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цитотоксическая актиВность дендритных клеток протиВ 
актиВироВанных cd4+ и cd8+т-лимфоцитоВ В культуре IN VITRO

НИИ клинической иммунологии СО РАМН (Новосибирск)

Целью настоящего исследования явилась сравнительная оценка цитотоксической активности 
IFNα-индуцированных дендритных клеток (ИФН-ДК) и IL-4-индуцированных ДК (ИЛ4-ДК) против 
активированных в алло-СКЛ CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов. Показано, что в культурах с ИФН-ДК доля 
AnnexinV+/PI-клеток, соответствующих ранней стадии апоптоза, среди CD4+Т-лимфоцитов была 
ниже, чем в культурах с ИЛ4-ДК. В то же время относительное количество AnnexinV+/PI+клеток 
(поздняя фаза апоптоза/некроз) среди CD4+Т-клеток после активации аллогенными ИФН-ДК и ИЛ4-
ДК возрастало в равной степени. Продемонстрировано, что ИФН-ДК обладали сходной c ИЛ4-ДК 
способностью индуцировать апоптоз в CD3+CD8+Т-клетках.
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The aim of the present study was a comparative assessment of the cytotoxic activity of IFNα-induced dendritic 
cells (IFN-DCs) and IL-4-induced DCs (IL4-DCs) against allo-MLC- activated CD4+ and CD8+T-lymphocytes. 
It was shown the level of AnnexinV+/PI- cells corresponding to early apoptosis among CD4+T-lymphocytes was 
lower in cultures with IFN-DCs compared with IL4-DCs. At the same time the relative number of AnnexinV+/
PI+ cells (late phase of apoptosis/necrosis) among CD4+T-lymphocytes activated by allogenic IFN-DCs and 
IL4-DCs increased in an equal degree. It was demonstrated that IFN-DCs possesed similar ability to induce 
apoptosis of CD3+CD8+T-lymphocytes.
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Дендритные клетки (ДК), будучи профессио-
нальными антигенпрезентирующими клетками, 
играют ведущую роль в запуске специфического 
противоопухолевого и противовирусного им-
мунного ответа, активируя наивные Т-клетки, 
эффекторные CD8+Т-клетки и индуцируя анти-
генспецифический иммунный ответ [15]. С другой 
стороны, исследования последнего десятилетия 
демонстрируют, что ДК способны подавлять 
рост и пролиферацию опухолевых клеток за счет 
прямого цитостатического и цитотоксического 
эффектов, при этом не повреждая здоровые 
клетки [10].

Относительно недавно была описана по-
пуляция ДК, генерируемая в культуре in vitro в 
условиях замены IL-4 (ИЛ4-ДК) на IFN-α (ИФН-
ДК). ИФН-ДК отличаются от ИЛ4-ДК более вы-
сокой миграционной активностью, выраженной 
антигенпрезентирующей функцией, большей 
стабильностью в условиях дефицита ростовых 
факторов, а также способностью стимулиро-
вать как Th1-, так и Th2-ответ [12]. Кроме того, 
ИФН-ДК являются более эффективными сти-
муляторами CD8+ эффекторных Т-клеток [5]. С 
точки зрения эффекторной функции ИФН-ДК 
характеризуются более высокой киллерной 
активностью против TRAIL-чувствительных 
опухолевых клеток Jurkat и схожей с ИЛ4-ДК 
цитотоксичностью против TRAIL-резистентных 
клеток-мишеней НЕр-2 [6].

Закономерно возникает вопрос, распро-
страняется ли цитотоксический эффект ДК на 
иммунокомпетентные клетки. Согласно немного-
численным данным литературы в качестве кле-
ток-мишеней цитотоксической активности ДК 
могут выступать активированные Т-лимфоциты. 
Поскольку Т-клетки могут экспрессировать ре-
цепторы к цитотоксическим лигандам TNF- се-
мейства (Fas, TRAIL-R1, TRAIL-R2, TNF-R1) [3], 
можно предположить, что иммунокомпетентные 
клетки действительно могут выступать в качестве 
потенциальных мишеней к цитотоксической ак-
тивности ИФН-ДК. 

