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АЛЛЕРГИЧЕСКИЙ КОНТАКТНЫЙ ДЕРМАТИТ У МЫШЕЙ 
С ДЕФИЦИТОМ ИНТЕРЛЕЙКИНА-6 В ДЕНДРИТНЫХ 
КЛЕТКАХ
Горшкова Е.А., Медведовская А.Д., Губернаторова Е.О.
ФГБУН «Институт молекулярной биологии имени В.А. Энгельгардта» Российской академии наук, Москва, 
Россия

Резюме. Контактный дерматит – заболевание, характеризующееся воспалением кожи, вызванным 
внешними агентами, чаще всего аллергенами. У пациентов с контактным дерматитом нарушена ба-
рьерная функция кожи, из-за чего эпидермис становится легко проницаемым. Гаптены, в том чис-
ле оксазолон, – небольшие молекулы, легко проникающие через эпидермальный барьер. При свя-
зывании оксазолона с собственными тканевыми белками образуются новые конформации белков, 
вызывающие иммунный ответ и впоследствии развитие аллергического контактного дерматита. Ра-
нее была описана патогенная роль интерлейкина-6 в развитии контактного дерматита в различных 
мышиных моделях. Дендритные клетки, наряду с кератиноцитами, являются важным источником 
IL-6 в коже и, кроме того, являясь антиген-презентирующими клетками, вовлечены в развитие ал-
лергической реакции. Для того чтобы установить функции IL-6 из дендритных клеток в патогенезе 
аллергического контактного дерматита, у мышей с дефицитом IL-6 в дендритных клетках и контроль-
ных мышей дикого типа индуцировали контактный дерматит путем нанесения спиртового раствора 
оксазолона на кожу брюха и затем на кожу ушей. Было установлено, что у мышей с дефицитом IL-6 
в дендритных клетках индукция оксазолон-зависимой контактной чувствительности приводит к раз-
витию более сильного заболевания, чем у мышей дикого типа. Таким образом, дендритные клетки 
при помощи IL-6 могут выполнять протективные и регуляторные функции в АКД. Реализация этих 
функций может быть опосредована активностью TGF-β, экспрессия которого снижена у мышей с 
тканеспецифичным нокаутом IL-6 в дендритных клетках. TGF-β является важным регуляторным ци-
токином, контролирующим баланс эффекторных и регуляторных популяций Т-клеток. Кроме того, 
TGF-β важен для разрешения воспаления и заживления тканей. В то же время отсутствие разницы 
в экспрессии IL-4 и IL17a свидетельствует о том, что у высоко чувствительных к дерматиту мышах с 
дефицитом IL-6 из дендритных клеток не затронуты Th2- и Th17-ветви клеточного ответа. Эффек-
ты системного дефицита IL-6, показанные в различных моделях дерматита, свидетельствуют о пре-
имущественно патогенной роли этого цитокина в развитии аллергического контактного дерматита  
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в мышиной модели, при этом дендритные клетки, по всей видимости, служат источниками «защит-
ного» IL-6, участвуя не только в развитии иммунного ответа, но и в репарации и поддержании барьер-
ных функций кожи.

Ключевые слова: аллергический контактный дерматит, дендритные клетки, IL-6, мышиная модель, оксазолон, 
воспаление кожи

ALLERGIC CONTACT DERMATITIS IN MICE WITH 
INTERLEUKIN-6 DEFICIENCY IN DENDRITIC CELLS
Gorshkova E.A., Medvedovskaya A.D., Gubernatorova E.O.
Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation

Abstract. Contact dermatitis is a disease characterized by skin inflammation caused by external agents, most 
commonly, allergens. Patients with contact dermatitis have impaired skin barrier function, causing permeability 
of the epidermis layer. Haptens, including oxazolone, are the small molecules that easily penetrate the epidermal 
barrier. When oxazolone binds to the tissue proteins, new antigenic conformations are formed, triggering an 
immune response and, subsequently, the development of allergic contact dermatitis. The pathogenic role of 
interleukin-6 in the development of contact dermatitis has been previously described in various murine models. 
Dendritic cells (DC), along with keratinocytes, are an important source of IL-6 in the skin. Moreover, DC as 
an antigen-presenting cells are involved in the development of allergic reaction. To establish the functional 
role of IL-6 from DC in development of allergic contact dermatitis, we induced dermatitis in the knockout 
mice with deficiency of IL-6 in dendritic cells (CD11c-IL-6 KO), and in wild-type control mice by applying 
oxazolone to the abdominal skin and then to the skin of the ears. 

