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ВЛИЯНИЕ ДЕКСАМЕТАЗОН-МОДИФИЦИРОВАННЫХ 
ДЕНДРИТНЫХ КЛЕТОК, ГЕНЕРИРОВАННЫХ С IFNα, 
НА ФУНКЦИИ АУТОЛОГИЧНЫХ Т-ЛИМФОЦИТОВ 
У БОЛЬНЫХ РЕВМАТОИДНЫМ АРТРИТОМ
Курочкина Ю.Д., Тыринова Т.В., Леплина О.Ю., Тихонова М.А., 
Сизиков А.Э., Сулутьян А.Э., Чумасова О.А., Останин А.А., 
Черных Е.Р.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. Дендритные клетки (ДК) играют ключевую роль в поддержании периферической толе-
рантности лимфоцитов к аутоантигенам. Восстановление иммунологической толерантности при 
ауто иммунных заболеваниях, в частности при ревматоидном артрите (РА), рассматривается в каче-
стве новой стратегии лечения. Целью настоящей работы являлось исследование влияния дексамета-
зон-модифицированных ДК, генерируемых у больных РА из моноцитов в присутствии IFNα (ДКдекс), 
на аутологичные Т-лимфоциты в смешанной культуре лейкоцитов (ауто-СКЛ) и изучение возмож-
ных механизмов толерогенного эффекта ДКдекс на аутореактивные Т-клетки. Установлено, что ДКдекс 
больных РА индуцируют состояние гипореактивности Т-лимфоцитов в ауто-СКЛ. Гипореактивность 
Т-клеток ассоциирована с блокированием клеточного цикла CD4+Т-лимфоцитов и снижением про-
дукции IFNγ, IL-17, IL-4 и IL-13, что свидетельствует об индукции анергии CD4+Т-клеток. При 
этом ингибиция Th1/Th17 была более выраженная, чем супрессия Th2-клеток, продуцирующих IL-4 
и IL- 13. Наряду с анергией Т-клеток, снижение пролиферативного ответа в ауто-СКЛ ассоциировано 
с усилением апоптоза CD3+Т-лимфоцитов. Кроме того, ДКдекс  больных РА подавляют пролифера-
цию аутологичных Т-клеток, стимулированных контрольными ДК. Данный эффект сопряжен с воз-
растанием в ауто-СКЛ CD4+Т-клеток, секретирующих IL-10, и свидетельствует о способности ДКдекс 
индуцировать конверсию CD4+Т-лимфоцитов в регуляторные Т-клетки (Tr1). Полученные данные 
характеризуют новый тип толерогенных ДК, генерированных из моноцитов крови больных РА в при-
сутствии интерферона-альфа и модифицированных дексаметазоном (ДКдекс ), и раскрывают механиз-
мы толерогенного действия ДКдекс  на Т-клетки, распознающие собственные антигены в ауто-СКЛ. 

Ключевые слова: дендритные клетки, интерферон-α, дексаметазон, ауто-СКЛ, апоптоз, анергия, цитокины, Tr1, 
ревматоидный артрит
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INFLUENCE OF DEXAMETHASONE-MODIFIED DENDRITIC 
CELLS GENERATED WITH IFNα UPON AUTOLOGOUS 
T LYMPHOCYTE FUNCTIONS IN THE PATIENTS WITH 
RHEUMATOID ARTHRITIS
Kurochkina Yu.D., Tyrinova T.V., Leplina O.Yu., Tikhonova M.A., 
Sizikov A.E., Sulutian A.E., Chumasova O.A.,  Ostanin A.A., 
Chernykh E.R.
Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Dendritic cells (DCs) play a key role in maintaining the peripheral tolerance of lymphocytes 
to autoantigens. Recovery of immunological tolerance in autoimmune diseases, particularly, in rheumatoid 
arthritis (RA) is considered a new therapeutic strategy. The aim of this work was to study the effect of 
dexamethasone-modified DCs generated from monocytes of RA patients in the presence of IFNα (DCsDex), 
upon autologous T lymphocytes in mixed leukocyte culture (auto-MLC), and to investigate possible 
mechanisms of the DCsdex tolerogenic effect upon autoreactive T cells. We have shown, that DCsDex from 
RA patients induce T cell hyporeactivity in auto-MLC. Hyporeactivity of T cells is associated with cell cycle 
blockage in CD4+T lymphocytes and decreased IFNγ, IL-17, IL-4 and IL-13 production, which indicates 
the induction of CD4+T cell anergy. In this case, inhibition of Th1/Th17 has been more pronounced than 
the suppression of Th2 cells producing IL-4 and IL-13. Along with T cell anergy, the decrease of proliferative 
response in auto-MLC is associated with increased CD3+T lymphocyte apoptosis. In addition, the DCsDex of 
RA patients suppresses the proliferation of autologous T cells stimulated by unmodified DCs. This effect is 
associated with enhancement of IL-10-producing CD4+T cells in the auto-MLC, thus being indicative for an 
ability of DCsDex to induce conversion of CD4+T lymphocytes into regulatory T cells (Tr1). The data obtained 
characterize a new type of tolerogenic DCs, generated from blood monocytes of RA patients in the presence 
of IFNα and modified by dexamethasone, thus revealing a mechanism for tolerogenic effect of DCsDex upon 
T cells that recognize self-antigens in auto-MLC.

