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Аннотация. Миелоидные дендритные клетки (ДК) играют важную роль в иммунном ответе, поэтому актуальной 
задачей является поиск соединений, способных эффективно активировать ДК. Целью настоящей работы было 
изучение влияния синтетических CpG олигодезоксинуклеотидов (CpG-ODN) на созревание и аллостимулятор-
ную активность миелоидных ДК в сравнении с другими PAMP и DAMP молекулами. Для исследований были син-
тезированы CpG-ODN класса С (SD-101 и D-SL03), содержащие тиофосфатные межнуклеотидные группы, а также 
получены их оригинальные фосфат-модифицированные аналоги (SD-101М и D-SL03М) с мезилфосфорамидны-
ми межнуклеотидными группами (М = μ-модификация). Эффекты CpG-ODN и других активаторов оценивали 
в культурах ДК, генерированных из моноцитов крови в присутствии GM-CSF и IFN-α (IFN-ДК) или IL-4 (IL4-ДК). 
Оценка внутриклеточной экспрессии TLR-9 показала, что оба типа ДК (IFN-ДК и IL4-ДК) содержали в среднем 
52  и 80 % TLR-9-позитивных клеток соответственно. Исследуемые CpG-ODN усиливали аллостимуляторную 
активность IFN-ДК, причем эффект μ-модифицированных CpG-ODN был выше, чем тиофосфатных CpG-ODN. 
Стимулирующий эффект CpG-ODN в дозе 1.0 мкг/мл был сопоставим (для D-SL03, D-SL03М, SD-101) или пре-
вышал (для SD-101М) действие липополисахарида (LPS) в дозе 10 мкг/мл. При этом IFN-ДК характеризовались 
большей чувствительностью к действию CpG-ODN, чем IL4-ДК. Усиление аллостимуляторной активности ДК в 
присутствии CpG-ODN было связано с индукцией конечного созревания клеток, что подтверждалось значимым 
снижением количества СD14+ ДК, увеличением доли зрелых CD83+ ДК и тенденцией к возрастанию CD86+ ДК. 
Интересно, что характерная для LPS способность усиливать экспрессию костимуляторной молекулы OX40L на 
ДК была выявлена только для μ-аналога SD-101М. Кроме того, CpG-ODN (SD-101 и SD-101М) оказывали стиму-
лирующий эффект на продукцию IFN-γ, сопоставимый с действием LPS. Полученные в целом данные свидетель-
ствуют о стимулирующем действии CpG-ODN на созревание и аллостимуляторную активность миелоидных ДК 
человека, которое более выражено для μ-модифицированных аналогов.
Ключевые слова: моноциты; дендритные клетки; дифференцировка; созревание; PAMP- и DAMP-активаторы; 
алло-СКЛ; CpG-олигонуклеотид.
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Abstract. Myeloid dendritic cells (DCs) play an important role in the immune response; therefore, the search for com-
pounds that can effectively activate DCs is a needful goal. This study was aimed to investigate the effect of synthetic 
CpG oligodeoxynucleotides (CpG-ODN) on the maturation and allostimulatory activity of myeloid DCs in comparison 
with other PAMP and DAMP molecules. For the research, we synthesized known CpG-ODN class C (SD-101 and D-SL03) 
containing thiophosphate internucleotide groups, and their original phosphate-modified analogues (SD-101M and 
D- SL03M) with mesylphosphoramide internucleotide groups (M = μ-modification). The effects of CpG-ODN and other 
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activators were evaluated on DCs generated from blood monocytes in the presence of GM-CSF and IFN-α (IFN-DC) or 
IL-4 (IL4-DC). Evaluation of the intracellular TLR-9 expression showed that both types of DCs (IFN-DC and IL4-DC) con-
tained on average 52 and 80 % of TLR-9-positive cells, respectively. The CpG-ODNs studied enhanced the allostimula-
tory activity of IFN-DCs, and the effect of μ-modified CpG-ODNs was higher than that of CpG-ODNs with thiophosphate 
groups. The stimulating effect of CpG-ODN at a dose of 1.0 μg/ml was comparable (for D-SL03, D-SL03M, SD-101) with 
or exceeded (for SD-101M) the effect of LPS at a dose of 10 μg/ml. At the same time, IFN-DCs were characterized by 
greater sensitivity to the action of CpG-ODNs than IL4-DCs. The enhancement of DC allostimulatory activity in the 
presence of CpG-ODNs was associated with the induction of final DC maturation, which was confirmed by a significant 
decrease in the number of CD14+DC, an increase in mature CD83+DC and a trend towards an increase in CD86+DC. 
Interestingly, the characteristic ability of LPS to enhance the expression of the co-stimulatory molecule OX40L on DCs 
was revealed only for the μ-analogue SD-101M. In addition, CpG-ODNs (SD-101 and SD-101M) had a stimulatory effect 
on IFN-γ production comparable to the action of LPS. The data obtained indicate a stimulating effect of CpG-ODN on 
the maturation and allostimulatory activity of human myeloid DCs, which is more pronounced for μ-modified analogs.
Key words: monocytes; dendritic cells; differentiation; maturation; PAMP- and DAMP-activators; allo-MLR; CpG-oligo-
nucleotide.
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Введение
Дендритные клетки (ДК) играют важную роль в иммун-
ном ответе, что позволяет рассматривать их в качестве 
мишени и перспективного клеточного продукта при раз-
работке новых методов иммунотерапии рака. Поскольку 
иммуностимулирующая активность характерна только для 
зрелых ДК с высокой экспрессией антигенпрезентирую-
щих и костимуляторных молекул (Banchereau et al., 2000), 
то, несомненно, актуальным направлением исследований 
представляется поиск соединений, способных эффективно 
активировать ДК и индуцировать их созревание.

