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ИНДУКЦИЯ HCV-СПЕЦИФИЧЕСКОГО 

КЛЕТОЧНОГО ОТВЕТА IN VITRO ДЕНДРИТНЫМИ 

КЛЕТКАМИ, ГЕНЕРИРОВАННЫМИ 

В ПРИСУТСТВИИ ИНТЕРФЕРОНА-α
Е.Р. Черных, Е.А. Олейник, О.Ю. Леплина, М.А. Тихонова, Т.В. Тыринова, 

Н.М. Старостина, А.А. Останин

ФГБНУ НИИ фундаментальной и клинической иммунологии, г. Новосибирск, Россия

Резюме. Индукция сильного мультиэпитопного Т-клеточного ответа против вируса гепатита С (HCV) играет 

важную роль в элиминации вируса, тогда как недостаточность адаптивного ответа способствует хронизации 

и быстрой прогрессии HCV-инфекции. Поскольку дендритные клетки (DC) способны примировать наивные 

Т-лимфоциты и индуцировать эффективный иммунный ответ, использование DC-вакцин для усиления HCV-

специфического Т-клеточного ответа рассматривается в качестве нового подхода к лечению хронического гепати-

та С (ХГС). В работе исследована способность DC, генерированных из моноцитов в присутствии интерферона-α 

и нагруженных рекомбинантными HCV белками Сore (1–120) и NS3 (1192–1457), индуцировать антигенспеци-

фический клеточный ответ у здоровых доноров и больных ХГС. Иммунный ответ оценивался по пролифера-

тивной активности и продукции Th1 (IFNγ)/Th2 (IL-4, IL-6) цитокинов в культурах мононуклеарных клеток 

(МНК), а также активации цитотоксических Т-лимфоцитов в тесте дегрануляции. Проведенные исследования 

показали, что первичный антиген-специфический ответ в культурах МНК серонегативных доноров детектиро-

вался лучше при стимуляции DC, нагруженными одновременно двумя антигенами (DCСore/NS3), чем при нагрузке 

одним белком. DCСore/NS3 индуцировали пролиферативный ответ и дегрануляцию СD8+ Т-клеток у всех тестиру-

емых доноров и в 50% (5/10) случаев индуцировали продукцию IFNγ. Аналогично DC доноров, DCСore/NS3 паци-

ентов с ХГС индуцировали в большинстве случаев (86%) пролиферативный ответ и в 57% случаев — продукцию 

IFNγ. В то же время активация цитотоксических Т-клеток у пациентов выявлялась реже (в 57% vs 100% у доноров), 

что могло быть отчасти обусловлено повышенной спонтанной дегрануляцией CD8+ Т-клеток у отдельных паци-

ентов. Полученные данные обосновывают возможность использования DC-вакцин на основе интерферона-α-

индуцированных DC c целью профилактики и лечения хронической HCV-инфекции.

Ключевые слова: HCV-инфекция, Т-клеточный ответ, Core-антиген, NS3-антиген, дендритные клетки.

INDUCTION OF HCV-SPECIFIC CELL RESPONSE IN VITRO BY DENDRITIC CELLS GENERATED 

WITH INTERFERON-α
Chernykh E.R., Oleynik E.A., Leplina O.Yu., Tikhonova M.A., Tyrinova T.V., Starostina N.M., Ostanin A.A.

Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. The induction of a strong multi-epitope T-cell response against hepatitis C virus (HCV) plays an important 

role in eliminating the virus, whereas adoptive response deficiency contributes to chronic and rapid progression of HCV-
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infection. Since dendritic cells (DCs) are capable of priming naive T lymphocytes and induce an effective immune re-

sponse, the use of DC-based vaccines to enhance the HCV-specific T cell response is considered as a new approach 

to treatment of chronic hepatitis C (CHC). The ability of DCs generated from monocytes in the presence of interferon-α 

and loaded with recombinant HCV proteins Core (1–120) and NS3 (1192–1457) to induce an antigen-specific cellular 

response in healthy donors and patients with CHC was investigated. The immune response was assessed by proliferative 

activity and Th1 (IFNγ)/Th2 (IL-4, IL-6) production in mononuclear cells (MNC) cultures, and activation of cytotoxic 

T-lymphocytes in the degranulation test. We demonstrated that the primary antigen-specific response in MNC cultures 

of seronegative donors was detected better by stimulation of DCs, loaded with both antigens (DCCore /NS3) than when loaded 

with a single protein. DCCore/NS3 induced the proliferative response and degranulation of CD8+ T cells in MNC cultures 

of all tested donors, and in 50% (5/10) cases — IFNγ production. Similarly to donor DCs, DCCore/NS3 of patients with CHC 

induced a proliferative response in most cases (86%) and IFNγ production in 57% cases. At the same time, the activation 

of cytotoxic T cells in patients was less frequent (patients vs donors 57 and 100%, respectively), which could be partly due 

to increased spontaneous degranulation of CD8+ T cells in some patients. The obtained data testify the possibility of using 

vaccines based on interferon-α-induced DCs for the prevention and treatment of chronic HCV infection.

