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Резюме. Работа посвящена исследованию влияния дегидроэпиандростерона сульфата (ДГЭАС) 
на фенотип и свойства дендритных клеток (ДК) здоровых беременных, генерируемых из моноци-
тов крови в присутствии GM-CSF и IFNa. Показано, что добавление ДГЭАС (10-6М) с первых суток 
культивирования достоверно не влияет на субпопуляционный состав ДК. В то же время, добавление 
ДГЭАС на стадии дозревания приводит к увеличению количества зрелых CD83+ и активированных 
CD25+ДК, а также их предшественников (CDla+). Изменение фенотипа ДК под влиянием ДГЭАС со-
провождается достоверным усилением их аллостимуляторной активности и снижением негативного 
контроля над количеством СD56+СD16+NK-клеток. Таким образом, ДГЭАС стимулирует генерацию, 
созревание и аллостимуляторную активность ДК, и одновременно ослабляет их негативную регуля-
цию в отношении количества СD56+СD16+NK-клеток. ДГЭАС-опосредованное изменение фенотипа 
и функции ДК обсуждается в качестве одного из возможных механизмов нарушения иммунологиче-
ской толерантности к антигенам плода у беременных с надпочечниковой гиперандрогенией.
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EffEcts of dEhydroEpiandrostEronE sulfatE upon phEnotypE and in vitro 

functions of dEndritic cElls
abstract. The study deals with evaluation of dehydroepiandrosterone sulfate (DHEAS) effects upon 

phenotype and functions of dendritic cells (DCs), generated from blood monocytes of pregnant women 
by means of GM-CSF and IFN-alpha. It was shown, that initial supplementation with DHEAS (10-6 M, day 
1 of culture) did not influence the pattern of DC subsets. Meanwhile, addition of DHEAS at the stage of DC 
maturation (last day of culture) is accompanied by a significant increase in mature CD83+ cells and activated 
DCs (CD25+), like as their precursors (CD1a+). Furthermore, the DCs generated in presence of DHEAS 
were characterized by marked allostimulating activity and decreased ability to downregulate the numbers 
of CD56+CD16+ NK cells. Hence, DHEAS promotes generation, maturation, and allostimulating activity 
of DCs, along with decreased negative regulation towards CD56+CD16+NK cell amounts. DHEAS-mediated 
changes in DCs’ phenotype and functioning are discussed as a possible mechanism of disturbed immunological 
tolerance to fetal antigens in pregnant women with suprarenal hyperandrogenia. (Med. immunol., 2007, vol. 9, 
n 6, pp 589-596)

Характерным проявлением гиперандроге-
нии надпочечникового генеза является высо-
кий уровень дегидроэпиандростерона суль-
фата (ДГЭАС) в сыворотке крови. Развитие 
беременности у женщин с гиперандрогенией 
сопряжено с повышенным риском самопро-
извольного аборта [1, 5], в патогенезе кото-
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рого значительная роль отводится не только 
эндокринным, но и иммунным нарушениям. 
В данном контексте, например, обсуждается 
сдвиг цитокинового баланса в сторону Тh1 ме-
диаторов [24], а также увеличение количества 
и функциональной активности NK-клеток [9, 
15, 31]. Наличие тесной взаимосвязи между 
иммунной и эндокринными системами под-
тверждается работами, в которых было пока-
зано прямое стимулирующее влияние ДГЭАС 
на цитотоксическую функцию NK-клеток 
[6, 28], на пролиферативную и цитокин-
секреторную активность Т-лимфоцитов [21, 
29, 27]. Таким образом, в период гестации по-
вышенный уровень ДГЭАС может препятство-
вать формированию и/или снижать эффектив-
ность механизмов толерантности иммунной 
системы матери к аллоантигенам плода, что, 
по-ви димому, и является основной причиной 
невынашивания беременности у женщин с ги-
перандрогенией. 