Природными активаторами ДК являются консерва­
тивные молекулы патогенов класса PAMP (pathogen- asso­
ciated molecular patterns) и высвобождающиеся при по-
вреждении собственных клеток молекулы класса DAMP 
(damage-associated molecular patterns). Эффекты первых 
опосредуются через паттерн-распознающие рецепторы. 
Молекулы класса DAMP распознаются внутриклеточ-
ными сенсорами и активируют ДК через вторичные мес­
сенджеры, например фактор некроза опухоли-альфа (Jou­
nai et al., 2013; Kawasaki, Kawai, 2014). Действие различ-
ных соединений на ДК человека оценивается обычно в 
культурах ДК моноцитарного происхождения, генериро­
ванных in vitro в присутствии цитокинов GM-CSF/IL4 или 
GM-CSF/IFN-α (Cehim, Chies, 2019). При этом в качестве 
одного из стандартных активаторов используют липопо-
лисахарид (LPS), являющийся лигандом TLR-4. Однако 
в силу пирогенности LPS не может использоваться в кли­
нических исследованиях.

Бактериальная и вирусная ДНК также способны акти-
вировать конечное созревание ДК. Эта активность связана 
с наличием в их структуре неметилированных CpG ди-
нуклеотидов и может имитироваться синтетическими 
CpG олигодезоксинуклеотидами (CpG-ODN), опосреду-
ющими сигналинг через TLR-9 (Половинкина, Марков, 
2010). Синтетические CpG-ODN продемонстрировали 
выраженный иммуностимулирующий и противоопухоле-
вый эффект in vivo и рассматриваются в настоящее время 
в качестве перспективных адъювантов в иммунотерапии 
рака (Scheiermann, Klinman, 2014; Shirota, Klinman, 2014; 
Shirota et al., 2015). В экспериментальных исследованиях 

на мышах показано, что наряду с плазмацитоидными ДК 
CpG-ODN оказывают стимулирующий эффект и на кост-
номозговые ДК (Behboudi et al., 2000). В то же время у 
человека чувствительность к CpG-ODN связывают пре­
имущественно с плазмацитоидными ДК, а данные об эф- 
фектах CpG-ODN на миелоидные ДК представлены еди-
ничными исследованиями, результаты которых противо-
речивы (Behboudi et al., 2000; Hoene et al., 2006). 

Целью настоящей работы было изучение влияния CpG-
ODN на созревание и аллостимуляторную активность 
миелоидных ДК, генерированных из моноцитов крови в 
присутствии GM-CSF и IFN-α (IFN-ДК) или IL-4 (IL4-ДК), 
в сравнении с другими PAMP- (LPS) и DAMP-активато­
рами. Планировалось проанализировать эффекты CpG- 
ODN класса С: SD-101 (Levy et al., 2016) и D-SL03 (Yang et 
al., 2013), содержащих тиофосфатные межнуклеотидные 
группы, а также оригинальных фосфат-модифицирован-
ных аналогов (SD-101М, D-SL03М) с мезилфосфорамид-
ными межнуклеотидными группами (μ-модификация) 
(Челобанов и др., 2017).

Для сравнения в качестве активаторов класса DAMP 
планировалось оценить эффект двуцепочечной ДНК че-
ловека (дцДНК), а также синтетического поликатионного 
адъюванта азоксимер бромида (Kabanov, 2004; Powell et 
al., 2015), способного усиливать антиген-презентирую-
щую функцию ДК через активацию провоспалительных 
сигнальных путей (Dyakonova et al., 2004).

