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ФЕНОТИПИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ДЕНДРИТНЫХ 
КЛЕТОК ПРИ РАЗЛИЧНЫХ ВАРИАНТАХ СТИМУЛЯЦИИ 
СОЗРЕВАНИЯ
Фадеев Ф.А., Александрова А.Д., Могиленских А.С.
ГАУЗ СО «Институт медицинских клеточных технологий», г. Екатеринбург, Россия

Резюме. Дендритные клетки, полученные из моноцитов периферической крови, могут использо-
ваться для клеточной иммунотерапии онкологических заболеваний. Чаще всего для иммунотерапии 
используют зрелые ДК, сенсибилизированные опухолеассоциированными антигенами. Функци-
ональная активность ДК при иммунотерапии во многом определяется их иммунофенотипом и се-
креторным профилем, формирующимися после созревания. Целью данной работы являлась оценка 
фенотипических свойств ДК при стимуляции созревания различными способами. 

Стимуляция созревания ДК осуществлялась с использованием провоспалительных цитокинов и 
их смесей, а также лигандов дендритноклеточных TLRs. Для стимуляции были использованы: TNF, 
poly I:C, LPS, цитокиновый коктейль (TNF + IL-1 + IL-6 + PGE2), коктейль в смеси с poly I:C, а так-
же лизат клеток меланомы. Через 48 часов после стимуляции созревания оценивали уровень экспрес-
сии ДК-рецепторов, принимающих участие во взаимодействии с Т-лимфоцитами, используя метод 
проточной цитофлуориметрии. Также оценивали секрецию клетками IL-12 (активатора Т-клеточного 
иммунного ответа) и IL-10 (ингибитора Т-клеточного иммунного ответа) с помощью ИФА. 

Нами было показано, что ДК, полученные после стимуляции цитокиновым коктейлем, демон-
стрируют наиболее высокий уровень экспрессии рецепторов, необходимых для взаимодействия с 
Т-лимфоцитами и активации клеточного звена иммунитета: антигенпрезентирующих (HLA-DR), 
костимулирующих (CD83, CD40, CD86) и рецепторов, контролирующих миграцию ДК в лимфоузлы 
(CCR7). Кроме того, стимулированные с помощью коктейля ДК активно секретируют как IL-12, так 
и IL-10. Эффект от применения TNF и poly I:C был умеренным: экспрессия большинства рецепторов 
была существенно ниже, чем при использовании коктейля; достоверных отличий от контроля (без 
стимуляции созревания) по уровню секреции IL-12 выявлено не было. LPS и лизат клеток меланомы 
практически не оказали влияния как на иммунофенотип, так и на секреторный профиль ДК. Добав-
ление к цитокиновому коктейлю poly I:C практически не оказало влияния на рецепторный пейзаж 
ДК, но привело к значительному увеличению секреции как провоспалительного IL-12, так и проти-
вовоспалительного IL-10. 

Полученный результат позволяет предварительно рассматривать смесь цитокинового коктейля с 
poly I:C как наиболее эффективное средство для стимуляции созревания ДК. В то же время требуются 
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дальнейшие эксперименты по сравнению функциональной активности ДК, полученных с использо-
ванием разных способов стимуляции созревания.

Ключевые слова: дендритные клетки моноцитарного происхождения, стимуляция созревания, рецепторы, цитокины, 
иммунофенотипирование, секреторный профиль 

PHENOTYPIC FEATURES OF DENDRITIC CELLS WHEN USING 
DIFFERENT MODES OF THEIR STIMULATED MATURATION
Fadeyev F.A., Aleksandrova A.D., Mogilenskikh A.S.
Institute of Medical Cell Technologies, Ekaterinburg, Russian Federation

Abstract. Monocyte-derived dendritic cells (DCs) can be used for cell immunotherapy of cancer. In most 
cases, mature DCs, loaded with tumor-associated antigens, are used for immune therapy. The functionality of 
DCs for immunotherapy substantially depends on their immunophenotype and secretory profile, which are 
established after DCs maturation. The purpose of this research was to explore the phenotype of DCs after using 
various approaches for stimulation of their maturation. 

