в 

совместных культурах толерогенных ДК и аутоспленоцитов (N=6). Скобками указаны 

статистически значимые отличия p≤0.05. A: средние и стандартное отклонение, однофакторный 

дисперсионный анализ с множественными сравнениями Тьюки. Б,В:  медианы и 

межквартильный интервал, критерий Краскела-Уоллиса с множественными сравнениями Данна. 

 

Результаты, показали, что во всех экспериментальных группах, кроме ДК, полученных в 

присутствии TGF-  и TGF- /BAY 11-7082, наблюдалось значимо большее количество FoxP3+ 

Treg клеток по сравнению с их стандартным количеством в спленоцитах, несокультивированных 

с ДК (Рис. 9 А). Также, для группы IL-10/BAY 11-7082 ДК отмечено значимо большее количество 

CD4-клеток, несущих внутриклеточный IL-10, по сравнению с группами ДК, полученных в 
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присутствии BAY 11-7082 и TGF-  (Рис. 9 Б). Значимые отличия в экспрессии TGF-  не были 

обнаружены между какими-либо группами дендритных клеток (Рис. 9 В).  

Таким образом, ДК, генерируемые в присутствии TGF-  и TGF- /BAY 11-7082, обладали 

сниженной способностью к индукции FoxP3+ Treg по сравнению с остальными группами, 

поэтому данные группы были исключены из дальнейших экспериментов.  

Между остальными группами ДК, согласно данным об индукции экспрессии FoxP3, IL-10 

и TGF-  в совместных культурах ДК и аутоспленоцитов, выраженной разницы в реализации 

толерогенной функции не наблюдалось. 

Далее для подтверждения незрелого фенотипа полученных ДК, их фенотип был 

сопоставлен с фенотипом аналогично полученных ДК при добавлении липополисахарида (ЛПС, 

LPS) в течение последних суток культивирования (Рис. 10). 
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Рисунок 10 – Фенотипическая характеристика ДК с и без добавления LPS (N=6).  Медианы 

и межквартильный интервал. Скобками указаны статистически значимые отличия p≤0.05, 

двухфакторный дисперсионный анализ с множественными сравнениями Сидака. 

 

Добавление LPS значимо не сказалось на генерации CD11c+ ДК в исследуемых культурах 

(Рис. 10 А). Однако его добавление значимо повысило количество ДК, экспрессирующих СD80 

и СD86, во всех исследуемых группах, что продемонстрировало незрелый фенотип ДК, 

полученных без добавления ЛПС, а также отсутствие реферактерности к созреванию полученных 

ДК под действием LPS (Рис. 10 Б, В).  

Таким образом, проведенная серия экспериментов не выявила существенной разницы в 

реализации толерогенной функции между группами ДК, полученными в присутствии GM-CSF и 

IL-4, с или без добавления IL-10, BAY 11-7082, IL-10 и BAY 11-7082. Поэтому для дальнейших 

экспериментов было решено использовать наиболее простые в получении ДК, генерируемые в 

присутствии GM-CSF и IL-4 без добавления дополнительных агентов. 
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3.2 Отработка протокола электропорации 

 

Полученные дендритные клетки трансфицировали разработанными ДНК-конструкциями 

с помощью электропорации на аппарате BTX 830 square-wave (BTX, США). Для подбора 

оптимальных условий электропорации были проанализированы литературные данные и 

протоколы производителей [Hamm et al, 2002; BTX protocol database; Biorad Protocol Finder], 

согласно которым параметры вольтажа при электропорации различных типов клеток могут 

варьировать от 100 до 500 В, параметры длительности импульса - от 1 до 25 мс, количество 

трансфицируемой ДНК - от 0,1 до 8 мкг на 1 млн клеток.  

Для определения оптимальных условий электропорации для данного эксперимента 

первичные клетки костного мозга мышей C57Bl/6 электропорировали ДНК-конструкцией pGFP, 

кодирующей зеленый флюоресцентный белок (GFP), при различных параметрах, 

укладывающихся в описанные значения. Далее трансфицированные клетки анализировали на 

проточном цитометре на предмет экспрессии GFP, что определяло эффективность 

электропорации, и на предмет включения пропидий йодида (PI), что определяло клеточную 

гибель в результате процесса электропорации.  

Оптимальными параметрами для электропорации клеток были признаны вольтаж 260 В, 

длительность электрического импульса 5 мс и 6 мкг трансфицируемой ДНК на 1 млн клеток (Рис. 

11 А-В).  
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Рисунок 11 – Влияние вольтажа, времени и концентрации плазмидной ДНК (А, Б, В) на 

эффективность электропорации и смертность клеток костного мозга мышей. Г - эффективность 

и смертность дендритных клеток при электропорации на 0,3,6 сутки (N=6).  Медианы и 

межквартильный интервал.  Скобками указаны статистически значимые отличия p≤0.05, 

двухфакторный дисперсионный анализ с множественными сравнениями Сидака. 

 

Поскольку подбор параметров электропорации производили в порядке вольтаж, 

длительность импульса, концентрация трансфицируемой ДНК, и в каждом следующем 

эксперименте использовали значения ранее подобранного параметра, то итоговыми 

результатами электропорации клеток костного мозга можно считать смертность – 2,93% от всех 

электропорированных клеток, эффективность – 12,35% от живых электропорированных клеток, 

что представлено на рисунке 9 В (данные представлены в медианах).  

Интересно, что эффективность электропорации ДК, полученных из костного мозга мышей 

C57Bl/6 с помощью инкубации с GM-CSF и IL-4 в течение 3 и 6 суток, на заданных параметрах 

оказалась значимо выше эффективности трансфекции клеток костного мозга. Так, медиана 

эффективности трансфекции ДК, генерируемых в течение 3х и 6ти дней, составляет 31% и 28,4%, 

соответственно (Рис. 11 Г). Вероятно, данные отличия связаны с физико-химическими и 
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биологическими свойствами электропорируемых клеток. Клеточная смертность от 

электропорации была значимо повышена у ДК, генерируемых в течение 6 суток, а у ДК, 

полученных в течение 3х суток оставалась на уровне смертности клеток костного мозга – 

медианы 10,91% и 5,01%, соответственно (Рис.11 Г).  

 

3.3 Эффективность элекропорации ДК экспериментальными плазмидами pIL-10 и 

pMHC 

 

После отработки протокола электропорации была изучена эффективность данного 

протокола для трансфекции ДК плазмидой pIL-10, кодирующей мышиный IL-10. Для этого 

дендритные клетки электропорировали различным количеством плазмидной ДНК pIL-10 и через 

24 часа методом ИФА определяли количество IL-10 в кондиционной среде электропорированных 

клеток. Результаты показали, что при увеличении количества плазмидной ДНК, используемой 

для трансфекции, увеличивалось и количество IL-10, секретируемого трансфицированными 

клетками в кондиционную среду (Рис. 12). На основе полученных данных было заключено, что 

трансфекция ДК плазмидой pIL-10, согласно разработанному протоколу, проходит успешно. 

            

Рисунок 12 – Содержание IL-10 в кондиционной среде ДК, трансфицированных 

различными дозами pIL-10. Медианы и межквартильные интервалы. 

 

Эффективность трансфекции плазмиды pMHC, кодирующей антигенные 

последовательности главного комплекса гистосовместимости I класса мышей CBA с 

предсказанными в них Т-клеточными эпитопами, может быть оценена по включению 
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закодированных в ней пептидов-эпитопов в молекулы MHC на поверхности трансфицированных 

клеток, что, согласно литературным данным, выполняют путем выделения пептидов 

определенной массы ультрацентрифугированием и далее анализируют их состав методом масс-

спектрометрии [Espinosa et al, 2013; Collado et al, 2013]. Из-за недоступности данных методов, 

эффективность трансфекции pMHC считалась приближенной к эффективности трансфекции ДК 

плазмидой pGFP, описанной в предыдущем пункте. Данное допущение представляется автору 

возможным, поскольку обе плазмиды сконструированы на основе одного вектора pmax-Ub и 

имеют схожий размер (pMHC – 4,58 kb, pGFP – 3,617 kb). Также эффективность трансфекции 

дендритных клеток плазмидой pMHC будет показана в описанных далее результатах 

экспериментов по индукции антиген-специфичной иммунологической толерантности. 

 

3.4 Толерогенные свойства ДК, трансфицированных pIL-10 и pMHC 

 

Толерогенные свойства ДК, подвергнутых электропорации плазмидами pIL-10 и pMHC, 

изучали с помощью определения их фенотипа методом проточной цитометрии и по индукции 

ими FoxP3+ Treg клеток и экспрессии IL-10 в совместных культурах с аутоспленоцитами. 

Анализ фенотипа ДК после электропорации плазмидами pIL-10 и pMHC, контрольной 

некодирующей плазмидой p5, а также после электропорации без добавления каких-либо плазмид 

показал, что во всех группах, подвергшихся электропорации, количество ДК, экспрессирующих 

молекулы костимуляции CD80 и CD86 и маркеры зрелости CD83 и СD40, оказалось значимо 

больше по сравнению с неэлектропорированной группой ДК (Рис. 13). Однако, группы 

трансфекции плазмидами p5 и pMHC имели тенденцию содержать большее количество СD80+, 

CD86+ и CD40+ ДК по сравнению с группой электропорации без плазмид. 
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Рисунок 13 – Фенотипическая характеристика ДК, подвергнутых электропорации. неЭП 

ДК – неэлектропорированные ДК. ЭП ДК – ДК, электропорированные без плазмид. ДКp5 – ДК, 

электропорированные плазмидой p5. ДКpIL-10 – ДК, электропорированные плазмидой pIL-10. 

ДКpMHC – ДК, электропорированные плазмидой pMHC.  (N=6-12). Медианы и 

межквартильный интервал.  Скобками указаны статистически значимые отличия p≤0.05, 

критерий Краскела-Уоллиса с множественными сравнениями Данна. 

 

Электропорация ДК плазмидой, кодирующей IL-10, приводила к значимому снижению 

количества ДК, экспрессирующих, CD86 и СD40, по сравнению группой электропорации 

плазмидой p5 (Рис. 13 Б,Г). Также, в группе ДКpIL-10 наблюдалась тенденция к снижению 

относительного количества CD80+, CD86+ и CD40+ ДК по сравнению с другими группами 

электропорации плазмидами (ДКp5, ДКpMHC). 