Материалы и методы
Для исследования нами были синтезированы, очищены и 
охарактеризованы CpG-ODN класса С: SD-101 и D-SL03, 
содержащие тиофосфатные межнуклеотидные группы, а 
также оригинальные модифицированные аналоги (SD-
101М, D-SL03М) с мезилфосфорамидными (μ) межнук­
леотидными связями. Последовательности полученных 
CpG-ODN приведены в табл. 1.

Для получения ДК из гепаринизированной венозной 
крови здоровых доноров выделяли мононуклеарные клет­
ки  (МНК) центрифугированием в градиенте плотности 
фиколла-верографина. IFN-ДК генерировали путем куль-
тивирования прилипающей фракции МНК во флаконах 
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Falcon (BD Biosciences, Великобритания) в течение 3 сут в среде RPMI-1640 
(Sigma-Aldrich, США), дополненной 0.3 мг/мл L-глутамина, 5 мМ HEPES-
буфера, 100 мкг/мл гентамицина и 5 % сыворотки плодов коровы («БиолоТ», 
Санкт-Петербург), в присутствии GM-CSF (Sigma-Aldrich, 40 нг/мл) и IFN-
альфа (Роферон-А, Roche, Швейцария, 1000 Ед/мл) с последующим дозрева-
нием с липополисахаридом (LPS Е. coli 0114 : B4, Sigma-Aldrich, 10 мкг/мл) 
в течение 48 ч.

Для генерации IL4-ДК прилипающую фракцию  МНК инкубировали в 
полной культуральной среде в присутствии GM-CSF, IL-4 (Sigma-Aldrich, 
40 нг/ мл) и 5 % сыворотки плодов коровы на протяжении 5 сут с последующим 
дозреванием с LPS в течение 48 ч. Для индукции конечного созревания ДК 
употребляли также другие активаторы: азоксимер бромид (АБ, «Петровакс») 
в дозе 2 нг/ мл, двуцепочечную ДНК (дцДНК) в дозе 5 мкг/мл, а также иссле-
дуемые соединения CpG-ODN в различных концентрациях.

Внутриклеточную экспрессию TLR-9 среди незрелых ДК (ДК0) оценива­
ли в популяциях IFN-ДК и IL4-ДК на 3-и и 5-е сутки генерации соответст­
венно. Для этого проводили процедуру пермеабилизации клеток, применяя 
коммерческий набор растворов для фиксации/пермеабилизации (BD Cytofix/
Cytoperm™, США) согласно методике производителя и АРС-меченные анти-
TLR-9 антитела (BD PharMingen, США). В качестве негативного контроля 
использовали изотипические антитела, конъюгированные с аналогичным 
флуорохромом. Процентное содержание ДК, экспрессирующих TLR-9, рас-
считывали на 10 000 клеток.

Стимуляторную активность ДК оценивали в аллогенной смешанной куль­
туре лейкоцитов (алло-СКЛ), используя в качестве отвечающих клеток МНК 
доноров, которые культивировали в 96-луночных круглодонных планшетах 
(0.1 × 106/лунку) в среде RPMI-1640 с 10 % инактивированной сыворотки до-
норов группы АВ (IV) при 37 °С в СО2- инкубаторе. Стимуляторами служили 
ДК в соотношении МНК : ДК = 10 : 1. Пролиферативный ответ оценивали на 
5-е сутки радиометрически по включению 3H-тимидина (1 мккюри/лунку), 
вносимого за 18 ч до окончания культивирования.

Иммунофенотип генерированных IFN-ДК определяли методом проточной 
цитометрии (FACSCalibur, Becton Dickinson) с использованием моноклональ-
ных антител, меченных фикоэритрином (PE) анти-СD14 («Сорбент», Москва) 
и анти-OX40L (анти-CD252, BioLegend, США), меченных FITC анти-СD83, 
анти-CD86 (BD PharMingen, США) и анти-HLA-DR («Сорбент», Москва).

Содержание цитокинов (TNF-α, IFN-γ) в 5-суточных супернатантах генери-
рованных IFN-ДК оценивали методом ИФА с помощью тест-систем согласно 
инструкции фирмы производителя («Вектор-Бест», Новосибирск).

Статистическую обработку данных проводили в пакете прикладных про-
грамм Statistica 6.0 для Windows. Данные представлены в виде медианы (Ме) 
и интерквартильного диапазона (IQR; LQ-UQ). Для выявления значимых раз-
личий сравниваемых показателей использовали непараметрические критерии 
Манна–Уитни и Вилкоксона (для связанных выборок). Выявленные различия 
считались статистически значимыми при p < 0.05.

