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Резюме. Грануло-опосредованная цитотоксичность для клеток-эффекторов является универ-
сальным механизмом подавления опухолевого роста и индукции гибели клеток-мишеней. Целью 
работы явилось изучение экспрессии цитолитических молекул дендритными клетками (ДК), гене-
рированными в присутствии IFNα (IFN-ДК), а также исследование роли грануло-опосредованного 
механизма в реализации цитотоксической активности IFN-ДК против опухолевых клеточных линий. 
IFN- ДК генерировали путем культивирования прилипающей фракции МНК в присутствии GM-CSF 
и IFNα в течение 4 суток с последующим дозреванием с ЛПС в течение 24 ч. Опухолевые линии были 
получены из фрагментов опухоли пациентов с внутримозговой глиобластомой. Индукция созревания 
IFN-ДК под действием ЛПС ассоциировалась с накоплением внутриклеточного пула молекул пер-
форина и гранзима Б. Экспрессия перфорина в ЛПС-стимулированных IFN-ДК прямо коррелирова-
ла с внутриклеточной экспрессией лизосомально-ассоциированного мембранного белка-1 (LAMP-1/
CD107a), при этом уровень последнего не менялся в ответ на стимуляцию ЛПС. В то же время ЛПС 
стимулировал дегрануляцию в IFN-ДК, о чем свидетельствовало увеличение доли клеток, экспрес-
сирующих CD107a на поверхностной мембране ДК. Активация ЛПС генерированных из моноци-
тов крови тех же доноров ДК по стандартному протоколу (в присутствии GM-CSF и IL-4 [IL-4-ДК]) 
не влияла на уровень экспрессии перфорина и гранзима Б в IL-4-ДК, которая была значимо ниже 
по сравнению с аналогичными культурами IFN-ДК. В ответ на стимуляцию ЛПС отмечалось уве-
личение внутриклеточного пула CD107a в IL-4-ДК при отсутствии изменений в поверхностной экс-
прессии CD107a. Исследование цитотоксической активности ЛПС-стимулированных IFN-ДК про-
тив глиобластомных клеточных линий показало вовлеченность перфорин/гранзим Б-сигнального 
пути в реализацию цитотоксической активности ДК, поскольку блокирование этого механизма с по-
мощью ингибитора вакуолярной Н+-АТФ-азы конканамицина А (СМА) ослабляло цитотоксическую 
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активность IFN-ДК. При этом различная выраженность подавления цитотоксичности ДК с помо-
щью СМА свидетельствовала о существовании перфорин/гранзим Б-независимых механизмах цито-
токсического действия IFN-ДК против глиобластомных клеток.

Ключевые слова: дендритные клетки, интерферон-альфа, перфорин, гранзим Б, CD107a, глиобластома

INVOLVEMENT OF PERFORIN/GRANZYME B-DEPENDENT 
SIGNALING PATHWAY IN CYTOTOXIC ACTIVITY OF DENDRITIC 
CELLS TOWARDS HUMAN GLIOBLASTOMA CELLS
Tyrinova T.V.a, Leplina O.Yu.a, Mishinov S.V.b, Tikhonova M.A.a, 
Kalinovskiy A.V.c, Chernov S.V.c, Stupak V.V.b, Ostanin A.A.a, 
Chernykh E.R.a
a Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation  
b Ya.L. Tsivyan Research Institute of Traumatology and Orthopedics, Novosibirsk, Russian Federation  
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Abstract. Granule-mediated cytotoxicity of effector cells is a universal mechanism of tumor growth inhibition 
and induction of tumor cell death. The aim of present study was to evaluate expression of lytic molecules in 
DCs generated in presence of IFNα (IFN-DCs), and to analyze the role of granule-mediated mechanism for 
IFN-DC cytotoxic activity against tumor cell lines. IFN-DCs were generated by culturing of plastic-adherent 
peripheral blood mononuclear cells in presence of GM-CSF and IFNα for 4 d followed by LPS addition for 
24 h. The tumor cell lines were obtained from malignant tissues from patients with glioblastoma multiforme. 
Maturation of IFN-DCs in presence of LPS was accompanied by accumulation of intracellular perforin and 
granzyme B molecules. Perforin expression showed a direct correlation with intracellular lysosome-associated 
membrane protein-1 (LAMP-1/CD107a) expression in LPS-stimulated IFN-DCs. However, CD107a 
expression did not increase under LPS stimulation. At the same time, LPS caused upregulated degranulation 
in IFN-DCs, as shown by an increase of surface CD107a expression on IFN-DCs. LPS activation of DCs 
generated from the same donors in the presence of GM-CSF and IL-4 (IL-4-DCs) did not influence perforin 
and granzyme B expression in IL-4-DCs which was significantly lower than in IFN-DCs. Intracellular 
pool of CD107a molecules was increased in response to LPS stimulation of IL-4-DCs, but surface CD107a 
expression did not change on IL-4-DCs. Studies of cytotoxic activity of LPS-stimulated IFN-DCs revealed 
that concanamicyn A (CMA), an inhibitor of vacuolar H+-ATPase and of perforin/granzyme B-mediated 
signaling pathway, caused reduced cytotoxicity of donor DCs towards glioblastoma cell lines. Involvement of 
perforin/granzyme B-signaling pathway into the DCs cytotoxicity was confirmed with glioblastoma cell lines, 
since blockage of this mechanism with vacuolar H+ ATPase blocker (CMA) caused inhibition of the IFN-DC 
cytotoxicity. Differently reduced DC cytotoxic activity by CMA may suggest that the glioblastoma cell lysis can 
be mediated via perforin/granzyme B-independent mechanisms.