Keywords: dendritic cells, interferon-α, dexamethasone, auto-MLC, apoptosis, anergy, cytokines, Tr1, rheumatoid arthritis

Введение
Дендритные клетки (ДК) играют ключевую 

роль как в запуске иммунного ответа, так и в под-
держании периферической толерантности лим-
фоцитов к аутоантигенам. ДК с толерогенными 
свойствами характеризуются сниженной кости-
муляторной активностью, противовоспалитель-
ным профилем секретируемых цитокинов и спо-
собны индуцировать клональную деплецию и/
или анергию аутореактивных Т-клеток, а также 
стимулировать дифференцировку и пролифера-
цию регуляторных Т-клеток (Тreg) [10, 23].

Восстановление иммунологической толе-
рантности рассматривается сегодня в качестве 
новой стратегии лечения аутоиммунных заболе-
ваний, в том числе ревматоидного артрита (РА). 
РА представляет аутоиммунный воспалительный 
процесс, характеризующийся повреждением си-
новиальной и костной ткани суставов, развитие 

которого связывают со срывом иммунологиче-
ской толерантности, в частности с дефектом регу-
ляторных Т-клеток и инфильтрацией синовиаль-
ной оболочки аутореактивными Т-лимфоцитами, 
продуцирующими IFNγ и IL-17 [8]. Современное 
лечение РА сводится к продолжительной неспец-
ифической иммуносупрессивной терапии, кото-
рая, хотя и подавляет воспалительный процесс, 
не обладает длительным эффектом и повыша-
ет риск развития серьезных побочных реакций 
в виде инфекционных осложнений и опухоле-
вого роста [14]. С этой точки зрения использо-
вание толерогенных ДК (тДК) для подавления 
аутореактивных Т-клеток представляется более 
безопасным и целенаправленным воздействи-
ем. Экспериментальные исследования показали 
эффективность тДК в моделях артрита [16, 28] 
и послужили основанием для клинической апро-
бации тДК [23, 27]. В этой связи вопросам фар-
макологической модуляции ДК и разработке оп-
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тимальных протоколов получения тДК уделяется 
особое внимание.

В клинических исследованиях ДК традицион-
но получают путем культивирования моноцитов 
в присутствии GM-CSF и IL-4 (так называемые 
IL-4-ДК). При этом в качестве индукторов то-
лерогенной активности ДК часто используют 
глюкокортикоиды, широко применяемые в ле-
чении аутоиммунных заболеваний [15, 16]. В ис-
следованиях in vitro показано, что дексаметазон 
ингибирует созревание ДК, обуславливая сниже-
ние экспрессии антигенпрезентирующих и ко-
стимуляторных молекул и усиление экспрессии 
ко-ингибиторных молекул; подавляет продук-
цию ДК провоспалительных цитокинов и уси-
ливает секрецию противовоспалительных меди-
аторов, а также усиливает экспрессию молекулы 
GILZ (glucocorticoid-induced leucine zipper), спо-
собствующей генерации CD25+FoxP3+ и IL-10-
продуцирующих Treg [5, 21].

Генерация ДК in vitro происходит также при 
замене IL-4 на интерферон-альфа (IFNα), явля-
ющийся мощным индуктором дифференциров-
ки моноцитов в ДК. Полученные в присутствии 
IFNα ДК (IFN-ДК) в отличие от IL-4-ДК обла-
дают более высокой миграционной и проапопто-
генной активностью и после активации сохраня-
ют менее зрелый фенотип [13, 19], представляя 
интерес в качестве новой клеточной платформы 
для генерации тДК. Ранее нами было показано, 
что дексаметазон-модифицированные IFN-ДК 
(IFN-ДКдекс) здоровых доноров обладают толе-
рогенными свойствами, в частности характери-
зуются низкой аллостимуляторной активностью, 
что коррелирует с незрелым фенотипом и повы-
шенной экспрессией TLR-2 на IFN-ДКдекс [1]. 

Настоящая работа посвящена исследованию 
влияния IFN-ДКдекс больных РА на аутологичные 
Т-лимфоциты, функции которых в условиях ау-
тоиммунной патологии и проводимого лечения 
могут быть существенно изменены, и изучению 
возможных механизмов толерогенного эффекта 
IFN-ДКдекс на аутореактивные Т-клетки. 

Материалы и методы
В исследование было включено 29 больных 

с РА, диагностированным в соответствии с кри-
териями Американской коллегии ревматологов 
(ACR/EULAR, 2010 г.). Все пациенты имели дав-
ность заболевания более года, характеризовались 
умеренной или высокой степенью активности 
заболевания (DAS 28 > 3,1) и получали терапию 
стандартными болезнь-модифицирующими пре-
паратами (метотрексат, лефлуномид, сульфаса-
лазин) в виде монотерапии или в комбинации. 

Забор крови и все иммунологические исследо-
вания проводили после получения письменного 
информированного согласия.