Maturation of DCs was stimulated by pro-inflammatory cytokines and their mixtures, or by ligands to the 
TLRs of DCs. DCs were stimulated by the following means: TNF; poly I:C; LPS; cytokine cocktail (TNF + 
IL-1 + IL-6 + PGE2); the cocktail mixed with poly I:C; and melanoma cells lysate. Forty-eight hours after 
stimulation, the expression of DCs’ receptors involved into their interaction with T cells, was evaluated by 
flow cytometry. Moreover, the secretion of IL-12 (activator of T cell response) and IL-10 (inhibitor of T cell 
response) was estimated by ELISA technique. 

We have shown that, following stimulation with cytokine cocktail, the DCs exhibit highest expression 
of receptors, which are necessary for interaction with T cells and for activation of T cell mediated immune 
response, i.e., antigen-presenting receptors (HLA-DR), co-stimulatory receptors (CD83, CD40, CD86), and 
receptors controlling the migration of DCs to lymph nodes (CCR7). Moreover, the cocktail-stimulated DCs 
intensively secrete both IL-12 and IL-10. The stimulatory effect of TNF and poly I:C proved to be moderate: 
the expression of most receptors was significantly lower than after using the cocktail; no significant differences 
from control (in absence of induced maturation) in IL-12 secretion were detected. LPS and melanoma cell 
lysate did not affect both expression of receptors and secretory profile of DCs. Addition of poly I:C to the 
cytokine cocktail did not affect the receptor expression, but significantly increased the secretion of both pro-
inflammatory IL-12 and anti-inflammatory IL-10. 

The results of experiments demonstrate that the mixture of cytokine cocktail and poly I:C seems to be the 
most effective tool for stimulation of DCs maturation. However, further experiments are required to compare 
the functionality of DCs when using different tools for induced DC maturation.

Keywords: dendritic cells of monocytic origin, induced maturation, receptors, cytokines, immunophenotyping, secretion profile

Введение
Одним из современных направлений в тера-

пии онкологических заболеваний является им-
мунотерапия. Данное направление предполагает 
искусственную стимуляцию иммунных механиз-
мов защиты против опухолевых клеток и вклю-
чает в себя, в частности, клеточную терапию с 
использованием клеток, участвующих в развитии 
противоопухолевого иммунного ответа.

Ключевую роль в инициации и развитии адап-
тивного противоопухолевого иммунного отве-
та играют дендритные клетки (ДК). Эти клетки 
выполняют функцию антигенпрезентирующих 
клеток, которые представляют эпитопы опухо-
леассоциированных антигенов Т-лимфоцитам 
и инициируют их дальнейшую пролиферацию 
и дифференцировку. Кроме того, ДК во многом 

определяют направление дифференцировки наи-
вных Т-лимфоцитов. 

В то же время ДК сами по себе не обладают на-
борами рецепторов, способными напрямую рас-
познавать опухолеассоциированные антигены, 
что в значительной мере затрудняет инициацию 
Т-зависимого противоопухолевого иммунного 
ответа. Помимо этого, сами опухолевые клет-
ки обладают иммуносупрессивной активностью, 
вследствие чего противоопухолевая активность 
иммунной системы остается зачастую недостаточ-
ной для предотвращения дальнейшего их роста [6]. 

Способность дендритных клеток иниции-
ровать иммунный ответ и презентировать анти-
гены Т-клеткам позволяет рассматривать их в 
качестве перспективного средства для терапии 
онкологических заболеваний посредством акти-
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вации Т-звена иммунитета, хотя их медицинское 
применение носит пока, в основном, характер 
клинических испытаний. Дендритноклеточные 
вакцины использовали для лечения меланомы [3, 
16], глиобластомы [13], рака предстательной же-
лезы [29], молочной железы [1, 20]. 

