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РЕЗЮМЕ

Цель исследования. Анализ взаимосвязи между субпопуляционной принадлежностью моноцитов 
и фенотипом и (или) функциями генерируемых дендритных клеток (dendrite cells, DC), а также их 
чувствительностью к толерогенному действию дексаметазона.

Материалы и методы. В исследование включены 15 здоровых доноров. DC генерировали с интер-
фероном альфа (IFNα) и колониестимулирующим фактором гранулоцитов и макрофагов (GM-CSF) 
из обогащенной популяции CD14+ моноцитов периферической крови с деплецией (CD16−Мо-DC) и 
без деплеции (CD16+Мо–DC) CD16+ клеток. Субпопуляции моноцитов получали методом магнитной 
сепарации.

Результаты. CD16+Мо-DC характеризовались большим содержанием зрелых DC (CD83+CD14–) и 
меньшим количеством клеток промежуточной степени зрелости (CD14+CD83+), но были сопоставимы 
с CD16–Мо-DC по ýкспрессии HLA-DR и CD86, участвующих в презентации антигенов и активации 
наивных Т-клеток, а также ингибиторных (толерогенных) молекул B7-H1 и TLR-2. При ýтом CD16+-
Мо-DC проявляли более высокую аллостимуляторную активность, которая прямо коррелировала 
с ýкспрессией CD86 (rs = 0,69) и обратно – с ýкспрессией TLR-2 (rs = −0,72). Аллостимуляторная 
активность CD16−Мо-DC находилась в прямой взаимосвязи с количеством зрелых CD14−CD83+DC и 
CD14+CD83+DC промежуточной степени зрелости. Добавление дексаметазона (10−6 M) в культуры 
CD16−Мо-DC и CD16+Мо-DC сопровождалось задержкой созревания DC, снижением ýкспрессии 
CD86 и повышением TLR-2, а также увеличением количества клеток с ингибиторным фенотипом 
CD86−B7-H1+, что, в свою очередь, ассоциировалось со снижением аллостимуляторной активности 
DC. Снижение индекса соотношения CD86+/TLR-2+ клеток в популяции CD16+Мо-DC в большей 
степени обусловлено уменьшением количества CD86+DC, а в популяции CD16−Мо-DC – возрастанием 
числа клеток TLR-2+. При ýтом ингибирующий ýффект дексаметазона на созревание DC был более 
выраженным в популяции CD16+Мо-DC.

Заключение. CD14+ моноциты, как содержащие, так и истощенные по CD16+клеткам, дифференци-
руются в присутствии IFNα в DC, однако наличие в общем пуле моноцитарных предшественников 
CD16+ клеток ассоциируется с генерацией DC с более зрелым фенотипом и высокой аллостимуля-
торной активностью. DC, генерированные из субпопуляций моноцитов, оппозитных по ýкспрессии 
CD16, характеризуются чувствительностью к супрессорному ýффекту дексаметазона. При ýтом то-
лерогенная активность дексаметазона в субпопуляциях CD16−Мо-DC и CD16+Мо-DC опосредуется с 
вовлечением различных механизмов.

Ключевые слова: дендритные клетки, интерферон альфа, аллостимуляторная активность, дексаме-
тазон.
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ABSTRACT

The aim of the study was to analyze the relationship between monocyte subpopulations and phenotype/
functions of monocyte-derived dendritic cells (DCs), as well as DC sensitivity to the tolerogenic effect of 
dexamethasone.

Materials and methods. The study included 15 healthy donors. DCs were generated by cultivating enriched 
fractions of CD14+ monocytes with or without CD16+cell depletion (CD16−Mo-DCs or CD16+Mo-DCs, re-
spectively) in the presence of interferon alpha (IFNα) and granulocyte-macrophage colony-stimulating 
factor (GM-CSF). Monocyte subpopulations were obtained by immunomagnetic negative selection.