Keywords: dendritic cells, interferon-alpha, perforin, granzyme B, CD107a, glioblastoma multiforme

Введение
Дендритные клетки (ДК) являются высоко-

специализированными антигенпрезентирую-
щими клетками, обеспечивающими запуск им-
мунного ответа против различных, в том числе 
опухолевых, антигенов [4]. Наряду с запуском 
адаптивного иммунного ответа ДК обладают эф-
фекторной функцией и способны подавлять рост 
и пролиферацию опухолевых клеток за счет пря-
мого цитотоксического действия [14, 26]. 

Известно, что противоопухолевый эффект 
цитотоксических клеток (NK-клеток, цито-
токсических CD8+Т-лимфоцитов) реализуется 
с вовлечением рецептор- и грануло-зависимого 
механизмов. Первый опосредуется за счет вза-

имодействия мембранно-связанных и раство-
римых проапоптогенных молекул (TNFα, FasL, 
TRAIL и др.), экспрессируемых цитотоксически-
ми клетками, с соответствующими рецепторами 
на опухолевых клетках. Второй (перфорин/гран-
зим-зависимый путь) связан с дегрануляцией 
и высвобождением в иммунологический синапс 
содержащихся в литических гранулах цитоли-
тических медиаторов, включая перфорин, обе-
спечивающий формирование пор в клетках-ми-
шенях, и гранзим Б, проникающий через поры 
и индуцирующий процессы апоптоза [11].

Согласно данным литературы, индукторами 
цитотоксической активности ДК являются ин-
терфероны I типа (IFN-I) [12, 19]. Проведенные 
нами ранее исследования показали, что ДК, ге-
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нерируемые из моноцитов крови в присутствии 
GM-CSF и IFNα (IFN-ДК), способны лизиро-
вать различные типы опухолевых клеток за счет 
TNFα-, FasL-, а также TRAIL-опосредованных 
сигнальных путей. При этом цитотоксичность 
IFN-ДК против FasL- и TRAIL-чувствительных 
опухолевых клеток даже превышает цитотокси-
ческую активность ДК, генерируемых стандартно 
в присутствии GM-CSF и IL-4 (IL-4-ДК) [25]. 
Также нами было показано, что IFN-ДК облада-
ют способностью лизировать клетки первичных 
опухолевых линий, полученных от пациентов 
с глиобластомой [25]. Однако, вопрос об экс-
прессии IFN-ДК перфорина и гранзима Б и уча-
стии этих медиаторов в реализации цитотокси-
ческой активности IFN-ДК, в том числе против 
глиобластомных клеток, остается практически 
неисследованным.

В связи с этим целью настоящей работы яви-
лось изучение экспрессии основных компонен-
тов литических гранул IFN-ДК с учетом степени 
зрелости ДК, а также исследование роли грануло-
опосредованного сигнального пути в реализации 
цитотоксической активности IFN-ДК против 
клеточных линий, полученных из фрагментов 
опухоли пациентов с внутримозговой глиобла-
стомой.