В большинстве случаев в терапевтических це-
лях используют полученные in vitro аутогенные 
дендритные клетки. Эти клетки сенсибилизи-
руются опухолеассоциированными антигенами 
и, кроме того, подвергаются дополнительному 
воздействию для стимуляции созревания. В ходе 
созревания ДК приобретают способность к пре-
зентации антигенов и к активации Т-клеток. 
Полученные зрелые ДК после введения паци-
енту должны мигрировать в лимфоузлы, презен-
тировать наивным CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитам 
эпитопы опухолеассоциированных антигенов 
и стимулировать их пролиферацию и диффе-
ренцировку в обладающие противоопухолевой 
активностью Т-хелперы-1 и цитотоксические 
Т-лимфоциты соответственно [7,  25]. В то же 
время клинические испытания демонстриру-
ют, как правило, ограниченную эффективность 
дендритноклеточной терапии [17,  32]. Причи-
нами низкой эффективности ДК вакцин могут 
являться как иммуносупрессорный эффект опу-
холевых клеток и снижение уровня экспрессии 
ими опухолеассоциированных антигенов, так и 
ограниченная функциональная активность са-
мих введенных пациенту дендритных клеток и, в 
частности, низкий уровень их миграции в пери-
ферические лимфоузлы для последующего кон-
такта с Т-клетками [30].

Очевидным способом повышения функци-
ональной активности ДК может являться под-
бор способа стимуляции их созревания, обеспе-
чивающий максимальный уровень экспрессии 
рецепторов, участвующих во взаимодействии с 
Т-клетками, а также секреции ДК цитокинов, 
влияющих на дифференцировку Т-лимфоцитов. 

В данной работе нами было проанализиро-
вано влияние состава смесей, применяемых для 
стимуляции созревания ДК, на экспрессию ими 
антигенпрезентирующих и костимулирующих 
рецепторов, а также на их секреторную актив-
ность. В качестве факторов стимуляции созрева-
ния ДК эти смеси содержали провоспалительные 
цитокины и лиганды для паттерн-распознающих 
рецепторов (PRR).

Материалы и методы
Получение незрелых дендритных клеток
В работе использовали периферическую кровь 

здоровых доноров в возрасте 23-43 лет после по-
лучения от них информированного согласия. ДК 
получали из моноцитов крови путем их цитоки-
новой стимуляции, согласно модифицированной 

методике [2]. Взятую из вены периферическую 
кровь в объеме 70 мл смешивали с равным объ-
емом раствора Дюльбекко (DPBS) без кальция и 
магния. Из полученной смеси выделяли фракцию 
мононуклеарных клеток с помощью раствора для 
сепарации клеток Lympholyte-H (Cedarlane, Кана-
да). Кровь смешанную с DPBS, наслаивали на рас-
твор для сепарации клеток и центрифугировали 
при 800 g в течение 20 мин., после чего на границе 
раздела фаз собирали кольцо из мононуклеарных 
клеток. Собранную мононуклеарную фракцию от-
мывали дважды раствором Эрла, ресуспендирова-
ли в 30 мл среды RPMI-1640 («ПанЭко», Россия) и 
переносили в культуральный флакон Т175 (Nunc, 
Дания). Флакон инкубировали в течение 2 часов 
в СО2-инкубаторе. В течение этого времени про-
исходила адгезия моноцитов на пластике флако-
на. По завершении инкубации флакон отмывали 
от неадгезировавшихся клеток (преимущественно 
лимфоцитов); адгезировавшиеся на пластике мо-
ноциты оставались во флаконе.