Генерация ДК
Венозную кровь забирали в вакутейнерные 

пробирки с гепарином (Becton & Dickinson). 
Мононуклеарные клетки (МНК) выделяли мето-
дом градиентного центрифугирования на фикол-
ле-верографине и инкубировали в 6-луночных 
пластиковых планшетах (Nunclon, Дания) в те-
чение 60 мин в среде RPMI-1640 (Sigma-Aldrich), 
дополненной 0,3 мг/мл L-глютамина, 5 мМ 
HEPES-буфера, 100 мкг/мл гентамицина и 2,5% 
сыворотки плодов коровы (FCS, БиолоТ, Санкт-
Петербург). Неприлипающую фракцию МНК 
далее удаляли, а фракцию адгезивных клеток 
(> 90% CD14+ моноциты) культивировали в те-
чение 5 сут. при 37 °С в СО2-инкубаторе в пол-
ной культуральной среде в присутствии GM-CSF 
(40 нг/мл, Sigma-Aldrich) и IFNα (1000 Ед/ мл, 
Роферон-А, Roche, Швейцария). Созрева-
ние ДК индуцировали LPS (LPS, 10 мкг/мл,  
LPS Е. coli 0114:B4, Sigma-Aldrich), который 
вносили на 4 сут. Для индукции толерогенной 
активности на 3 сут. в культуры ДК добавляли 
дексаметазон (10-

 
6 M). Контролем служили ДК, 

генерируемые в отсутствие дексаметазона. 
Фенотипический анализ ДК проводили мето-

дом проточной цитофлуориметрии (FACSCalibur, 
BectonDickinson, США) с использованием FITS- 
или PE-меченных моноклональных анти-CD14, 
-CD83, -CD86, -HLA-DR, -TLR-2, -B7H1 анти-
тел (BD PharMingen, США). Экспрессию поверх-
ностных маркеров оценивали по относительному 
количеству позитивных клеток.

Аутологичная смешанная культура лейкоцитов 
(ауто-СКЛ)

IFN-ДК больных РА, генерированные в от-
сутствие (ДКк) или присутствии дексаметазона 
(ДКдекс), культивировали с аутологичными МНК 
(0,1 × 106/лунку) в 96-луночных круглодонных 
планшетах в среде RPMI-1640, дополненной 
10% инактивированной сыворотки крови АВ (IV) 
группы при 37 °С в СО2-инкубаторе в соотноше-
нии ДК:МНК = 1:10. В отдельной серии экспери-
ментов оценивали способность ДКдекс подавлять 
пролиферативный ответ аутологичных Т-клеток, 
индуцированный контрольными ДК. В этом слу-
чае в культуры МНК (0,1 × 106/лунку) больных РА 
одновременно добавляли ДКк и ДКдекс в соотно-
шении ДК:МНК = 1:10 для каждого типа ДК. 

Пролиферативный ответ в ауто-СКЛ оцени-
вали на 5 сут. радиометрически по включению 
3H-тимидина (1 мкКю/лунку), вносимого за 18 ч 
до окончания культивирования. Стимуляторную 
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активность ДК выражали в виде индекса влия-
ния (ИВ), который рассчитывали как отношение 
пролиферативного ответа в ауто-СКЛ к уровню 
спонтанной пролиферации МНК. 

Клеточный цикл CD3+CD4+Т-лимфоцитов оце-
нивали методом трехцветной проточной цитоме-
трии. Для этого 25 мкл МНК (1,0 × 106) инкубиро-
вали в течение 45 мин при 4 °С в темноте с 5 мкл 
FITC-коньюгированных анти-CD3-антител и 
5 мкл PE-коньюгированных анти-CD4 антител. 
После однократной отмывки клетки фиксирова-
ли 0,5% раствором парафармальдегида, центри-
фугировали и метили 7-амино-актиномицином D 
(7-AAD, Calbiochem, Германия) в конечной кон-
центрации 2 мкг/мл. Относительное содержание 
клеток с диплоидным (клетки в G0/ G1-фазах 
клеточного цикла) и гипердиплоидным (клетки 
в S/ G2/M-фазах клеточного цикла) набором ДНК 
определяли в гейте CD3+CD4+Т-лимфоцитов. 
Результаты выражали в виде процентного соот-
ношения позитивных клеток к общему количе-
ству CD3+CD4+Т-лимфоцитов. 

Уровень апоптоза оценивали с помощью окра-
ски аннексином (An) и пропидиумом иодидом 
(Pi), используя коммерческую тест-систему BD 
PharmingenTM. Количество клеток в стадии ран-
него и позднего апоптоза определяли в гейте 
CD3+Т-лимфоцитов, соответственно, по содер-
жанию An+Pi- и An+Pi+ клеток. 

Продукцию Th1 (IFNγ), Th2 (IL-4, IL-13) 
и Th17 (IL-17) цитокинов оценивали в 5-суточных 
супернатантах ауто-СКЛ методом мультиплекс-
ного протеомного анализа (Bio-Plex Protein Assay 
System, Bio-Rad, США) в соответствии с ин-
струкцией фирмы-производителя.