Материалы и методы
В исследование были включены 25 здоровых 

доноров крови. Забор крови и все иммунологиче-
ские исследования проводили после получения 
письменного информированного согласия. Мо-
нонуклеарные клетки (МНК) выделяли центри-
фугированием гепаринизированной венозной 
крови в градиенте плотности фиколла-верогра-
фина. IFN-ДК получали путем культивирования 
прилипающей фракции МНК в 6-луночных план-
шетах (Nunclon, Дания) в течение 4 суток в среде 
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, США), дополненной 
0,3 мг/мл L-глютамина, 5 мМ HEPES-буфера, 
100 мкг/мл гентамицина и 2,5% FBS (BioWest, 
США) в присутствии GM-CSF (40 нг/мл, Sigma-
Aldrich) и IFNα (1000 Ед/ мл, Роферон-А, Roche, 
Швейцария) с последующим дозреванием в тече-
ние 24 ч с липополисахаридом (ЛПС, 10 мкг/ мл, 
LPS Е.coli 0114:B4, Sigma-Aldrich). Для генерации 
IL-4-ДК прилипающую фракцию МНК инку-
бировали в полной культуральной среде в при-
сутствии GM-CSF (40 нг/мл) и IL-4 (40 нг/ мл, 
Sigma-Aldrich) в течение 5 суток. Конечное со-
зревание IL-4-ДК индуцировали путем дополни-
тельного культивирования клеток в течение 48 ч 
в присутствии ЛПС (10 мкг/ мл). В серии экспе-
риментов в качестве контроля IFN-ДК и IL-4-ДК 
культивировали 5 суток и 7 суток соответственно, 
без добавления ЛПС (интактные ДК).

Фенотипический анализ ДК проводили мето-
дом проточной цитофлуориметрии (FACS Calibur, 
Becton Dickinson, США) в гейте HLA-DR+ кле-

ток с использованием FITС-, PE- или АРС-
меченных моноклональных анти-HLA-DR, 
-CD107a, -гранзим Б, -перфорин антител (BD 
PharMingen, США). Для оценки внутриклеточ-
ной экспрессии CD107а, гранзима Б и перфори-
на ДК инкубировали с FITС-коньюгированными 
анти-HLA-DR-антителами согласно стандарт-
ной методике для определения поверхност-
ных антигенов. Далее ДК инкубировали с PE- 
или АРС-коньюгированными анти-CD107a-, 
анти-гранзим Б- или анти-перфорин-антите-
лами, используя коммерческий набор для опре-
деления внутриклеточных молекул фирмы BD 
Biosciences (BDTM Pharmingen Transcription Factor 
Buffer Set). 

Оценку экспрессии CD107а на поверхно-
сти ДК проводили путем добавления монензи-
на А (BD PharMingen, США) и АРС-меченных 
моноклональных анти-CD107a антител (BD 
PharMingen, США) в культуры IFN-ДК на 4 сут-
ки (без ЛПС или совместно с ЛПС) и в культуры 
IL-4-ДК на 6 сутки культивирования. По оконча-
нии культивирования ДК инкубировали с FITС-
коньюгированными анти-HLA-DR-антителами 
согласно стандартной методике для определения 
поверхностных антигенов. Уровень экспрессии 
CD107а оценивали в гейте HLA-DR+ клеток.

Первичные культуры глиобластомных клеток 
были получены путем механической и после-
дующей ферментативной (0,3% коллагеназы-I, 
Sigma-Aldrich) дезагрегации фрагмента ткани 
опухоли, полученной хирургическим путем от 4 
пациентов с гистологически верифицированной 
глиобластомой (Grade IV), проходивших обсле-
дование и лечение в отделении нейрохирургии 
Новосибирского НИИТО и Федеральном нейро-
хирургическом центре. Исследования проводили 
после получения письменного информирован-
ного согласия больных.

Полученную суспензию глиобластомных кле-
ток культивировали при 37 °С и 5%СО2 в сре-
де DMEM (Gibco, UK), дополненной 0,3 мг/мл 
L-глютамина, 5 мМ HEPES-буфера, 10-4M мер-
каптэтанола, 100 мкг/мл гентамицина и 10% FBS, 
обновляя питательную среду два раза в неделю. 
Пассирование клеток осуществляли при дости-
жении субконфлюэнтного роста адгезивных кле-
ток посредством 0,25% трипсина (Sigma-Aldrich) 
и 0,02% ЭДТА (ICN, USA).

Цитотоксическую активность ДК оценивали 
против полученных глиобластомных клеточных 
линий с помощью МТТ-теста в течение 24 ч в со-
отношении эффектор:мишень 1:1. В отдельной 
серии экспериментов ДК доноров предваритель-
но инкубировали в течение 2 ч с конканамици-
ном А (100 нM, Santa Cruz Biotechnology, США).