По данным литературы, стимулирующее 
действие ДГЭАС на иммунокомпетентные 
клетки реализуется через специфические ре-
цепторы [19]. Однако не исключено также 
наличие непрямых эффектов гормона, кото-
рые могут быть связаны, например, с его ре-
гуляторным влиянием на функциональную 
активность дендритных клеток (ДК). Иссле-
дование непрямых, ДК-опосредованных эф-
фектов ДГЭАС представляет особый интерес, 
учитывая сообщения о реципрокном взаимо-
действии ДК с NK-клетками [11], а также дан-
ные о важной роли ДК в поляризации Th1/
Th2 иммунного ответа [18, 32]. Тем не менее, 
в литературе практически отсутствуют сведе-
ния о характере взаимодействия ДГЭАС с ДК, 
о влиянии гормона на их дифференцировку, 
созревание и функциональную активность. 
Таким образом, целью настоящей работы ста-
ло исследование влияния ДГЭАС на фенотип 
и свойства ДК.

Материалы и методы
В исследование были включены 20 здоро-

вых доноров крови и 17 женщин с физиологи-
чески протекающей беременностью во II три-
местре гестации. Все исследования проводили 
после получения информированного согласия 
женщин. 

Мононуклеарные клетки (МНК) получали 
центрифугированием гепаринизированной ве-
нозной крови в градиенте плотности фиколла-
верографина. Дозозависимый эффект ДГЭАС 

(Sigma-Aldrich, Cat.No D5297) на функцио-
нальную активность МНК оценивали по уров-
ню спонтанного и митоген-индуцированного 
пролиферативного ответа. Для этого МНК 
в концентрации 0,1 х 106/лунку культивиро-
вали в 96-луночных круглодонных планшетах 
в среде RPMI-1640 (Sigma-Aldrich), допол-
ненной 0,3 мг/мл L-глютамина, 5 мМ HEPES-
буфера, 100 мкг/мл гентамицина и 10% инак-
тивированной сыворотки доноров IV (АВ) 
группы крови при 37°С в СО2-инкубаторе. Для 
стимуляции клеток использовали анти-CD3 
моноклональные антитела (анти-CD3мАТ, 
Медбиоспектр, Москва) в конечной концен-
трации 1 мкг/мл в течение 72 ч. Интенсив-
ность пролиферации оценивали по включе-
нию 3Н-тимидина (1 мкКю/лунку).

Моноциты выделяли на чашках Петри 
33 мм2 (Nunclon, Дания) путем прилипания 
к пластику МНК (2-5 х 106/мл) в присутствии 
10% сыворотки крови АВ(IV) группы. ДК гене-
рировали путем культивирования прилипаю-
щей фракции МНК во флаконах для культи-
вирования (Falcon, UK) в течение 3 сут. в среде 
RPMI-1640, дополненной 10% сыворотки пло-
дов коровы (БиолоТ, Санкт-Петербург), в при-
сутствии GM-CSF (1000 Ед/мл, Leucomax, 
Шеринг-Плау, Швейцария) и IFNa (1000 Ед/мл,  
Роферон-А, Roche, Швейцария) с последующим  
дозреванием с липополисахаридом (10 мкг/мл, 
ЛПС Е. coli 0114:B4, Sigma-Aldrich) в течение 
24 ч. Влияние ДГЭАС на фенотип ДК оцени-
вали, добавляя гормон либо в начале культи-
вирования, либо на стадии дозревания за 24 ч  
до окончания культивирования. 

Фенотипирование ДК и NK-клеток про-
водили методом одноцветной или двуцветной 
проточной цитофлюориметрии (FACSCalibur, 
Becton Dickinson) с использованием программы 
Cell Quest (Becton Dickinson, США). Использо-
вали меченые PE анти-СD1а, анти-СD123 мАТ 
(BD PharMingen, США), анти-СD14, анти-
CD16 мАТ (Сорбент, Москва), меченые АРС 
анти-СD11с мАТ (BD PharMingen, США), ме-
ченые FITC анти-CD25, анти-СD83 мАТ (BD 
PharMingen, США) и анти-CD56 мАТ (Сор-
бент, Москва).

Аллостимуляторную активность ДК оцени-
вали в реакции смешанной культуры лимфо-
цитов (СКЛ). В качестве отвечающих клеток 
использовались МНК доноров (0,1 х 106/лунку).  
Стимуляторами служили дендритные клет-
ки в соотношении МНК:ДК = 10:1. Проли-
феративный ответ оценивался на 5 сут. ра-
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диометрически по включению 3H-тимидина  
(1 мкКю/лунку), вносимого за 18 ч до оконча-
ния культивирования.