Results. CD16+Mo-DCs were characterized by higher percentage of mature (CD83+CD14−) and lower 
number of semi-mature (CD14+CD83+) cells, but were similar to CD16−Mo-DCs by HLA-DR and CD86 
expression, involved in the presentation of antigens and activation of naive T-cells. and also to co-inhibitory/
tolerogenic molecules B7-H1 and TLR-2. CD16+Mo-DCs displayed higher allostimulatory activity, which 
was positively correlated with CD86 expression (r

S 
= 0.69; p = 0.027) and negatively – with TLR-2 

expression (r
S 
= −0.72; p = 0.1). Allostimulatory activity of CD16−Mo-DCs was positively correlated with 

the number of mature CD14−CD83+DCs and semi-mature CD14+CD83+DCs.  Addition of dexamethasone 
(10-6 M) into CD16−Mo-DCs and CD16+Mo-DCs cultures led to the  delay of DC maturation, the decrease 
of CD86 and the increase of TLR-2 expression, as well as the increase of cells with co-inhibitory CD86−

B7-H1+ phenotype that was positively correlated with the reduction of DC allostimulatory activity. The 
decrease of CD86+/TLR-2+ index in CD16+Mo-DC population was due to the reduction of CD86+DCs and 
in CD16−Mo-DC population – to the increase of TLR-2+cells. Dexamethasone possessed higher inhibitory 
effect on DC maturation in the CD16+Mo-DC cultures.

Conclusion. CD14+ monocytes, both contained and depleted by CD16+ cells, can differentiate into DCs 
when cultured with IFNα. The presence of CD16+ cells in whole blood monocyte pool is associated 
with generation of DCs showed a more mature phenotype and higher allostimulatory activity. Both 
CD16− and CD16+ monocyte-derived DCs are sensitive to suppressive effect of dexamethasone. However, 
dexamethasone tolerogenic effect involves different mechanisms in CD16−Mo-DCs and CD16+Mo-DCs.

Key words: dendritic cells, interferon-α, allostimulatory activity, dexamethasone.
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ВВЕДЕНИЕ
Циркулирующие моноциты человека представ-

лены гетерогенной популяцией, которая включа-
ет классические (CD14+CD16−), промежуточные 
(CD14++CD16+) и неклассические (CD14+CD16++) 
моноциты, различающиеся не только фенотипи-
чески, но и функционально [1]. Классические мо-
ноциты являются доминирующей субпопуляцией, 
тогда как количество CD16-позитивных клеток не 
превышает 10−20% [1−4]. Однако при различных 
патологических состояниях ýто соотношение мо-
жет существенно меняться. Поскольку моноциты 
являются предшественниками дендритных клеток 
(dendritic cell, DC), нельзя исключить, что измене-
ния в структуре пула циркулирующих моноцитов 
могут сказываться на процессах дифференциров-
ки, созревания и функциях генерируемых DC. 

Дендритные клетки, являясь специализирован-
ными антигенпрезентирующими клетками, спо-
собны как стимулировать иммунный ответ, так и 
индуцировать толерантность [5]. Роль различных 
субпопуляций моноцитов в детерминировании 
функциональной активности генерируемых из 
них DC в последние годы активно обсуждается. 
Тем не менее имеющиеся данные противоречи-
вы [6, 7] и не позволяют однозначно ответить на 
вопрос, в какой степени функции DC связаны с 
фенотипом моноцитов-предшественников. Следу-
ет также отметить, что исследования такого рода 
проводятся с использованием DC, генерирован-
ных из моноцитов в присутствии интерлейкина 
(IL) 4 (IL-4-DC) [8]. Между тем альтернативным 
индуктором дифференцировки моноцитов в DC 
является интерферон альфа (IFNα) [9]. Заме-
на IL-4 на IFNα позволяет получить IFN-DC с 
промежуточным типом зрелости, которые отли-
чаются большей стабильностью, более выражен-
ной миграционной, Th1- или провоспалительной 
и противоопухолевой цитотоксической активно-

стью [10, 11]. Участие клеток отдельных субпо-
пуляций моноцитов в генерации IFN-DC совсем 
не исследовано. Неясным также остается вопрос, 
могут ли различные субпопуляции моноцитов де-
терминировать чувствительность генерируемых 
DC к толерогенным сигналам.  

Одним из ключевых ýндогенных медиаторов 
толерогенной активности DC являются глюко-
кортикоиды, уровень которых возрастает при 
любых стресс-реакциях, сопровождающих вос-
палительный процесс. Проведенные нами ранее 
исследования показали, что дексаметазон in 
vitro подавляет созревание IFN-DC, усиливает 
ýкспрессию толерогенных молекул (TLR-2), сни-
жает цитокин-секреторную и аллостимулятор-
ную активность DC [12]. При ýтом выраженность 
толерогенного фенотипа дексаметазон-модифи-
цированных IFN-DC прямо коррелировала с со-
держанием неклассических клеток CD14+CD16++ 
среди моноцитов-предшественников (данные не 
опубликованы). 