После выявления более зрелого фенотипа электропорируемых ДК важно было определить 

сохранность их толерогенных свойств. Для этого трансфицированные ДК сокультивировали с 
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аутологичными спленоцитам и в полученных культурах определяли количество FoxP3+ Treg 

клеток и экспрессию лимфоцитами IL-10  

Результаты показали, что при сокультивировании с аутологичными спленоцитами 

дендритные клетки, электропорированные pIL-10 и pMHC, способны индуцировать в них 

экспрессию толерогенных маркеров FoxP3 и IL-10, значимо не отличающуюся от экспрессии, 

вызываемой толерогенными дендритными клетками без трансфекции (Рис. 14 А, Б). При этом 

количество спленоцитов, экспрессирующих FoxP3 и IL-10, в группах стимуляции ДК, 

трансфицированными pIL-10 и pMHC, оказалось достоверно больше, чем в группах спленоцитов 

без стимуляции и стимуляции ДК, трансфицированными контрольной плазмидой p5.  
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Рисунок 14 – Индукция FoxP3+ Treg и экспрессия IL-10 в совместных культурах 

трансфицированных ДК и аутологичных спленоцитов (А, Б). Дозозависимая индукция FoxP3+ 

Treg при трансфекции ДК различным количеством pIL-10 (В). Спл – спленоциты, 

несокультивированные с ДК. неЭП ДК – неэлектропорированные ДК. ЭП ДК – ДК, 

электропорированные без плазмид. ДКp5 – ДК, электропорированные плазмидой p5. ДКpIL-10 – 

ДК, электропорированные плазмидой pIL-10. ДКpMHC – ДК, электропорированные плазмидой 

pMHC.   N=12. Медианы и межквартильный интервал.  Скобками указаны статистически 

значимые отличия p≤0.05, критерий Краскела-Уоллиса с множественными сравнениями Данна. 

 

Также, для ДК, трансфицированных pIL-10, было показано дозозависимое увеличение 

количества CD4+CD25+FoxP3+ Treg клеток в совместных культурах трансфицированных ДК и 

аутоспленоцитов при увеличении количества плазмидной ДНК, используемой для трансфекции 

(Рис.14 В).  

Таким образом, несмотря на более зрелый фенотип, дендритные клетки, 

трансфицированные pIL-10 и pMHC способны к повышенной индукции FoxP3+ Treg клеток и 

экспрессии IL-10 в совместных культурах с аутоспленоцитами. 
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С целью повышения толерогенного эффекта в следующих экспериментах использовалась 

также группа одновременной совместной трансфекции ДК pIL-10 и pMHC. При этом 

концентрацию каждой из плазмид, используемой для трансфекции, уменьшали в 2 раза.  

 

3.5 Способность толерогенных ДК, трансфицированных pIL-10 и pMHC,  

подавлять иммунный ответ in vitro 

 

Для in vitro оценки толерогенной функции ДК, трансфицированных pIL-10 и/или pMHC, 

исследовалась их способность подавлять пролиферацию аутологичных спленоцитов в ответ на 

аллогенный стимул в смешанной культуре лимфоцитов. 

При стимуляции различных групп трансфицированных ДК, сокультивированных с 

аутологичными спленоцитами, спленоцитами мышей CBA, предварительно обработанных 

митомицином C, обнаружена значимо большая способность экспериментальных групп 

трансфекции pIL-10, pMHC и совместной трансфекции угнетать пролиферацию аутологичных 

спленоцитов по сравнению с контрольной группой трансфекции p5. Однако, способность данных 

групп к угнетению пролиферации значимо не отличалась от таковой группы 

неэлектропорированных ДК (Рис. 15 А). Таким образом, полученные результаты говорят о 

способности всех экспериментальных групп (pIL-10, pMHC, совместная трансфекция) подавлять 

активацию аутологичных спленоцитов на антигены мышей CBA в смешанной культуре 

лимфоцитов, а также о проявлении аналогичных свойств неэлектропорированными ДК, но в 

менее выраженном объеме. 



61 
 

         

н
е
Э

П
 Д

К

Э
П

 Д
К

Д
К

p
IL

-1
0

Д
К

p
M

H
C

Д
К

p
IL

-1
0
+
p

M
H

C

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

2 .5

3 .0

3 .5

4 .0

C B A
И

н
д

е
к

с
 п

о
д

а
в

л
е

н
и

я

п
р

о
л

и
ф

е
р

а
ц

и
и

 (
у

.е
.)

A

н
е
Э

П
 Д

К

Э
П

 Д
К

Д
К

p
IL

-1
0

Д
К

p
M

H
C

Д
К

p
IL

-1
0
+
p

M
H

C

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

B A L B /c

И
н

д
е

к
с

 п
о

д
а

в
л

е
н

и
я

п
р

о
л

и
ф

е
р

а
ц

и
и

 (
у

.е
.)

Б

 

Рисунок 15 – подавление трансфицированными ДК пролиферации аутологичных 

спленоцитов в ответ на стимуляцию спленоцитами А – CBA (N=27),  B – BALB/c (N=6). А -

медианы и межквартильный интервал, скобками указаны статистически значимые отличия 

p≤0.05, критерий Краскела-Уоллиса с множественными сравнениями Данна.  B – средние и 

стандартные отклонения, скобками указаны статистически значимые отличия p≤0.05, 

однофакторный дисперсионный анализ с множественными сравнениями Тьюки. неЭП ДК – 

неэлектропорированные ДК. ЭП ДК – ДК, электропорированные без плазмид. ДКp5 – ДК, 

электропорированные плазмидой p5. ДКpIL-10 – ДК, электропорированные плазмидой pIL-10. 

ДКpMHC – ДК, электропорированные плазмидой pMHC. ДКpIL-10+pMHC – ДК, 

электропорированные pIL-10 и pMHC одновременно. 

 

Поскольку, трансфекция ДК плазмидой pMHC, кодирующей антигенные 

последовательности главного комплекса гистосовместимости I класса мышей CBA, предполагает 

специфичность подавления иммунных реакций именно на антигены мышей CBA, данную 

специфичность было решено проверить путем постановки смешанной культуры лимфоцитов со 

спленоцитами мышей BALB/c, несущих другой аллель MHC (H2-d), в качестве стимуляторов.  

Результаты показали, что группы ДК, трансфицированные с участием плазмиды pMHC, 

кодирующей антигенные последовательности MHC мышей CBA, не способны значимо 

эффективнее подавлять пролиферацию аутологичных спленоцитов в ответ на антигенный стимул 

мышей BALB/c, по сравнению с группой контрольной трансфекции p5 (Рис. 15 Б). При этом ДК, 

трансфицированные pIL-10, сохранили данную способность и угнетали пролиферацию значимо 
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эффективнее групп трансфекции p5, pMHC и совместной трансфекции. Также,  способность к 

значимо более выраженному подавлению пролиферации аутоспленоцитов на антигены мышей 

BALB/с проявили и неэлектропорированные ДК, что еще раз подчеркнуло толерогенную 

функцию незрелых ДК. 

Таким образом, в условиях in vitro, ДК мышей C57Bl/6, трансфицированные плазмидой, 

кодирующей антигенные последовательности MHC I класса мышей CBA, способны к угнетению 

пролиферации аутологичных спленоцитов только в ответ на антигены мышей CBA. А 

дендритные клетки, трансфицированные ДНК-конструкцией, кодирующей IL-10, способны к 

угнетению пролиферации на антигены мышей CBA и BALB/c.  

 

3.6 Подавление острой РТПХ с помощью дендритных клеток, трансфицированных 

pIL-10 и pMHC 

 

Острую РТПХ моделировали путем переноса донорских спленоцитов от родительской 

линии C57Bl/6 к реципиентам CBF1 (F1: C57Bl/6×CBA) (полуаллогенная модель РТПХ).  

Для отработки выбранной модели РТПХ мышам CBF1 (F1: C57Bl/6×CBA) однократно 

внутривенно вводили физиологический раствор или 50, 100, 150 млн спленоцитов мышей 

C57Bl/6. Выраженность РТПХ оценивали по массе селезенки и тимуса на 7, 14, 21 и 28 сутки 

после ее индукции. Также на 7, 14 и 21 сутки проводился цитометрический анализ клеток 

селезенки на предмет изменений субпопуляционного состава при индукции острой РТПХ. 

В таблице 1 представлены данные о массе селезенки и тимуса у мышей на 7, 14, 21 и 28 

сутки после индукции РТПХ различным количеством клеток трансплантата. 

 

 Из приведенных данных следует, что увеличение массы селезенки, как признака острой 

РТПХ [Renkonen, Häyry, 1984], свидетельствующего о протекании в ней иммунных реакций, 

наблюдалось с 7х суток при введении доз трансплантата 100 и 150 млн. При введении 50 млн 

данная реакция наблюдалась лишь на 21 сутки. Также при введении 100 и 150 млн клеток 

трансплантата с 14 суток наблюдалось снижение массы тимуса, что свидетельствует об его 

Таблица 1 – Массы селезенок и тимусов мышей на разных сроках течения РТПХ. 

 Масса селезенки, мг  Масса тимуса, мг 

сутки 

физ.  

р-р 

50  

млн 

100 

млн 

150 

млн сутки 

физ.  

р-р 

50  

млн 

100 

млн 

150 

млн 

7 70 73 213 318 7 53 54 57 76 

14 83 93 247 473 14 33 63 16 21 

21 119 251 384 353 21 70 14 20 17 

28 83 33 227 634 28 10 7 14 14 
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атрофии – признаке острой РТПХ [Krenger et al, 2000]. При введении 50 млн клеток, снижение 

массы тимуса наблюдалось только к 21 суткам. 

Также был проанализирован субпопуляционный состав селезенок мышей, подвергшихся 

индукции РТПХ различными дозами трансплантата (Рис. 16). 

  

Рисунок 16 – Субпопуляционный состав селезенок мышей, подвергшихся индукции 

РТПХ различными дозами полуаллогенных спленоцитов, в различные временные точки. 