Влияние ДК, полученных в стандартных 
условиях или в присутствии ДГЭАС, на коли-
чество CD56+СD16– и CD56+СD16+ NK-клеток 
оценивали в культурах МНК, инкубированных 
с ДК в соотношении 3:1 в течение 24 ч.

Математическая обработка полученных ре-
зультатов проводилась на персональном ком-
пьютере с использованием пакета программ 
«STATISTICA 5.0». 

Результаты
Согласно экспериментальным данным, 

ДГЭАС стимулирует пролиферативную 
и цитокин-секреторную активность лимфо-
цитов крыс F344 в митоген-стимулированных 
культурах [21]. Кроме того, Okabe T. с соавт. 
было показано, что активированные Т-клетки 
человека также экспрессируют функциональ-
ные ДГЭАС рецепторы [19]. Учитывая эти фак-
ты, задачей первого этапа работы стала оценка 
влияния ДГЭАС на спонтанную и анти-CD3-
индуцированную пролиферацию Т-клеток. 
С этой целью был проведен сравнительный 
анализ интенсивности пролиферативного от-
вета в культурах МНК доноров крови и бере-
менных женщин в присутствии ДГЭАС в диа-
пазоне концентраций от 10-7 до 10-5 М (рис. 1).  
Из данных рисунка 1Б видно, что ДГЭАС дей-

ствительно усиливает пролиферацию активи-
рованных Т-лимфоцитов, стимулированных 
анти-CD3-антителами. Наиболее выражен-
ный эффект ДГЭАС проявлялся в дозе 10-6 М  
в культурах МНК как здоровых доноров, так 
и беременных женщин с исходно сниженной 
митогенной реактивностью Т-клеток, кото-
рая, как известно, является одним из прояв-
лений работы механизмов гестационной им-
муносупрессии [3, 4]. Интересно отметить, 
что ДГЭАС в дозе 10-6 М усиливал также ин-
тенсивность спонтанной пролиферации МНК 
(рис. 1А). Данный факт может свидетельство-
вать об экспрессии функциональных ДГЭАС 
рецепторов не только на активированных, 
но и на покоящихся клетках, а также о на-
личии среди свежевыделенных МНК крови 
определенного числа лимфоцитов, предакти-
вированных in vivo. Таким образом, получен-
ные нами данные, во-первых, подтвердили 
чувствительность МНК доноров, в том числе 
женщин с физиологической беременностью, 
к ДГЭАС-опосредованным сигналам, и, во-
вторых, позволили определить оптимальную 
дозу гормона для последующей оценки его 
влияния на фенотип и свойства ДК in vitro.

Традиционно ДК получают путем культи-
вирования прилипающей фракции монону-
клеарных клеток с GM-CSF и IL-4 в течение 
5-7 дней (незрелые СD1а+ДК) с последую-
щим их дозреванием в течение 24-48 ч в при-

Рисунок 1. Влияние различных концентраций ДГЭАС на пролиферацию МНК здоровых доноров и беременных 
женщин
Примечание. Представлены средние значения (M±S.E.) спонтанной (А) и анти-CD3-стимулиированной (Б) пролиферации МНК здоровых 
доноров (n = 6) и женщин с физиологической беременностью (n = 10) в присутствии ДГЭАС в различных концентрациях.
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сутствии различных стимулов (зрелые СD83+ 
ДК) [30]. В то же время существуют протоко-
лы [25, 26], в которых вместо IL-4 используют 
интерферон-a (IFNa), что позволяет сокра-
тить сроки культивирования и получить попу-
ляцию ДК промежуточной степени зрелости, 
характеризующихся высокой способностью 
к захвату антигена, миграции и активации Th1-
ответа за счет экспрессии СС-хемокиновых 
рецепторов (ССR5, CCR7) [13, 22, 26]. 