Результаты
Оценка внутриклеточной экспрессии 
TLR-9 среди свежевыделенных мо­
ноцитов крови здоровых доноров, а 
также «незрелых» IFN-ДК и IL4-ДК, 
генерированных соответственно в 
течение 3 и 5 сут, показала, что доля 
TLR-9-позитивных клеток среди мо-
ноцитов-предшественников и IL4-ДК 
составляет в среднем 80 % (рис. 1). 
Содержание TLR-9+ клеток в попу-
ляции IFN-ДК было значимо ниже, 
варьируя в диапазоне от 40 до 56 % 
(Ме 52.5 %, p < 0.05). Тем не менее 
полученные данные свидетельствуют 
о потенциальной чувствительности 
ДК, генерированных с помощью как 
IL-4, так и IFN-альфа, к стимулирую-
щему действию CpG-ODN в качестве 
дозревающих сигналов.

Поэтому на следующем этапе про­
вели скрининг полученных нами CpG 
олигонуклеотидов в диапазоне доз от 
0.5 до 5.0 мкг/мл по их влиянию на 
способность IFN-ДК стимулировать 
пролиферативный ответ Т-клеток в 
алло-СКЛ (табл. 2). Аллостимулятор-

Taблица 1. CpG-олигонуклеотиды (CpG-ODN), использованные в работе

Обозначение Последовательность (5’–3’) Длина, нт Межнуклеотидная 
группа

CpG (есть/нет)

SD-101 tcgaacgttcgaacgttcgaac:gttcgaat 30 PS CpG

SD-101M tcgaacgttcgaacgttcgaac:gttcgaat 30 μ CpG

D-SL03 tcgcgaacgttcgccgcgttc:gaacgcgg 29 PS CpG

D-SL03M tcgcgaacgttcgccgcgttc:gaacgcgg 29 μ CpG

ODNcontrol tgcaagcttgcaagcttgcaag:cttgcaat 30 μ Контроль без CpG

Примечание. CpG динуклеотиды выделены жирным шрифтом; палиндромная последовательность подчеркнута; середина палиндрома обозначена 
двоеточием. PS – тиофосфатная группа; µ – мезилфосфорамидная группа.

p = 0.0039
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Рис.  1.  Внутриклеточная экспрессия TLR-9 
моноцитами и незрелыми IL4-ДК и IFN-ДК 
здоровых доноров (n = 6).
Данные представлены в виде индивидуальных 
и медианных значений; p – U-критерий Манна–
Уитни.
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ная активность ДК служит интегральным показателем, 
поскольку ассоциирована со степенью зрелости ДК, экс-
прессией HLA-антигенов и костимуляторных молекул, а 
также со спектром и уровнем продуцируемых ими цито-
кинов. В качестве позитивного контроля использовали 
«классический» PAMP-активатор LPS в дозе 10 мкг/мл, 
в качестве негативного – ODN с μ-модификациями, но не 
содержащий CpG динуклеотидов, в дозе 1 мкг/мл. LPS 
практически трехкратно усиливал аллостимуляторную 
активность ДК (см. табл. 2). Контрольный ODN, не со-
держащий CpG, не оказывал стимулирующего влияния на 
функциональную активность ДК в алло-СКЛ (FI = 1.03; 

IQR 0.99–1.39), тогда как все тестируемые CpG-ODN ин­
дуцировали созревание IFN- ДК, что проявлялось стати-
стически значимым усилением аллостимуляторной  ак­
тивности ДК.

Характерно, что CpG-ODN с мезилфосфорамидны-
ми (μ) группами (SD-101М и D-SL03М) в дозах 0.5, 1.0 
и 2.5 мкг/мл более эффективно ( p < 0.01) индуцировали 
конечное созревание IFN-ДК по сравнению с аналогич-
ными CpG-ODN с тиофосфатными группами. При этом 
SD-101М обладал наиболее выраженным эффектом. Так, 
SD-101М в минимальной тестируемой дозе (0.5 мкг/мл) 
проявлял дозревающий эффект, сопоставимый по своей 

Таблица 2. Т-клеточный пролиферативный ответ в алло-СКЛ (cpm) и аллостимуляторная активность (FI) IFN-ДК, 
генерированных с различными CpG-ODN

Варианты алло-СКЛ Контроль CpG-ODN

0.5 мкг/мл 1.0 мкг/мл 2.5 мкг/мл 5.0 мкг/мл

МНК + ДК0 cpm 2310 (1630–2600)