Регуляторные Т-клетки оценивали по со-
держанию CD4+CD25+FoxP3+T-клеток (Тreg) 
и CD4+IL10+ (Tr-1) клеток методом проточ-
ной цитометрии, используя анти-CD4 (PerCP 
или APC), анти-CD25 (FITC), анти-FoxP3 (PE), 
анти-IL-10 моноклональные антитела (BD 
Biosciences, США). Фиксацию и пермеабилиза-
цию МНК для оценки внутриклеточной экспрес-
сии FoxP3 и IL-10 проводили после инкубации 
клеток с моноклональными антителами против 
поверхностных антигенов; использовали ком-
мерческий набор растворов для фиксации/пер-
меабилизации Transcription Factor Buffer Set в со-
ответствии с инструкцией производителя (BD 
Biosciences, США). 

Статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили с использованием пакета про-
грамм Statistica 6.0. Данные представлены в виде 
медианных значений (Ме) и интерквартильного 
диапазона (Q0,25-Q0,75). Для выявления значимых 

различий сравниваемых показателей использо-
вали непараметрические критерии: U-критерий 
Манна–Уитни, парный W-критерий Вилкоксо-
на, парный критерий знаков. 

Результаты
Фенотипический анализ IFN-ДК, генерируе-

мых у больных РА (рис. 1), выявил ряд различий 
с ДК здоровых доноров. IFN-ДК пациентов ха-
рактеризовались более высоким содержанием 
CD14+ клеток и меньшей долей СD83+ клеток, 
то есть являлись менее зрелыми. Кроме того, 
IFN-ДК больных РА отличались повышенным 
содержанием клеток, экспрессирующих TLR- 2 
и B7-H1 (PD-1L). Генерация IFN-ДК пациен-
тов в присутствии дексаметазона сопровожда-
лась усилением фенотипических признаков не-
зрелости ДК (возрастанием экспрессии СD14 
и уменьшением СD83), снижением экспрессии 
костимуляторных молекул (СD86) и усилением 
экспрессии TLR2. 

Одной из важных функциональных харак-
теристик ДК является их способность индуци-
ровать пролиферацию Т-лимфоцитов в СКЛ. 
Стимуляторную активность ДК в СКЛ можно 
рассматривать в качестве интегрального показа-
теля, поскольку она детерминируется экспресси-
ей антигенпрезентирующих, костимуляторных 
и коингибиторных молекул, а также балансом 
продукции про- и противовоспалительных ци-
токинов, и ее снижение является характерным 
признаком тДК. Поскольку задачей настояще-
го исследования являлось изучение влияния 
IFN-ДКдекс на функции аутологичных Т-клеток 
больных РА, в качестве витральной модели ис-
пользовали ауто-СКЛ, в которой Т-лимфоциты 
пролиферируют в ответ на собственные антигены, 
презентируемые ДК. Из данных таблицы 1 вид-
но, что уровень пролиферации Т-клеток в при-
сутствии ДКдекс был значительно ниже, чем при 
стимуляции контрольными ДК. Индексы влия-
ния ДК снижались в среднем с 6,0 до 1,9 расч. ед. 
(pW = 0,005; n = 17), то есть практически в 3 раза 
после модификации IFN-ДК дексаметазоном. 
Таким образом, ДКдекс у больных РА индуцирова-
ли состояние гипореактивности Т-клеток, отве-
чающих в ауто-СКЛ. 

Поскольку снижение реактивности Т-клеток 
могло быть обусловлено индукцией Т-клеточной 
анергии, исследовали клеточный цикл СD4+Т-
лимфоцитов. Доля пролиферирующих СD4+Т-
клеток (в S/G2+М-фазах клеточного цикла) 
в культурах, стимулированных ДКдекс, была 
достоверно ниже, а содержание покоящихся 
СD4+Т-клеток (в G0/G1-фазах клеточного цик-
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ла) выше, чем при стимуляции контрольными 
ДК. Как следствие, соотношение покоящихся/
пролиферирующих СD4+Т-клеток в ауто-СКЛ 
в присутствии ДКдекс более чем в 5 раз превышало 
значения контрольных культур (13,7 против 2,5 
расч. ед. соответственно; pW = 0,028; n = 6). 

Другой механизм снижения Т-клеточной ре-
активности мог быть связан со способностью 
ДКдекс индуцировать гибель Т-лимфоцитов. Поэ-
тому далее исследовали уровень апоптоза CD3+Т-
клеток в ауто-СКЛ, оценка которого включала 
определение общего количества апоптотических 
клеток (An+), а также клеток в стадии раннего 
(An+Pi-) и позднего (An+Pi+) апоптоза. Стиму-
ляция МНК контрольными ДК сопровождалась 
возрастанием доли апоптотических Т-клеток, яв-
ляясь отражением активационно-индуцирован-
ного апоптоза. Однако в присутствии ДКдекс отно-
сительное содержание апоптотических Т-клеток 
было достоверно выше. При этом усиление апоп-
тоза было обусловлено преимущественно за счет 
прироста CD3+Т-клеток в стадии позднего апоп-
тоза. Таким образом, гипореактивность Т-клеток 

больных РА в ауто-СКЛ при стимуляции декса-
метазон-модифицированными ДК была обуслов-
лена как индукцией анергии, так и усилением 
апоптоза аутореактивных Т-лимфоцитов. 