 

Согласно данным об относительном содержании CD3 и СD19 клеток в селезенках мышей, 

развивающаяся РТПХ сопровождалась усилением Т-клеточного ответа и угнетением B-

клеточного начиная с 14 суток после ее индукции (Рис. 14 А, Б). При этом внутри Т-клеточного 

звена относительное содержание CD8 клеток преобладало над содержанием CD4 клеток (Рис. 16 

В, Г). Изменения в относительных количествах CD4 и CD8 клеток наблюдались с 7 по 21 сутки 

при введении 100 и 150 млн клеток трансплантата, а при введении 50 млн – только на 21 сутки 

(Рис. 16 В, Г). Полученные данные говорили о активации цитотоксического Th1-ответа, который 

является основным эффекторным механизмом развития острой РТПХ [Yi et al, 2009;  Boieri et al, 

2017]. 
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Таким образом, спленоциты мышей С57BL/6 в дозах 50, 100, 150 млн способны вызывать 

острую реакцию трансплантат против хозяина у мышей CBF1 (F1: C57Bl/6×CBA), 

сопровождающуюся спленомегалией, атрофией тимуса и развитием цитотоксического 

иммунного ответа. При этом дозы трансплантата 100 и 150 млн клеток приводят к более ранним 

и выраженным изменениям, поэтому для дальнейших экспериментов по индукции РТПХ была 

выбрана доза 100 млн клеток. 

Способность толерогенных дендритных клеток, трансфицированных pIL-10 и/или pMHC, 

угнетать острую РТПХ изучали при введении реципиенту в качестве трансплантата культур, 

полученных при сокультивировании данных дендритных клеток и аутологичных спленоцитов. 

Однако, т.к. для индукции выраженной острой РТПХ, согласно вышеописанному эксперименту, 

необходимо использовать 100 млн клеток трансплантата, то сокультивирование ДК и 

аутоспленоцитов в соотношении 1 к 10, как это выполняли в предыдущих экспериментах, 

требовало бы получения трансфицированных ДК в количестве 108-109 единиц, что не являлось 

возможным. Поэтому для индукции РТПХ использовали культуры толерогенных ДК и 

аутологичных спленоцитов, сокультивированных в соотношении 1 к 100. Но, предварительно 

данные культуры были проверены на сохранность способности угнетать активацию лимфоцитов 

in vitro при постановке смешанной культуры лимфоцитов со спленоцитами мышей CBF1 (F1: 

C57Bl/6×CBA) в качестве стимуляторов (Рис. 17). 

                    

Рисунок 17 – Подавление пролиферации аутологичных спленоцитов 

трансфицированными ДК в ответ на стимуляцию спленоцитами мышей CBF1 (F1: 

C57Bl/6×CBA). N=7. Медианы и межквартильный интервал.  Скобками указаны статистически 

значимые отличия p≤0.05, критерий Краскела-Уоллиса с множественными сравнениями Данна. 

неЭП ДК – неэлектропорированные ДК. ДКp5 – ДК, электропорированные плазмидой p5. 

ДКpIL-10 – ДК, электропорированные плазмидой pIL-10. ДКpMHC – ДК, 

электропорированные плазмидой pMHC. ДКpIL-10+pMHC – ДК, электропорированные pIL-10 

и pMHC одновременно. 
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Результаты показали, что ДК, трансфицированные pIL-10 и pMHC, сокультивированные 

с аутологичными спленоцитами в соотношении 1 к 100, способны значимо эффективнее 

подавлять пролиферацию аутологичных спленоцитов в ответ на стимуляцию лимфоцитами 

мышей CBF1 по сравнению с контрольным группами нетрансфицированных ДК и 

трансфицированных контрольной плазмидой p5. Дендритные клетки, трансфицированные 

совместно pIL-10 и pMHC не проявили данной способности. Возможно, это связано с 

уменьшением в 2 раза дозы каждой плазмиды при совместной трансфекции или с недостаточным 

объемом выборки (N=7). Таким образом, результаты показали, что ДК, трансфицированные pIL-

10 или pMHC, способны оказывать толерогенное влияние на аутологичные спленоциты при 

сокультивировании в соотношении 1 к 100. 

И так, индукцию острой РТПХ у мышей CBF1 выполняли путем однократного 

внутривенного введения 100 млн клеток из совместных культур экспериментальных 

трансфицированных дендритных клеток мышей C57Bl/6 и аутологичных спленоцитов, 

сокультивированных в соотношении 1 к 100. На 2 и 3 неделе после индукции РТПХ у 

реципиентов оценивалась ее выраженность по массе селезенки, а также изучался 

субпопуляционный состав лимфоцитов селезенки. 

Через 2 недели после индукции РТПХ, в группах введения спленоцитов, ДКp5, ДКpMHC 

и ДКpIL-10+pMHC наблюдались значимо большие массы селезенок по сравнению с группой без 

индукции РТПХ (введения физ. р-ра), что свидетельствовало о выраженном протекании РТПХ в 

данных группах (Рис. 18 А). Однако, дендритные клетки, трансфицированые pIL-10, 

обеспечивали значимо меньшие массы селезенок по сравнению с контрольной группой индукции 

РТПХ  (введения спленоцитов без ДК) и группой введения ДК, трансфицированных контрольной 

плазмидой p5. При этом массы селезенок в группе трансфекции pIL-10 значимо не отличались от 

масс селезенок в группе без индукции РТПХ – в группе введения физиологического раствора. 

Таким образом, ДК, трансфицированные с использованием pIL-10, оказались способны снижать 

выраженность РТПХ на 2 неделе ее течения. 
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Рисунок 18 – Массы селезенок мышей CBF1(F1: C57Bl/6×CBA), подвергшихся индукции 

РТПХ различными группами ДК, через 2 (А) и 3 (Б) недели после ее индукции. N=10. А: медианы 

и межквартильный интервал, скобками указаны статистически значимые отличия p≤0.05, 

критерий Краскела-Уоллиса с множественными сравнениями Данна. Б: средние и стандартные 

отклонения, скобками указаны статистически значимые отличия p≤0.05, однофакторный 

дисперсионный анализ с множественными сравнениями Тьюки. Физ. р-р – введение 

физиологического раствора. Спл – введение спленоцитов. ДКp5 – ДК, электропорированные 

плазмидой p5. ДКpIL-10 – ДК, электропорированные плазмидой pIL-10. ДКpMHC – ДК, 

электропорированные плазмидой pMHC. ДКpIL-10+pMHC – ДК, электропорированные pIL-10 и 

pMHC одновременно. 

 

Через 3 недели после индукции РТПХ достоверно меньшие массы селезенок по сравнению 

с контрольными группами введения спленоцитов и ДКp5 были обнаружены в группах 

трансфекции pIL-10, pMHC и совместной трансфекции pIL-10 и pMHC (Рис. 18 Б). Однако, массы 

селезенок мышей, получивших pIL-10 трансфицированные ДК, на данном сроке были значимо 

больше масс селезенок мышей с введением ДКpMHC. При этом массы селезенок в группах 

ДКpMHC и ДКpMHC+pIL-10 значимо не отличались от масс селезенок в группе без индукции 

РТПХ (введением физ. раствора). 

Таким образом, согласно полученным данным, ДК, трансфицированные pIL-10, были 

способны подавлять проявления острой РТПХ начиная со 2 недели ее течения, однако, к 3 неделе 

данная способность становилась менее выраженной. ДК, трансфицированные с участием pMHC, 

были способны подавлять проявления острой РТПХ начиная с 3 недели ее течения. 
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Анализ субпопуляционного состава селезенок мышей через 2 недели после индукции 

РТПХ показал, что только группа ДК, трансфицированных pIL-10, на данном сроке способна к 

устранению сдвига в сторону T-клеточного иммунного ответа при течении РТПХ (Рис. 19 А). 

Однако, в данной группе все равно наблюдалось снижение B клеточного ответа по сравнению с 

группой без индукции РТПХ (Рис. 19 Б). Также в селезенках мышей, подвергнутых индукции 

РТПХ с помощью культур, содержащих pIL-10 трансфицированные ДК, наблюдалось 

неизмененное по отношению к группе без индукции РТПХ содержание CD4 и CD8 клеток (Рис 

19 В, Г), что свидетельствовало о подавлении Th1 цитотоксического ответа при течении РТПХ. 

 

Рисунок 19 – Субпопуляционный состав селезенок мышей CBF1 на 2 неделе течения 

РТПХ. N=7. Медианы и межквартильный интервал.  Скобками указаны статистически 

значимые отличия p≤0.05, критерий Краскела-Уоллиса с множественными сравнениями Данна. 

Физ. р-р – введение физиологического раствора. Спл – введение спленоцитов. ДКp5 – ДК, 

электропорированные плазмидой p5. ДКpIL-10 – ДК, электропорированные плазмидой pIL-10. 

ДКpMHC – ДК, электропорированные плазмидой pMHC. ДКpIL-10+pMHC – ДК, 

электропорированные pIL-10 и pMHC одновременно. 
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Через 2 недели после введения мышам культур с ДК, трансфицированными pMHC и 

совместно pMHC и pIL-10, в их селезенке наблюдалось достоверно большее содержание CD3+ 

клеток и достоверно меньшее содержание CD19+ клеток по сравнению с группой без индукции 

РТПХ.  Группа трансфекции pMHC обеспечивала значимо большие значения по данным 

маркерам также и по сравнению с контрольными группами индукции РТПХ – группами введения 

спленоцитов и трансфекци контрольной плазмидой p5 (Рис. 19 А, Б). Также, ДК, 

трансфицированные pMHC, приводили к достоверно меньшему содержанию CD4 клеток в 

селезенках мышей по сравнению с группой без индукции РТПХ (Рис. 19 В). Однако, обе группы 

трансфицированные с использованием pMHC значимо снижали количество CD8 клеток в 

селезенках мышей по сравнению с группой индукции РТПХ спленоцитами (Рис. 19 Г). 

Таким образом, через 2 недели после индукции РТПХ ДК, трансфицированные pIL-10, 

эффективно устраняли субпопуляционные изменения в селезенке, характерные для течения 

РТПХ. Группа трансфекции ДК pMHC не обладала данной способностью, но все же снижала 

количество CD8 лимфоцитов, по сравнению с группой индукции РТПХ спленоцитами. А группа 

совместной трансфекции проявляла промежуточные свойства. 