Целью настоящей работы явилось изучение 
взаимосвязи между субпопуляционной при-
надлежностью моноцитов и фенотипом и (или) 
функциями генерируемых IFN-DC, а также их 
чувствительностью к толерогенному действию 
дексаметазона.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследование были включены 15 здоровых 

доноров обоего пола в возрасте 20−54 лет. Забор 
крови и все исследования проводили после полу-
чения письменного информированного согласия. 
Мононуклеарные клетки (MNC) выделяли цен-
трифугированием гепаринизированной венозной 
крови в градиенте плотности фиколла-верогра-
фина. Для выделения моноцитов из полученной 
взвеси MNC использовали наборы магнитных бус 
(Easy SepTM, STEMCELL Technologies Inc., Кана-
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да), позволяющие получить популяции моноци-
тов CD14+ с деплецией (CD14+CD16−) и без де-
плеции клеток CD16+ (CD14+CD16+). Магнитную 
сепарацию осуществляли согласно инструкциям 
производителя. Контроль чистоты выделенных 
субпопуляций моноцитов проводили методом 
проточной цитофлуориметрии с использованием 

FITC-конъюгированных анти-CD14- и Ре-конъю-
гированных анти-CD16-антител (BD PharMingen, 
США). Содержание моноцитов CD14+ и СD16+ во 
фракции CD14+ с деплецией CD16+ составляло 
(80,6 ± 4,5) и (3,4 ± 0,5)%, а во фракции моно-
цитов CD14+ без деплеции CD16+ − (64,8 ± 3,5) и 
(27,2 ± 3,4)% соответственно (рис. 1).

Рис. 1. Экспрессия антигенов CD14 и СD16 до и после магнитной сепарации: репрезентативные гистограммы 
флуоресценции антигенов CD14 и CD16, ýкспрессируемых мононуклеарными клетками (MNCs) до магнитной 
сепарации, а также выделенные субпопуляциями CD14+ моноцитов с деплецией (моноциты CD14+CD16−) и без 

деплеции клеток CD16+ (моноциты CD14+CD16+) 

Fig. 1. CD14 and СD16 molecule expression before and after immunomagnetic selecetion:ь the flow cytometric histograms 
represent CD14 and СD16 antigens expressed by the start MNCs and final enriched fractions of CD14+ monocytes 
with CD16+cell depletion (CD14+CD16− monocytes) and without CD16+cell depletion (CD14+CD16+ monocytes) using 

immunomagnetic negative selection

Дендритные клетки генерировали путем куль-
тивирования выделенных моноцитов CD14+CD16− 
и CD14+CD16+ 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% ýмбриональной телячьей 
сыворотки (FCS, БиолоТ, г. Санкт-Петербург), 
в присутствии гранулоцитарно-макрофагально-
го колониестимулирующего фактора (GM-CSF)  
(40 нг/мл, Sigma-Aldrich) и IFNα (1000 Ед/мл, 
Роферон-А, Roche, Швейцария). Для индукции 
созревания DC на 4-е сут вносили липополисаха-
рид (ЛПС, 10 мкг/мл, LPS Е. coli 0114:B4, Sigma-
Aldrich) и продолжали культивировать в течение 
24 ч. В отдельной серии ýкспериментов на ýтапе 
дифференцировки за 1 сут до внесения ЛПС в 
культуры DC добавляли дексаметазон (10−6 M). 

Оценку фенотипа IFN-DC проводили методом 
проточной цитофлуориметрии (FACS Calibur, 
Becton Dickinson, США) с использованием FITC- 

или Pе-меченных моноклональных анти-CD14, 
-CD83, -HLA-DR, -CD123, -CD86, -TLR-2 и B7-H1/
CD274 антител (BD PharMingen, США). В качестве 
негативного контроля использовали изотипиче-
ские антитела, конъюгированные с аналогичными 
флуорохромами (BD PharMingen, США).

Стимуляторную активность IFN-DC оценива-
ли в аллогенной смешанной культуре лимфоци-
тов (алло-СКЛ), используя в качестве отвечаю-
щих клеток аллогенные MNC доноров (0,1×106/
лунку), которые культивировали в 96-луночных 
круглодонных планшетах в среде RPMI-1640 в 
присутствии 10% инактивированной сыворотки 
крови АВ (IV) группы при 37 °С в СО

2
-инкубато-

ре. Стимуляторами служили IFN-DC в соотноше-
нии МNC : DC = 10 : 1. Пролиферативный ответ 
оценивали на 5-е сут радиометрически по вклю-
чению 3H-тимидина (1 мкКю на лунку), вносимо-
го за 18 ч до окончания культивирования. 