В своих исследованиях мы также исполь-
зовали интерфероновый протокол для гене-
рации ДК из периферической крови женщин 
с физиологической беременностью. В резуль-
тате культивирования моноцитов перифери-
ческой крови с GM-CSF и IFNa в течение 3-4 
суток клетки теряли способность прилипать 
к пластику и приобретали типичные морфоло-

гические черты дендритных клеток. Фенотипи-
ческий анализ показал (табл. 1), что получен-
ные ДК представляли смешанную популяцию, 
включающую как зрелые CD83+ (17,0±2,4%), 
так и незрелые CD1a+ (4,1±0,3%) дендритные 
клетки. Относительное количество CD14+ мо-
ноцитов составляло 14,3±2,2% (в исходной по-
пуляции прилипающих клеток – 82,4±2,8%). 
При этом наряду с присутствием типичных 
миелоидных ДК (CD11c+ДК 18,4±2,8%) в полу-
ченной популяции идентифицировались также 
ДК, экспрессирующие маркеры плазмацито-
идных ДК (CD123+ДК 21,6±3,4%). Количество 
зрелых активированных CD25+ДК с рецепто-
рами к IL-2 составило 8,8±2,2%. Добавление 
ДГЭАС с первых суток культивирования до-
стоверно не влияло на субпопуляционный со-
став ДК, генерируемых в стандартных условиях. 

ТАБлицА 2. ВлиЯНиЕ ДГЭАС 
НА АллОСТиМУлЯТОРНУЮ АКТиВНОСТЬ ДК

Условия  
культивирования

Пролиферация  
(имп./мин) ИВ

МНК 420±55
МНК + ДК0 (10:1) 7460±1660 23,8±4,7

МНК + ДКДГЭАС (10:1) 12615±2425* 38,9±7,0 *

примечания: данные представлены в виде M±S.E.  
МНК доноров (n = 4) инкубировали в отсутствии 
и в присутствии ДК здоровых беременных (n = 8), 
генерированных в стандартных условиях (МНК+ДК0)  
и с ДГЭАС (МНК+ДКДГЭАС). Индексы влияния (ИВ) 
рассчитывали как соотношение пролиферативного ответа 
МНК доноров при стимуляции дендритными клетками 
к уровню спонтанной пролиферации; * PU < 0,05,  
достоверность различий по сравнению с МНК+ДК0; 
(U-критерий Вилкоксона-Манна-Уитни в сопряженных парах).

ТАБлицА 3. ВлиЯНиЕ ДГЭАС НА ВЗАиМОДЕЙСТВиЕ 
ДК С NK-КлЕТКАМи

Условия
культивирования

Субпопуляции  
NK-клеток (%)

CD56+СD16– CD56+СD16+

МНК 4,0±0,4 14,0±0,7
МНК+ДК0 (3:1) 3,5±0,6 8,1±0,7*
МНК+ДКДГЭАС (3:1) 3,4±0,5 10,1±0,6* #

примечания: данные представлены в виде M±S.E. 
Количество NK-клеток оценивали в 24-часовых культурах 
МНК доноров, инкубированных в отсутствии и в присутствии 
ДК здоровых беременных (n = 8) генерированных 
в стандартных условиях (МНК+ДК0)  
и с ДГЭАС (МНК+ДКДГЭАС). * PU < 0,05 – достоверность 
различий по сравнению с МНК, # PU < 0,05 – достоверность 
различий по сравнению с МНК+ДК0 (U-критерий 
Вилкоксона-Манна-Уитни в сопряженных парах).

ТАБлицА 1. ФЕНОТиПичЕСКАЯ хАРАКТЕРиСТиКА ДК, ГЕНЕРиРУЕМых В СТАНДАРТНых УСлОВиЯх  
и ПРи ДОБАВлЕНии ДГЭАС

Показатель Стандартные условия  
(n = 10)

В присутствии ДГЭАС (10-6 М)
В течение всего  

периода генерации ДК  
(n = 10)

На стадии  
дозревания ДК  

(n = 10)
CD83+ 17,0±2,4 17,5±2,8 21,5±3,1**
CD1а+ 4,1±0,3 4,9±0,7 6,3±0,8*
CD11с+ 18,4±2,8 19,6±3,0 19,3±3,0
CD123+ 21,6±3,4 23,0±3,8 21,5±4,1
CD14+ 14,3±2,2 12,8±1,9 14,4±2,2
CD25+ 8,8±2,2 9,4±1,6 12,0±2,1*

примечания: данные представлены в виде M±S.E.; *PU < 0,05, **PU < 0,01 – достоверность различий по сравнению с ДК, 
полученными в стандартных условиях (U – критерий Вилкоксона-Манна-Уитни в сопряженных парах).