Через 3 недели после индукции РТПХ ДК, трансфицированные pIL-10, потеряли 

способность удерживать относительное количество CD3, СD19 клеток, но не CD4 и CD8 клеток, 

на уровне, характерном для мышей без индукции РТПХ (Рис. 20).  Что, выглядит согласовано с 

промежуточными (между группами с индукцией РТПХ и без) массами селезенок, полученными 

на этом сроке. Для групп трансфекции pMHC и совместно pMHC и pIL-10 на данном сроке также 

наблюдалась способность удерживать относительное количество CD4 и CD8, но не CD3 и СD19, 

клеток в рамках контрольных значений (Рис. 20). 
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Рисунок 20 – Субпопуляционный состав селезенок мышей CBF1 на 3 неделе течения 

РТПХ. N=10. Медианы и межквартильный интервал.  Скобками указаны статистически 

значимые отличия p≤0.05, критерий Краскела-Уоллиса с множественными сравнениями Данна. 

Физ. р-р – введение физиологического раствора. Спл – введение спленоцитов. ДКp5 – ДК, 

электропорированные плазмидой p5. ДКpIL-10 – ДК, электропорированные плазмидой pIL-10. 

ДКpMHC – ДК, электропорированные плазмидой pMHC. ДКpIL-10+pMHC – ДК, 

электропорированные pIL-10 и pMHC одновременно. 

 

Также в селезенках мышей было проанализировано содержание CD4+CD25+FoxP3+ Treg 

клеток и CD4+CD25+FoxP3- эффекторных клеток. На сроке 2 недели после индукции РТПХ для 

всех экспериментальных группах трансфекции не было обнаружено каких-либо значимых 

изменений в содержании CD4+CD25+FoxP3+Treg клеток по сравнению с группой без индукции 

РТПХ и с группами контрольной индукции РТПХ (Рис. 21 А). Через 3 недели повышенное 
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относительное содержание Treg в селезенках мышей наблюдалось в группах трансфекции pMHC 

и pMHC и pIL-10, но не в группе pIL-10 (Рис. 21 Б).  
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Рисунок 21 – Содержание CD4+C25+FoxP3+ Treg (А,Б) и CD4+CD25+FoxP3- 

эффекторных клеток (В,Г) в селезенках мышей CBF1 на 2 и 3 неделе течения РТПХ. N=7. 

Средние и стандартные отклонения.  Скобками указаны статистически значимые отличия 

p≤0.05, однофакторный дисперсионный анализ с множественными сравнениями Тьюки. 

Физ. р-р – введение физиологического раствора. Спл – введение спленоцитов. ДКp5 – ДК, 

электропорированные плазмидой p5. ДКpIL-10 – ДК, электропорированные плазмидой pIL-

10. ДКpMHC – ДК, электропорированные плазмидой pMHC. ДКpIL-10+pMHC – ДК, 

электропорированные pIL-10 и pMHC одновременно. 

 

На сроках 2 и 3 недели во всех группах индукции РТПХ наблюдалось повышенное 

относительное количество CD4+CD25+FoxP3- эффекторных клеток по сравнению с группой 



71 
 

введения физ. р-ра (Рис. 21 В,Г), что может говорить о отсутствии угнетения активации 

эффекторных клеток в экспериментальных группах. 

Таким образом, согласно полученным данным, снижение интенсивности течения РТПХ 

на 2 неделе, обеспечиваемое pIL-10 трансфицированными ДК, сопровождалось подавлением 

цитотоксического иммунного ответа. А в группе трансфекции pMHC на 3 неделе после индукции 

РТПХ - повышенным количеством Treg клеток. 

Для проверки антиген-специфичности подавления РТПХ с помощью ДК, 

трансфицированных pMHC, кодирующей антигенные последовательности MHC мышей CBA, 

была поставлена РТПХ на мышах, несущих другой аллель MHC I класса, в частности, на мышах 

BALB/c (аллель H2-d). Результаты показали, что cогласно данным о массах селезенок, только 

группа ДК, трансфицированных pIL-10, способна угнетать проявления РТПХ у мышей BALB/c 

(Рис. 22 А). 

 

 

Рисунок 22 – Масса селезенок мышей BALB/c через 3 недели после индукции РТПХ (А) 

и относительное содержание в селезенках FoxP3+ Treg (Б). n=7.  Медианы и межквартильный 

интервал.  Скобками указаны статистически значимые отличия p≤0.05, критерий Краскела-

Уоллиса с множественными сравнениями Данна. Физ. р-р – введение физиологического 

раствора. Спл – введение спленоцитов. ДКp5 – ДК, электропорированные плазмидой p5. 

ДКpIL-10 – ДК, электропорированные плазмидой pIL-10. ДКpMHC – ДК, 

электропорированные плазмидой pMHC. ДКpIL-10+pMHC – ДК, электропорированные pIL-10 

и pMHC одновременно. 
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При этом повышенного количества FoxP3+ Treg клеток в селезенках мышей с индукцией 

РТПХ культурами с любыми трансфицированными ДК не наблюдалось (Рис. 22 Б). 

Таким образом, ДК, трансфицированные pIL-10, способны неспецифично подавлять 

острую РТПХ, направленную на антигены мышей CBA и BALB/c, по-видимому, за счет 

угнетения цитотоксического иммунного ответа с помощью иммунорегуляторного эффекта IL-10. 

А дендритные клетки, трансфицированные антигенными последовательностями MHC мышей 

CBA, способны антиген-специфично подавлять  РТПХ, вызванную антигенами мышей CBA, но 

не на антигенами мышей BALB/c, в связи с генерацией Treg клеток. 

 

3.7 Подавление реакции отторжения кожного лоскута с помощью дендритных 

клеток, трансфицированных pIL-10 и pMHC 

 

На завершающем этапе была исследована способность полученных трансфицированных 

ДК увеличивать время отторжения аллогенного кожного лоскута. Мышам С57Bl/6 на спину 

пересаживали кожный лоскут с хвоста мышей CBA или BALB/c. Толерогенные культуры, 

полученные с помощью сокультивирования трансфицированных дендритных клеток и 

аутологичных спленоцитов в соотношении 1 к 10, вводили подкожно в холку животному в 

количестве 1 млн за 1 сутки до трансплантации и через 3 суток после. Отторжение кожного 

лоскута начинали оценивать с 7 суток по некротическим изменениям внешнего вида лоскута. 

Кожный лоскут некротизированный на 80% считался отторгшимся (Рис. 23). 

 

         7 суток        12 суток 

 

 

                   

Приживление 
  

 

 

                      

Отторжение 
  

Рисунок 23 – Примеры приживления и отторжения трансплантированного кожного 

лоскута. Приживление – сингенная трансплантация. Отторжение – аллогенная 

трансплантация. 

 



73 
 

При пересадке кожного лоскута от мышей CBA мышам C57Bl/6 отмечена способность 

всех экспериментальных групп, т.е. групп трансфекции pIL-10, pMHC и совместной 

трансфекции, значимо увеличивать время отторжения кожного лоскута по сравнению с 

контрольными группами введения физ.р-ра, спленоцитов и совместных культур спленоцитов и 

ДК, трансфицированных плазмидой p5 (Рис. 24, Табл. 2).  
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Рисунок 24 – Кривые выживаемости кожных лоскутов мышей CBA при трансплантации 

мышам C57Bl/6 и введении трансфицированных ДК. N=10-14. Статистически значимые 

отличия между группами проиллюстрированны скобками,  p≤0.05, критерий Мантеля-Кокса. 

Сингенная – трансплантация сингенного лоскута. Физ. р-р – введение физиологического 

раствора. неЭП ДК – введение неэлектропорированных ДК. ДКp5 – ДК, электропорированные 

плазмидой p5. ДКpIL-10 – ДК, электропорированные плазмидой pIL-10. ДКpMHC – ДК, 

электропорированные плазмидой pMHC. ДКpIL-10+pMHC – ДК, электропорированные pIL-10 

и pMHC одновременно. 

 

Медианы времени отторжения кожного лоскута приведены в таблице 2. 

Таблица 2 – Медианы времени отторжения кожных лоскутов мышей CBA и BALB/c при 

трансплантации мышам C57Bl/6 и введении трансфицированных ДК. 

Донор Физ. р-р Сплено-

циты 

неЭП ДК ДКp5 ДК 

pIL-10 

ДК 

pMHC 

ДК 

pIL-10+ 

pMHC 

CBA 11  10 10 13,5 13,5 14 

BALB/c 8 9,5  8 12 9 12 
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При трансплантации кожного лоскута от мышей BALB/c способность к увеличению 

медианы времени отторжения кожного лоскута была отмечена только для групп трансфекции 

pIL-10 и совместной трансфекции pMHC и pIL-10, т.е. для тех групп, где использовалась 

плазмида, кодирующая IL-10 (Рис. 25; Табл. 2). 
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Рисунок 25 – Кривые выживаемости кожных лоскутов мышей BALB/c при 

трансплантации мышам C57Bl/6 и введении трансфицированных ДК. N=5. Статистически 

значимые отличия между группами проиллюстрированны скобками, p≤0.05,  логарифмический 

тест трендов. Сингенная – трансплантация сингенного лоскута.  Физ. р-р – введение 

физиологического раствора. Спл – введение спленоцитов. ДКp5 – ДК, электропорированные 

плазмидой p5. ДКpIL-10 – ДК, электропорированные плазмидой pIL-10. ДКpMHC – ДК, 

электропорированные плазмидой pMHC. ДКpIL-10+pMHC – ДК, электропорированные pIL-10 

и pMHC одновременно. 