Так, показано, что плазмацитоидные ДК 
(пДК) способны индуцировать апоптоз CD4+Т-
лимфоцитов ВИЧ-инфицированных больных 
через TRAIL-зависимый сигнальный путь [14]. 
Интересно отметить, что ВИЧ-стимулированные 
пДК также проявляют цитотоксическую актив-
ность против ФГА-активированных CD4+Т-клеток 
здоровых доноров. Эти данные позволяют пред-
положить, что, с одной стороны, цитотоксическая 
активность ДК необходима для элиминации по-
раженных клеток, но, с другой стороны, может 
индуцировать гибель здоровых клеток и приво-
дить к истощению T-клеток на ранней стадии 
заболевания. Недавние исследования показали, 
что миелоидные ДК участвуют в элиминации 
активированных, но не покоящихся CD4+ и 
CD8+Т-лимфоцитов, и данная функция опосреду-
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ется через механизм FasL/Fas-индуцированного 
апоптоза [4]. 

Тем не менее, сведения о цитотоксическом 
эффекте ИФН-ДК против иммунокомпетентных 
клеток в сравнении с цитотоксической активно-
стью миелоидных ДК, генерируемых в стандарт-
ном протоколе, практически отсутствуют. В связи 
с этим целью настоящего исследования явилась 
сравнительная оценка апоптоз-индуцирующей 
активности ИФН-ДК и ИЛ4-ДК против активиро-
ванных CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов.

материалы и методы 

В исследование были включены 15 здоровых 
доноров крови. Мононуклеарные клетки (МНК) 
выделяли центрифугированием гепаринизиро-
ванной венозной крови в градиенте плотности 
фиколла-верографина. ИФН-ДК получали путем 
культивирования прилипающей фракции МНК в 
6-луночных планшетах (Nunclon, Дания) в течение 
3–4 сут. в среде RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, США), 
дополненной 0,3 мг/мл L-глютамина, 5 мМ HEPES-
буфера, 100 мкг/мл гентамицина и 2,5% сыворот-
ки плодов коровы (БиолоТ, Санкт-Петербург) в 
присутствии GM-CSF (40 нг/мл, Sigma-Aldrich) 
и IFN-α (1000 Ед./мл, Роферон-А, Roche, Швей-
цария) с последующим дозреванием в течение 
24 ч с липополисахаридом (10 мкг/мл, LPS Е. coli 
0114:B4, Sigma-Aldrich). Для генерации ИЛ4-ДК 
прилипающую фракцию МНК инкубировали в 
полной культуральной среде в присутствии GM-
CSF (40 нг/мл) и IL-4 (40 нг/мл, Sigma-Aldrich) в 
течение 5 суток. Конечное созревание ИЛ4-ДК 
индуцировали путем дополнительного культиви-
рования клеток в течение 48 ч в присутствии ЛПС 
(10 мкг/мл).

Уровень апоптоза CD3+CD4+ и CD3+CD8+ 
Т-лимфоцитов оценивали в смешанной культу-
ре лимфоцитов (СКЛ) при культивировании в 
течение 3 суток МНК доноров (0,1 × 106/лунку) 
в 96-луночных круглодонных планшетах в при-
сутствии аллогенных ИФН-ДК в соотношении 
10:1. Культуры дублировали в 12 идентичных по-
вторах, с целью получения клеток в количестве, 
достаточном для проведения цитофлуориметри-
ческого анализа. Для этого, 25 мкл МНК (1,0 × 106), 
полученных после культивирования в алло-СКЛ, 
инкубировали в течение 45 мин при 4 °С в темноте 
с 5 мкл АРС-коньюгированных анти-CD3-антител 
и 5 мкл PerCP-коньюгированных анти-CD4 (Becton 
Dickinson, США). После двукратной отмывки хо-
лодным забуференным физиологическим раство-
ром, клетки суспендировали в 100 мкл 10X-буфера 
(Becton Dickinson, США) и добавляли по 5 мкл An-
nexin V-FITC и PI (Becton Dickinson, США). Клетки 
инкубировали в течение 15 мин в темноте при 
комнатной температуре, затем добавляли 400 мкл 
буфера 10X и измеряли на проточном цитофлуо-
риметре FACS Calibur (Becton Dickinson, США).