Статистическую обработку данных прово-
дили при помощи пакета прикладных программ 
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Statistica 6.0. Для выявления значимых различий 
сравниваемых показателей использовали непа-
раметрический W-критерий Вилкоксона (для 
связанных, парных выборок). Для анализа взаи-
мосвязей между исследуемыми параметрами ис-
пользовали коýффициент корреляции Спирмена 
(r

S
). Результаты представлены в виде M ± SE, где 

M – среднее значение, SE − ошибка среднего. 
Различия считали достоверными при уровне зна-
чимости p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Учитывая малочисленность в общем пуле мо-

ноцитов крови клеток CD16+, получение доста-
точного количества промежуточных и некласси-
ческих моноцитов для дальнейшего исследования 
и генерации из них DC представлялось технически 
сложным. Поýтому был использован метод маг-
нитной сепарации для выделения из MNC обога-
щенной популяции моноцитов CD14+ с деплеци-
ей и без деплеции клеток CD16+ (CD14+CD16− и 
CD14+CD16+ субпопуляции соответственно). Та-
кой подход позволял выяснить, каким образом 
присутствие или отсутствие промежуточных и 
неклассических моноцитов CD16+ влияет на фе-

нотип и функции IFN-DC. Моноциты CD14+CD16− 
и CD14+CD16+ получали от одних и тех же доно-
ров, что давало возможность сравнить два типа 
генерируемых DC (CD16−Мо-DC и CD16+Мо-DC), 
полученных от одного индивида. 

Фенотипический анализ DC, генерированных 
из моноцитов CD14+CD16− и CD14+CD16+, пока-
зал, что присутствие клеток CD16+ в общей по-
пуляции моноцитов ассоциировалось с почти 
двукратным уменьшением количества DC про-
межуточной степени зрелости (CD14+CD83+) по 
сравнению с культурами CD16−Мо-DC (рис. 2, а). 
При ýтом содержание зрелых CD14−CD83+DC и 
клеток с незрелым фенотипом (CD14+CD83−) сре-
ди CD16−Мо-DC и CD16+Мо-DC значимо не раз-
личалось. Тем не менее среди DC, ýкспрессирую-
щих CD83, относительное содержание (%) зрелых 
клеток CD83+CD14− в популяции CD16+Мо-DC 
было в среднем в 1,7 раза выше (р = 0,076), чем 
в популяции CD16−Мо-DC (рис. 2, b). Таким об-
разом, отсутствие клеток CD16+ в общей попу-
ляции моноцитарных предшественников ведет к 
их дифференцировке в IFN-DC с менее зрелым 
фенотипом и преобладанием DC промежуточной 
степени зрелости.

Рис. 2. Фенотип и аллостимуляторная активность IFN-DC, генерированных из CD16− и CD16+ моноцитов: a – DC, 
ýкспрессирующие CD14 и CD83, n = 7, %; b – CD14− и CD14+ среди CD83+DC (n = 7), %; c – HLA-DR+ (n = 8), 
CD86+ (n = 7), B7-H1+ (n = 7) и TLR-2+ (n = 6) в популяциях CD16−Мо-DC и CD16+Мо-DC, %; d – пролифера-
тивный ответ MNC в алло-СКЛ в отсутствии IFN-DC (MNC) и присутствии указанных типов IFN-DC,  имп/мин, 

M ± SE. Здесь и на рис. 3, 4: * р < 0,05 (непараметрический W-критерий Вилкоксона)

Fig. 2. Phenotype and allostimulatory activity of CD16− and CD16+ monocyte-derived IFN-DCs: a – the relative number 
of DCs expressing CD14 and CD83, n = 7; b – the proportion of CD14− and CD14+ cells among CD83+DCs, n = 7; c – 
the relative number of HLA-DR+ (n = 8), CD86+ (n = 7), B7-H1+ (n = 7) and TLR-2+ (n = 6) cells in CD16−Мо-DC 
and CD16+Мо-DC cultures; d – and proliferive response of MNCs in allo-MLC test (cpm) in the absence of IFN-DCs 
(MNCs), as well as in presence of signed subtypes of IFN-DCs in allo-MLC test, M ± SE. * Here and at Fig. 3, 4 : р < 