 

Таким образом, в модели отторжения кожного лоскута ДК, трансфицированные с 

участием pIL-10, способны продлевать отторжение кожного лоскута как мышей CBA, так и 

мышей BALB/c, что говорит о неспецифичном характере подавления реакции отторжения с 

помощью данных ДК. Дендритные клетки, трансфицированные антигенными 

последовательностями MHC мышей CBA, способны продлевать время отторжения кожного 

лоскута только мышей CBA, что еще раз указывает на антиген-специфичное подавление 

иммунных реакций с их помощью. 
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ГЛАВА 4. ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

Проведенное исследование было направлено на разработку более эффективного и более 

клинически приемлемого подхода клеточной терапии трансплантационных реакций (реакции 

отторжения солидных органов и реакции трансплантат против хозяина), который бы позволил 

снизить необходимость применения системной иммуносупрессивной терапии. Для этого в 

исследовании были разработаны протоколы получения дендритных клеток, трансфицированных 

ДНК-конструкциями, кодирующими антигенные последовательности молекул MHC (pMHC) и 

IL-10 (pIL-10). При этом нагрузка дендритных клеток антигеном с помощью трансфекции заранее 

изготовленными и спроектированными с помощью in silico анализа ДНК-конструкциями, 

кодирующими антигенные последовательности молекул MHC, отличающимися у донора и 

реципиента, является новым подходом для индукции иммунологической толерантности с целью 

угнетения трансплантационных реакций. Такой подход, в отличие от большинства 

предложенных в литературе способов, не требует использования донорского материала для 

нагрузки дендритных клеток антигеном, что может способствовать трансляции методов 

клеточной терапии трансплантационных реакций в клиническую практику. Также для 

увеличения эффективности угнетения трансплантационных реакций в работе была применена 

одновременная трансфекция дендритных клеток ДНК-конструкциями, кодирующими 

антигенные последовательности молекул MHC и IL-10. 

 Логика исследования предполагала использование периферических механизмов 

иммунологической толерантности для подавления трансплантационных реакций поскольку в 

исследовании использовалось внетимическое (подкожное для угнетения реакции отторжения 

кожного лоскута и внутривенное для угнетения РТПХ) введение ДК животному, а оценка 

толерогенных свойств трансфицированных дендритных клеток включала изучение 

периферических механизмов поддержания толерантности – индукцию FoxP3+ Treg из 

периферических Т-клеток с помощью ДК вне центральных органов иммунной системы и 

экспрессию ДК IL-10, участвующего в дифференцировке pTreg из периферических наивных Т-

клеток (Рис. 14) [Boks et al, 2012]. Однако, вовлечение центральных механизмов толерантности 

при использовании выбранной схемы эксперимента невозможно исключить, поскольку незрелые 

дендритные клетки способны мигрировать из периферических тканей в тимус и выполнять там 

функцию поддержания толерантности [Li et al, 2009]. Оценка вклада центральных механизмов в 

индукцию толерантности в данной работе не проводилось. 

Также, логика исследования предполагает угнетение непрямого механизма 

аллораспознавания при течении трансплантационных реакций, поскольку в работе 
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использовались аутологичные дендритные клетки, нагруженные антигеном, а для угнетения 

прямого механизма аллораспознования необходимо было бы обеспечить присутствие 

аллогенных молекул MHC на используемых дендритных клетках [Siu et al, 2018]. 

Для получения толерогенных дендритных клеток в исследовании были использованы 

протоколы генерации толерогенных ДК из костного мозга мышей, описанные в литературе, с 

некоторыми модификациями [Pêche et al, 2005; Song et al, 2014; Boks et al, 2012; Martin et al, 2007]. 

Так, клетки костного мозга мышей С57Bl/6 культивировали в среде, содержащей GM-CSF и IL-

4 без дополнительных агентов или при добавлении IL-10, TGF-, BAY 11-7082 (специфический 

ингибитор NF-B), IL-10 и BAY 11-7082 или TGF- и BAY 11-7082. 

Согласно фенотипическому анализу по маркерам CD80, CD86, CD83, CD40 (Рис. 8) среди 

полученных ДК наиболее низкой экспрессией данных маркеров и, следовательно, наиболее 

незрелым фенотипом обладали ДК, генерируемые в присутствии TGF-  и TGF- /BAY 11-7082. 

Однако, известно, что для активации Т-клеток, в том числе и Treg-клеток требуется 

определенный уровень экспрессии молекул костимуляции и активации на ДК [Takahashi et al, 

1998; Zeng et al, 2009], поэтому важно было подтвердить реализацию полученными ДК 

толерогенной функции. 

Последующий анализ толерогенной функции полученных ДК по индукции с их помощью 

экспрессии FoxP3, IL-10 и TGF-  в аутологичных спленоцитах (Рис. 9) показал, что ДК, 

генерируемые в присутствии TGF-  и TGF- /BAY 11-7082 обладают сниженными 

толерогенными свойствами несмотря на их незрелый фенотип, что может быть связано с 

недостаточной дифференцировкой предшественников костного мозга в антиген-

представляющие клетки в данных группах. В связи с чем группы ДК, полученные в присутствии 

TGF-  и TGF- /BAY 11-7082, были исключены из дальнейших экспериментов.  

При стимулировании оставшихся групп ДК LPS во всех группах наблюдалось увеличение 

экспрессии CD80 и CD86, что говорило о приобретении дендритными клетками зрелого 

фенотипа под действием LPS (Рис. 10). 

Проведенная серия экспериментов показала, что ДК, полученные с помощью GM-CSF и 

IL-4, с или без добавления IL-10, BAY 11-7082, IL-10 и BAY 11-7082 являлись фенотипически 

незрелыми, а свойства и выраженность их толерогенной функции значимо не отличались. 

Однако, согласно литературным данным дендритные клетки полученные в присутствии IL-10 

более рефрактерны к созреванию, чем ДК, полученные с помощью GM-CSF и IL-4, что 

обеспечивает генерацию повышенного количества Treg клеток и сниженную пролиферацию 

лимфоцитов под их влиянием [Boks et al, 2012]. А дендритные клетки, полученные в присутствии 

BAY 11-7082 более эффективно снижают выраженность экспериментального артрита по 
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сравнению с GM-CSF/L-4 ДК [Martin et al, 2007], что также говорит о их более выраженной 

толерогенной функции. Возможно, данное отличие связано с тем, что в литературных данных 

использовался 6-8 суточный протокол генерации ДК с помощью IL-10 и BAY 11-7082, а в 

проведенном автором исследовании дендритные клетки культивировали 3 суток, поскольку 

электропорация именно 3х суточных ДК происходила наиболее успешно (Рис. 11). Таким 

образом, выбранного временного интервала могло быть недостаточно для реализации 

толерогенных эффектов IL-10 и BAY 11-7082. В то время как, уменьшение воздействия GM-CSF 

и IL-4 на ДК, наоборот, согласно литературным данным, приводит к формированию ДК c 

повышенной толерогенной функцией [Lutz et al., 2000; Guindi et al, 2018]. 

Таким образом, поскольку значимой разницы в реализации толерогенной функции между 

группами ДК, полученными в течении 3х суток  с помощью GM-CSF и IL-4, с или без добавления 

IL-10, BAY 11-7082, IL-10 и BAY 11-7082 выявлено не было, в дальнейших экспериментах было 

решено использовать наиболее простые в получении ДК, генерируемые в присутствии GM-CSF 

и IL-4 без добавления дополнительных агентов. 

Далее дендритные клетки, полученные по выбранному протоколу, трансфицировали 

методом электропорации ДНК-конструкциями, кодирующими IL-10, антигенные 

последовательности MHC мышей CBA (pMHC), или контрольной плазмидой p5.  

Согласно литературным данным, на ранних этапах использования метода электропорации 

эффективность трансфекции дендритных клеток ДНК-конструкциями была относительно низка 

и составляла от менее 1% до 10% [Strobel et al, 2000; Lohmann et al, 2000]. А выживаемость клеток 

после электропорации составляла 20-50% [Van Leeuwen et al, 2006; Van Tendeloo et al, 1998]. 

Эффективность электропорации, как оказалось, обратна пропорциональна выживаемости клеток 

при электропорации [Xie Q et al, 2012]. А цитотоксическое действие электропорации проявляется 

наиболее выражено в присутствии нуклеиновых кислот и, по-видимому, связана с нарушением 

прохождения нуклеиновых кислот через образующиеся поры в клеточной мембране [Lesueur et 

al, 2016]. Поэтому получение высокой эффективности и низкой смертности при электропорации 

требует тонкой отработки метода. 

По мере накопления данных и развития метода электропорации эффективность 

трансфекции дендритных клеток ДНК-конструкциями и их выживаемость стали превышать 50% 

[Landi et al, 2007; Mullins et al, 2015]. 

В нашем исследовании, в результате отработки параметров электропорации (Рис. 11 А-В) 

и подбора среды для культивирования клеток после электропорации, эффективность 

электропорации, оцененная по экспрессии плазмиды pGFP, кодирующей зеленый 

флюоресцентный белок, составила 31% для дендритных клеток, полученных по выбранному 
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протоколу. Клеточная смертность в результате электропорации составляла 5,01% (Рис. 11 Г). 

Полученные результаты, таким образом, соответствовали литературным данным.  

Эффективность электропорации дендритных клеток pIL-10 была показана также в 

дозозависимом увеличении секреции IL-10 трансфицированными дендритными клетками при 

увеличении количества трансфицируемой ДНК (Рис. 11). Полученные данные говорят о 

пригодности электропорации для трансфекции ДНК-конструкций, кодирующих полноразмерные 

белки. 

Интересно, что электропорация дендритных клеток сама по себе оказывала созревающее 

действие на дендритные клетки (Рис. 13). Проявления данного феномена встречается и в 

литературных данных [Son et al, 2013; Michiels et al, 2005]. Природа данного явления не до конца 

ясна, возможно, она связана с транслокацией внутриклеточно расположенных белков на 

клеточную мембрану во время образования в ней пор при электропорации [Wang et al, 2008]. 

Электропорация ДК плазмидой, кодирующей IL-10, приводила к значимому снижению 

количества ДК, экспрессирующих CD86 и СD40, по сравнению с группой трансфекции p5. 

Также, в группе ДКpIL-10 наблюдалась тенденция к снижению относительного количества 

CD80+, CD86+ и CD40+ ДК по сравнению с другими группами электропорации плазмидами 

(ДКp5, ДКpMHC). что может говорить о сдерживающем характере действия IL-10 на созревание 

ДК под действием электропорации. 

Однако, несмотря на более зрелый фенотип, дендритные клетки, электропорированные 

pIL-10 и pMHC, были способны индуцировать экспрессию FoxP3 и IL-10 в аутологичных 

спленоцитах на уровне сопоставимом с неэлектропорированными ДК и на уровне значимо 

большем по сравнению с группой контрольной электропорации плазмидой p5. Также количество 

FoxP3+ и IL-10+ клеток при стимулировании аутологичных спленоцитов pIL-10 и pMHC 

трансфицированными ДК было значимо больше по сравнению с исходными количествами 

данных клеток в спленоцитах (Рис. 14). 