Количество апоптотических клеток определяли 
по связыванию FITC-меченного Annexin V с клеточ-
ной мембраной (в диапазоне зеленого света) и PI с 

ДНК клетки (в диапазоне красного света) в гейтах 
CD3+CD4+ или CD3+CD8+ (CD4-) Т-лимфоцитов. 
Количество клеток, находящихся в ранней ста-
дии апоптоза, регистрировалось по связыванию 
с Annexin V-FITC и отсутствию связывания с PI. 
Флуоресценция клеток в обоих диапазонах сви-
детельствовала о поздней стадии апоптоза или о 
некрозе клетки. Жизнеспособные клетки соответ-
ствовали Annexin V-FITC-/PI- зоне на цитограмме. 
Результаты выражались в виде процентного соот-
ношения позитивных клеток к общему количеству 
CD3+CD4+, CD3+CD8+ Т-лимфоцитов. В каждом 
образце анализировали не менее 1 × 104 клеток; 
для обсчета результатов использовали программы 
Cell Quest.

Статистическую обработку данных проводили 
при помощи пакета прикладных программ Statistica 
6.0 для Windows. Для выявления значимых раз-
личий сравниваемых показателей использовали 
непараметрический U-критерий Вилкоксона – 
Манна – Уитни. Различия считали достоверными 
при уровне значимости p < 0,05. Данные приведены 
в виде среднего арифметического значения (М) и 
стандартной ошибки среднего (S.E.).

результаты и обсуждение

Как видно и данных таблицы 1, ДК индуцируют 
в СКЛ апоптоз Т-лимфоцитов, активированных 
аллоантигенами. Так, совместное культивирование 
ЛПС-стимулированных ИФН-ДК с аллогенными 
МНК доноров сопровождалось почти двукрат-
ным возрастанием уровня AnnexinV+/PI- клеток 
среди CD3+CD4+Т-лимфоцитов в 3-суточных 
культурах по сравнению с относительным ко-
личеством CD4+/AnnexinV+/PI- Т-клеток среди 
нестимулированных МНК (p

U 
= 0,01). Подобные 

изменения отражают увеличение экспрессии 
CD3+CD4+Т-клетками раннего маркера апоптоза 
– фосфатидилсерина, появление которого на на-
ружной мембране клеток связывают с начальной 
стадией апоптоза. Аналогичные изменения на-
блюдались и в случае активации МНК в алло-СКЛ 
ЛПС-стимулированными ИЛ4-ДК. Количество 
AnnexinV+/PI- клеток в популяции CD3+CD4+ 
Т-лимфоцитов возрастало в 2,5 раза. При этом 
регистрировалась отчетливая тенденция к более 
выраженной способности ИЛ4-ДК индуцировать 
ранний апоптоз CD4+Т-лимфоцитов по сравнению 
с ИФН-ДК (11,0 ± 0,9 vs 8,5 ± 0,9 %; p

U
 = 0,09). Кро-

ме того, мы провели анализ уровня Т-лимфоцитов 
в стадии позднего апоптоза (или некроза), которая 
проявляется не только потерей ассиметричности 
клеточной мембраны за счет перестройки фос-
фолипидных компонентов, но и нарушением ее 
целостности, обусловливающей проникновение 
внутрь клетки ДНК-связывающего красителя PI. 
Относительное количество AnnexinV+/PI+ клеток 
среди CD4+Т-лимфоцитов в контрольных культу-
рах было незначительным, однако увеличивалось 
в 2 раза после активации аллогенными ИФН-ДК 
и ИЛ4-ДК в СКЛ (p