0.05 (nonparametric Wilcoxon Test)

a        b

c        d
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Популяции CD16−Мо-DC и CD16+Мо-DC были 
сопоставимы по относительному содержанию 
клеток, ýкспрессирующих HLA-DR и CD86, уча-
ствующих в презентации антигенов и активации 
наивных Т-клеток. При ýтом оба типа DC не раз-
личались по количеству клеток, ýкспрессирую-
щих ингибиторные (толерогенные) молекулы B7-
H1 и TLR-2 (см. рис. 2, c).

Оценка стимуляторной активности IFN-DC в 
алло-СКЛ показала (рис. 2, d), что способность 
CD16+Мо-DC индуцировать пролиферативный от-
вет Т-клеток на аллоантигены была в среднем на 
63% (IQR 18−76%) выше, чем у CD16−Мо-DC (р = 
0,028). При ýтом аллостимуляторная активность 
CD16+Мо-DC находилась в прямой корреляцион-
ной связи с долей CD86+ DC (rs = 0,69; р = 0,027) и от-
рицательно коррелировала с количеством TLR-2+ 
DC (rs = −0,72; р = 0,1). В свою очередь, алло-
стимуляторная активность CD16−Мо-DC прямо 
коррелировала с содержанием CD14+CD83+DC и 
CD14−CD83+DC (rs = 0,84; р = 0,038). Таким обра-
зом, более низкая аллостимуляторная активность 
CD16−Мо-DC, по-видимому, обусловлена меньшей 
степенью зрелости ýтой популяции IFN-DC, тогда 
как для CD16+Мо-DC ýта функция детерминиру-
ется балансом костимуляторных (CD86) и ингиби-
торных (TLR2) молекул.

Поскольку одним из ключевых медиаторов 
толерогенной активности DC являются глюко-
кортикоиды, на следующем ýтапе было изучено 
влияние деплеции моноцитов CD16+ на чувстви-
тельность генерируемых IFN-DC к дексаметазо-
ну. Добавление дексаметазона на ýтапах генера-
ции CD16−Мо-DC и CD16+Мо-DC сопровождалось 
практически двукратным возрастанием количе-
ства незрелых CD14+CD83− и снижением доли 
зрелых CD14−CD83+DC (рис. 3). Эти изменения 
были более выражены и статистически значимы 
в популяции CD16+Мо-DC (рис. 3, а), тогда как в 
культурах CD16−Мо-DC проявлялись в виде от-
четливого тренда (р = 0,07–0,11). Таким образом, 
CD16+Мо-DC более чувствительны к действию 
дексаметазона, что подтверждалось при анализе 
изменений под действием дексаметазона соот-
ношения клеток CD14− и CD14+ среди DC, ýкс-
прессирующих CD83 (рис. 3, b). Обработка дек-
саметазоном CD16+Мо-DC приводила к более 
выраженному сдвигу баланса в сторону клеток 
промежуточной степени зрелости, коýкспресси-
рующих CD14 и CD83 (р = 0,028). В то же время 
в культурах CD16−Мо-DC изменение соотноше-
ния менее зрелых CD14+CD83+ и зрелых CD14−

CD83+DC не было статистически достоверным  
(р > 0,05). 

Рис. 3. Влияние дексаметазона на фенотип IFN-DC, генерированных из моноцитов CD16− и CD16+: a – DC, ýкс-
прессирующие CD14 и CD83 (n = 6); b – CD14− и CD14+ среди CD83+DC (n = 6); c, d – HLA-DR+ (n = 6), CD86+  

(n = 6), B7-H1+ (n = 6) и TLR-2+ (n = 4) в популяциях CD16−Мо-DC и CD16+Мо-DC, генерированных в стандарт-
ных условиях и в присутствии дексаметазона (+Dex), %, М ± SE