После отмывки во флакон с моноцитами вно-
сили ростовую среду с AIM-V (Gibco, Thermo 
Fisher Scientific, США) с добавлением цитоки-
нов: гранулоцитарно-макрофагального колони-
естимулирующего фактора (GM-CSF, 72 нг/мл) 
и интерлейкина-4 (IL-4, 30 нг/мл) (SCI-STORE, 
Россия) для стимуляции дифференцировки кле-
ток. Клетки культивировали в СО2-инкубаторе 
(37 °С, 5% СО2) на протяжении 6 суток. На 2-е и 
4-е сутки в среду дополнительно вносили цито-
кины в тех же концентрациях.

Стимуляция созревания ДК
Из флакона с полученными незрелыми ДК 

удаляли ростовую среду. Клетки инкубировали в 
течение 15 мин. в TrypLE (Thermo Fisher Scientific, 
США), после чего дополнительно снимали не-
открепившиеся клетки скребком. ДК отмывали 
от остатков TrypLE, ресуспендировали в свежей 
ростовой среде того же состава и рассевали их в 
лунки 12-луночных планшетов (Eppendorf, Гер-
мания) с плотностью посева 200 тыс. клеток/см2. 
После этого в лунки планшетов вносили смеси 
для созревания ДК следующего состава:

– фактор некроза опухоли α (TNFα, итого-
вая концентрация в среде 20 нг/мл) (ProSpec, Из-
раиль);

– полиинозиновая / полицитидиловая кис-
лота (poly I:C, 25 мкг/мл) (InvivoGen, США);

– липополисахарид (LPS, 1 мкг/мл) (Thermo 
Fisher Scientific, США);

– «коктейль» из TNFα (20 нг/мл) + IL-1β 
(10 нг/мл) (ProSpec, Израиль) + IL-6 (20 нг/ мл) 
(SCI-STORE, Россия) + простагландин Е2 (PGE2, 
1 мкг/мл) (Santa Cruz Biotechnology, США);

– «коктейль», смешанный с poly I:C (кон-
центрации компонентов – те же);

– лизат опухолевых клеток (из расчета 1 ли-
зированная опухолевая клетка на 1 ДК).



256

Fadeyev F.A. et al.
Фадеев Ф.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Планшеты с ДК со смесями для стимуляции 
созревания инкубировали в СО2-инкубаторе в 
течение 48 часов. По завершении инкубации 
ростовую среду с неадгезированными клетками 
переносили в пробирки и центрифугировали при 
1200 об/мин в течение 10 мин., после чего надо-
садочную жидкость переносили в отдельные про-
бирки и замораживали для ИФА. Параллельно 
адгезированные на дне лунок планшета ДК инку-
бировали с TrypLE в течение 15 мин., после чего 
клетки снимали пластика с помощью скребка и 
переносили их в пробирки с неадгезированными 
клетками из тех же лунок. Экспрессию рецепто-
ров полученными ДК определяли методом про-
точной цитофлуориметрии.

Подсчет количества клеток осуществляли с 
использованием счетчика клеток TC20 (Bio-Rad, 
США).

Получение лизата опухолевых клеток
Для получения лизата опухолевых клеток ис-

пользовали линию клеток меланомы кожи SK-
mel-2. Клетки выращивали в среде DMEM + 
F-12 («ПанЭко», Россия) с добавлением 10%-ной 
фетальной телячьей сыворотки (FBS) (Biosera, 
Франция). После формирования 80%-ного моно-
слоя клетки снимали с пластика раствором 0,25%-
ным раствором трипсина с ЭДТА («ПанЭко», 
Россия), фермент подвергали нейтрализации рас-
твором Эрла с 10% FBS. Клетки в суспензии осаж-
дали центрифугированием и, после удаления на-
досадочной жидкости, лизировали их 5-кратным 
замораживанием в жидком азоте – оттаиванием.