Уровень цитотоксической активности опреде-
ляли по формуле: 

(%) =  [1-(ОПэ+м – ОПэ)/ОПм] × 100%, 
где ОПэ+м – оптическая плотность в опытных 
образцах; ОПэ – оптическая плотность в лунках 
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с эффекторами; ОПм – оптическая плотность 
в лунках с мишенями. Оптическую плотность 
измеряли при длине волны 492 нм на многока-
нальном спектрофотометре (Thermo Scientific 
Multiskan FC, Finland).

Статистическую обработку данных прово-
дили при помощи пакета прикладных программ 
Statistica 6.0 для Windows. Данные представлены 
в виде медианы (Ме) и интерквартильного диа-
пазона (IQR). Для выявления значимых различий 
сравниваемых показателей использовали непара-
метрический U-критерий Вилкоксона–Манна. 
Для анализа взаимосвязей между исследуемыми 
параметрами использовали коэффициент корре-
ляции Спирмена. Различия считали достоверны-
ми при уровне значимости p < 0,05.

Результаты
Фенотипический анализ показал, что сре-

ди незрелых IFN-ДК в среднем 12 и 14,8% кле-
ток внутриклеточно экспрессируют перфорин 
и гранзим Б соответственно (рис. 1). Сходный 
уровень внутриклеточной экспрессии перфори-
на и гранзима Б регистрировался и в популяции 
незрелых IL-4-ДК (Ме 11,5 и 18,2% соответ-
ственно). Конечное дозревание IFN-ДК в при-
сутствии ЛПС сопровождалось двукратным уве-
личением количества перфорин+ и гранзим-Б+ 

клеток (рU = 0,028). В то же время среди зрелых, 
ЛПС-стимулированных IL-4-ДК содержание 
клеток, экспрессирующих перфорин и гранзим 

Б, значимо не менялось (рис. 1 и 2). В результате 
в условиях активации ЛПС IFN-ДК отличались 
от IL-4-ДК достоверно более высокой внутри-
клеточной экспрессией перфорина (Ме 24,5 vs 
17%, p = 0,028) и гранзима Б (Ме 27,8 vs 20,2%, 
p = 0,046). Таким образом, индукция созревания 
ДК под действием ЛПС ассоциировалась с на-
коплением перфорина и гранзима Б в популя-
ции IFN-ДК, но не влияла на уровень внутри-
клеточной экспрессии анализируемых молекул  
в IL-4-ДК.

Важно отметить, что непременным услови-
ем для реализации киллерной активности эф-
фекторных клеток через перфорин/гранзим 
Б-зависимый механизм является дегрануляция, 
т.е. процесс слияния мембраны литических гра-
нул с поверхностной мембраной клетки. Од-
ним из белков мембраны гранул является ли-
зосомально-ассоциированный мембранный 
белок – 1 (LAMP-1, CD107a), который в процес-
се дегрануляции обнаруживается на поверхности 
клеток-эффекторов и, соответственно, может 
выступать в качестве маркера цитотоксической 
функции этих клеток [1]. Поэтому, наряду с ана-
лизом перфорина и гранзима Б в ДК, была также 
исследована экспрессия CD107а. Учитывая, что 
процессы дегрануляции могут индуцироваться 
активационными стимулами, экспрессия CD107a 
на ДК оценивалась до и после активации ЛПС.

Как видно из рисунка 3, относительное ко-
личество интактных IFN-ДК, внутриклеточно 

Рисунок 1. Внутриклеточная экспрессия перфорина и гранзима Б дендритными клетками здоровых доноров
Примечание. Представлены медианные значения (Me) и интерквартильный диапазон (IQR) внутриклеточной экспрессии 
перфорина и гранзима Б в гейте HLA-DR+ клеток среди интактных (0) и ЛПС-стимулированных (ЛПС) IFN-ДК (n = 6) и IL-4-ДК 
(n = 6) здоровых доноров. Р – U-критерий Манна–Уитни.
Figure 1. Intracellular perforin and granzyme B expression in healthy donor’s DCs
Note. Data of intracellular perforin and granzyme B expression detected in HLA-DR+ gate for IFN-DCs and IL-4-DCs from healthy donors, either 
intact (0), or LPS-stimulated cells (LPS) (n = 6). The data are presented as mediane (Me) and interquartile range (IQR). Р, confidence level by 
Mann–Whitney U-test.
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Рисунок 2. Экспрессии молекул перфорина и гранзима Б интактными и ЛПС-стимулированными дендритными 
клетками
Примечание. Представлены индивидуальные гистограммы распределения IFN-ДК и IL-4-ДК по флуоресценции FITC-меченых 
анти-HLA-DR и Ре-меченных анти-гранзим Б или анти-перфорин антител в популяции интактных (ДК 0) и ЛПС-стимулированных 
(ДК ЛПС) клеток. Контроль (IgG) – ДК, меченные соответствующими изотип-специфическими антителами. Относительное 
содержание HLA-DR+гранзим Б + ДК и HLA-DR+ перфорин + ДК – правый верхний квадрант.
Figure 2. Perforin and granzyme B expression in intact (DC 0) and LPS-stimulated (DC LPS) DCs
Note. Representative flow cytometric dot plots are showing expression of HLA-DR (FITC-conjugated monoclonal antibody) and granzyme B or 
perforin (Pe-conjugated monoclonal antibodies) in intact (DC 0) and LPS-stimulated (DC LPS) IFN-DCs or IL-4-DCs. Control (IgG) represents DCs 
labeled with appropriate isotype-specific monoclonal antibodies. HLA-DR/granzyme B, or HLA-DR/perforin-double staining cells are seen in upper 
right quadrant.