Fig. 3. The effect of dexamethasone on the phenotype of CD16− and CD16+ monocyte-derived IFN-DCs: a – DC 
expressing CD14 and CD83 (n = 6); b – the proportion of CD14− and CD14+ cells among CD83+DCs (n = 6); c, d – 
the relative number of HLA-DR+ (n = 6), CD86+ (n = 6), B7-H1+ (n = 6) and TLR-2+ (n = 4) cells in CD16−Мо-DCs 
and CD16+Мо-DCs generated under standard conditions and in the presence of dexamethasone (+Dex), %, M ± SE

a        b

c        d
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Добавление дексаметазона на ýтапе диффе-
ренцировки моноцитов CD14+CD16− и CD14+CD16+ 
в DC по-разному влияло на ýкспрессию костиму-
ляторных и толерогенных молекул (CD86 и TLR-
2 соответственно). Из данных рисунка следует 
(рис. 3, c и d), что под действием дексаметазо-
на отмечалось снижение относительного содер-
жания клеток CD86+: статистически значимое в 
популяции CD16+Мо-DC (р = 0,04), а в культу-
рах CD16−Мо-DC в виде отчетливой тенденции 
(р = 0,12). При ýтом дексаметазон индуцировал 
достоверное возрастание клеток TLR-2+ среди 
CD16−Мо-DC и в культурах CD16+Мо-DC – в виде 
тренда. Как следствие, в популяциях CD16−Мо-
DC и CD16+Мо-DC после контакта с дексамета-
зоном наблюдалась инверсия индекса соотно-
шения клеток CD86+/TLR-2+ и его снижение в 
среднем с (2,3 ± 0,9) до (0,75 ± 0,05) расч. ед.  
(р = 0,06), что свидетельствовало о сдвиге балан-

са от стимуляторных CD86+DC в сторону толеро-
генных клеток TLR-2+.

Обработка дексаметазоном не оказывала вли-
яния на ýкспрессию HLA-DR антигенов и инги-
биторной молекулы B7-H1. Тем не менее анализ 
коýкспрессии CD86 и B7-H1 показал (рис. 4), что 
дексаметазон более чем в два раза увеличивал от-
носительное содержание клеток CD86−B7-H1+ как 
в популяции CD16−Мо-DC, так и среди CD16+-Мо-
DC (р = 0,04). Количество клеток, коýкспрессиру-
ющих CD86 и B7-H1, при ýтом снижалось, дости-
гая статистически значимого уровня в культурах 
CD16+ Мо-DC (р = 0,04).

Сравнительный анализ аллостимуляторной ак-
тивности IFN-DC показал (рис. 5), что дексамета-
зон подавлял способность как CD16−Мо-DC, так 
и CD16+Мо-DC индуцировать пролиферативный 
ответ MNC на аллоантигены (р = 0,008 и р = 0,005  
соответственно). 

Рис. 4. Влияние дексаметазона на ýкспрессию CD86 и B7-H1 на IFN-DC, генерированных из CD16− и CD16+ 

моноцитов: DC, ýкспрессирующие CD86 и B7-H1, в популяциях CD16−Мо-DC (a) и CD16+Мо-DC (b), генериро-
ванных в стандартных условиях и с дексаметазоном (+Dex), %, М ± SE.  Представлены индивидуальные DotPlot 
гистограммы распределения CD16−Мо-DC и CD16+Мо-DC, генерированных стандартно и в присутствии декса-
метазона по флуоресценции FITC-меченных анти-B7-H1- и РЕ-меченных анти-CD86-антител (c). Левый верхний 
квадрант – CD86+B7-H1− клетки, правый верхний квадрант – CD86+B7-H1+ клетки, правый нижний квадрант – 

CD86−B7-H1+клетки 

Fig. 4. The effect of dexamethasone on CD86 and B7-H1 expression on CD16− and CD16+ monocyte-derived IFN-DC 
The data are presented in the form of М ± SE of the relative number of DC expressing CD86 and B7-H1 in CD16−

Мо-DC (a) and CD16+Мо-DC cultures (b) generated under standard conditions and in the presence of dexamethasone 
(+Dex). Representative flow cytometric dot plots of co-staining of FITC-conjugated anti-B7-H1 and PE-conjugated 
anti-CD86 monoclonal antibodies on CD16−Мо-DC and CD16+Мо-DC generated under standard conditions and in the 
presence of dexamethasone (+Dex) are illustrated at (c). Upper left quadrant – CD86+B7-H1−cells, upper right quadrant 

– CD86+B7-H1+ cells, lower right quadrant – CD86−B7-H1+ cells

a            b

c
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Одной из причин снижения функциональной 
активности DC после обработки дексаметазоном 
является гормон-индуцированное повышение ко-
личества DC, ýкспрессирующих ко-ингибиторные 
(толерогенные) молекулы (B7-H1, TLR-2). Дей-
ствительно, проведенный корреляционный анализ 
показал, что аллостимуляторная активность обе-
их исследуемых популяций, обработанных дек-
саметазоном, находится в обратной взаимосвязи 
с содержанием среди них клеток CD86−B7-H1+  
(rS = −0,72; p < 0,05).