Проточная цитофлуориметрия
Клетки отмывали фосфатным буфером (PBS) 

от остатков среды и окрашивали их красителем 
Zombie Aqua (BioLegend, США) для дифферен-
цировки живых и мертвых клеток. После отмыв-
ки от красителя к клеткам добавляли антитела с 
флуоресцентными метками к соответствующим 

рецепторам. Все операции выполняли в соот-
ветствии с инструкциями производителей. В ра-
боте использовали антитела анти-CD86-PC5.5, 
анти-CD40-PC7, анти-CD14-APC, анти-CD11c-
APC-Cy7, анти-HLA-DR-PB, анти-CCR7-PE, 
анти-CD83-PC5.5, анти-CD1a-PC7 (все антитела 
производства BioLegend). Цитометрию прово-
дили на проточном цитофлуориметре Navios 10 
(Beckman Coulter, США).

Иммуноферментный анализ (ИФА)
Концентрацию цитокинов (IL-12 и IL-10) в 

супернатанте оценивали методом ИФА с исполь-
зованием тест-систем ELISA MAX™ Deluxe Set 
Human IL-12 (p70) (кат. номер 431704, BioLegend, 
США) и Интерлейкин-10-ИФА-БЕСТ (кат. но-
мер A-8774, АО «Вектор-Бест», Россия) в соот-
ветствии с инструкциями производителей.

Статистика
Все эксперименты выполнены в 4 повторах, 

по 3-4 технических дубля для каждого повтора. 
Для всех повторов использовали МНК, получен-
ные от разных доноров. Для оценки достоверно-
сти различий при проведении множественных 
сравнений с контрольной группой применяли 
критерий Данетта, для проведения парных мно-
жественных сравнений – односторонний тест 
ANOVA. Для проверки нормальности распре-
деления использовали критерий Колмогорова–
Смирнова. Уровнем статистической достоверно-
сти различий считали p < 0,05.

Результаты
Для получения ДК использовали моноциты, 

выделенные из крови 4 доноров. После 6 суток 
дифференцировки в среде с GM-CSF и IL-4 клет-
ки приобретали характерную для незрелых ДК 
отростчатую форму, оставаясь при этом, большей 
частью, адгезированными на пластике (рис. 1A). 
При этом отмечалось практически полное пре-

Рисунок 1. Дендритные клетки после стимуляции созревания (репрезентативные изображения)
Примечание. A – контроль без стимуляции. Б – TNF. В – коктейль. Г – poly I:C. Световая микроскопия, увеличение 400××.
Figure 1. Dendritic cells after stimulation of maturation (representative images)
Note. A, control without stimulation. B, TNF. C, cocktail. D, poly I:C. Light microscopy, magnification 400×.

А (А) Г (D)Б (B) В (C)
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Рисунок 3. Экспрессия ДК рецепторов CCR7, CD83, CD1a, CD40, CD86, HLA-DR после стимуляции созревания
Примечание. Для CD86 и HLA-DR на гистограммах отображены значения MFI, для остальных – процент экспрессирующих 
рецептор клеток. Данные представлены в виде Х±m, где Х – среднее значение, m – стандартная ошибка среднего. 
Статистически достоверные отличия от контроля отмечены звездочками.
Figure 3. Expression of CCR7, CD83, CD1a, CD40, CD86, HLA-DR receptors by DCs after stimulation of maturation
Note. On CD86 and HLA-DR bar graphs the MFI was shown, on other graphs the percentage of receptor-expressing cells was demonstrated. 
The data were presented in the form Х±m, where m was the standard error of the arithmetic average X. Statistically significant differences from 
control are signified by asterisks.
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кращение экспрессии клетками рецептора CD14 
(практически до фонового уровня) в сочетании 
с очень значительным повышением экспрессии 
CD11c.

Полученные в результате дифференцировки 
моноцитов незрелые ДК подвергали воздействию 
различных смесей для стимуляции созревания. 
После двух суток инкубации оценивали имму-
нофенотип полученных клеток, а также уровень 
секреции ими IL-12 и IL-10. Использование всех 
смесей для созревания сопровождалась характер-
ными для зрелых клеток изменениями морфо-
логии: увеличением числа псевдоподий и откре-
плением большей части клеточной популяции от 
пластика [10, 15], хотя, в целом, при использова-
нии коктейля доля открепившихся была визуаль-
но выше, чем при использовании других факто-
ров дифференцировки (рис. 1Б, В, Г).