Key words: chronic HCV infection, T cell response, Core-antigen, NS3-antigen, dendritic cells.

Введение

Инфекция, обусловленная вирусом гепати-

та С (HCV), остается важнейшей медико-соци-

альной проблемой во всем мире в силу широкой 

распространенности и серьезных последствий. 

В большинстве случаев острая HCV-инфекция 

трансформируется в хроническую и является 

причиной цирроза печени, гепатоцеллюляр-

ной карциномы и печеночной недостаточности 

[20, 23]. Наиболее эффективное лечение HCV-

инфекции включает препараты интерферона-α 

(IFNα) в сочетании с рибавирином, однако 

и в этом случае ответ не превышает 40–50% 

у пациентов с генотипом 1, а развитие тяжелых 

побочных реакций часто вынуждает прекра-

тить лечение [18]. Таргетная терапия ингиби-

торами протеаз, обещающая стать прорывом 

в лечении хронического вирусного гепатита С 

(ХГС), также имеет ряд ограничений [30].

Известно, что важную роль в элиминации 

вируса играет адаптивный Т-клеточный ответ. 

Несмотря на высокую вариабельность вирус-

ного генома, вирус экспрессирует ряд высоко 

консервативных структурных и неструктурных 

белков [24], и сильный мультиспецифичный от-

вет Т-клеток к эпитопам консервативных белков 

ассоциирован с исходом острой HCV-инфекции 

в выздоровление. В то же время пациенты с ХГС 

характеризуются низким Т-клеточным ответом 

с узким репертуаром распознаваемых эпитопов 

[13]. Ведущую роль в уничтожении вируса игра-

ют CD8+ Т-клетки, цитотоксический эффект 

которых реализуется через продукцию IFNγ 

[29]. Не меньшая роль при HCV-инфекции от-

водится CD4+ Т-клеткам, которые обеспечива-

ют костимуляторные сигналы для генерации 

цитотоксических Т-лимфоцитов. Выраженная 

пролиферация антигенспецифических CD4+ 

Т-клеток, а также продукция ими IFNγ сопря-

жены с эффективной элиминацией вируса при 

острой инфекции [14, 28] и устойчивым вирусо-

логическим ответом на терапию интерфероном 

и рибавирином при ХГС [9].

Недостаточность Т-клеточного ответа спо-

собствует не только хронизации, но и быстрой 

прогрессии HCV-инфекции [10] и во многом 

обусловлена нарушениями антигенной пре-

зентации и активации Т-клеток [21]. Наиболее 

эффективная презентация вирусных антигенов 

Т-лимфоцитам осуществляется дендритными 

клетками (DC) [5]. Подавление их функций 

вирусными белками является одним из меха-

низмов, используемых вирусом для избегания 

иммунного ответа [26]. Поэтому применение 

DC, нагруженных вирусными антигенами, 

для стимуляции или усиления противови-

русного иммунного ответа рассматривается 

в качестве новой терапевтической стратегии 

лечения HCV-инфекции [31]. Созданию тако-

го подхода во многом способствовала разра-

ботка метода получения большого количества 

DC in vitro путем культивирования моноцитов 

с гранулоцитарно-макрофагальным колони-

естимулирующим фактором (GM-CSF) и ин-

терлейкином-4 (IL-4). Генерированные таким 

образом DC (IL4-DC) при трансфекции HCV-

антигенов продемонстрировали способность 

индуцировать антигенспецифический ответ 

в культурах Т-лимфоцитов здоровых доноров 

[16], а также больных ХГС [4]. Однако будучи 

эффективными в индукции пролиферативно-

го ответа Core-специфических Т-клеток, IL4-

DC не индуцировали значимой пролиферации 

NS3-специфических Т-клеток [17]. Кроме того, 

продукция IFNγ при стимуляции IL4-DC на-

блюдалась только при дополнительной транс-

фекции костимуляторной молекулы [4].