МНК + ДКODNконтроль cpm 2350 (2100–2500)

FI 1.03 (0.99–1.39)

МНК + ДКLPS cpm 7730 (5630–9620)

FI 2.9 (2.5–4.6)

МНК + ДКSD-101 cpm 5520 (4650–11 890) 6550 (3510–9650) 7520 (4950–10 380) 6960 (5830–10 130)

FI 3.0 (2.4–5.0) 3.1 (1.8–4.6) 3.6 (3.1–4.9) 3.0 (2.6–4.8)

МНК +ДКSD-101М cpm 7680 (6450–14 170) 9030 (8010–12 100) 7520 (6030–13 710) 6530 (6030–13 700)

FI 4.6 (3.0–6.7)** 5.0 (3.7–6.0)** 4.5 (2.8–6.5)* 4.2 (2.7–6.1)

МНК + ДКD-SL03 cpm 3060 (2290–10 080) 4660 (3550–12 960) 4260 (3200–11 140) 5180 (3210–11 460)

FI 1.6 (1.2–4.8) 2.4 (1.5–5.3) 2.4 (1.5–5.3) 2.5 (2.0–4.8)

МНК + ДКD-SL03М cpm 5930 (3380–11 420) 7210 (5080–16 060) 6670 (4700–17 100) 6000 (3760–14 150)

FI 2.5 (1.6–5.4)** 4.0 (2.1–6.7)** 3.7 (2.0–7.7)** 2.7 (2.1–6.1)

Примечание. Данные двух независимых экспериментов (n = 8) представлены в виде медианных значений и интерквартильного диапазона (в скобках); 
cpm (count per minute) – импульсы в минуту; FI – индексы влияния. * р < 0.05; ** p < 0.01 – значимость различий μ-CpG-ODN по сравнению с PS-CpG-ODN 
в соответствующих дозах (W-критерий Вилкоксона). 

Таблица 3. Т-клеточный пролиферативный ответ в алло-СКЛ (cpm) и аллостимуляторная активность (FI) IFN-ДК и IL4-ДК, 
генерированных с различными активаторами

Варианты алло-СКЛ IFN-ДК IL4-ДК

МНК + ДК0 cpm 2250 (1900–2600) 2720 (2180–3080)

МНК + ДКдцДНК cpm 5710 (4810–8510) 6070 (4950–7100)

FI 2.6 (2.3–3.1) 2.4 (2.0–2.5)

МНК + ДКAБ cpm 7350 (6040–8160) 4410 (3880–5410)

FI 2.8 (2.4–3.7) 1.7 (1.5–2.0)

МНК + ДКSD-101М cpm 7900 (6090–9510) 7200 (5460–8470)

FI 3.3 (2.9–5.0) 2.6 (2.5–2.8)

МНК + ДКD-SL03М cpm 7050 (5590–10 560) 5540 (4420–7650)

FI 3.2 (2.6–4.6) 2.0 (1.8–2.7)

Примечание. Данные двух независимых экспериментов (n = 8) представлены в виде медианных значений и интерквартильного диапазона (в скобках); 
cpm – импульсы в минуту; FI – индексы влияния. Активаторы: дцДНК 5 мкг/мл; АБ 2 нг/мл; SD-101М и D-SL03M 1 мкг/мл.
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Таблица 4. Иммунофенотип IFN-ДК, генерированных с различными активаторами

Варианты IFN-ДК CD14+, % CD83+, % CD86+, % HLA-DR+, % HLA-DR+OX40L+, %

ДК0 (контроль) 41.5 (38–47) 11.5 (9 –16) 72.0 (44–87) 83.5 (76–87) 8.0 (5.5–17.0)

ДКLPS 31.5 (26–37) ↓** 33.0 (16–44) ↑* 80.5 (77–91) 86.5 (81–90) 15.0 (7.8–24.0) ↑*

ДКдцДНК 30.0 (27–33) ↓** 20.0 (11–38) 84.0 (81–88) 81.5 (79–91) 9.3 (5.4–24.0)

ДКAБ 30.5 (23–34) ↓** 22.5 (12–43) ↑* 81.0 (79–85) 83.0 (76–88) 9.0 (6.3–20.0)

ДКSD-101 37.0 (32–38) 20.0 (14–35) ↑* 82.5 (77–86) 81.0 (69–92) 7.0 (6.0–27.0)

ДКSD-101M 33.5 (32–36) ↓** 18.5 (16–42) ↑* 79.0 (67–81) 82.0 (76–91) 12.5 (7.3–27.0) ↑*

Примечание. Данные трех независимых экспериментов (n = 7; % позитивных IFN-ДК) представлены в виде медианных значений и интерквартильного 
диапазона (в скобках). Активаторы: LPS 10 мкг/мл; дцДНК 5 мкг/мл; AБ 2 нг/мл; SD-101 и SD-101М 1 мкг/мл. * р < 0.05; ** p < 0.01 – vs контроль (W-критерий 
Вилкоксона).