Иммунофенотип полученных ДК анализи-
ровали методом проточной цитофлуориметрии. 
Гейтирование ДК проводили по схеме, представ-
ленной на рисунке 2 (см. 3-ю стр. обложки). ДК 
идентифицировали как CD11c+ клетки, остав-
шиеся после предварительного гейтирования по 
параметрам прямого и бокового светорассеяния 
и исключения нежизнеспособных клеток и ду-
плетов. Выделенные в результате гейтирования 
клетки имели высокий уровень экспрессии ха-
рактерных для ДК рецепторов CD86, CD40 и 
HLA-DR [5, 22], при этом доля клеток с CD14+ 
иммунофенотипом во всех случаях составила ме-
нее 1% анализируемой популяции. 

Рисунок 4. Секреция IL-12 (светлые столбцы) и IL-10 
(темные столбцы) дендритными клетками
Примечание. Статистически достоверные отличия от 
контроля отмечены звездочками.
Figure 4. Secretion of IL-12 (light bars) and IL-10 (dark bars) by 
dendritic cells
Note. Statistically significant differences from control are signified by 
asterisks.

Результаты оценки иммунофенотипа полу-
ченных ДК представлены на рисунке 3. Уровень 
экспрессии HLA-DR и CD86 оценивали в едини-
цах флуоресценции (MFI), так как эти рецепторы 
присутствовали на поверхности > 90% клеток при 
всех способах стимуляции созревания (включая 
контроль). По остальным рецепторам представ-
лена доля экспрессирующих их клеток. Наиболее 
высокие уровни экспрессии рецепторов, в целом, 
отмечены при использовании коктейля, а также 
коктейля в смеси с poly I:C. В то же время при ис-
пользовании LPS или лизата не наблюдается до-
стоверного увеличения этих показателей по срав-
нению с клетками без стимуляции. 

Данные о секреции ДК IL-12 и IL-10 по ре-
зультатам ИФА представлены на рисунке 4. Се-
креция IL-12 превышает фоновый уровень лишь 
при использовании цитокинового коктейля 
(в том числе с poly I:C). При этом наибольшая 
концентрация IL-10 также отмечалась в средах, 
где использовался коктейль.

Обсуждение
Для проведения дендритноклеточной терапии 

используют дендритные клетки, выделяемые из 
периферической крови, или получают их путем 
дифференцировки из моноцитов. Чаще всего 
применяется второй способ, так как количество 
конвенциональных ДК в крови относительно 
невелико по сравнению с содержанием в ней 
моноцитов [19]. Для получения ДК нами был 
использован классический способ дифференци-
ровки моноцитов в незрелые ДК путем культиви-
рования в среде с добавлением GM-CSF и IL-4. 
Дифференцировка моноцитов в незрелые ДК 
подтверждалась как характерными морфологи-
ческими изменениями клеток, так и изменением 
их иммунофенотипа: повышением уровня экс-
прессии CD86, CD40 и CD11c в сочетании с пре-
кращением экспрессии клетками маркера моно-
цитов CD14.

Результативность дендритноклеточной тера-
пии во многом зависит от иммунофенотипа ДК, 
а также от их секреторного профиля, формиру-
ющихся после созревания клеток. В целом, сти-
муляция созревания незрелых ДК сводится к 2 
основным способам: (1) воздействие провоспали-
тельных цитокинов и (2) использование лигандов 
для патоген-распознающих рецепторов (PRR), а 
также их смесей [9]. В данной работе нами была 
оценена стимулирующая активность TNFα и ци-
токинового «коктейля» из TNFα, IL-1, IL-6 с до-
бавлением PGE2 [23]. Также были использованы 
лиганды PRR: poly I:C, имитирующий вирусную 
2-цепочечную РНК (лиганд TLR3), LPS (лиганд 
TLR4) и, кроме того, лизированные клетки ме-
ланомы как источник DAMP (danger-associated 
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molecular patterns, «молекулярные образы, ассо-
циированные с опасностью»), которые также яв-
ляются триггерами для созревания ДК [14].