Наряду с IL-4 важную роль в дифферен-

цировке  моноцитов в DC играет IFNα [22]. 

Генерируемые в присутствие интерферона-α 

DC (IFN-DC) сохраняют высокую захватыва-
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ющую способность и характеризуются более 

высокой миграционной активностью; более 

эффективно индуцируют генерацию цитоток-

сических Т-клеток, распознающих вирусные 

антигены; обладают свойствами NK-клеток, 

а также характеризуются более высокой про-

дукцией IFNα [6, 15]. Данный тип клеток может 

служить новой платформой для создания DC-

вакцин, однако способность IFN-DC индуци-

ровать in vitro HCV-специфический ответ ранее 

не исследовалась. Учитывая, что полноразмер-

ные HCV белки обладают иммуносупрессорной 

активностью [11], для нагрузки DC были вы-

браны усеченные фрагменты рекомбинантных 

HCV Core (1–120) и NS3 (1192–1457) антигенов. 

Нагрузка DC указанными белками согласно 

полученным ранее данным не оказывала инги-

бирующего действия на созревание и функции 

IFN-DC [1].

Целью настоящего исследования стала оцен-

ка способности IFN-DC, нагруженных реком-

бинантными Сore- и NS3-антигенами, индуци-

ровать антигенспецифический ответ в культу-

рах мононуклеарных клеток здоровых доноров 

и больных ХГС.

Материалы и методы

В исследование были включены здоровые 

доноры, негативные по сывороточным мар-

керам вирусного гепатита С и больные ХГС 

(12 мужчин и 17 женщин) с генотипом 1в, уме-

ренной вирусной нагрузкой (РНК ≥ 104 МЕ/мл), 

минимальной или средней степенью активно-

сти гепатита по уровню трансаминаз крови, без 

трансформации в цирроз (фиброз 0–III по шка-

ле METAVIR). Мононуклеарные клетки (МНК) 

получали центрифугированием гепаринизиро-

ванной венозной крови в градиенте плотности 

фиколла-верографина.

Генерация DC и нагрузка антигенами. Для ге-

нерации DC адгезивную к пластику фрак-

цию МНК культивировали при 37°С в СО2-

инкубаторе в течение 4 сут в 6-луночных 

планшетах (Nunclon, Дания) в среде RPMI-

1640 (Sigma-Aldrich), дополненной 0,3 мг/мл 

L-глютамина, 5 мМ HEPES-буфера, 100 мкг/

мл гентамицина и 5% сыворотки плодов коро-

вы (FCS, Биолот, Санкт-Петербург), в присут-

ствии GM-CSF (40 нг/мл, Sigma-Aldrich) и IFNα 

(1000 Ед/мл, Роферон-А, Roche, Швейцария) 

с последующим дозреванием в течение 24 ч 

с липополисахаридом (10 мкг/мл, ЛПС, Е. coli 

0114:B4, Sigma-Aldrich). Для нагрузки IFN-DC 

использовали рекомбинантные протеины, ко-

дируемые фрагментами генов иммунодоми-

нантных районов белков Core (1–120) и NS3 

(1192–1457) HCV генотипа 1b, полученные 

в лаборатории рекомбинантных белков ЗАО 

«Вектор-Бест» (Ново сибирск). Генерированные 

в 4-суточных культурах IFN-DC инкубировали 

в течение 1 ч с рекомбинантными белками HCV 

Core и NS3 в дозе по 5 мкг/мл, после чего клетки 

однократно отмывали и индуцировали созре-

вание добавлением ЛПС (10 мкг/мл на 24 ч).

Индукция антигенспецифического ответа. 

Антигенспецифический ответ стимулирова-

ли либо при культивировании МНК (0,2 × 106/

лунку) в течение 5 сут с рекомбинантными 

HCV белками Core и/или NS3 в дозе 5 мкг/мл, 

либо при культивировании МНК в течение 

5 сут с ауто логичными IFN-DC (в соотношении 

10:1), нагруженными указанными антигенами. 

В первом случае контролем служили культуры 

МНК в отсутствии антигенов, во втором — МНК 

культивированные с DC, ненагруженными ан-

тигенами. Об индукции HCV-специфического 

клеточного ответа судили по усилению проли-

ферации, продукции Th1 (IFNγ) и Th2 (IL-4, 

IL-6) цитокинов и дегрануляция CD8+ Т-клеток 

в присутствии рекомбинантных HCV белков 

или DC, нагруженных вирусными антигенами, 

по сравнению с контролем. Индекс стимуля-

ции HCV Core- и/или NS3-белков или DC, на-

груженных антигенами, рассчитывали как от-

ношение ответа по сравнению с контрольными 

культурами.