593

2007, Т. 9, № 6 Влияние ДГЭАС на дендритные клетки

В то же время при добавлении ДГЭАС на стадии 
дозревания (совместно с LPS за 24 ч до окон-
чания культивирования) регистрировалось уве-
личение доли как незрелых CD1a+ДК (с 4,1±0,3 
до 6,3±0,8%, рU < 0,05), так и зрелых CD83+ДК 
(с 17,0±2,4 до 21,5±3,1%, рU < 0,01), в том чис-
ле активированных CD25-позитивных клеток  
(с 8,8±2,2 до 12,0±2,1%, рU < 0,05).

Для оценки способности ДК, обработанных 
ДГЭАС (ДКДГЭАС), презентировать антигены и ак-
тивировать Т-клетки была исследована аллости-
муляторная активность ДК женщин с физиоло-
гической беременностью в смешанной культуре 
лимфоцитов (СКЛ). Из данных таблицы 2 видно, 
что ДК, генерируемые в стандартном интерфе-
роновом протоколе, обладали выраженной ал-
лостимуляторной активностью (ИВ 23,8±0,3) 
и индуцировали эффективный пролифератив-
ный ответ МНК в соотношении 1:10. Добавление 
ДГЭАС (10-6 М) на стадии дозревания ДК сопро-
вождалось достоверным усилением их аллости-
муляторной активности (ИВ 38,9±7,0), что сви-
детельствует о стимулирующем влиянии гормона 
на антигенпрезентирующую функцию ДК.

Среди иммунных дисфункций, выявляемых 
у беременных с угрозой самопроизвольного 
аборта, нередко регистрируют увеличение доли 
циркулирующих CD56+СD16+ NK клеток [9, 15, 
31]. Учитывая сообщения о реципрокном взаи-
модействии ДК и NK-клеток [11], представ-
лялось интересным исследовать влияние ДК, 
полученных в стандартных условиях и в при-
сутствии ДГЭАС, на количество CD56+СD16– 
и CD56+СD16+ клеток в культурах МНК (табл. 3).  
Видно, что совместное культивирование МНК 
с ДК не влияет на количество CD56+СD16– кле-
ток, но в то же время сопровождается досто-
верным снижением доли CD56+СD16+ клеток 
в среднем на 40%. При этом ингибирующее вли-
яние ДКДГЭАС на количество CD56+СD16+NK-
клеток было менее выраженным по сравнению 
с ДК, генерированными в стандартных услови-
ях. Таким образом, ДК здоровых беременных 
способны влиять на субпопуляционный состав 
NK-клеток, снижая среди них долю клеток, ко-
экспрессирующих CD56 и СD16 молекулы.  
В то же время обработка дендритных клеток 
ДГЭАС приводит к ослаблению (частичной от-
мене) их регуляторного влияния в отношении 
количества CD56+СD16+ NK-клеток.

Обсуждение
Ранее нами было показано, что беремен-

ные с гиперандрогенией в отличие от женщин 

с физиологической беременностью характе-
ризуются повышенным уровнем митогенной 
реактивности Т-клеток [2], что согласуется 
с результатами проведенных нами витральных 
исследований и данными других авторов [8, 
21], демонстрирующих дозозависимый, стиму-
лирующий эффект ДГЭАС на пролиферацию 
МНК. По-видимому, усиление пролиферации 
Т-клеток под влиянием ДГЭАС реализуется 
через RACK-1-зависимый механизм актива-
ции, поскольку было показано, что добавление 
ДГЭАС в культуры клеток приводит к увеличе-
нию экспрессии на Т-лимфоцитах рецепторов 
к активированной C-киназе 1 (RACK-1) [8]. 

Однако влияние ДГЭАС на пролифератив-
ную активность Т-лимфоцитов, очевидно, 
может быть не только прямым, но и опосре-
доваться непрямыми механизмами, например, 
через модуляцию свойств антигенпрезенти-
рующих дендритных клеток. Действительно, 
фенотипический анализ показал, что добавле-
ние ДГЭАС на стадии дозревания ДК сопрово-
ждается достоверным увеличением количества 
зрелых (CD83+), в том числе активированных 
(CD25+) ДК. Canning M.O. с соавт. также по-
казали, что добавление ДГЭАС к ДК, генери-
руемым из моноцитов периферической крови 
в присутствие GM-CSF и IL-4, приводит к об-
разованию ДК с более зрелым фенотипом, что 
проявляется увеличением экспрессии кости-
муляторных молекул CD80 и снижением экс-
прессии молекул адгезии CD43 [7]. 