А (A)

Б (B)

HLA-DR FITC

IFN-ДК
IFN-DCs

IFN-ДК
IFN-DCs

IL-4-ДК
IL-4-DCs

IL-4-ДК
IL-4-DCs

гр
ан

зи
м 

Б 
Ре

gr
an

zy
me

 B
 P

e
пе

рф
ор

ин
 Р

е
pe

rfo
rin

 P
e

IgG ДК (0)
DCs (0)

ДК (ЛПС)
DCs (LPS)

IgG ДК (0)
DCs (0)

ДК (ЛПС)
DCs (LPS)

HLA-DR FITC



426

Tyrinova T.V. et al.
Тыринова Т.В. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

экспрессирующих CD107a, составляло в среднем 
47,5%. В ответ на стимуляцию ЛПС этот показа-
тель значимо не менялся (Ме 51%). Тем не менее, 
в популяции ЛПС-стимулированных IFN-ДК 
обнаруживалась сильная корреляционная вза-
имосвязь между внутриклеточной экспрессией 
перфорина и CD107a (R = 0,899; р = 0,015). 

Незрелые интактные IL-4-ДК экспрессиро-
вали схожий уровень внутриклеточной формы 
CD107a (Ме 55%), при этом в ответ на стиму-
ляцию ЛПС количество CD107a-позитивных 
IL-4-ДК возрастало до 79% (р = 0,028). Одна-
ко в отличие от IFN-ДК в популяции ЛПС-
стимулированных IL-4-ДК значимой взаи-
мосвязи между внутриклеточной экспрессией 
исследуемых молекул (CD107a, перфорин, гран-
зим Б) выявлено не было. 

Анализ поверхностной экспрессии CD107a 
показал, что в среднем 27% интактных IFN-ДК 
несут на мембране молекулу CD107a. При акти-
вации ЛПС наблюдалось недостоверное увели-
чение количества повCD107a+клеток (до 38%, 
p = 0,17). В популяции незрелых интактных 
IL- 4-ДК относительное содержание повCD107a+ 
клеток было достоверно меньше (15%, р = 0,043). 
В ответ на дозревающий сигнал (ЛПС) их ко-
личество оставалось на таком же уровне, что 
было практически в 3 раза ниже, чем в популя-
ции ЛПС-стимулированных IFN-ДК (13 vs 38%, 
p = 0,043).

Таким образом активация ЛПС индуцирует 
в популяции IFN-ДК как усиление экспрессии 
перфорина и гранзима Б, так и дегрануляцию 
литических гранул. В то же время в популяции 
IL-4-ДК активация ЛПС приводит к увеличению 
внутриклеточного пула CD107a, которое не со-
провождается значимым возрастанием внутри-
клеточного уровня перфорина/гранзима Б и уси-
лением экспрессии мембранной формы CD107a. 

Следующий этап исследования был по-
священ изучению участия перфорин/гранзим 
Б-зависимого механизма в реализации цитоток-
сической активности ЛПС-стимулированных 
IFN-ДК против глиобластомных клеток. Цито-
токсичность ДК оценивали против четырех кле-
точных линий, которые были получены из фраг-
ментов опухоли больных глиобластомой (Grade 
IV). Как видно из рисунка 4, IFN-ДК доноров 
эффективно лизировали клетки всех 4-х опухоле-
вых линий. Медиана цитотоксичности IFN-ДК 
варьировала от 36% до 70% в зависимости от кле-
точной линии. Для блокирования перфорин/
гранзим Б-зависимого цитолиза ДК предвари-
тельно обрабатывали конканамицином А (СМА). 
СМА является специфическим ингибитором ва-
куолярной Н+-АТФ-азы, что способствует ней-
трализации рН в литических гранулах и приводит 
в конечном итоге к инактивации молекул перфо-
рина [16]. 