ДК0

CD14 CD83 CD86 OX40LHLA-DR

ДКLPS

ДКдцДНК

ДКSD-101

ДКSD-101M

100 100 100 100 100101 101 101 101 101102 102 102 102 102103 103 103 103 103104 104 104 104 104

ДКАБ

Рис. 2. Фенотипический анализ IFN-ДК, генерированных in vitro с различными активаторами.
Незрелые IFN-ДК культивировали с различными активаторами в течение 24 ч, затем методом проточной цитометрии оценивали поверхностную экс-
прессию CD14, CD83, HLA-DR, CD86, OX40L. Репрезентативные гистограммы экспрессии указанных маркеров выделены жирной линией, соответствую-
щих изотипических контролей – серым цветом.

выраженности с LPS в дозе 10 мкг/мл, а эффективность 
действия μ-аналога SD-101 в дозе 1.0 мкг/мл была значимо 
выше, чем LPS ( p < 0.05).

В отдельной серии экспериментов провели сравни-
тельное исследование влияния μ-аналогов CpG-ODN 

(SD- 101M и D-SL03M) и активаторов класса DAMP 
(дцДНК, АБ) на аллостимуляторную активность двух ти­
пов дендритных клеток – IFN-ДК и IL4-ДК (табл. 3). Из 
представленных данных видно, что стимулирующий 
эффект μ-аналогов CpG-ODN в дозе 1 мкг/мл на функ-
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циональную активность IFN-ДК и IL4-ДК в алло-СКЛ 
был сопоставим с действием дцДНК и АБ. При этом по 
сравнению с IL4-ДК дендритные клетки, генерированные 
из моноцитов крови в присутствии интерферона-альфа 
(IFN-ДК), отличались большей чувствительностью к дей­
ствию исследуемых соединений, поэтому дальнейшие ис­
следования эффектов CpG-ODN проводили в культурах 
IFN-ДК.

Чтобы убедиться, что усиление аллостимуляторной ак-
тивности обусловлено конечным созреванием ДК, изучали 
изменение иммунофенотипа IFN-ДК, культивируемых в 
присутствии CpG-ODN в сравнении с другими PAMP- и 
DAMP-активаторами. Для тестирования в данной серии 
экспериментов были отобраны CpG-ODN SD-101 и его 
μ-аналог SD-101М с наиболее выраженной стимулирую-
щей активностью (табл. 4, рис. 2). Указанные CpG-ODN 
обладали аналогичным с LPS эффектом на созревание 
ДК, который проявлялся снижением числа CD14+ мо­
ноцитарных предшественников и увеличением доли зре­
лых CD83+ ДК, а также на уровне отчетливого тренда ДК, 
экспрессирующих костимуляторную молекулу CD86 
( р = 0.07–0.11). Схожий эффект был зарегистрирован для 
дцДНК и АБ. Интересно, что LPS тоже значимо повы-
шал относительное содержание ДК, экспрессирующих 
OX40L. Прирост этих клеток составил в среднем 45 %  
(с 8 до 15 %). Влияние CpG-ODN с мезилфосфорамидны-
ми межнуклеотидными связями (SD-101М) на экспрес- 
сию OX40L было сопоставимо с действием LPS: количест­
во OX40L+ ДК увеличилось в среднем на 39 % (до 12.5 %, 
p = 0.0282). В то же время эффект дцДНК, АБ и SD-101 
с тиофосфатными группами на экспрессию OX40L был 
менее выраженным и статистически незначимым.

Поскольку созревание ДК сопровождается усилением 
продукции цитокинов с провоспалительной и Th1- стиму­
лирующей активностью, в завершение оценили влияние 
CpG-ODN SD-101 и его μ-аналога SD-101М на продукцию 
TNF-α и IFN-γ в 5-суточных культурах IFN-ДК (табл. 5). 
По сравнению с незрелыми клетками LPS-активированные 

ДК продуцировали более высокие уровни TNF-α и IFN-γ 
( p < 0.01). CpG-ODN SD-101 и SD-101М, так же как и АБ, 
не усиливали продукцию TNF-α. Концентрация TNF-α в 
культурах ДК в присутствии дцДНК возрастала в среднем 
на 43 %, но этот эффект не был статистически значимым.