Если повышенная индукция Treg клеток в присутствии незрелых ДК и ДК, 

продуцирующих IL-10, является закономерным описанным в литературе феноменом  [ Lutz et al., 

2000; Guindi et al, 2018; Xu et al, 2019; Boks et al, 2012; Raker et al, 2015], то повышенная индукция 

Treg дендритными клетками, трансфицированными антигенными последовательностями MHC, 

требует научного обоснования, поскольку сами по себе антигенные последовательности MHC не 

несут в себе толерогенного стимула, в отличие от IL-10.  

На взгляд автора, повышенная индукция Treg клеток с помощью ДК, трансфицированных 

аллогенными эпитопами MHC, связана с чужеродностью трансфицированных антигенных 

последовательностей и эпитопов в них закодированных. Так, согласно современной парадигме 

иммунологии, Т-клеточный рецептор (TCR – T cell receptor) наивных лимфоцитов более аффинен 
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к MHC в комплексе с эпитопами чужеродных антигенов, чем к MHC в комплексе с эпитопами 

собственных антигенов, поскольку аутореактивные Т-клетки устраняются в результате 

негативной селекции в тимусе [Takaba, Takayanagi, 2017]. В результате чего ДК мышей C57Bl/6, 

трансфицированные аллогенными последовательностями MHC мышей CBA, более эффективно 

презентируют полученные аллогенные эпитопы сингенным лимфоцитам, чем собственные. Но 

поскольку используемые ДК не подвергались провоспалительным стимулам, таким как сигнал с 

паттерн-распознающих toll-подобных рецепторов (toll-like receptors, TLR) и как было показано 

выше способны выполнять толерогенную функцию, то в результате такой более эффективной 

презентации лимфоциты более активно дифференцируются в периферические Treg клетки. В 

литературе также встречаются данные о более эффективной индукции Treg на чужеродный 

антиген с помощью толерогенных дендритных клеток [Fujita et al, 2007]. 

В смешанной культуре лимфоцитов все экспериментальные группы ДК (группы 

трансфекции IL-10, антигенными последовательностями молекул MHC мышей CBA и 

совместной трансфекции) проявили способность угнетать пролиферацию аутологичных 

спленоцитов на антигены мышей CBA (Рис. 13 А). В менее выраженном объеме данную 

способность проявили и неэлектропорированные ДК, что еще раз подчеркнуло их способность к 

выполнению толерогенной функции.  

Угнетать пролиферацию спленоцитов на антигены мышей BALB/c оказались способны 

лишь не трансфицированные ДК и ДК, трансфицированные IL-10 (Рис. 15 Б), что 

продемонстрировало антиген-специфичное подавление in vitro иммунных реакций с помощью 

дендритных клеток, трансфицированных антигенными последовательностями молекул MHC. 

Дендритные клетки, трансфицированные IL-10, в свою очередь, проявили способность к 

неспецифичному угнетению иммунных реакций. 

Однако, ранее нами было показано, что обе группы трансфекции - pIL-10 и pMHC, 

вызывают индукцию FoxP3+ Treg клеток, а активация и действие Treg в современной парадигме 

иммунологии считается антиген-специфичными процессами, несмотря на некоторые 

неспецифичные механизмы, реализуемые ими для супрессии иммунных реакций [Bacher et al, 

2016; Hoeppli et al, 2016]. Таким образом, ДК, трансфицированные pIL-10 ДК, также могли 

проявить специфичное подавление иммунных реакций, но данного явления не было отмечено. 

Вероятно, наблюдаемое неспецифичное угнетение имммунных реакций с помощью ДК, 

трансфицированных pIL-10, осуществляется через прямое иммунорегуляторное действие IL-10 

[Romagnani, 2006]. Также, в отсутствии антигена, дендритные клетки, трансфицированные pIL-

10, вероятно, осуществляют индукцию поликлонального пула Treg, что тоже может приводить к 

наблюдаемой картине неспецифичной иммуносупрессии.  
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Интересно, что при постановке смешанной культуры лимфоцитов со спленоцитами 

мышей BALB/c в качестве стимуляторов свою способность к значимому угнетению 

пролиферации проявили и нетрансфицированные толерогенные ДК, чего не наблюдалось в столь 

выраженном объеме при использовании спленоцитов мышей CBA. На взгляд автора это связано 

с более активным проявлением феномена прямого аллораспознавания (allorecognition direct 

pathway) в паре C57BL/6-BALB/c, чем в паре C57BL/6-CBA. Cуть данного феномена заключается 

в том, что Т-клеточный рецептор лимфоцитов способен связываться с аллогенными молекулами 

MHC вне зависимости от встроенного в них пептида, поскольку аллогенные молекулы MHC 

распознаются как комплекс собственного MHC и чужеродного пептида, в связи с высоким 

полиморфизмом молекул MHC [Marino et al, 2016]. Таким образом, лимфоциты мышей CBA и 

BALB/c, также, как и аутологичные спленоциты, способны взаимодействовать с полученными 

толерогенными дендритными клетками мышей C57Bl/6, но вне зависимости от презентируемых 

ими эпитопов, и приобретать толерогенную функцию, проявляющуюся в дополнительном 

угнетении пролиферации в исследуемой культуре. При этом клетки мышей BALB/c и C57Bl/6 

являясь более генетически отдаленными взаимодействуют более активно, чем клетки в паре CBA 

- C57Bl/6, в связи с более выраженными отличиями в молекулах MHC. В результате данного 

феномена, например, для постановки смешанных культур лимфоцитов традиционно используют 

пару BALB/c - C57Bl/6, а не CBA - C57Bl/6 [Mansilla et al, 2015; Drakes et al, 2009; Carretero-Iglesia 

et al, 2016; Takaaki et al, 2012; Huang et al, 2014; Lutz et al, 2000]. 

В проведенном исследовании в качестве модели острой РТПХ была выбрана 

полуаллогенная модель переноса донорских спленоцитов от родительской линии C57Bl/6 к 

реципиентам – гибридам 1го поколения CBF1 (F1: C57Bl/6×CBA). Использование 

полуаллогенной модели позволяет не прибегать к режиму кондиционирования – радиационного 

или медикаментозного уничтожения костного мозга реципиента, т.к. в данной модели клетки 

мышей CBF1 не реагируют на родительские антигены, т.е. не происходит отторжения введенного 

трансплантата, а вводимые клетки мышей линии C57BL/6 распознают чужеродные антигены 

другой родительской линии CBA. Однако, в такой модели клетки трансплантата не могут занять 

достаточную нишу для будущего роста и постепенно элиминируются из организма, а РТПХ, 

вызванная ими, протекает менее выражено и разрешается без летального исхода [Ellison et al, 

1998, Miura et al, 2000]. Поэтому основными маркерами течения острой РТПХ в полуаллогенной 

модели являются атрофия тимуса (признак его повреждения) [Krenger et al, 2000], увеличение 

селезенки (признак течения в ней иммунных реакций) [Renkonen, Häyry, 1984] и увеличение 

выраженности цитотоксического иммунного ответа, как основного эффекторного механизма 

острой РТПХ [Yi et al, 2009;  Boieri et al, 2017]. 
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Отработка полуаллогенной модели острой РТПХ при внутривенном введении 

спленоцитов от родительской линии C57Bl/6 реципиентам CBF1 (F1: C57Bl/6×CBA) показала, 

что 100 млн спленоцитов способны к 14 суткам вызывать острую реакцию «трансплантат против 

хозяина», сопровождающуюся спленомегалией, атрофией тимуса и развитием цитотоксического 

иммунного ответа (Табл. 1, Рис. 16). 

Поэтому способность толерогенных дендритных клеток, трансфицированных pIL-10 

и/или pMHC, угнетать острую РТПХ изучали при введении реципиенту в качестве трансплантата 

100 млн клеток, полученных при сокультивировании данных дендритных клеток и аутологичных 

спленоцитов. 

Согласно полученным данным, ДК, трансфицированные pIL-10, были способны 

подавлять проявления острой РТПХ (значимо снижать массы селезенок у мышей с индукцией 

РТПХ) уже на 2 неделе ее течения. А ДК, трансфицированные с участием pMHC, позже – к 3 

неделе течения РТПХ (Рис.18). 

Также, ДК, трансфицированные pIL-10, приводили к подавлению цитотоксчического 

иммунного ответа, характерного для острой РТПХ, на 2 неделе ее течения. Группа трансфекции 

ДК pMHC не обладала данной способностью, но все же снижала количество CD8 лимфоцитов, 

по сравнению с группой индукции РТПХ спленоцитами. А группа совместной трансфекции 

проявляла промежуточные свойства (Рис. 19, 20). При введении мышам спленоцитов, 

сокультивированных с ДК, трансфицированными pMHC, наблюдалось значимое повышение 

относительного количества Treg в селезенке мышей на 3 неделе течения РТПХ (Рис. 21 А, Б). 

Данные отличия в подавлении выраженности течения РТПХ, вероятно, связаны с 

различным механизмом действия ДК, трансфицированных pIL-10 и pMHC. Так, IL-10, как 

известно, способствует формированию Th2 ответа и угнетению Th1 цитотоксического ответа 

[Bashyam, 2007; Coffman, 2006], что согласуется с отсутствием сдвига в сторону 

цитотоксического ответа при использовании pIL-10 трансфицированных ДК для индукции РТПХ 

в описанных экспериментах. Так же, ДК, продуцирующие IL-10, способствуют индукции не 

только FoxP3+ Treg, но и Tr1 клеток, которые также экспрессируют IL-10 и являются 

регуляторными, но не экспрессируют FoxP3 [Comi et al, 2018; Gregori et al, 2010]. Т.е. генерация 

Tr1 клеток также может являться одним из механизмов угнетения РТПХ при использовании pIL-

10 трансфицированных ДК при отсутствии индукции Treg клеток.  

Напротив, толерогенные ДК, нагруженные антигеном, вызывают индукцию и экспансию 

функционально активных антиген-специфичных Treg клеток [Yamazaki et al, 2003; Yamazaki et 

al, 2006; Hamdi et al, 2007], что вероятно является механизмом угнетения РТПХ при 

использовании ДК, трансфицированных pMHC, кодирующей антигенные детерминанты MHC I 

класса мышей CBA, поскольку в данной группе было обнаружено повышенное количество Treg 
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через 3 недели после индукции РТПХ.  При этом ДК, трансфицированные одновременно pIL-10 

и pMHC, демонстрировали свойства обеих групп отдельной трансфекции, но менее выражено.  