В целом по группе (n = 19) противоопухоле-
вая цитотоксическая активность IFN-ДК до-
норов (n = 5) против клеток глиобластомных 
линий (n = 4) после обработки СМА снижалась 
в среднем с 47 до 34%, рU = 0,07 (рис. 5). Выра-
женность ингибирующего эффекта СМА прямо 
коррелировала с исходным уровнем цитотоксич-
ности IFN-ДК (R = 0,50; p = 0,027; n = 19). Так, 
при исходно высокой цитотоксической активно-
сти ДК (≥ 47%, n = 10) конканамицин А оказы-
вал наиболее выраженный эффект, что проявля-
лось 2-кратным снижением киллерной функции 
IFN- ДК с 60 до 27%, р = 0,006. В то же время CMA 
не оказывал ингибирующего действия на ДК 
с относительно низким (< 47%, n = 9) уровнем 
цитотоксичности. Таким образом, способность 
IFN-ДК доноров эффективно лизировать клет-
ки глиобластомы опосредуется с вовлечением 
перфорин/гранзим Б-зависимого пути. С другой 
стороны, подавление высокой цитотоксической 
активности ДК только на 50%, а также отсутствие 
эффекта СМА в культурах ДК с исходно низкой 
цитотоксичностью свидетельствует о существо-
вании перфорин/гранзим Б-независимых меха-
низмов цитотоксического действия IFN-ДК про-
тив глиобластомных клеток.

Обсуждение
Эффекторная функция ДК, как и других кле-

ток врожденного иммунитета, связана с цито-
токсическим действием на клетки-мишени. Не-

Рисунок 3. Экспрессия CD107а дендритными клетками 
здоровых доноров
Примечание. Представлены медианные значения (Me) 
и интерквартильный диапазон (IQR) поверхностной 
(повCD107а) и внутриклеточной (внклCD107а) экспрессии 
CD107а в гейте HLA-DR+ клеток среди интактных (0) и ЛПС-
стимулированных (ЛПС) IFN-ДК (n = 6) и IL-4-ДК (n = 5) 
здоровых доноров. Р – U-критерий Манна–Уитни.
Figure 3. CD107a expression in DCs from healthy donors
Note. Data on surface (mCD107а) and intracellular (inCD107а) 
CD107a expression detected in HLA-DR+ gate. Intact healthy donor 
cells (0) and LPS-stimulated (LPS) IFN-DCs (n = 6), or IL-4-DCs (n = 5) 
are presented as median (Me) and interquartile range (IQR).  
Р, confidence levels by Mann–Whitney U-test.
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смотря на различия в путях активации, способах 
распознавания клеток-мишеней, клетки-эф-
фекторы медиируют схожие апоптоз-индуциру-
ющие сигнальные пути. Грануло-опосредован-
ная цитотоксичность для клеток-эффекторов 
является универсальным механизмом подавле-
ния опухолевого роста и индукции гибели кле-
ток-мишеней. При этом показано, что, наряду 
с NK-клетками и CD8+ Т-лимфоцитами, различ-
ные типы ДК могут также вызывать перфорин/
гранзим Б-зависимый цитолиз опухолевых кле-
ток. Экспрессия перфорина и гранзима Б про-
демонстрирована как для плазмацитоидных [13, 
15], так и миелоидных ДК [24]. Также экспрессия 
перфорина и гранзима Б характерна для ДК, ге-
нерируемых из моноцитов в присутствии IFNα, 
IL-4 или IL-15 [3, 17]. 