В то же время SD-101 и SD-101М значимо повышали 
способность IFN-ДК продуцировать IFN-γ (в среднем 
на 71 и 74 % соответственно; p < 0.05), что сопоставимо 
с эффектом LPS. Другие DAMP-активаторы (дцДНК и 
АБ) также усиливали продукцию IFN-γ дендритными 
клетками. 

Обсуждение
Полученные результаты продемонстрировали, что гене­
рируемые из моноцитов IFN-ДК или IL4-ДК экспресси-
руют внутриклеточно TLR-9 и чувствительны к действию 
CpG- ODN класса С. Эффект CpG-ODN проявляется уси-
лением способности ДК стимулировать пролиферацию 
Т-клеток в алло-СКЛ и сопряжен с возрастанием экс-
прессии на ДК дифференцировочных антигенов (CD83) и 
костимуляторных молекул (OX40L, CD86), а также про­
дукции IFN-γ. При этом IFN-ДК характеризуются боль- 
шей чувствительностью к стимулирующему действию 
CpG-ODN, чем IL4-ДК.

Согласно данным литературы, у мышей экспрессия 
TLR-9 и чувствительность к действию CpG-ODN харак-
терна как для плазмацитоидных, так и для миелоидных ДК 
(Behboudi et al., 2000; Iwasaki, Medzhitov, 2004). Ранние 
исследования у человека, основанные на анализе RT-PCR, 
выявили конститутивную экспрессию мРНК TLR-9 только 
в плазмацитоидных ДК при ее отсутствии в миелоидных 
ДК или ДК моноцитарного происхождения (Bauer et al., 
2001; Rothenfusser et al., 2002; Krug et al., 2001). Тем не 
менее позднее H. Tada обнаружил мРНК TLR-9 в гене-
рируемых из моноцитов ДК (мо-ДК) и показал усиление 
продукции IL-12p70 и IFN-γ в культурах мо-ДК в ответ на 
стимуляцию CpG-ODN (Tada et al., 2005). В свою очередь 
V. Hoene с коллегами продемонстрировали наличие TLR- 9 

Таблица 5. Продукция TNF-α и IFN-γ в культурах IFN-ДК, генерированных с различными активаторами

Варианты IFN-ДК TNF-α IFN-γ

ДК0 (контроль) пг/мл 290 (206–500) 130 (90–190)

ДКLPS пг/мл 1680 (840–1790)** 225 (145–385)**

FI 3.7 (1.4–8.4) 1.6 (1.3–2.0)

ДКдцДНК пг/мл 785 (264–1250) 250 (190–400)*

FI 1.4 (0.9–2.7) 1.4 (1.1–2.0)

ДКAБ пг/мл 240 (145–670) 240 (185–460)*

FI 0.9 (0.8–1.1) 1.2 (1.1–1.9)

ДКSD-101 пг/мл 220 (70–490) 230 (160–460)*

FI 0.7 (0.3–1.9) 1.71 (1.5–2.1)

ДКSD-101М пг/мл 215 (120–740) 230 (180–380)*

FI 1.0 (0.6–1.9) 1.74 (1.3–2.1)

Примечание. Данные шести независимых экспериментов (n = 13) представлены в виде медианных значений и интерквартильного диапазона (в скоб-
ках); * р < 0.05; ** p < 0.01 – vs контроль (W-критерий Вилкоксона).
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белка в мо-ДК, причем в таких же количествах, как и в 
плазмацитоидных  ДК. CpG-ODN класса  А, по данным 
этих авторов, стимулировали созревание ДК и усиливали 
способность ДК стимулировать пролиферацию аллоген-
ных Т-клеток (Hoene et al., 2006). Полученные нами дан-
ные служат еще одним подтверждением чувствительности 
миелоидных ДК человека к стимулирующему действию 
CpG-ODN и, учитывая моноцитарное происхождение 
большинства ДК в опухолевом микроокружении (Veglia, 
Gabrilovich, 2017), обосновывают перспективность ис-
пользования CpG-ODN для активации ДК, в том числе 
при проведении внутриопухолевой иммунотерапии.