Интересно также, что в условиях in vitro pIL-10 трансфицированные ДК были способны 

индуцировать генерацию FoxP3+ Treg клеток (Рис. 14), но не проявили данной способности in 

vivo при индукции РТПХ.  

При анализе литературных данных было отмечено, что для индукции FoxP3+ Treg in vivo 

необходимо использовать аллогенные или нагруженные антигеном ДК, продуцирующие IL-10 

[Xu et al, 2019; Turnquist et al, 2007]. А для in vitro индукции Treg возможно использование 

сингенных и не нагруженных антигеном ДК, продуцирующих IL-10 [Boks et al, 2012], что и было 

выполнено в данной работе при использовании pIL-10 трансфицированных ДК.  

Данное отличие в in vitro и in vivo индукции Treg можно объяснить тем, что IL-10 вызывает 

временную экспрессию FoxP3, поскольку при потере IL-10 сигналинга в СD4+ клетках пропадает 

и экспрессия FoxP3 [Murai, 2009]. А в работе, где временную экспрессию FoxP3 исключили из 

анализа, IL-10 не влиял на количество клеток, стабильно экспрессирующих FoxP3. [Chaudhry, 

2011]. 

С другой стороны, контактное взаимодействие и сигнал через TCR, способны приводить 

к стойкой экспрессии FoxP3 [Lohr et al, 2006], что и реализуется при использовании аллогенных 

или нагруженных антигеном ДК.  

Таким образом, в выполненных экспериментах смешанной культуры лимфоцитов при 

постоянном IL-10 сигналинге, исходящем от pIL-10 трансфицированных ДК, вероятно, 

детектировалась временная экспрессия FoxP3. А в условиях in vivo, продукция IL-10 

трансфицированными дендритными клетками, вероятно, была недостаточной для индукции 

детектируемого уровня экспрессии FoxP3 в Т-клетках, в связи с системным распределением 

введенных дендритных клеток и возможностью Т-клеток мигрировать из под влияния данных 

дендритных клеток.  

В свою очередь, ДК, трансфицированные одновременно pIL-10 и pMHC, которые 

обеспечивают как IL-10, так и TCR сигналинг проявили наиболее выраженную способность к 

индукции FoxP3+ Treg in vivo (Рис. 21), что согласуется с представленными данными. 

Также, индукция временной экспрессии FoxP3 под действием IL-10 может объяснять 

дозозависимую экспрессию FoxP3 под влиянием дендритных клеток, трансфицированных 

различными количествами pIL-10, представленную на рисунке 14 В. 

Все группы индукции РТПХ через 2 и 3 недели приводили к наличию значимо 

повышенного количества CD4+CD25+FoxP3- эффекторных клеток в селезенках мышей по 

сравнению с группой введения физ. р-ра (Рис. 21 В,Г), что может говорить о неспособности 

экспериментальных ДК (трансфицированных pIL-10, pMHC и pIL-10+pMHC) индуцировать 
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клональную анергию лимфоцитов, характеризующуюся отсутствием их активации и 

пролиферации [Jenkins, Schwartz, 1987]. Однако, дальнейшего более подробного изучения 

требует способность экспериментальных групп ДК индуцировать адаптивную анергию, при 

которой лимфоциты активируются, пролиферируют, но не выполняют эффекторной функции 

при встрече с антигеном [Jenkins, Schwartz, 1987]. 

При постановке полностью аллогенной РТПХ на мышах BALB/c способностью к 

подавлению ее проявлений обладали только дендритные клетки, трансфицированные pIL-10. 

При этом не было отмечено повышения относительного количества Treg ни в одной из 

исследуемых групп трансфицированных ДК. Что может говорить о том, что повышение 

относительного количества Treg в селезенках мышей CBF1 (F1: C57Bl/6×CBA) обусловлено in 

vivo экспансией Treg, предактивированных во время сокультивирования c ДКpMHC, в условиях 

доступа к антигенам мышей CBA. А при переносе таких Treg мыши BALB/c, необходимые 

антигены в которой отсутствуют, их экспансии, соответственно, не происходило.  

Таким образом, согласно полученным результатам, pIL-10 трансфицированные ДК, 

обеспечивали неспецифическое подавление острой РТПХ у мышей CBF1 и BALB/c, вероятно, за 

счет иммуносупрессивного и иммунорегуляторного действия IL-10, которое проявлялось в 

угнетении цитотоксического иммунного ответа. В то время как, ДК, трансфицированные ДНК-

конструкциями, кодирующими антигенные последовательности молекул MHC мышей CBA, 

подавляли острую РТПХ специфично у мышей CBF1 (F1: C57Bl/6×CBA), несущих антигены 

мышей CBA. При этом подавление острой РТПХ с помощью ДК pMHC сопровождалось 

экспансией FoxP3+ Treg клеток, вероятно, специфичных к антигенам мышей CBA, поскольку 

данной экспансии при индукции РТПХ у мышей BALB/c не наблюдалось. 

При пересадке кожного лоскута от мышей CBA способность к увеличению времени его 

отторжения была отмечена у всех экспериментальных групп – групп трансфекции pIL-10, pMHC 

и совместной трансфекции pIL-10 и pMHC. При этом, наибольшая медиана времени отторжения 

кожного лоскута была отмечена в группе совместной трансфекции pIL-10 и pMHC и составила 

14 суток. Медиана времени отторжения кожного лоскута при введении физиологического 

раствора составила 11 суток (Рис. 24, Табл. 2). 

При пересадке кожного лоскута от мышей BALB/c способность к увеличению времени 

его отторжения проявили группы трансфекции ДК pIL-10 и совместной трансфекции, т.е. те 

группы, где использовалась плазмида pIL-10 (Рис. 25, Табл. 2). 

Таким образом, в модели отторжения кожного лоскута ДК, трансфицированные с 

участием pIL-10, способны продлевать отторжение кожного лоскута как мышей CBA, так и 

мышей BALB/c, что говорит о неспецифичном характере угнетения реакции отторжения с 

помощью данных ДК. Дендритные клетки, трансфицирванные антигенными 
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последовательностями MHC мышей CBA, способны продлевать время отторжения кожного 

лоскута только мышей CBA, что еще раз указывает на антиген-специфичное подавление 

иммунных реакций с их помощью. 

Следует отметить, что группа совместной трансфекции ДК pIL-10 и pMHC оказалась не 

способной к снижению проявлений острой РТПХ у мышей BALB/c, но способной к увеличению 

времени отторжения кожного лоскута от мышей BALB/c. Возможно, данный феномен связан с 

различным путем введения дендритных клеток в данных моделях. Так, подкожное введение 

экспериментальных культур при трансплантации кожного лоскута могло формировать локальное 

депо дендритных клеток, продуцирующих IL-10, под кожей в месте введения, а также в 

дренирующих кожу лимфоузлах, что позволяло обеспечить достаточные для супрессии 

иммунных реакций количества IL-10, даже при трансфекции уменьшенной в 2 раза дозы pIL-10 

в дендритные клетки, как это и выполнялось для группы совместной трансфекции. При 

внутривенном введении экспериментальных культур в случае индукции РТПХ, вероятно, 

происходило системное распределение ДК, что не позволяло обеспечить локальные 

концентрации IL-10, достаточные для проявления иммуносупрессивного эффекта дендритных 

клеток, трансфицированных уменьшенной в 2 раза дозой pIL-10. 

Также, при постановке РТПХ на мышах BALB/с формировалась полностью аллогенная 

модель РТПХ, где протекала также и реакция отторжения введенных клеток, т.к. иммунная 

система реципиента не была подавлена режимом кондиционирования. Поэтому, возможно, что 

уменьшенной в 2 раза дозы pIL-10 не хватило для подавления сразу двух реакций – реакции 

отторжения и реакции трансплантат против хозяина. 

Наблюдаемые в проведенном исследовании сроки отторжения кожного лоскута при 

введении мышам трансфицированных ДК сопоставимы со сроками отторжения кожного лоскута, 

наблюдающимися при введении мышам иммуносупрессивных веществ – рапамицина или 

циклоспорина [Cheng et al, 2017]. Также, наблюдаемое увеличение сроков отторжения кожных 

лоскутов сопоставимо с увеличением сроков отторжения эктопически трансплантированного 

аллогенного сердца при введении мышам не нагруженных антигеном толерогенных дендритных 

клеток сингенных трансплантату и аллогенных реципиенту [Pêche et al, 2005]. И, наблюдаемое 

увеличение сроков отторжения кожных лоскутов оказалось сопоставимо с увеличением сроков 

отторжения эктопически трансплантированных островков поджелудочной железы при 

внутривенном введении реципиенту аутологичных ДК, нагруженных пептидом, полученным из 

молекул MHC [Oluwole et al, 2001]. Однако, в исследовании Oluwole et al, 2001 внутритимическое 

введение тех же ДК приводило к существенно большим срокам отторжения островков 

поджелудочной железы (сроки отторжения более 200 суток). Также, встречаются данные о 

существенно более длительном отторжении (более 100 суток) эктопически трансплатированного 
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аллогенного сердца при введении ДК, аллогенных реципиенту и сингенных трансплантату [Lutz 

et al., 2000].  

Более эффективное подавление реакции отторжения с помощью внутритимического 

введения ДК может быть связано с вовлечением центральных, а не периферических, механизмов 

индукции толерантности. А возможная причина более эффективного подавления реакции 

отторжения с помощью дендритных клеток сингенных трансплантату и аллогенных реципиенту 

может заключаться в подавлении прямого механизма аллораспознавания, который в свою 

очередь ответственен за острую реакцию отторжения [Ali et al, 2016]. В проведенном же 

исследовании применялись сингенные реципиенту ДК, нагруженные донорскими антигенами, 

что позволяло продлить срок отторжения трансплантата за счет угнетения непрямого пути 

аллораспознавания [Siu et al, 2018]. Однако, непрямой путь аллораспознавания является 

основным механизмом развития хронической реакции отторжения, что делает целесообразным 

применение полученных дендритных клеток в позднем посттрансплантационном периоде. 