U
 = 0,01 и p

U
 = 0,03, соответ-

ственно).
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Таблица 1 
Влияние ДК на апоптоз CD3+CD4+ Т-лимфоцитов

Показатель Контроль +ИФН-ДК +ИЛ4-ДК 

Annexin V+/PI– 4,4 ± 1,1 8,5 ± 0,9 * 11,0 ± 0,9 * 

Annexin V+/PI+ 0,5 ± 0,1 1,1 ± 0,3 * 1,3 ± 0,3 * 

Annexin V-/PI+ 1,3 ± 0,4 2,8 ± 1,6 4,2 ± 1,7 

примечание:  представлено  относительное  количество 
(%,  M  ±  SE)  апоптотических  CD3+CD4+ 

Т-лимфоцитов (n = 8), среди нестимулиро-
ванных  МНК  здоровых  доноров  (контроль) 
и  среди  МНК,  активированных  в  течение 
3  суток  в  СКЛ  в  присутствии  аллогенных 
ЛПС-стимулированных ИФН-ДК (+ИФН-ДК) 
и  ИЛ4-ДК  (+ИЛ4-ДК)  в  соотношении  10:1. 
*  –  p

u 
<  0,05  –  достоверность  различий  по 

сравнению с контролем.

В качестве примера на рисунке 1 приведены 
данные гистограмм распределения клеток в за-
висимости от их жизнеспособности в популяции 
CD3+CD4+Т-лимфоцитов у одного из обследо-
ванных нами доноров. В контроле исследуемая 
клеточная популяция была представлена пре-
имущественно живыми клетками и небольшой 
примесью AnnexinV+/PI- апоптотических клеток 
(91,07 и 4,64 %, соответственно). Активация МНК 
аллоантигенами сопровождалась возрастанием от-
носительного количества апоптотических CD4+Т-
лимфоцитов по сравнению с контролем. Однако 
в культурах с ИФН-ДК доля апоптотических An-
nexinV+/PI- CD4+Т-лимфоцитов была ниже, чем в 
культурах с ИЛ4-ДК. Количество AnnexinV+/PI+ 

CD4+Т-клеток в культурах с ИФН-ДК и ИЛ4-ДК 
возрастало в равной степени.

Сравнительный анализ цитотоксической 
активности ЛПС-стимулированных ИФН-ДК и 
ИЛ4-ДК (табл. 2) против CD3+CD8+Т-лимфоцитов 
показал, что ИФН-ДК обладали сходной c ИЛ4-ДК 
способностью индуцировать апоптоз в CD8+Т-
клетках. Так, относительное количество CD8+Т-
лимфоцитов в стадии раннего апоптоза возрастало 
в среднем в 1,5 раза. При этом активация CD8+Т-
клеток не сопровождалась увеличением относи-
тельного количества клеток в стадии позднего апоп-
тоза/некроза. Как в контрольных культурах, так 
и культурах СКЛ уровень AnnexinV+/PI+-клеток 
среди CD8+Т-лимфоцитов составлял в среднем 1 %.

Таблица 2
Влияние дк на апоптоз cd3+cd8+ т-лимфоцитов

Показатель Контроль +ИФН-ДК +ИЛ4-ДК 

Annexin V+/PI– 13,2 ± 1,0 20,9 ± 1,6 * 20,7 ± 3,0 * 

Annexin V+/PI+ 1,1 ± 0,9 1,0 ± 0,1 1,0 ± 0,2 

Annexin V-/PI+ 0,6 ± 0,3 1,0 ± 0,2 2,5 ± 0,5 

примечание:  представлено  относительное  количество 
(%,  M±SE)  апоптотических  CD3+CD8+ 