ОБСУЖДЕНИЕ
В работе показано, что популяции моноцитов 

CD14+, содержащие и истощенные по клеткам 
CD16+, дифференцируются в DC, различающие-
ся по фенотипу и функциям. Промежуточные и 
неклассические моноциты CD16+  дифференци-
руются в IFN-DC с большей степенью зрелости 
по сравнению с DC, полученными из популяции 
классических клеток CD14+CD16−. Так, в отли-
чие от CD16−Мо-DC для CD16+Мо-DC харак-
терно меньшее количество клеток СD14+CD83+ 
промежуточной степени зрелости, преобладание 
СD14-негативных клеток в структуре CD83+DC, 
а также более выраженная способность инду-
цировать пролиферативный ответ в алло-СКЛ. 
Несмотря на отсутствие различий в ýкспрессии 
стимуляторных (HLA-DR, CD86) и ингибитор-
ных молекул (B7-H1, TLR-2) на CD16+Мо-DC и 
CD16−Мо-DC, более низкая аллостимуляторная 
активность DC, генерированных из классических 

моноцитов CD14+CD16−, по-видимому, обусловле-
на меньшей степенью зрелости ýтой популяции 
IFN-DC, тогда как для CD16+Мо-DC ýта функ-
ция детерминируется балансом костимуляторных 
(CD86) и ингибиторных (TLR-2) молекул.

Полученные данные согласуются с результа-
тами других авторов. Показано, например, что 
повышение количества клеток CD16+ среди об-
щего пула циркулирующих моноцитов ассоци-
ируется с более зрелым статусом генерирован-
ных DC in vitro [13]. Очевидно, неклассические 
клетки CD14+CD16++ являются более зрелой фор-
мой моноцитов. Об ýтом свидетельствует более 
выраженная (по сравнению с классическими и 
промежуточными моноцитами) ýкспрессия про-
апоптотических и антипролиферативных генов, 
ассоциированных с высоко дифференцирован-
ным статусом клеток; более высокая ýкспрессия 
антигенов MHC II класса и костимуляторных 
молекул; низкая фагоцитарная и повышенная ал-
лостимуляторная активность, а также меньшая 
длина теломер [6, 14, 15]. Кроме того, именно 
в неклассических моноцитах ýкспрессируется 
определенный набор генов (SIGLEC10, CD43, 
RARA, IRF8), имеющих критическое значение 
для генерации DC [6, 16]. Соответственно, мож-
но предположить, что моноциты CD14+CD16++ 
в наибольшей степени детерминированы к диф-
ференцировке в DC с иммунностимуляторными 
свойствами. Однако ýтим данным противоречит 
работа L.B. Boyette с соавт., которые показали, 
что только популяция классических моноцитов 

Рис. 5. Влияние дексаметазона на аллостимуляторную активность IFN-DC, генерированных из CD16− и CD16+ 

моноцитов:  пролиферативный ответ MNC в алло-СКЛ   в отсутствии IFN-DC (MNC) и  присутствии CD16−Мо-
DC и CD16+Мо-DC, генерированных в стандартных условиях и с дексаметазоном (+Dex), имп/мин, M ± SE.  

** р < 0,01 (непараметрический W-критерий Вилкоксона). 

Fig. 5. The effect of dexamethasone on allostimulatory activity of CD16− and CD16+ monocyte-derived IFN-DC: 
proliferative response of MNC in allo-MLC test in the absence of IFN-DC (MNC), as well as in presence of CD16−Мо-
DC and CD16+Мо-DC cultures generated under standard conditions and in the presence of dexamethasone (+Dex), cpm, 

M ± SE. ** р < 0.01 (nonparametric Wilcoxon test) 
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CD14+CD16− может быть предшественниками DC 
[7]. По-видимому, в данном случае важную роль 
играют способы выделения моноцитов, а также 
условия культивирования моноцитов, в частности 
применение GM-CSF и IL-4 для индукции диф-
ференцировки DC. Нами впервые показано, что 
деплеция CD16+ из общего пула моноцитов не 
влияет на их способность дифференцироваться 
в DC при использовании IFNα вместо IL-4. При 
ýтом присутствие моноцитов CD16+, как кле-
ток-прекурсоров с большей степенью зрелости, 
позволяет получить INF-DC с фенотипом и ал-
лостимуляторной активностью, характерной для 
более зрелых DC.