Mice with deficiency of IL-6 from dendritic cells had more pronounced symptoms of skin inflammation 
than wild-type mice after sensitization with oxazolone. Thus, IL-6 produced by dendritic cells seems to have 
protective and regulatory functions in allergic contact dermatitis. Implementation of these functions may be 
mediated by TGF-β, whose expression was reduced in mice with tissue-specific IL-6 knockout in dendritic 
cells. TGF-β is an important regulatory cytokine that controls the balance of effector and regulatory T cell 
populations. Moreover, TGF-β is important for the resolution of inflammation and tissue healing. At the 
same time, the lack of difference in IL-4 and IL-17a expression between CD11c-IL-6 KO and wild type mice 
suggests that the Th2 and Th17 branches of the cellular response were not affected in highly susceptible mice 
with IL-6-deficiency in dendritic cells. 

The effects of systemic IL-6 deficiency shown in various models of dermatitis suggest a predominantly 
pathogenic role of this cytokine in the development of allergic contact dermatitis. Our data suggests that 
dendritic cells may serve as sources of “protective” IL-6 activity, participating not only in the development of 
the immune response but also in repair and maintenance of skin barrier functions.

Keywords: allergic contact dermatitis, dendritic cells, IL-6, mouse model, oxazolone, skin inflammation
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Введение
Контактный дерматит – распространенное 

воспалительное заболевание кожи. Известны две 
основные формы контактного дерматита, отлича-
ющиеся по причинам возникновения и механиз-
мам патогенеза: аллергический и ирритативный. 
Клиническая картина различных форм контакт-
ного дерматита сходна и включает в себя покрас-
нение, зуд, шелушение и повышенную чувстви-
тельность кожи [3]. Ирритативный контактный 
дерматит возникает в результате повреждения 
кожи раздражающими химическими агентами 

или при физическом воздействии, и развивается 
через непродолжительное время в месте повреж-
дения [21]. Аллергический контактный дерматит 
(АКД) развивается после контакта с аллергеном 
и сенсибилизации. Участок кожи, взаимодей-
ствующий с аллергеном при вторичном контак-
те, может отличаться от первого, однако на нем 
будет развиваться клиническая картина дерма-
тита, что свидетельствует о системном ответе на 
аллерген [11]. Таким образом, АКД можно оха-
рактеризовать как реакцию гиперчувствитель-
ности замедленного типа. Нередко клиническая 
картина, описываемая как АКД, на самом деле 
является смесью аллергической и ирритативной 
формы, в связи с наличием как специфичной ан-
тиген-зависимой, так и неспецифичной воспали-
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тельной реакции. Это связывают, в частности, с 
зависимостью реакции от дозы антигена: так, для 
антиген-зависимой реакции требуется неболь-
шая доза, в то время как для неспецифичной вос-
палительной реакции – значительно большая [6]. 

Модель контактной гиперчувствительности 
(КГЧ) у грызунов используется при изучении ал-
лергического контактного дерматита. КГЧ также 
относится к замедленному типу гиперчувстви-
тельности, что делает эту модель клинически 
релевантной [8]. В мышиных моделях КГЧ для 
развития заболевания на кожу наносят гапте-
ны – небольшие молекулы, способные иниции-
ровать развитие иммунных реакций после взаи-
модействия с белком-носителем и образования 
иммуногенного комплекса. Важно отметить, что 
сам белок и гаптен по отдельности не вызывают 
сенсибилизацию: гаптен слишком мал, чтобы 
быть презентированным в составе MHC, и может 
туда попасть лишь после связывания более круп-
ной молекулой белка и процессинга комплекса. 
С другой стороны, было показано, что гаптены, 
попадая на кожу, могут активировать врожден-
ный иммунитет. При генетической инактива-
ции рецепторов врожденного иммунитета TLR4 
и TLR2 у мышей не развивались реакции КГЧ в 
ответ на тринитрохлорбензол (TNCB), оксазолон 
и флуоресцеин изотиоцианат (FITC) [10]. Кроме 
того, при отсутствии IL-12 для того, чтобы КГЧ 
не развилась, достаточно было инактивации 
лишь одного из этих рецепторов [13]. Интересно, 
что TLR2 и TLR4 не распознают гаптены напря-
мую и активация этих TLR не связана с микро-
биотой кожи в модели КГЧ [14]. Предполагается, 
что молекулами, активирующими TLR2 и TLR4, 
могут являться производные гиалуроновой кис-
лоты, возникающие в результате взаимодействия 
с активными формами кислорода (АФК). АФК, в 
свою очередь, выделяются ДК в ответ на проник-
новение в кожу гаптенов [10].