Известно, что Т-клетки в состоянии анергии 
характеризуются не только низкой пролифера-
тивной активностью, но и угнетением цитокин-
секреторной функции. Чтобы выяснить, какие 
субпопуляции CD4+T-лимфоцитов подвержены 
анергии, оценили содержание Th1 (IFNγ), Th17 
(IL-17) и Th2 (IL-4, IL-13) цитокинов в 5-суточ-
ных супернатантах ауто-СКЛ. Из данных табли-
цы 2 видно, что ДКдекс больных РА в наибольшей 
степени подавляли продукцию IFNγ и IL-17, 
тогда как снижение синтеза IL-4 и IL- 13 было 
менее выраженным, хотя и статистически до-
стоверным. Таким образом, по сравнению с Th2-
клетками Th1 и Th17 Т-лимфоциты были более 
чувствительны супрессорному влиянию со сто-
роны ДКдекс. Различный эффект ДКдекс на Th1- 
и Th2-клетки проявлялся снижением индексов 
соотношения IFNγ/IL-4 и IFNγ/IL-13 с 30 (IQR 
15,3-89,5) до 17,8 (IQR 1,5-26,6; р = 0,024) и с 19,4 

Рисунок 1. Фенотип IFN-ДК здоровых доноров (n = 13) и больных РА (n = 10)
Примечание. Данные представлены в виде медиан (сплошная горизонтальная линия), интерквартильного и min-max диапазона. 
На диаграммах показано относительное содержание CD14+, CD83+, HLA-DR+, CD86+, B7-H1+ и TLR-2+ клеток в популяции IFN-ДК, 
генерированных в отсутствие (ДКк) или в присутствии 10-6M дексаметазона (ДКдекс). * – p < 0,05, парный критерий знаков.
Figure 1. IFN-DCs phenotype in healthy donors (n = 13) and RA patients (n = 10)
Note. Data are presented as medians (solid horizontal line), interquartile and min-max range. Diagrams show the percentage of CD14+, CD83+, 
HLA-DR+, CD86+, B7-H1+ and TLR-2+ cells in the IFN-DCs population, generated without or with 10-6M dexamethasone (DCsc and DCsDex 
respectively). *, p < 0.05, Sign-test.
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ТАБЛИЦА 1. ВЛИЯНИЕ ДКдекс БОЛЬНЫХ РА НА ПРОЛИФЕРАТИВНЫЙ ОТВЕТ, КЛЕТОЧНЫЙ ЦИКЛ И УРОВЕНЬ 
АПОПТОЗА Т-КЛЕТОК В АУТО-СКЛ
TABLE 1. INFLUENCE OF DCsDex OF RA PATIENTS ON T CELL PROLIFERATIVE RESPONSE, CELL CYCLE AND APOPTOSIS 
LEVEL IN AUTO-MLC

Параметры
Parameters

МНК
MNC

Aуто-СКЛ
Auto-MLC PW+ ДКк

+ DCsc

+ ДКдекс
+ DCsDex

Пролиферация (имп/мин)
Proliferation (cpm)
n = 17

2340 
(400-3380)

10550 
(7250-15900)

4690 
(1070-8350) 0,005

Индекс влияния ДК
Index of influence of DCs − 6,0

(4,3-18,6)
1,9

(1,4-4,2) 0,005

Клеточный цикл (%)
Cell cycle (%)
n = 6
CD4+Т-клетки в G0/G1
CD4+Т cells in G0/G1 − 64

(56-87)
82

(82-86) 0,1

CD4+Т-клетки в S/G2+M 
CD4+Т cells in S/G2+M − 22,5

(6-30)
6,5
(4-8) 0,028

Соотношение клеток в G0/G1 и S/G2/M 
Ratio G0/G1 and S/G2+M − 2,5

(2,2-14,5)
13,7

(10,3-20,5) 0,028

Апоптоз Т-клеток (%)
T cell apoptosis (%)
n = 7
СD3+An+ 9 (7-15) 22 (12-27) 27,5 (17-33) 0,017
СD3+An+Pr- 7 (6-8) 11 (10-11) 12,5 (10-14) 0,028
СD3+An+Pr+ 2 (1-7) 11 (2-12) 17 (5-22) 0,018

Примечание. Данные представлены в виде медианы и интерквартильного диапазона (в скобках). IFN-ДК больных 
РА, генерированные в отсутствие (ДКк) или присутствии дексаметазона (ДКдекс), культивировали с аутологичными 
МНК в соотношении 1:10. Пролиферацию оценивали на 5 сут., клеточный цикл и уровень апоптоза – через 48 ч. PW – 
достоверность различий эффекта ДКдекс по сравнению с контрольными ДК (W-критерий Вилкоксона).
Note. Data are presented as median and interquartile range (in brackets). IFN-DCs of RA patients generated without or with 
dexamethasone (DCsC and DCsDex respectively) were culturing with autologous MNC as 1:10. Proliferation was assessed on day 5, 
cell cycle and apoptosis level – after 48 hours. PW, the significance of differences of DCsDex compared with DCsC (Wilcoxon Matched 
Pairs Test).