Также, прямой путь аллораспознавания при острой реакции отторжения в основном направлен 

на MHC II класса, а непрямой путь аллораспознавания при хронической реакции – в основном на 

эпитопы MHC I класса [Ali et al, 2016; Ayala García et al, 2012], которые и использовались для 

индукциии толерантности в проведенном исследовании. 

Поэтому, использование в ДНК-конструкциях антигенных последовательностей MHC I 

класса при введении трансфицированных ДК в раннем посттрансплантационном периоде могло 

привести к недооценке эффективности предложенного метода. Однако, даже в такой не совсем 

релевантной модели предложенный метод проявил определенную эффективность. Но в целом, 

рассмотренные данные демонстрируют возможность увеличения эффективности предложенного 

метода, например, с помощью доставки дендритных клеток, трансфицированных, ДНК-

конструкцией, кодирующей антигенные последовательности молекул MHC, в тимус для 

индукции центральной иммунологической толерантности. Также, возможно, с помощью 

добавления в ДНК-конструкции антигенных последовательностей молекул MHC II класса или с 

помощью дополнительного введения аллогенных толерогенных ДК для угнетения прямого пути 

аллораспознавания и подавления острой реакции отторжения. Возможной стратегией 

увеличения эффективности предложенного метода может быть также множественное 

отсроченное введение полученных трансфицированных дендритных клеток, поскольку в 

проведенном исследовании введение осуществлялось в сроки близкие ко дню трансплантации, а 

полученные дендритные клетки все же направлены на подавление механизмов реализации 

хронической реакции отторжения. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В представленной работе с целью подавления трансплантационных реакций были 

разработаны подходы получения толерогенных дендритных клеток с помощью трансфекции 

незрелых ДК ДНК-конструкциями, кодирующими IL-10 и антигенные последовательности 

молекул MHC I класса. Потенциал к подавлению трансплантационных реакций дендритных 

клеток, трансфицированных ДНК-конструкциями, кодирующими IL-10 и антигенные 

последовательности молекул MHC, проявлялся в их способности генерировать повышенное 

количество FoxP3+ Treg и IL-10+CD4+ лимфоцитов в культурах аутологичных спленоцитов. 

Полученные дендритные клетки проявили различный характер подавления иммунных 

реакций. Так, дендритные клетки, трансфицированные ДНК-конструкциями, кодирующими IL-

10, in vitro в смешанной культуре лимфоцитов и in vivo в моделях отторжения кожного лоскута и 

реакции «трансплантат против хозяина» осуществляли подавление иммунных реакций как на 

антигены мышей CBA, так и на антигены мышей BALB/c, что говорит о неспецифичной 

иммуносупрессии, достигаемой с помощью данных дендритных клеток. При этом, в модели 

острой РТПХ было показано, что данная имммуносупрессия сопровождается угнетением 

цитотоксического иммунного ответа, вероятно, в результате прямого иммунорегуляторного 

действия IL-10. 

Дендритные клетки, трансфицированные, ДНК-конструкциями, кодирующими 

антигенные последовательности молекул MHC I класса мышей CBA, in vitro в смешанной 

культуре лимфоцитов и in vivo в моделях отторжения кожного лоскута и реакции «трансплантат 

против хозяина» осуществляли подавление иммунных реакций на антигены мышей CBA, но не 

антигены мышей BALB/c. При этом, в модели острой РТПХ данные дендритные клетки 

обеспечивали экспансию FoxP3+ Treg клеток, вероятно, специфичных к антигенам мышей CBA. 

Таким образом, дендритные клетки, трансфицированные, ДНК-конструкциями, кодирующими 

антигенные последовательности молекул MHC, в отличие от ДК, трансфицированных IL-10, 

индуцируют иммунологическую толерантность, поскольку вызываемая ими иммуносупрессия 

носит антиген-специфичный характер и реализуется через один из механизмов поддержания 

периферической иммунологической толерантности – генерацию Treg клеток. 

Таким образом, в представленной работе реализовано два подхода к подавлению 

трансплантационных реакций – с помощью IL-10 продуцирующих ДК и с помощью ДК, 

нагруженных трансплантационными антигенами. Показан различный механизм действия данных 

ДК, приводящий к неспецифическому подавлению иммунных реакций в результате 

иммунорегуляторного действия IL-10 при использовании ДК, трансфицированных IL-10, и 

приводящий к индукции антиген-специфичной иммунологической толерантности через 
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генерацию Treg при использовании ДК, трансфицированных антигенными 

последовательностями MHC.  

В работе предложен новый способ нагрузки ДК трансплантационными антигенами с 

помощью их трансфекции заранее разработанными и сконструированными ДНК-конструкциями, 

кодирующими антигенные последовательности молекул MHC I класса донора (для подавления 

реакции отторжения) или реципиента (для подавления РТПХ) и показана его эффективность для 

индукции антиген-специфичной иммунологической толерантности и подавления 

трансплантационных реакций. Преимуществом данного способа является отсутствие 

необходимости использования донорского материала для нагрузки ДК трансплантационными 

антигенами, поскольку ДНК-конструкции, кодирующие трансплантационные антигены, 

проектируют in silico с помощью доступных баз данных. Однако, по мнению автора, главным 

преимуществом толерогенных дендритных клеток, трансфицированных ДНК-конструкциями, 

кодирующими антигенные последовательности молекул MHC, является антиген-специфичное 

подавление трансплантационных реакций с их помощью, что может снизить частоту 

встречамости нежелательных побочных эффектов, связанных с неспецифичной 

иммуносупрессией, которая наблюдается при системной иммуносупрессивной терапии и при 

использовании IL-10 продуцирующих дендритных клеток. 

Представленные в работе решения могут быть полезными при дальнейшей теоретической 

и практической разработке новых методов клеточной иммунотерапии для подавления 

трансплантационных реакций, а также для трансляции данных методов к клиническую практику. 
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ВЫВОДЫ 

1. Разработанный протокол позволяет получать фенотипически незрелые дендритные 

клетки, трансфицированные ДНК-конструкциями, кодирующими IL-10 или антигенные 

последовательности MHC, индуцирующие экспрессию FoxP3 и IL-10 в аутологичных 

спленоцитах, что свидетельствует об их толерогенном потенциале. 

2. Незрелые дендритные клетки мышей С57Bl/6, трансфицированные ДНК-

конструкциями, кодирующими IL-10, обуславливают подавление пролиферации аутологичных 

спленоцитов in vitro в ответ на стимуляцию спленоцитами мышей CBA и BALB/c, in vivo 

обуславливают подавление реакции «трансплантат против хозяина» в мышах CBF1 (F1: 

CBAxC57Bl/6) и BALB/c и обуславливают увеличение времени отторжения кожного лоскута от 

мышей CBA и BALB/c, что говорит о неспецифичном подавлении иммунных реакций с их 

помощью. 

3. Незрелые дендритные клетки мышей С57Bl/6, трансфицированные ДНК-

конструкциями, кодирующими антигенные последовательности MHC I класса мышей CBA, 

обуславливают подавление пролиферации аутологичных спленоцитов in vitro в ответ на 

стимуляцию спленоцитами мышей CBA, но не BALB/c, in vivo обуславливают подавление 

реакции «трансплантат против хозяина» в мышах CBF1 (F1: CBAxC57Bl/6), но не в BALB/c, и 

обуславливают увеличение времени отторжения кожного лоскута от мышей CBA, но не BALB/c, 

что говорит о антиген-специфичном подавлении иммунных реакций с их помощью. 

4. Угнетение реакции «трансплантат против хозяина», обусловленное дендритными 

клетками, трансфицированными IL-10, сопровождается преимущественно подавлением 

цитотоксического иммунного ответа, а дендритными клетками, трансфицированными 

антигенными последовательностями MHC – преимущественно генерацией Treg, что говорит о 

различиях в механизмах подавления трансплантационных реакций данными дендритными 

клетками. 

5. Разработан подход к индукции иммунологической толерантности с помощью 

дендритных клеток, трансфицированных ДНК-конструкциями, кодирующими антигенные 

последовательности молекул MHC, что подтверждено по антиген-специфичному подавлению 

пролиферации аутологичных спленоцитов in vitro и in vivo по подавлению реакций отторжения 

кожного лоскута,  «трансплантат против хозяина» и генерации Treg клеток. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

ДК – дендритные клетки 

толДК – толерогенные дендритные клетки 

MHC – главный комплекс гистосовместимости 

РТПХ – реакция «трансплантат против хозяина» 

pIL-10 – ДНК-конструкция (плазмида), кодирующая мышиный IL-10 

pMHC – ДНК-конструкция (плазмида), кодирующая антигенные последовательности из локуса 

H2 (MHC I класса) мышей CBA, несущие основные аминокислотные замены относительно 

гомологичных последовательностей из локуса H2 мышей C57Bl/6 

Tr1 – CD4+IL-10+FoxP3- T-регуляторные клетки 1го типа 

Treg – CD4+CD25hiFoxP3+ T-регуляторные клетки 

pTreg, iTreg – периферические или индуцированные CD4+CD25hiFoxP3+ Т-регуляторные 

клетки 

tTreg, nTreg – тимические или натуральные CD4+CD25hiFoxP3+ Т-регуляторные клетки 

TCR – Т-клеточный рецептор 

mTEC – медулярные эпителиальные клетки тимуса 

TSA – тканеспецифичные антигены 

AIRE – аутоиммунный регулятор 

Fezf2 – forebrain embryonic zinc finger-like protein 2 

TLR – Toll-подобные рецепторы 

TSL – тимический стромальный лимфопоэтин 

BCR – B-клеточный рецептор 

ITAM – активационный мотив иммунорецепторов 

PI3K – фосфоиноситид-3 киназа 

BLNK – линкерный протеин B-клеток 

RAG1, RAG2 – гены, кодирующие рекомбиназы 1 и 2 

Nrp1 – нейропилин 1 

Breg – FoxP3+ B-регуляторные клетки 

DAMP – молекулярные паттерны повреждения 

BAFF – фактор активации B-клеток 

PDGFR – рецептор фактора роста, полученного из тромбоцитов 

GFP – зеленый флюоресцентный белок 

LPS – липополисахарид 
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