Ранее было показано, что мыши с дефицитом 
IL-6 менее чувствительны к индукции АКД ок-
сазолоном и развивают менее выраженное вос-
паление кожи, чем мыши дикого типа, за счет 
нарушений адаптивной ветви иммунного от-
вета – прайминга и созревания антиген-спец-
ифичных клеток [9]. При этом использование 
оксазолона в больших концентрациях c целью 
индуцировать ирритативную форму контактного 
дерматита, напротив, приводило к более силь-
ному повреждению ткани у IL-6 KO мышей [9]. 
Аналогично, в другой модели ирритативного 
контактного дерматита с использованием ре-
активного топлива в качестве повреждающего 
агента, у IL-6 KO мышей наблюдалось усиление 
симптомов дерматита [12]. Позже было показано, 
что протективная функция IL-6 в ирритативном 
дерматите скорее всего связана с его влиянием 
на кератиноциты: так, генетическое удаление 
рецептора IL-6Ra на этих клетках также приво-

дило к более выраженному кожному воспалению 
и гиперплазии кератиноцитов в области повреж-
дения за счет избыточной продукции IL-22 этими 
клетками [5]. 

Экспрессирующие CD11c дендритные клетки 
широко представлены в коже и играют ключевую 
роль в развитии АКД, презентируя антиген ос-
новным эффекторам заболевания – Т-клеткам. 
Вместе с этим дендритные клетки производят 
множество цитокинов, включая IL-6, участвую-
щих в привлечении и поляризации эффекторных 
иммуных клеток. Выделяют несколько субпопу-
ляций ДК: клетки Лангерганса, расположенные в 
эпидермисе, а также различные дермальные ДК 
(дДК) [2]. Клетки Лангерганса могут играть за-
щитную роль в моделях АКД, так как при их уда-
лении наблюдается усиленное развитие реакции 
гиперчувствительности кожи [16]. С другой сто-
роны, в модели атопического дерматита, индуци-
рованного веществом MC903, было показано, что 
для развития заболевания важны воспалитель-
ные, но не резидентные, лангерин-положитель-
ные дДК моноцитарного происхождения, так как 
их удаление приводило к снижению симптомов, 
в отличие от удаления клеток Лангенгарса и ре-
зидентных дДК [23, 24]. Кроме того, дендритные 
клетки способны к уникальному типу передачи 
сигнала IL-6 – транс-презентации [7].

Итак, при малых дозах антигена IL-6 может 
играть патогенную роль в развитии дермати-
та, в то время как при доминировании реакций 
врожденного иммунного ответа, вызванных по-
лучением высокой дозы антигена, IL-6 высту-
пает в роли защитного фактора, модулируя про-
лиферацию кератиноцитов. Дендритные клетки 
кожи выступают в роли связующего звена между 
врожденными и адаптивными ветвями ответа, в 
том числе при КГЧ. Благодаря этому, они могут 
служить источником IL-6 как для кератиноци-
тов в коже, так и для клеток иммунной системы в 
лимфоузлах на стадии сенсибилизации, либо ре-
зидентных и инфильтрирующих иммуноцитов на 
фазе индукции АКД. В настоящей работе были 
поставлены опыты по выявлению роли дендрит-
ноклеточного IL-6 в коже при помощи мышиной 
модели оксазолон-индуцированной контакт-
ной гиперчувствительности с использованием 
мышей с генетическим нокаутом IL-6 в СD11c-
положительных клетках.

Материалы и методы
Мыши
Мышей с генетическим нокаутом гена IL6 в 

дендритных клетках получали путем скрещива-
ния мышей, несущих флоксированный аллель 
IL6, и мышей-делитеров, несущих рекомбиназу 
Cre под промотором гена Itgax, кодирующего бе-
лок CD11c, и активного в дендритных клетках [1]. 
В опытах по индукции оксазолон-зависимого 
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контактного дерматита использовали две группы: 
мышей с дефицитом IL-6 из дендритных клеток c 
генотипом IL-6flox/flox CD11c-Cre, и мышей дикого 
типа (литтермейты других генотипов) обоих по-
лов возраста 6-12 недель. Животных содержали в 
конвенциальных условиях в клетках размера Т2 
с непылевым подстилом (Rehofix) в апатогенных 
условиях, при температуре 20±2˚°С, относитель-
ной влажности 40±10%, и стандартном цикле ос-
вещенности (12 ч день/12 ч ночь), с постоянным 
доступом к стерилизованным воде и корму для 
лабораторных животных («Чара»). 