Рисунок 2. Супрессорный эффект ДКдекс на проли-
ферацию Т-клеток в ауто-СКЛ индуцированной ДКк 
Примечание. Данные представлены в виде медиан (сплошная 
горизонтальная линия), интерквартильного и min-max 
диапазона. * – pW = 0,028 (W-критерий Вилкоксона).
Figure 2. Suppressive effect of DCsDex on T cell proliferation in 
auto-MLC induced by DCsc

Note. Data are presented as medians (solid horizontal line), 
interquartile and min-max range. *, pW = 0.028 (Wilcoxon Matched 
Pairs Test). 
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(IQR 12-34) до 13 (IQR 6-18; р = 0,025) соответ-
ственно. 

Гипореактивность Т-клеток больных РА 
в ауто-СКЛ могла быть связана не только с ин-
дукцией апоптоза/анергии, но также и с супрес-
сорным эффектом дексаметазон-модифициро-
ванных ДК. Для проверки этого предположения 
исследовали способность ДКдекс подавлять про-
лиферативный ответ Т-клеток в ауто-СКЛ, инду-
цированной контрольными ДК. Действительно 
(рис. 2), в присутствии ДКдекс пролиферативная 
активность Т-лимфоцитов, стимулированных 
ДКк, снижалась в среднем на 30% (IQR 25-40; 
pW = 0,028; n = 6). 

Чтобы выяснить, связан ли супрессорный эф-
фект ДКдекс с индукцией регуляторных Т-клеток, 
исследовали содержание CD4+CD25+FoxP3+Тreg 
и IL-10-продуцирующих Т-лимфоцитов (Tr1) 
в ауто-СКЛ (табл. 3). Относительное количество 
CD4+CD25+FoxP3+Тreg в культурах, стимули-
рованных ДКк и ДКдекс, было достоверно выше, 
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ТАБЛИЦА 2. ВЛИЯНИЕ ДКдекс БОЛЬНЫХ РА НА ПРОДУКЦИЮ Th1 (IFNγ), Th17 (IL-17) И Th2 (IL-4, IL-13) ЦИТОКИНОВ 
В АУТО-СКЛ
TABLE 2. INFLUENCE OF DCsDex OF RA PATIENTS ON Th1 (IFNγ), Th17 (IL-17) AND Th2 (IL-4, IL-13) CYTOKINE PRODUCTION 
IN AUTO-MLC

Цитокины (пг/мл)
Cytokines (pg/ml)

Aуто-СКЛ
Auto-MLC

PW

Cупрессия
Suppression

%+ ДКк
+ DCsc

+ ДКдекс
+ DCsDex

IFNγ 1120
(834-8620)

660
(330-900) 0,017 85 (40-96)

IL-17 460
(355-610)

150
(140-260) 0,027 60 (57-72)

IL-4 49
(39-54)

37
(29-45) 0,04 42 (26-67)

IL-13 78
(62-199)

52
(44-58) 0,011 14 (11-39)

Примечание. Данные представлены в виде медианы и интерквартильного диапазона (в скобках). IFN-ДК больных РА 
(n = 8), генерированные в отсутствие (ДКк) или присутствии дексаметазона (ДКдекс), культивировали с аутологичными 
МНК в соотношении 1:10. Продукцию цитокинов оценивали на 5 сут. PW – достоверность различий эффекта ДКдекс 
по сравнению с контрольными ДК (W-критерий Вилкоксона).  
Процент супрессии рассчитывали по формуле: 100% - (ДКдекс × 100/ДКк).
Note. Data are presented as median and interquartile range (in brackets). IFN-DCs of RA patients (n = 8) generated without or with 
dexamethasone (DCsc and DCsDex respectively) were culturing with autologous MNC as 1:10. Cytokine production was assessed on 
day 5. PW, the significance of differences of DCsDex compared with DCsc (Wilcoxon Matched Pairs Test).  
The percentage of suppression was calculated as 100% - (DCsDex × 100/ DCsc).

чем среди интактных МНК, однако значимо 
не различалось. Стимуляция МНК ДКдекс также 
сопровождалась значимым возрастанием доли 
CD4+IL10+Т-клеток. Но в этом случае относи-
тельное содержание CD4+IL10+Тr1 было досто-
верно выше, чем при стимуляции контрольными 
ДК. Таким образом, супрессорная активность 
ДКдекс в ауто-СКЛ была сопряжена с индукцией 
IL-10-продуцирующих СD4+Т-клеток. 

Обсуждение
Полученные результаты свидетельствуют, 

что дексаметазон-модифицированные ДК, ге-
нерируемые у больных РА из моноцитов в при-
сутствии IFNα, обладают толерогенным эффек-
том и индуцируют состояние гипореактивности 
Т-лимфоцитов в ауто-СКЛ. Гипореактивность 
Т-клеток ассоциирована с блокированием кле-
точного цикла в популяции CD4+Т-лимфоцитов 
и угнетением продукции Th1 (IFNγ), Th17 (IL- 17) 
и Th2 (IL-13 и IL-4) цитокинов, что свидетель-
ствует об индукции анергии CD4+Т-клеток. При 
этом более выраженная ингибиция синтеза IFNγ 
и IL-17 указывает на большую подверженность 
анергии Th1- и Th17-клеток. Снижение пролифе-
ративного ответа в ауто-СКЛ ассоциировано так-
же с усилением апоптоза Т-лимфоцитов. Кроме 
того, ДКдекс больных РА обладают супрессорным 
эффектом, в частности подавляют пролифера-

цию аутологичных Т-клеток, стимулированных 
контрольными ДК. Данный эффект сопряжен 
с возрастанием в ауто-СКЛ доли CD4+Т-клеток, 
секретирующих IL-10, и свидетельствует о спо-
собности ДКдекс индуцировать конверсию CD4+Т-
лимфоцитов в регуляторные Т-клетки (Tr1). 