Как известно, IFNα является одним из мощ-
ных стимуляторов киллерной активности эф-
фекторных клеток, в том числе и ДК [12, 22, 25]. 
В настоящей работе показано, что часть IFN-ДК 
здоровых доноров также экспрессируют пер-
форин и гранзим Б. Причем при схожем уровне 
экспрессии этих молекул в интактных IFN-ДК 
и IL-4-ДК после активации ЛПС IFN-ДК харак-
теризовались достоверно более высокой внутри-
клеточной экспрессией перфорина и гранзима 
Б по сравнению с IL-4-ДК. По-видимому, об-
наруженные различия между двумя этими попу-
ляциями ДК связаны с разным уровнем синер-
гичной активации экспрессии генов перфорина 
и гранзима Б в ответ на стимуляцию ЛПС и IFNα 
или IL-4 соответственно. В пользу этого предпо-
ложения свидетельствуют данные ряда авторов 
об оппозитном эффекте IL-4 и IFNα на экспрес-
сию перфорина и гранзима Б. Так, IL-4 являет-
ся негативным регулятором экспрессии генов 
гранзима Б и перфорина в IL2-активированных 
NK-клетках [10]. Кроме того, IL-4 дозозависи-
мо подавляет экспрессию и продукцию гранзи-
ма Б в регуляторных Т-клетках (Treg), а также 
гранзим Б-опосредованную противоопухолевую 
цитотоксичность Treg [9]. В отношении IFNα, 
наоборот, показано стимулирующее влияние 
на экспрессию гранзима Б на уровне гена и са-
мого белка в NK-клетках и их цитотоксическую 
активность [27], а также на экспрессию мРНК 
перфорина [20]. 

Еще одним маркером грануло-опосредован-
ной цитотоксичности клеток является молекула 
CD107а, относящаяся к группе лизосомально-
ассоциированных мембранных белков (LAMP) 
[1]. Согласно полученным нами данным, стиму-
ляция ЛПС не влияла на внутриклеточную экс-
прессию CD107а в IFN-ДК. Поскольку CD107а 
находится на мембране цитолитических гранул, 
можно предположить, что накопление пула пер-
форина и гранзима Б в ответ на стимуляцию ЛПС 
происходило в ранее сформированные CD107а-
позитивные гранулы. Интересно отметить, что 

в культурах IL-4-ДК стимуляция интактных ДК 
сопровождалось приростом CD107а в цитоплаз-
ме клеток на фоне практически неменяющейся 
экспрессии перфорина и гранзима Б. Эти данные 
могут косвенно указывать на менее эффективную 
способность IL-4-ДК лизировать клетки-мише-
ни через грануло-опосредованный механизм ци-
тотоксичности.

Полученные нами данные показали, что 
уровень внутриклеточной экспрессии CD107а 
в ЛПС-стимулированных IFN-ДК прямо кор-
релировал с перфорином, но не гранзимом Б. 
Выявленный факт согласуется с результата-
ми исследования роли CD107а в перфорин/
гранзим Б-опосредованной цитотоксичности 
NK-клеток [18]. Так, показано, что для CD107а-
дефицитных мышей характерны нарушения тра-
фика перфорина (но не гранзима Б) в литические 
гранулы и низкий уровень экспрессии зрелых 
форм перфорина. Результатом таких наруше-
ний является дефект цитотоксической функции 
NK-клеток, поскольку низкое количество пер-
форина, высвобождающегося в процессе дегра-
нуляции в иммунологический синапс, не обеспе-
чивает эффективного проникновения гранзима Б 
в клетки-мишени. 

Рисунок 4. Цитотоксическая активность IFN-ДК доноров 
против глиобластомных клеточных линий
Примечание. Представлены медианные значения (Me) 
и интерквартильный диапазон (IQR) цитотоксической 
активности (%) ЛПС-стимулированных IFN-ДК здоровых 
доноров (n = 5) против опухолевых клеточных линий, 
полученных из фрагментов опухоли четырех пациентов 
с глиобластомой (Grade IV). Цитотоксическую активность 
оценивали с помощью МТТ-теста при соотношении 
эффекторы : мишени – 1:1.
Figure 4. Cytotoxic activity of donor IFN-DCs against 
glioblastoma cell lines
Note. Data of cytotoxic activity of LPS-stimulated (n = 5) IFN-DCs from 
healthy donors against tumor cell lines obtained from malignant tissues 
of four patients with glioblastoma multiforme (Grade IV). The results 
are presented as median (Me) and interquartile range (IQR). Cytotoxic 
activity was determined using MTT-assay, at a ratio of effector cells 
(DCs)-to-targets (tumor cells) as 1:1.
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Процесс дегрануляции сопровождается экс-
тернализацией CD107a на поверхности раз-
личных цитотоксических клеток (CTL, NK, 
нейтро филы, макрофаги) и является маркером 
цитотоксической функции NK-клеток и CD8+Т-
лимфоцитов [1, 2]. Согласно полученным нами 
данным, молекула CD107a определялась на по-
верхности IFN-ДК. При этом активация ЛПС 
усиливала дегрануляцию IFN-ДК, о чем сви-
детельствовало увеличение количества IFN-
ДК, экспрессирующих на поверхности CD107а. 
В то же время в культурах IL-4-ДК активация 
ЛПС, ведущая к увеличению внутриклеточно-
го пула CD107a, не сопровождалась экстерна-
лизацией данной молекулы. Полученные дан-
ные позволяют предполагать, что, по аналогии 
с NK-клетками и CD8+Т-лимфоцитами, анализ 
поверхностной экспрессии CD107а может быть 
использован в качестве маркера противоопухо-
левой цитотоксической функции и дегрануляции 
IFN-ДК в ответ на стимуляцию опухолевыми 
антигенами. Однако это предположение требует 
дальнейшего изучения.