Генотипирование мышей
Генотипы мышей определяли методом 

ПЦР на образцах геномной ДНК, выделен-
ной из биопсий кончика хвоста. Для опреде-
ления аллеля IL6 использовали три праймера:  
mIL-6-F (5’-CCCACCAAGAACGATAGTCA-3’), 
mIL- 6-R1 (5’-GGTATCCTCTGTGAAGTCTCC-3’) 
и mIL-6-R2 (5’-AGCACTTTATTGGGCTCTA
TACA-3’), продукт размера 320 п. н. соответ-
ствовал аллели IL6 дикого типа, 420 п. н. – 
флоксированной, и 250 п. н. – нокаутной. Для 
определения наличия трансгена рекомбиназы 
CD11c-Cre использовали праймеры CD11c-Cre-F 
(5’-ACTTGGCAGCTGTCTCCAAG-3’) и CD11c-
Cre-R (5’-GCGAACATCTTCAGGTTCTG-3’), да-
ющие продукт размером 300 п. н. Условия ПЦР: 
94 °С – 3 мин, затем 35 циклов (95 °С – 15 сек, 
60 °С – 20 сек, 72 °С – 20 сек). Продукты ПЦР 
анализировали электрофоретически в 1,8%-ном 
агарозном геле.

Модель оксазолон-индуцированной контактной 
гиперчувствительности

Перед индукцией заболевания между экспе-
риментальными группами проводили кохаузинг 
для выравнивания состава микробиоты. В нача-
ле эксперимента осуществляли сенсибилизацию 
мышей к гаптену. Для этого мышам на заранее 
освобожденный от шерсти участок брюха нано-
сили 100 микролитров свежеприготовленного 
3%-ного раствора оксазолона (4-ethoxymethylene-
2-phenyl-2-oxazolin-5-one, Sigma) в 96,5%-ном 
этаноле. На седьмой день эксперимента начина-
ли этап индукции гиперчувствительности: в тече-
ние четырех дней на правое ухо мыши наносили 
20 микролитров свежеприготовленного 3%-ного 
спиртового раствора оксазолона, а на левое (кон-
трольное) ухо – 96,5%-ный этанол. Для оценки 
тяжести развиваемой реакции штангенциркулем 
измеряли толщину мочек ушей, а также отмечали 
визуальные признаки воспаления кожи. На 11-й 
день эксперимента у мышей терминально соби-
рали кровь из щеки для цитометрического анали-
за периферических мононуклеаров и получения 
сыворотки. Мышей умервщляли, после чего ор-
ганолептически оценивали тяжесть развиваемых 
симптомов контактной гиперчувствительности. 
Так, использовали 6 критериев: степень покрас-

нения и васкуляризации тканей уха, наличие и 
число следов от расчесывания на коже, сухость 
кожи, наличие эрозий, повреждений и отечность 
тканей по ранее опубликованному протоколу 
с модификациями [19]. Каждый из параметров 
оценивали по трехбалльной шкале (0 – отсут-
ствие указанного признака, 3 – очень сильное 
проявление). Для каждой мыши полученные 
баллы по шести критериям суммировали (мак-
симальный балл – 18). После этого ткань кожи 
уха отбирали с помощью стилета на биопсию для 
дальнейшего экспрессионного либо гистологи-
ческого анализа. Было поставлено не менее трех 
независимых опытов. 

Анализ экспрессии генов
Гомогенизацию замороженной ткани прово-

дили в TRK буфере (Omega Bio-Tek, США), содер-
жащем бета-меркаптоэтанол, при помощи дис-
пергатора Ultra Turrax IKA T10 (Германия), после 
чего гомогенат центрифугировали (5 минут, 8 °C, 
10 000 rpm), а супернатант использовали для вы-
деления тотальной РНК на колонках (E.Z.N.A.® 
HP Total RNA Kit, Omega Bio-Tek, США). 500 нг 
РНК, обработанной ДНКазой I (Thermo Fisher 
Scientific, США) использовали для получения 
кДНК при помощи набора для обратной транс-
крипции RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit 
(Thermo Fischer Scientific, США) в соответствии 
с протоколом, рекомендованным производите-
лем (60 мин – 42 °C, 5 мин – 70 °C). Постанов-
ку РТ-ПЦР производили при помощи готовой 
реакционной смеси 5x qPCRmix-HS SYBR (ЗАО 
«Евроген», Россия). Матрицу кДНК разводили 
в 3 раза, далее пробы наносили в 96-луночный 
планшет (The Applied Biosystems® MicroAmp® 
Optical 96-Well Reaction Plate). Реакцию проводи-
ли в амплификаторе Applied Biosystems 7500. По-
следовательности праймеров, использованных в 
работе, приведены в таблице 1.