Дексаметазон, широко используемый в кли-
нической практике, оказывает ингибирующий 
эффект на созревание и функции ДК in vitro и in 
vivo, что обосновывает возможность его приме-
нения для генерации тДК [11, 24, 36]. Влияние 
дексаметазона на свойства ДК у человека наи-
более хорошо исследовано в отношении IL-4- ДК 
здоровых доноров, а механизмы подавления 
Т-клеточных функций – в алло-СКЛ [35]. По-
казано, что дексаметазон-модифицированные 
IL-4-ДК обладают толерогенным фенотипом 
(сниженной экспрессией костимуляторных мо-
лекул и повышенным уровнем коингибитор-
ных молекул) и сниженной продукцией провос-
палительных цитокинов, а их ингибирующий 
эффект на Т-лимфоциты связан с индукцией 
анергии и генерацией IL-10-секретирующих 
СD4+T-клеток [4, 24, 30, 36]. Garcia-Gonzalez P.A. 
и соавт., используя 5-дневный протокол гене-
рации IL-4-ДК в присутствии дексаметазона 
и активации ДК в последние 24 часа монофос-
форил-липидом А, показали возможность полу-
чения тДК у больных РА [11]. Генерируемые ДК 
характеризовались сниженной экспрессией ко-
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стимуляторных молекул, высоким соотношени-
ем продуцируемых IL-10/IL-12, а также индуци-
ровали гипореактивность Т-клеток, отвечающих 
в ауто-СКЛ и распознающих синовиальные ан-
тигены, хотя снижение пролиферативного отве-
та в ауто-СКЛ не было статистически значимым. 
Hilkens C.M. и Isaacs J.D. продемонстрировали 
возможность получения тДК у больных РА при 
использовании 7-дневного протокола генерации 
IL-4-ДК. Дексаметазон-индуцированные тДК 
больных были сравнимы с тДК здоровых доно-
ров, характеризовались сниженной экспрессией 
костимуляторных молекул и продукцией провос-
палительных цитокинов, низкой способностью 
стимулировать антиген-специфический ответ 
аутологичных Т-клеток и наличием супрессор-
ной активности [16]. Однако авторы не выявили 
ингибирующего эффекта тДК в ауто-СКЛ.

Новизна полученных в настоящей работе ре-
зультатов заключается в том, что нами впервые 
охарактеризованы механизмы ингибирующего 
действия тДК, полученных на платформе IFNα-
индуцированных ДК, причем эффекты этих 
клеток исследованы у больных РА в ауто-СКЛ. 
Ауто-СКЛ является хорошо известным витраль-
ным подходом, отражающим пролиферацию 
Т-лимфоцитов в ответ на стимуляцию аутоло-
гичными не-Т-клетками, среди которых наи-
более эффективными стимуляторами являются 
ДК [18, 31]. Хотя доминирующей субпопуляцией 
отвечающих клеток считаются CD4+CD45RA+T-
лимфоциты [17], наивные CD8+Т-клетки также 
пролиферируют в ауто-СКЛ [12]. Предполагает-
ся, что пролиферации подвержены Т-лимфоциты 

с низкоаффинными Т-клеточными рецепто-
рами, распознающими собственные антигены 
MHC в комплексе с аутологичными пептидами 
или модифицированными каспазами нуклео-
гистонами апоптотических клеток [3, 29]. Дан-
ная реакция направлена на поддержание пула 
наивных Т-клеток и является отражением го-
меостатической пролиферации Т-лимфоцитов 
in vivo [29]. Однако, поскольку пролиферирую-
щие Т-клетки распознают собственные анти-
гены, то их накопление препятствует поддержа-
нию Т-клеточной толерантности. Учитывая, что 
CD4+Т-лимфоциты больных РА подвержены го-
меостатической пролиферации [33], выявленный 
нами ингибирующий эффект ДКдекс в ауто-СКЛ 
у больных РА свидетельствует о способности 
этих клеток ограничивать репликацию ауторе-
активных Т-лимфоцитов и, возможно, участво-
вать в негативной регуляции гомеостатической 
пролиферации. Согласно данным Ge Q. и соавт., 
пролиферация Т-клеток в системе сокультиви-
рования ДК с аутологичными Т-лимфоцитами 
подвержена негативной регуляции со стороны 
CD4+CD25+ регуляторных Т-клеток [12]. Резуль-
таты настоящего исследования демонстрируют, 
что угнетение функций аутореактивных Т-клеток 
под действием ДКдекс опосредуется с вовлечени-
ем нескольких механизмов, включая индукцию 
анeргии и апоптоза отвечающих Т-клеток, а так-
же генерацию регуляторных Tr1-клеток. 