Эффективность стимуляции созревания 
ДК оценивали по уровню экспрессии ими ре-
цепторов, обеспечивающих взаимодействие с 
Т-клетками: антигенпрезентирующих (HLA-DR, 
CD1a), костимулирующих (CD86, CD83, CD40) 
и рецепторов, контролирующих миграцию ДК в 
лимфоузлы (CCR7). Созревание ДК должно со-
провождаться повышением уровня экспрессии 
большинства из этих рецепторов. Также оцени-
вался уровень секреции ДК цитокинов: IL-12, 
активирующего Т-звено иммунитета и оказыва-
ющего влияние на дифференцировку наивных 
CD4+ клеток в Тh1 и IL-10, напротив, подавля-
ющего секрецию IL-12 и ингибирующего актив-
ность Т-хелперов 1 [12].

Эффект от LPS на созревание ДК выявлен не 
был: достоверных различий с контролем не было 
выявлено ни по одному из исследованных па-
раметров экспрессии клетками рецепторов или 
секреции цитокинов. Примечательно, что LPS 
довольно часто используется как фактор стиму-
ляции созревания ДК [4, 9]. При этом в работе 
Fu ikova и соавт., 2011, также отмечено слабое 
влияние LPS на созревание ДК при культивиро-
вании клеток в бессывороточной среде [18]. Вза-
имодействие LPS с TLR4 должно активировать 
ряд транскрипционных факторов (в том числе 
NF-κB), инициирующих созревание ДК [28]. 
В то же время стимуляция с помощью LPS при-
водит к активации экспрессии генов DUSP-1 
и TNFAIP3. Эти гены подавляют активность 
NF- κB, формируя механизм саморегулирования 
стимулирующего эффекта LPS [9]. Не исключе-
но, что данный феномен объясняет отсутствие 
видимого эффекта от применения LPS в экспе-
риментах.

Лизат клеток меланомы также не проявил сти-
мулирующей активности в отношении ДК. На-
против, уровень экспрессии CD40 и СCR7 был 
ниже, чем в контроле, что является признаком 
подавления созревания клеток. Данный резуль-
тат вполне ожидаем, так как опухолевые клетки 
могут содержать иммуносупрессивные факторы, 
хотя есть сведения об успешной стимуляции со-
зревания ДК с помощью смеси нескольких ли-
ний клеток меланомы, подвергшихся апоптозу/
некрозу [31].

Рецептор CD83 считается одним из значимых 
маркеров созревания ДК и, по-видимому, оказы-
вает существенное влияние на антигенпрезенти-
рующие функции за счет регулировки сортиров-
ки комплексов пептид-MHC II в эндосомах [21]. 
Статистически достоверное увеличение доли 
клеток, экспрессирующих CD83, по сравнению с 

контролем, отмечено при использовании TNFα, 
«коктейля», poly I:C и «коктейля» + poly I:C. Наи-
более высокий процент CD83+ клеток отмечается 
при использовании «коктейля» и «коктейля» + 
poly I:C, при использовании только TNFα или 
только poly I:C этот показатель был достоверно 
ниже (рис. 3). 

Хемокиновый рецептор CCR7 играет ключе-
вую роль в привлечении зрелых ДК в лимфоуз-
лы [8] и поэтому может рассматриваться как один 
из значимых параметров, определяющих функ-
циональную активность ДК. Доля CCR7+ клеток 
достоверно отличалась от контрольной только 
после стимуляции «коктейлем» и «коктейлем» 
+ poly I:C, что, очевидно, объясняется, эффек-
том от набора провоспалительных цитокинов в 
сочетании с PGE2, стимулирующим созревание 
ДК и усиливающим экспрессию ими CCR7 [27]. 
При использовании только TNFα или poly I:C 
достоверных отличий от контроля не отмечалось 
(рис. 3).