Иммуноферментный анализ
Содержание IL-6 в сыворотке определя-

ли с помощью набора Invitrogen™ Mouse IL-6 
Uncoated ELISA Kit по стандартному протоколу 
производителя.

Проточная цитофлуориметрия
Кровь из щеки собирали в раствор гепарина 

в PBS. Фракцию периферических лейкоцитов 
крови отделяли методом градиентного центри-
фугирования на фиколле в течение 30 минут при 
ускорении 400˚g, при плавном торможении цен-
трифуги. Отобранную фракцию периферических 
мононуклеаров отмывали 2%-ным раствором 
FBS в PBS (PBS/FBS) и осаждали (300˚g, 4  °C, 
7 мин). От эритроцитов избавлялись при помощи 
буфера ACK. Выделенные клетки окрашивали 
смесью антител (табл. 2), предварительно забло-
кировав связывание Fcγ-рецепторов антителом 
против Fcγ (анти-CD16/32 антитело, клон 93, 
BioLegend, США).
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ТАБЛИЦА 1. ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ПРАЙМЕРОВ, ИСПОЛЬЗОВАННЫХ ДЛЯ qRT-PCR АНАЛИЗА
TABLE 1. MOUSE GENES, THE RELATIVE EXPRESSION OF WHICH WAS STUDIED IN THIS WORK, AND SEQUENCES 
OF PRIMERS USED IN qRT-PCR

Ген
Gene

Кодируемый 
белок
Protein

Последовательность прямого 
праймера

Forward primer

Последовательность обратного 
праймера

Reverse primer

Actb Actin β 5’-CTCCTGAGCGCAAGTACTCTGTG-3’ 5’-TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCC-3’

IL4 IL-4 5’-GGTCTCAACCCCCAGCTAGT-3’ 5’-GCCGATGATCTCTCTCAAGTGAT-3’

IL6 IL-6 5’-CTGATGCTGGTGACAACCAC-3’ 5’-GCCACTCCTTCTGTGACTCC-3’

IL17a IL-17A 5’-GGACTCTCCACCGCAATGA-3’ 5’-GGCACTGAGCTTCCCAGATC-3’

Tgfb TGF-β 5’-ACCATGCCAACTTCTGTCTG-3’ 5’-CGGGTTGTGTTGGTTGTAGA-3’

ТАБЛИЦА 2. ПАНЕЛЬ АНТИТЕЛ ДЛЯ ЦИТОФЛУОРИМЕТРИЧЕСКОГО АНАЛИЗА
TABLE 2. FLOW CYTOMETRY PANEL OF ANTIBODIES

Маркер
Marker

Краситель
Fluorescent dye

Клон
Clone

Титр
Dilution 
factor

Производитель
Manufacturer

Viability Dye eFluor 780 3200 Invitrogen

CD45 PerCP-Cy5.5 30-F11 1000 eBioscience

CD4 PO GK1.5 3000 BioLegend

MHCII APC M5/114.15.2 1000 Invitrogen

Ly6G FITC 1A8 3000 BioLegend

CD11B PE-Cy7 M1/70 3000 BioLegend

CD19 PB 6D6 400 BioLegend

SiglecF PE E50-2440 200 BD

Цитофлуориметрический анализ проводили 
на приборе BD FACS Canto и анализировали при 
помощи программы FlowJo (Treestar, США).

Гистология
Ткани уха фиксировали в 10%-ном растворе 

нейтрального забуференного формалина (NBF, 
Neutral Buffered Formalin) в течение 24 часов. По-
сле фиксации ткань отмывали в PBS. Ткань деги-
дратировали последовательной сменой спиртов с 
возрастающей концентрацией, после чего заклю-
чали в парафиновые блоки, ориентируя ткань та-
ким образом, чтобы получить поперечный срез 
уха. Срезы толщиной 4 мкм были получены при 
помощи микротома Slee Cut 4055 (Slee, Герма-
ния). Окрашивание гематоксилином и эозином 
проводили по стандартному протоколу (ООО 
«БиоВитрум», Россия).

Статистическая обработка результатов
Статистическую обработку данных прово-

дили при помощи программного обеспечения 
GraphPad Prism 7. Принадлежность выборки 
к нормальному распределению оценивали по 
критерию д’Агостино–Пирсона. Если выборка 

подчинялась нормальному распределению, для 
оценки статистической значимости применяли 
t-критерий Стьюдента. Различия считали стати-
стически значимыми при p < 0,05.