Т-лимфоцитов (n = 8), среди нестимулиро-
ванных МНК здоровых доноров (контроль) 
и  среди  МНК,  активированных  в  течение 
3  суток  в  СКЛ  в  присутствии  аллогенных 
ЛПС-стимулированных ИФН-ДК (+ИФН-ДК) 
и ИЛ4-ДК (+ИЛ4-ДК) в соотношении 10:1. 
* – p

u 
< 0,05 – достоверность различий по 

сравнению с контролем.
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рис. 1. Распределение апоптотических и жизнеспособных 
CD4+Т-лимфоцитов. Представлены индивидуальные 
значения  распределения  апоптотических  и  жиз-
неспособных  нестимулированных  CD3+CD4+Т-
лимфоцитов  (а)  и    активированных  аллогенными 
ИФН-ДК (б) и ИЛ4-ДК (в) в СКЛ. По оси абсцисс (F1) 
– интенсивность флуоресценции AnnexinV-FITC. По 
оси  ординат  (F2)  –  интенсивность  флуоресценции 
PI. Левый нижний квадрант – Annexin V–/PI– – жизне-
способные клетки; правый нижний квадрат – Annexin 
V+/PI– –  ранняя  стадия  апоптоза;  правый  верхний 
квадрант – Annexin V+/PI+ – поздняя стадия апоптоза 
или  некроз;  левый  верхний квадрант –  Annexin  V–/
PI+ – некроз.
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заключение

Цитотоксическая активность является важной 
эффекторной функцией клеток иммунной системы 
и играет ключевую роль в элиминации опухолевых 
и инфицированных вирусом клеток. Недавние ис-
следования показали, что наряду с NK-клетками и 
цитотоксическими CD8+ Т-лимфоцитами, прямым 
цитотоксическим действием обладают также и ДК 
[10]. В представленной работе, по сути, впервые 
продемонстрировано, что ДК, генерированные 
в культуре in vitro, могут индуцировать апоптоз 
не только в трансформированных клетках, но и в 
популяциях CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов, активи-
рованных аллоантигенами. При этом сравнение 
ИФН-ДК и ИЛ4-ДК свидетельствует о схожей 
цитотоксичности указанных типов ДК против ак-
тивированных Т-лимфоцитов.

Согласно данным литературы цитотоксиче-
ская активность ДК может опосредоваться раз-
личными апоптоз-индуцирующими молекулами, 
относящимся к TNF-семейству (TRAIL, FasL, TNF-
a) [10]. Известно, что IFN усиливают экспрессию 
эффекторными клетками различных проапопто-
генных молекул, в частности FasL и TRAIL [8, 10]. 
Поскольку Т-лимфоциты в условиях активации 
экспрессируют рецепторы к соответствующим 
проапоптогенным лигандам, можно предполо-
жить, что ИФН-ДК, обладающие более высокой 
цитотоксической активностью против TRAIL- и 
FasL-чувствительной опухолевой линии Jurkat по 
сравнению с ИЛ4-ДК [6], также будут  проявлять 
более высокую проапоптотическую активность 
против активированных лимфоцитов. Однако 
данная гипотеза не подтвердилась. Согласно по-
лученным нами данным, уровень AnnexinV+/PI- и 

AnnexinV+/PI+ среди CD4+ и CD8+Т-лимфоцитов 
в культурах, стимулированных ИФН-ДК, не пре-
вышал соответствующих показателей в культурах 
МНК, стимулированных ИЛ4-ДК.