По способности индуцировать анергию 
Т-клеток и генерацию Tr1 IFN-ДКдекс оказались 
сходными с дексаметазон-модифицированны-
ми IL-4-ДК, однако обладали проапоптогенной 

ТАБЛИЦА 3. ВЛИЯНИЕ ДКдекс БОЛЬНЫХ РА НА СОДЕРЖАНИЕ РЕГУЛЯТОРНЫХ Т-КЛЕТОК В АУТО-СКЛ

TABLE 3. INFLUENCE OF DCsDex OF RA PATIENTS ON THE CONTENT OF REGULATORY T-CELLS IN AUTO-MLC 

CD4+CD25+FoxP3+Treg 
(n = 9)

CD4+IL-10+Tr1 
(n = 8)

% клеток
Cells percent pW

% клеток
Cells percent pW

МНК (1)
MNC (1) 0,9 (0,7-1,1)

  p1-2 = 0,007
p1-3 = 0,02
p2-3 = 0,21

4,0 (2,5-7,0)
p1-2 = 0,176
p1-3 = 0,013
p2-3 = 0,012

МНК + ДКк (2)
MNC + DCsc (2) 1,7 (1,3-2,6) 6,5 (4,8-7,0)

МНК + ДКдекс (3)
MNC + DCsDex (3) 1,3 (1,2-2,0) 8,5 (6,0-96)

Примечание. Данные представлены в виде медианы и интерквартильного диапазона (в скобках). IFN-ДК больных 
РА, генерированные в отсутствие (ДКк) или присутствии дексаметазона (ДКдекс), культивировали с аутологичными 
МНК в соотношении 1:10. Относительное содержание CD4+CD25+FoxP3+ и CD4+IL10+Т-клеток оценивали на 5 сут. PW – 
критерий Вилкоксона.

Note. Data are presented as median and interquartile range (in brackets). IFN-DCs of RA patients generated without or with 
dexamethasone (DCsc and DCsDex respectively) were culturing with autologous MNC as 1:10. Content of CD4+CD25+FoxP3+ and 
CD4+IL10+Т cells was assessed on day 5. PW, Wilcoxon Matched Pairs Test. 
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активностью, нетипичной для IL-4-ДКдекс [5, 21]. 
Способность IFN-ДКдекс индуцировать анергию 
Т-клеток обусловлена, по всей видимости, не-
зрелым фенотипом ДК, включая сниженную 
экспрессию костимуляторных молекул, и повы-
шенной экспрессией TLR2, который позицио-
нируется в качестве оптимального маркера при 
оценке качества дексаметазон-модифицирован-
ных толерогенных IL-4-ДК [11, 15]. Усиление 
экспрессии TLR2 является ответной реакцией 
на действие глюкокортикоидов и ассоциируется 
со сниженной секрецией IL-12 и высокой про-
дукцией IL-10 и TGF-β [7, 22], способных ин-
дуцировать Тreg [10]. Исследования показали, 
что запуск продукции IL-10 при сигналинге че-
рез TLR2 связан с активацией в ДК β-катенина, 
и данный сигнальный путь рассматривается в ка-
честве нового механизма, посредством которого 
ДК могут регулировать аутоиммунное воспале-
ние [20]. Способность IFN-ДКдекс индуцировать 
апоптоз Т-клеток обусловлена, по-видимому, 
повышенной экспрессией молекулы B7-H1, ко-
торая при связывании с PD1-рецептором вы-
зывает апоптоз Т-лимфоцитов и коррелирует 
с толерогенной активностью ДК [9]. Ранее нами 
было показано, что блокирование PD-1L снижа-
ет проапоптогенную активность IFN-ДК в алло-
СКЛ [2], а усиление экспрессии данной моле-

кулы на IFN-ДК при патологии может являться 
причиной повышенной апоптоз-стимулирую-
щей активности IFN-ДК [26].

Результаты исследования представляют ин-
терес в нескольких аспектах. Во-первых, оха-
рактеризован новый тип тДК, обладающих 
ингибирующим действием в отношении ауто-
реактивных Т-клеток в ауто-СКЛ. Во-вторых, 
охарактеризованы механизмы, посредством ко-
торых IFN-ДКдекс оказывают ингибирующий 
эффект на аутореактивные Т-клетки. В третьих, 
полученные данные раскрывают новые меха-
низмы ДК-опосредованного действия кортико-
стероидов, учитывая, что интерфероны I типа 
и регулируемые ими гены играют важную роль 
в патогенезе РА, в том числе регуляции ДК [6], 
а глюкокортикоиды активно используются в ле-
чении РА. В этом аспекте представляет интерес 
тот факт, что резистентность к терапии анти-
TNF-препаратами ассоциирована с меньшим со-
отношением IFNβ/IFNα в сыворотке крови [34], 
что может быть связано с активацией ДК при 
повышенном уровне IFNα. В этом случае не ис-
ключено, что пульс-терапия глюкокортикоидами 
за счет индукции толерогенных IFN-ДК может 
восстановить чувствительность к терапии биоло-
гическими препаратами.
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