Известно, что при различных стресс-реакци-
ях, сопряженных с повышением уровня катехола-
минов и глюкокортикоидов в крови, происходят 
активация моноцитов и изменение их субпопуля-
ционного состава [4], что, в свою очередь, может 
отражаться на процессах дифференцировки и со-
зревания DC. В настоящем исследовании впервые 
охарактеризовано влияние дексаметазона на со-
зревание и функции IFN-DC, генерированных из 
субпопуляций моноцитов CD14+, оппозитных по 
ýкспрессии CD16. Показано, что как CD16+Мо-
DC, так и CD16−Мо-DC подвержены супрессорно-
му ýффекту дексаметазона, который проявляется 
задержкой созревания DC, сдвигом баланса соот-
ношения CD86+/TLR-2+ в сторону толерогенных 
клеток TLR-2+, а также ингибицией стимулятор-
ной активности IFN-DC в алло-СКЛ. 

Интересно отметить, что доля клеток TLR-
2+, ассоциированных с толерогенным фенотипом 
DC, в ответ на добавление дексаметазона зна-
чимо возрастала только в популяции CD16−Мо-
DC, тогда как для CD16+Мо-DC ýти изменения 
проявлялись в виде тенденции. Характерно, что 
классические моноциты CD14+CD16− отличаются 
от моноцитов, ýкспрессирующих CD16+, более 
выраженной ýкспрессией TLR-2 в ответ на бакте-
риальные антигены (ЛПС, пептидогликаны, ýне-
ротоксин В St. aureus) [17]. По-видимому, при-
сутствие дексаметазона в культурах IFN-DC на 
ýтапе конечного созревания усиливает ýффект 
ЛПС на ýкспрессию TLR-2 на CD16−Мо-DC, по-
скольку интактные ЛПС-стимулированные CD16−

Мо-DC и CD16+Мо-DC не различались по ýтому 
показателю.

В отличие от TLR-2 уровень ýкспрессии 
ко-ингибиторной молекулы В7-Н1 при добавле-
нии дексаметазона значимо не менялся в попу-
ляциях CD16−Мо-DC и CD16+Мо-DC. Следует от-
метить, что роль В7-Н1 в биологии DC до конца 
не ясна. Показано, в частности, что молекула В7-

Н1, ýкспрессируемая на DC, участвует не только 
в индукции апоптоза и анергии Т-клеток [18], 
но обладает также протективной функцией, обе-
спечивая устойчивость DC к лизису со стороны 
цитотоксических Т-клеток [19]. В настоящем ис-
следовании подавляющая часть интактных CD16−

Мо-DC и CD16+Мо-DC коýкспрессировали В7-Н1 
и CD86 (см. рис. 4), обладая при ýтом выражен-
ной аллостимуляторной активностью. Добав-
ление дексаметазона приводило к двукратному 
увеличению количества CD86−B7-H1+DC, одно-
временно снижая число клеток CD86+B7-H1+. 
Схожие результаты были получены J.-H. Le с 
соавт., которые в ýкспериментальных моделях 
показали, что различные толерогенные стимулы, 
в том числе и дексаметазон, приводят к увеличе-
нию количества CD86−B7-H1+ среди DC, индуци-
рованных IL-4 [20].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В целом полученные данные свидетельствуют 

о том, что IFNα-индуцированные DC ýффектив-
но генерируются из циркулирующих моноцитов 
CD14+, как обогащенных, так и истощенных по 
клеткам CD16+. Тем не менее наличие в общем 
пуле моноцитарных предшественников CD16+ 
ассоциируется с дифференцировкой IFN-DC с 
более зрелым фенотипом и высокой аллостиму-
ляторной активностью. DC, генерированные из 
субпопуляций моноцитов, оппозитных по ýкс-
прессии CD16, характеризуются чувствительно-
стью к супрессорному ýффекту дексаметазона. 
При ýтом толерогенное действие дексаметазона 
в субпопуляциях CD16−Мо-DC и CD16+Мо-DC мо-
жет реализовываться с вовлечением различных 
механизмов.
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