Вторым важным результатом исследования является 
то, что в настоящей работе впервые проведено сравнение 
классических тиофосфатных CpG-ODN класса С (SD-101 
и D-SL03) и их оригинальных аналогов с мезилфосфора-
мидными (μ-модифицированными) межнуклеотидными 
группами (SD-101М и D-SL03М). CpG-ОDN класса  С 
совмещают иммуномодулирующие свойства CpG-ОDN 
классов A и  B (Marshall et al., 2005) и обладают выра-
женным иммуностимулирующим и противоопухолевым 
эффектом (Li et al., 2020). Так, например, L. Yang с колле-
гами продемонстрировали выраженную стимулирующую 
активность CpG-ОDN D-SL03, которая проявлялась в 
способности активировать В-клетки, NK-клетки и T-клет­
ки человека in vitro, усиливать экспрессию CD80, CD86 
и HLA-DR в культурах мононуклеарных клеток, а также 
оказывать противоопухолевый эффект в модели рака мо­
лочной железы у мышей in vivo (Yang et al., 2013). В свою 
очередь, CpG-ОDN SD-101 продемонстрировал иммуно-
стимулирующий и противоопухолевый эффект при про-
ведении локальной противоопухолевой иммунотерапии 
у человека (Levy et al., 2016; Li et al., 2020). На основе 
указанных CpG-ODN нами впервые получены модифици-
рованные аналоги SD-101M и D-SL03М, содержащие ме-
зилфосфорамидные межнуклеотидные группы, которые, 
согласно нашим ранним результатам, обеспечивают более 
высокую стабильность к ферментативному расщеплению 
(Miroshnichenko et al., 2019).

Сравнительный анализ активности тестируемых CpG-
ODN показал, что μ-модифицированные аналоги в боль­
шей степени усиливают аллостимуляторную активность 
ДК, чем CpG-ODN с тиофосфатными группами. Кроме 
того, именно μ-форма SD-101 (SD-101М) обладает свой-
ственной для LPS способностью усиливать в популяции 
IFN-ДК экспрессию молекулы OX40L, которая является 
важным костимуляторным сигналом, регулирующим ин-
тенсивность пролиферации Т-клеток в алло-СКЛ (Ukyo 
et al., 2003).

Следует отметить, что, будучи лигандом TLR-4, LPS 
является мощным активатором созревания  ДК и часто 
используется в исследованиях in  vitro в качестве поло-
жительного контроля. Сигналинг через TLR-4 вызывает 
возрастание экспрессии костимуляторных молекул, по-
вышает продукцию провоспалительных цитокинов и 
усиливает способность ДК стимулировать пролиферацию 
аллогенных Т-лимфоцитов и индуцировать Th1-ответ 
(Cehim, Chies, 2019), подтверждая иммунологическую 
«функциональность» активированных ДК. В исследова-
ниях V. Hoene с коллегами стимулирующий эффект D19 

(CpG-ODN класса А) на созревание и аллостимуляторную 
активность ДК был ниже, чем эффект LPS (Hoene et al., 
2006). В наших исследованиях активность SD-101М пре-
вышала эффект LPS, а для SD-101, D-SL03 и D-SL03М 
была сопоставима с LPS. Усиление продукции IFN-γ под 
влиянием CpG-ODN (SD-101 и SD-101М) было также 
сопоставимо с действием LPS.

В настоящем исследовании мы сравнили CpG-ODN 
класса С не только с действием LPS, но и с действием 
DAMP-активаторов – дцДНК человека и азоксимера бро-
мида. Оказалось, что стимулирующий эффект SD-101М 
на созревание ДК и их аллостимуляторную активность 
сопоставим с действием дцДНК и АБ. Стимулирующее 
влияние дцДНК на созревание и аллостимуляторную ак­
тивность мо-ДК было продемонстрировано нами ранее 
(Alyamkina et al., 2010; Orishchenko et al., 2013). В то же 
время способность отечественного полимерного адъюван­
та на основе АБ стимулировать in vitro созревание ДК, ге-
нерируемых из моноцитов в присутствии IL-4 или IFN-α, 
а также усиливать их аллостимуляторную активность 
описана нами впервые и является важным аргументом, 
обосновывающим эффективность данного адъюванта 
в составе противовирусных вакцин. При этом надо от-
метить, что по ряду параметров (в частности, индукции 
экспрессии OX40L и продукции IFN-γ) SD-101М превос-
ходил эффекты дцДНК и АБ.

Заключение
В целом полученные данные свидетельствуют о выра-
женном стимулирующем эффекте CpG-ODN класса  С 
(SD-101 и D-SL03) на миелоидные ДК человека, который 
сопоставим с действием активаторов PAMP- (LPS) и 
DAMP-класса (дцДНК, АБ), а для мезилфосфорамидно-
го (μ) аналога SD-101М превышает таковые. Необходимы 
дальнейшие исследования в мышиных эксперименталь-
ных моделях, чтобы проанализировать эффективность 
применения μ-модифицированных CpG-ODN (SD-101М 
с мезилфосфорамидными межнуклеотидными группами)  
в противоопухолевой иммунотерапии.
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