Изменение фенотипических характеристик 
ДК мы наблюдали только при добавлении 
ДГЭАС на этапе их конечного дозревания, что, 
по-видимому, может быть обусловлено посте-
пенным увеличением плотности рецепторов 
на ДК, через которые реализуются эффекты 
гормона, а также костимуляторным действи-
ем специфического сигнала созревания (LPS). 
В любом случае, наши данные свидетельству-
ют о различной чувствительности ДК к ДГЭ-
АС в зависимости от стадии дифференцировки 
и зрелости. 

В качестве функциональных характеристик 
ДК, генерируемых в присутствии ДГЭАС, нами 
оценивалась их аллостимуляторная актив-
ность в СКЛ и влияние на субпопуляционный 
состав NK-клеток. Установлено, что ДКДГЭАС  
отличаются более выраженной способностью 
активировать пролиферацию Т-клеток в ответ 
на аллоантигены по сравнению с ДК, генери-
руемыми в стандартных условиях. Полученные 
результаты согласуются с данными литерату-
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ры [7] и свидетельствуют о возможном участии 
ДГЭАС в нарушении механизмов толерантно-
сти к аллоантигенам плода у беременных с ги-
перандрогенией. 

Изменение субпопуляционного состава NK-
клеток под влиянием ДК, которое проявляется 
снижением числа CD56+СD16+ клеток, может 
быть связано с усилением апоптоза клеток, 
снижением уровня экспрессии СD16-молекул 
или «слущивания» FcγRIII с NK-клеток [17]. 
В пользу апоптоза свидетельствуют данные, де-
монстрирующие возможность апоптотической 
гибели NK-клеток после стимуляции через 
СD16-рецептор [14, 20]. В литературе встреча-
ются сообщения о способности активирован-
ных NK-клеток к контакт-зависимому лизису 
незрелых ДК, тогда как зрелые CD83+ДК явля-
ются NK-резистентными [23]. Поэтому не ис-
ключено, что одним из возможных механизмов 
снижения CD56+СD16+клеток в культурах ДК-
NK является запуск активационного апопто-
за NK-клеток через стимуляцию CD16 в про-
цессе лизиса ими незрелых ДК. Аналогичным 
образом апоптоз NK-клеток под влиянием 
ДК может осуществляться и через стимуляцию 
Fas или СD2 молекул [12]. Кроме того, извест-
но, что ДК, в том числе генерируемые в интер-
фероновом протоколе, экспрессируют TRAIL 
(TNF-related apoptosis-inducing ligand – ли-
ганд, принадлежащий к семейству TNF и ин-
дуцирующий апоптоз) [10], тогда как в NK-
клетках содержится мРНК для всех рецепторов 
к этому лиганду [16]. Эти данные не исключа-
ют участия TRAIL-опосредованного апоптоза 
NK-клеток при их совместном культивирова-
нии с дендритными клетками. При этом раз-
личный уровень снижения/гибели NK-клеток 
в культурах с ДК0 и ДКДГЭАС может быть связан 
с особенностями экспрессии перечисленных 
лигандов и их рецепторов на взаимодействую-
щих клетках.

В своих предыдущих работах нами было 
показано, что у беременных с надпочечнико-
вой гиперандрогенией отмечается увеличе-
ние доли активированных СD16+CD56+ NK-
клеток в периферической крови [2], однако 
механизмы этого феномена оставались не-
ясными. Проведенные витральные исследо-
вания свидетельствуют о возможном участии 
ДГЭАС, который через модуляцию свойств 
ДК, ослабляет их контроль над количеством 
СD16+CD56+ NK-клеток. 

Таким образом, ДГЭАС в культуре in vitro 
стимулирует генерацию и созревание ДК, 

а также усиливает их аллостимуляторную ак-
тивность. Можно полагать, что изменение 
фенотипических и функциональных харак-
теристик ДК под влиянием данного гормона 
может быть одним из возможных механизмов 
нарушения иммунологической толерантности 
к антигенам плода и развития гестационных 
осложнений у беременных с надпочечниковой 
гиперандрогенией. 
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