По-видимому, в реализации цитотоксиче-
ской активности ДК против активированных 
Т-лимфоцитов могут быть вовлечены другие меха-
низмы. Согласно данным литературы, запуск про-
граммы апоптоза Т-лимфоцитов, активированных 
через Т-клеточный рецептор, может осуществлять-
ся через рецептор клеточной смерти (PD-1) [13]. 
Одним из двух известных к нему лигандов является 
молекула B7-H1 (PD-L1), которая экспрессируется 
на ДК. Кроме того, ранее нами было показано, что 
ЛПС-стимулированные ИЛ4-ДК характеризуются 
более высокой экспрессией B7-H1, чем ИФН-ДК 
[1]. Поэтому включение сигнального пути PD-1/
B7-H1 при взаимодействии ИФН-ДК и ИЛ4-ДК с 
Т-лимфоцитами может быть еще одним возмож-
ным механизмом, посредством которого ДК могут 
индуцировать апоптоз Т-лимфоцитов. 

Представленные в настоящей работе данные 
демонстрируют, что популяции CD4+ и CD8+ 

Т-клеток, активированных в алло-СКЛ, характе-
ризуются разной чувствительностью к цитоток-
сическому действию как ИФН-ДК, так и ИЛ4-ДК. 
Так, активированные CD4+Т-лимфоциты в ответ 

на аллоантигены в большей степени подвержены 
цитотоксическому действию ДК, чем CD8+Т-
лимфоциты. 

Действительно, ряд исследователей отмечают 
различную чувствительность CD4+ и CD8+ Т-клеток 
к тем или иным проапотогенным лигандам. Bosque 
A. и соавт. показали, что IL-2-активированные суб-
популяции CD4+ и CD8+Т-лимфоцитов характери-
зуются одинаковой чувствительностью к Fas/FasL 
регуляции, тогда как CD8+ T-лимфоциты более 
чувствительны к APO2L/TRAIL опосредованному 
пути [2]. Другие исследователи, наоборот, демон-
стрируют, что активированные CD8+ Т-клетки, 
несмотря на экспрессию проапоптогенного рецеп-
тора TRAIL-R2, все же остаются резистентными к 
цитотоксическому действию TRAIL за счет повы-
шения экспрессии антиапоптотических рецепто-
ров TRAIL-R3 и TRAIL-R4, а также за счет экспрес-
сии внутриклеточного протеина с-FLIP, ингибиру-
ющего каскад клеточных реакций при апоптозе [9]. 
Недавние исследования на экспериментальных мо-
делях показали, что толерогенные CD11с+CD8+ ДК 
способны подавлять аллергическое кожное вос-
паление через TNF-опосредованный киллинг 
аллерген-специфичных эффекторных CD8+Т-
клеток, не нарушая при этом генерацию и функции 
регуляторных Т-клеток. [7]. Этот эффект связан с 
повышением экспрессии рецептора TNF-R2(р75) 
на CD8+Т-клетках сенсибилизированных мышей, 
что обуславливает чувствительность этих клеток к 
TNF-медиированному апоптозу.

Можно полагать, что цитотоксическая актив-
ность ИФН-ДК, направленная против активиро-
ванных лимфоцитов, имеет определенное значение 
при физиологических условиях, например при 
ограничении иммунного ответа. Однако чрезмерно 
высокий уровень экспрессии проапоптогенных 
молекул на ИФН-ДК может приводить к усилению 
их киллерной активности против иммунноком-
петентных клеток и способствовать развитию 
различных иммунопатологических процессов. 
Подобный эффект описан для ИЛ4-ДК при цито-
мегаловирусной инфекции [11]. В этом случае ДК 
индуцируют апоптоз как пораженных вирусом, так 
и здоровых активированных CD4+T-клеток через 
TRAIL- и FasL-медиируемые пути.

В целом, проведенные нами исследования 
позволили ответить на важный вопрос о цитоток-
сической функции ИФН-ДК против активирован-
ных Т-лимфоцитов. Несмотря на более высокую 
противоопухолевую цитотоксическую активность 
ИФН-ДК, данный тип клеток обладает схожей с 
ИЛ-4ДК цитотоксичностью против активирован-
ных лимфоцитов, что обосновывает целесообраз-
ность использования ИФН-ДК при проведении 
иммунотерапии у больных с онкопатологией. 
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