Результаты 
IL-6 из дендритных клеток играет защитную 

роль в модели оксазолон-индуцированного кон-
тактного дерматита у мыши

Ранее было показано, что мыши с полным но-
каутом IL-6 устойчивы к развитию контактной 
гиперчувствительноcти в модели оксазолон-за-
висимого дерматита [9]. В ходе многолетних ис-
следований способов передачи сигнала от IL-6 
было установлено, что функции этого цитокина 
могут зависеть от клеточного источника IL-6. 
Так, оказалось, что дендритные клетки способ-
ны к уникальному типу передачи сигнала IL-6 – 
транс-презентации [7]. В нашей лаборатории 
ранее были получены мыши с генетическим но-
каутом IL-6 в дендритных клетках – IL-6flox/flox 

CD11c-Cre [1]. 
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У IL-6flox/flox CD11c-Cre и мышей дикого типа 
индуцировали контактный дерматит при помо-
щи гаптена оксазолона. На стадии сенсибилиза-
ции (день 0) оксазолон наносили на кожу живо-
та, затем, на стадии индукции (дни 7–10), – на 
ткань правого (экспериментального) уха. На ле-
вое (контрольное) ухо наносили этанол в том же 
объеме. Терминацию эксперимента производили 
на 11-й день (рис. 1А, см. 2-ю стр. обложки).

Было установлено, что мыши с генетиче-
ским нокаутом IL-6 в дендритных клетках бо-
лее чувствительны к оксазолон-опосредованной 
индукции контактной гиперчувствительности 
(рис.  1Б, см. 2-ю стр. обложки). Утолщение моч-
ки уха после обработки оксазолоном связано с 
отеком и инфильтрацией иммунных клеток, по-

этому большая толщина мочки уха у группы с 
дефицитом IL-6 из дендритных клеток (рис.  1В, 
см. 2-ю стр. обложки) свидетельствует о более 
выраженной реакции гиперчувствительности. 
В подтверждение гипотезы о повышенной чув-
ствительности CD11c-IL-6 KO мышей к индук-
ции дерматита, органолептическая оценка тяже-
сти заболевания (скора) у данной группы мышей 
показала более высокие баллы (рис.  1Г, см. 2-ю 
стр. обложки). Гистологический анализ ткани уха 
мышей с дендритноклеточным нокаутом IL-6 
продемонстрировал образование выраженного 
слоя кератинизированных клеток, а также более 
яркую картину инфильтрации иммунных клеток, 
как в эпидермисе, так и в дерме, по сравнению с 
диким типом (рис. 2А).

Рисунок 2. Более тяжелое течение АКД у мышей с дефицитом IL-6 из дендритных клеток, по сравнению с диким 
типом, ассоциировано с локальным дефицитом IL-6 в пораженных тканях
Примечание. А – гистологические срезы уха СD11c IL-6 KO мышей и мышей дикого типа (WT) на 11-й день в модели АКД. 
Черными стрелками отмечены области инфильтрации иммунных клеток, белыми – корка из ороговевшей ткани. Масштабная 
линейка – 100 мкм. Б – изменение экспрессии гена IL6 в ткани больного уха относительно здорового (2-ΔΔCT) у мышей различных 
генотипов на 11-й день эксперимента. ΔCT для IL6 вычислялся относительно Actb. В – уровень IL-6 (пг/мл) в сыворотке мышей 
на 7-й день эксперимента. Для определения достоверности различий использовали тест Стьюдента, достоверной считали 
разницу при значениях р < 0,05 (*).
Figure 2. Severe course of ACD in CD11c IL-6 KO mice is associated with IL-6 deficiency in affected tissues
Note. A, histologic sections of the ear of CD11c IL-6 KO mice and wild-type (WT) mice at day 11 in the ACD model. Black arrows indicate areas 
of immune cell infiltration, white arrows indicate keratinized tissue crust. The scale bar is 100 μm. B, change of IL6 gene expression in the tissue  
of the diseased ear relative to the healthy ear (2-ΔΔCT) in mice of different genotypes on day 11 of the experiment. ΔCT for IL6 was calculated 
relative to Actb. C, IL-6 level (pg/mL) in the serum of mice on day 7 of the experiment. Student’s t-test was used to determine the reliability 
of differences; the difference was considered significant at p values < 0.05 (*).
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Рисунок 3. Cнижение доли нейтрофилов в селезенке у мышей с нокаутом IL-6 в дендритных клетках 
ассоциировано с более тяжелым протеканием АКД
Примечание. Процентное содержание эозинофилов (А) и нейтрофилов (Б) от CD45+ лейкоцитов крови. Процентное содержание 
эозинофилов (В) и нейтрофилов (Г) от CD45+ лейкоцитов селезенки. Для определения достоверности различий использовали 
тест Стьюдента, p < 0,001 (***).
Figure 3. Reduced proportion of neutrophils in the spleen in mice with IL-6 knockout in dendritic cells is associated with a more 
severe course of ACD
Note. Percentage of eosinophils (A) and neutrophils (B) from CD45+ blood leukocytes. Percentage of eosinophils (C) and neutrophils (D) from 
CD45+ spleen leukocytes. Student’s t-test was used to determine the reliability of differences, p < 0.001 (***).