Способность ДК проявлять киллер-
ную активность против перфорин/гранзим 

Б-чувствительной опухолевой линии К562 яв-
ляется известным фактом [3, 17, 24]. Нами 
впервые изучено участие перфорин/гранзим 
Б-зависимого механизма в реализации цитоток-
сической активности IFN-ДК против клеточных 
линий, полученных непосредственно из ткани 
опухоли больных с глиобластомой. Ранее нами 
было показано, что IFN-ДК здоровых доноров 
эффективно лизируют первичные глиобластом-
ные культуры [25]. Однако вопрос о вовлечении 
перфорин/гранзим Б-зависимого пути в этом 
случае оставался открытым. Между тем, грануло-
опосредованная цитотоксичность может иметь 
большое значение в противоопухолевом имму-
нитете при глиальных опухолях головного моз-
га, поскольку многие глиомные опухолевые ли-
нии резистентны к рецептор-опосредованному 
апоптозу [6, 8]. В литературе имеются отдельные 
сообщения о чувствительности клеток глиобла-
стомы к перфорин/гранзим Б-опосредованному 
лизису [11, 21]. Исследования in situ показали, 
что в области иммунологического синапса меж-
ду глиобластомными клетками человека и опу-
холь-инфильтрирующими CD8+Т-лимфоцитами 
обнаруживается гранзим Б [5]. При этом в са-
мих опухолевых клетках этой зоны наблюдают-
ся нарушения полимеризации микротубулярной 
системы цитоскелета и высокий уровень экс-
прессии активной формы каспазы-3, что может 
свидетельствовать о чувствительности глиобла-
стомных клеток к гранзим Б-опосредованному 
цитолизу. Исследования Renner и соавт. показа-
ли, что в экспериментальных моделях перфорин 
опосредует не только прямое цитотоксическое 
действие CD8+Т-клеток, но также способствует 
нарушению сосудистой проницаемости в зоне 
опухоли [23].

Проведенное нами исследование пря-
мо демонстрирует, что перфорин/гранзим 
Б-сигнальный путь вовлечен в реализацию ци-
тотоксической активности IFN-ДК против глио-
бластомных клеток, и блокирование этого ме-
ханизма с помощью СМА значимо ослабляет 
цитотоксическую активность IFN-ДК. При этом 
грануло-опосредованный механизм вносит зна-
чительный вклад в эффективный киллинг опу-
холевых клеток. Об этом свидетельствует отсут-
ствие блокирующего эффекта СМА при исходно 
низком уровне цитотоксичности IFN-ДК против 
клеток глиобластомы и выраженный ингибирую-
щий эффект СМА при высокой цитотоксической 
активности IFN-ДК.
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Рисунок 5. Влияние конканамицина А на 
цитотоксическую активность IFN-ДК доноров против 
клеток глиобластомы
Примечание. Представлены медианные значения (Me) 
и интерквартильный диапазон (IQR) цитотоксической 
активности (%) ЛПС-стимулированных интактных и СМА-
обработанных (IFN-ДК(ЛПС) и IFN-ДК(ЛПС) + СМА) ДК 
здоровых доноров против опухолевых клеточных линий 
пациентов с глиобластомой (Grade IV, n = 4). Данные 
представлены в общей группе (n = 19), а также в подгруппах 
с высокой (ц/т ≥ 47%, n = 10) и низкой (ц/т < 47%, n = 9) 
цитотоксической активностью IFN-ДК.
Figure 5. The effect of concanamycin A on cytotoxic activity of 
donor IFN-DCs against glioblastoma cell lines
Note. The data are presented as median (Me) and interquartile 
range (IQR) of cytotoxic activity produced by LPS-stimulated, CMA-
free,  or CMA-treated [IFN-DC(LPS) and IFN-DC(LPS) + CMA] DCs 
from healthy donors against tumor cell lines of glioblastoma patients 
(Grade IV, n = 4). Data are presented for the total group (n = 19), and 
in subgroups with high (c/t ≥ 47%, n = 10) and low (c/t < 47%, n = 9) 
cytotoxicity.
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