Максимальный уровень экспрессии рецепто-
ров CD86, CD40 и HLA-DR также отмечен при 
использовании «коктейля» и смеси «коктейль» + 
poly I:C (рис. 3).

Секреция IL-12, превышающая пороговый 
уровень, была выявлена лишь при использова-
нии цитокинового коктейля, что вполне ожида-
емо, так как содержащиеся в коктейле цитоки-
ны TNFα, IL-1 активируют транскрипционный 
фактор NF-κB, что, в свою очередь, приводит к 
усилению секреции IL-12 [24]. При этом исполь-
зование только TNFα оказалось не достаточным 
для стимуляции продукции IL-12. Аналогичный 
результат наблюдался при использовании poly 
I:C, несмотря на возможность активации NF-κB 
и IRF3 за счет лиганд-рецепторного взаимодей-
ствия с TLR3 [33]. В то же время сочетание кок-
тейля и poly I:C дало синергетический эффект и 
привело к почти двукратному увеличению коли-
чества секретируемого цитокина.

При этом схожий эффект наблюдался и в от-
ношении толерогенного IL-10: совместная сти-
муляция ДК коктейлем и poly I:C сопровождалась 
достоверно более высоким уровнем секреции 
данного цитокина, чем при использовании каж-
дого компонента по отдельности. Вероятно, в 
данном случае наблюдалась совместная актива-
ция синтеза IL-10, опосредованная лиганд-ре-
цепторным взаимодействием TLR3 и воздей-
ствием PGE2 из состава коктейля [26].

Интересно отметить, что, по данным Cernadas 
и соавт. (2009), CD1a+ ДК имеют значитель-
но более высокий уровень секреции IL-12, чем 
CD1a- клетки [11]. При этом стимуляция созре-
вания ДК не приводила к повышению уровня 
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экспрессии CD1a. Напротив, при использова-
нии коктейля и коктейля + poly I:C доля CD1a+ 
клеток была ниже, чем при использовании дру-
гих способов стимуляции и в контроле, несмо-
тря на относительно высокий уровень секреции 
IL-12 (рис. 3). 

В целом, наибольшую эффективность в сти-
муляции созревания ДК продемонстрировал 
коктейль, что, очевидно, обеспечивалось со-
четанным действием провоспалительных цито-
кинов и PGE2. Данный вывод также подтверж-
дается наиболее высоким уровнем активации 
Т-клеток при совместном культивировании со 
зрелыми ДК после стимуляции коктейлем (дан-
ные не представлены). Стимулирующий эффект 
от применения poly I:C был существенно ниже и, 
кроме того, сопровождался секрецией IL-10. В то 
же время добавление poly I:C к коктейлю привело 
к существенному росту уровня секреции ДК как 
IL-12, так и IL-10, но не оказало влияния на экс-
прессию клеточных рецепторов.

Заключение
По результатам проведенного исследования 

наибольшую эффективность в стимуляции со-
зревания ДК продемонстрировал цитокино-
вый коктейль, а также коктейль в смеси с poly 
I:C. Прошедшие созревание под воздействием 
коктейля ДК демонстрировали максимальный 
уровень экспрессии рецепторов, связанных с 
их иммуностимулирующей функцией, а также 
высокую концентрацию секретируемого IL-12. 
Примечательно, что добавление poly I:C к кок-
тейлю практически не оказывало влияния на 
иммунофенотип ДК, но приводило к кратному 
увеличению секреции как IL-12, являющегося 
одним из значимых активаторов Т-клеточного 
звена иммунитета, так и IL-10, ингибирующего 
иммунный ответ. Тем не менее использование 
смеси коктейля с poly I:C может рассматриваться 
как один из способов, повышающих эффектив-
ность стимуляции созревания ДК, культивируе-
мых in vitro. 
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