У мышей дикого типа при индукции АКД воз-
растала экспрессия гена IL6 в поврежденной тка-
ни относительно здоровой (рис. 2Б). При этом у 
мышей с дендритноклеточным нокаутом IL-6 из-
менения экспрессии IL6 в поврежденной ткани 
не происходило (рис. 2Б), из чего можно сделать 
вывод, что дендритные клетки являются крити-
чески важным источником IL-6 в коже в исполь-
зованной модели АКД. Вместе с этим системный 
уровень IL-6 в сыворотке крови на пике заболе-
вания не отличался между группами (рис. 2В). 
Таким образом, можно предположить, что недо-
статок именно локальной продукции IL-6 ден-
дритными клетками в воспаленной коже приво-
дит к более тяжелому течению АКД у мышей.

Дефицит IL-6 из дендритных клеток приводит к 
снижению системной нейтрофилии

В ходе работы мы оценивали системные эф-
фекты отсутствия продукции IL-6 дендритными 
клетками в контексте оксазолон-опосредован-

ного дерматита, а именно содержание популя-
ций гранулоцитов – важнейших эффекторных 
иммунных клеток в этой модели, в крови и селе-
зенке мышей различных генотипов. Между ге-
нотипами не было обнаружено различия в доле 
эозинофилов (CD45+CD11bdimSiglecF+) и нейтро-
филов (CD45+CD11b+Ly6Ghi) крови (рис.  3A,  Б), 
а также эозинофилов в селезенке (рис.  3B) на 
фоне индукции дерматита. С другой стороны, 
оказалось, что у мышей с дефицитом IL-6 из ден-
дритных клеток наблюдается снижение содер-
жания нейтрофилов в селезенке по сравнению с 
диким типом в модели АКД (рис. 3Г). Интересно, 
что при этом содержание других основных попу-
ляций селезенки – Т- и В-лимфоцитов не отли-
чалось между генотипами (данные не представ-
лены). Можно предположить, что пониженное 
содержание нейтрофилов в селезенке свидетель-
ствует о перераспределении данной популяции 
в организме и, вероятно, привлечении их в очаг 
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Рисунок 4. У мышей с дефицитом IL-6 из дендритных клеток снижена экспрессия Tgfb в поврежденных тканях уха 
в модели АКД
Примечание. Изменение экспрессии генов, ассоциированных с основными ветвями иммунного ответа: Tgfb (А), IL4 (Б) 
и IL17a (В) – в ткани больного уха относительно здорового (2-ΔΔCT) у мышей различных генотипов на 11-й день эксперимента. 
ΔCT вычислялся относительно Actb. Для определения достоверности различий использовали тест Стьюдента, достоверной 
считали разницу при значениях р < 0,05 (*).
Figure 4. CD11c-IL-6 KO mice have reduced expression of Tgfb in damaged ear tissues in the ACD model
Note. Changes in the expression of genes associated with major branches of the immune response: Tgfb (A), IL4 (B) and IL17a (C) – in diseased 
ear tissue relative to healthy ear tissue (2-ΔΔCT) in mice of different genotypes on day 11 of the experiment. ΔCT was calculated relative to Actb. 
Student’s T-test was used to determine the reliability of differences; the difference was considered significant when p values were < 0.05 (*).

воспаления в ухе, что могло бы коррелировать с 
более тяжелым течением заболевания у CD11c-
IL-6 KO мышей.

Дефицит IL-6 из дендритных клеток приводит 
снижению экспрессии TGF-β в поврежденной тка-
ни в модели АКД

Для того чтобы оценить особенности иммун-
ного ответа в ткани, пораженной дерматитом, у 
мышей разных генотипов был определен уровень 
экспрессии генов цитокинов IL4 и IL17a, а также 
противовоспалительного гена Tgfb. Было уста-
новлено, что у мышей дикого типа наблюдается 
повышение относительной экспрессия Tgfb по 
сравнению с мышами с дефицитом IL-6 из ДК 
(рис. 4А). TGF-β обладает регуляторной ролью, 
ингибируя активность эффекторных клеток, в 
том числе и в моделях гиперчувствительности за-
медленного типа [22]. Можно предположить, что 
у мышей с дефицитом IL-6 в дендритных клетках 
нарушены процессы торможения иммунного от-
вета и заживления, что и является причиной бо-
лее сильных симптомов АКД.

Обсуждение
Представленные в настоящей работе резуль-

таты свидетельствуют о том, что тяжесть разви-
ваемых симптомов в модели гаптен-индуциро-
ванного АКД обусловлена клеточным истоников 
IL-6. Так, у мышей с дефицитом IL-6 в дендрит-
ных клетках индукция оксазолон-зависимой 
контактной гиперчувствительности приводит 

к развитию более сильного заболевания, чем у 
мышей дикого типа (рис. 1Б, В). Полученные ре-
зультаты свидетельствуют о защитной роли этого 
цитокина, производимого дендритными клетка-
ми, в контексте воспаления кожи. Вместе с этим 
генетическая делеция цитокина во всех клетках 
организма, напротив, снижает симптомы заболе-
вания, что ранее было показано в литературе [9] и 
воспроизведено в нашей лаборатории (данные не 
приведены).

При генетической инактивации IL-6 только 
в ДК, уровень экспрессии IL-6 в коже значимо 
снижается (рис. 2Б), что согласуется с данными о 
том, что эта популяция является одним из основ-
ных источников IL-6 при воспалении кожи [18]. 
Толщина мочки уха у мышей CD11c-IL-6 KO 
больше по сравнению с диким типом (рис. 1В) 
на основании данных о пониженной плотности 
ткани больного уха у CD11- IL-6 KO мышей (дан-
ные не приведены), а также гистологических на-
блюдений, можно предположить, что барьерная 
функция кожи у данных мышей нарушена силь-
нее (рис. 2А).

Интересно, что у мышей с дефицитом IL-6 
из дендритных клеток наблюдалось уменьшение 
процентного содержания нейтрофилов селезен-
ки (рис. 3Г), что может свидетельствовать о пере-
распределении пула нейтрофилов в очаг воспа-
ления – ухо. Действительно, в разных моделях 
контактного дерматита у мышей была показана 
значимая миграция нейтрофилов в ткань уха при 
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индукции заболевания, которая сопровождалась 
также снижением содержания нейтрофилов си-
стемно [23], кроме того, было показано, что ней-
трофилы вносят значимый вклад в повреждение 
тканей, обусловленное миелопероксидазой [20]. 
С другой стороны, IL-6 важен для привлечения 
нейтрофилов [15], в том числе посредством уча-
стия в поляризации Th17-клеток [4]. Таким обра-
зом, наблюдение, сделанное в настоящей работе 
(рис. 3), не дает однозначного объяснения роли 
системного снижения доли нейтрофилов в раз-
витии более тяжелого фенотипа у CD11c-IL-6 KO 
мышей в АКД.

Ранее было установлено, что IL-6, совместно 
с TGF-β, обеспечивает дифференцировку наи-
вных Т-клеток в продуцирующих IL-17 CD4+ и 
CD8+Т-клетки [13, 17]. Кроме того, уровень эк-
зогенного TGF-β влияет на пластичность Th17-
клеток и их способность дифференцироваться в 
Treg популяции [22, 25]. Так как у CD11c-IL-6 KO 
мышей снижен уровень экспрессии TGF-β по 
сравнению с диким типом на фоне воспаления, 
можно предположить, что баланс локальных по-
пуляций Th17/Treg, также изменен, несмотря на 
то, что статистически значимых отличий по экс-
прессии IL-17 выявлено не было (рис. 4В). Вме-
сте с этим усиление симптомов АКД у мышей 

данного генотипа указывает на то, что именно 
дендритные клетки при помощи IL-6 могут вы-
полнять протективные и регуляторные функции. 
Мы полагаем, что реализация этих функций мо-
жет быть опосредована активностью TGF-β, экс-
прессия которого у мышей с тканеспецифичным 
нокаутом достоверно снижена (рис. 4А).

В результате настоящей работы было показа-
но, что у мышей с дефицитом IL-6 в дендритных 
клетках индукция оксазолон-зависимой кон-
тактной чувствительности приводит к развитию 
более сильного заболевания, чем у мышей дикого 
типа. Вероятно, дендритные клетки при помощи 
IL-6 могут выполнять протективные и регулятор-
ные функции в АКД.
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