Интенсивность пролиферации оценивали 

на 5 сутки радиометрически по включению 
3Н-тимидина, вносимого в лунки за 18 ч до кон-

ца культивирования в дозе 1 мкКи/лунку.

Продукцию цитокинов (IFNγ, IL-4, IL-6) 

в супернатантах 5-суточных культур МНК, 

стимулированных Core/NS3-нагруженными 

DC или растворимыми Core/NS3-антигенами 

определяли методом иммуноферментного ана-

лиза, используя соответствующие тест-системы 

(Вектор-Бест, Новосибирск).

Активацию цитотоксических Т-клеток оце-

нивали по дегрануляции CD8+ Т-клеток мето-

дом проточной цитофлюориметрии. Известно, 

что стимуляция CD8+ Т-лимфоцитов через 

Т-клеточный рецептор вызывает перемещение 

литических гранул из цитоплазмы к мембране 

и экстернализацию молекулы CD107a (компо-

нент литических гранул). Поэтому определение 

доли CD8+CD107a+ Т-лимфоцитов позволяет 

идентифицировать активированные цитоток-

сические Т-клетки. Для оценки дегрануляции 

CD8+ Т-лимфоцитов в ответ на рекомбинант-

ные антигены МНК (0,2 × 106/лунку) культи-

вировали в течение 6 ч с монензимом А (BD 

PharMingen, США) в присутствии HCV анти-

генов (5 мкг/мл). Негативным контролем слу-

жили культуры МНК в отсутствии антигенов, 

позитивным контролем — культуры МНК, 

стимулированные анти-CD3 моноклональны-

ми антителами (ООО «Биоспектр», 1 мкг/мл). 
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Для оценки дегрануляции CD8+ Т-лимфоцитов, 

индуцированной антиген-нагруженными DC, 

МНК с DC (в соотношении 10:1) культиви-

ровали 5 сут, и за 6 ч до окончания культиви-

рования вносили монензим А. Негативным 

контролем служили МНК культивированные 

с интактными IFN-DC. По завершении культи-

вирования клетки метили анти-CD107a(АPC) 

и анти-CD8(PE) антителами (BD PharMingen, 

США) и оценивали экспрессию CD107а в гейте 

CD3+CD8+-клеток на проточном цитофлюори-

метре (FACS Calibur, Becton Dickinson, США).

Статистическую обработку полученных ре-

зультатов проводили с использованием пакета 

программ Statistica 6.0. Данные представлены 

в виде среднего арифметического значения (m), 

медианных значений (Ме), интерквартильно-

го диапазона (IQR, 25–75% квартили) и мини-

мальных (Min) и максимальных (Max) значе-

ний. Для выявления значимых различий срав-

ниваемых показателей использовали непара-

метрический U-критерий Манна–Уитни (Рu). 

Различия считали достоверными при уровне 

значимости p < 0,05.

Результаты
Влияние рекомбинантных HCV белков на МНК 

серонегативных доноров

Поскольку для нагрузки IFN-DC исполь-

зовали рекомбинантные HCV антигены, для 

исключения их неспецифических эффектов 

в предварительной серии экспериментов ис-

следовали влияния Сore- и NS3-антигенов 

на пролиферацию, продукцию IFNγ и акти-

вацию цитотоксических Т-клеток в культурах 

МНК серонегативных доноров (табл. 1). МНК 

доноров эффективно пролиферировали в ответ 

на стимуляцию митогеном КонА. В то же время 

интенсивность пролиферации при стимуляции 

NS3- или Core-антигенами в дозе 5 мкг/мл, ко-

торая также использовалась для нагрузки DC, 

оставалась на уровне спонтанной пролифера-

ции в контрольных культурах. Core- и NS3-

антигены также не влияли на продукцию IFNγ, 

тогда как при КонА-стимуляции секреция IFNγ 

возрастала в среднем с 20 до 2750 пг/мл (pU < 

0,01). Относительное количество CD8+CD107a+-

клеток в контрольных культурах было менее 

1%, что свидетельствует о низком уровне спон-

танной дегрануляции в популяции цитотокси-

ческих Т-лимфоцитов. При стимуляции aнти-

CD3 антителами содержание CD8+CD107a+ 

Т-клеток увеличивалось практически в 10 раз 

(pU < 0,01). При этом NS3 или Core антигены 

не оказывали значимого влияния на количе-

ство CD8+CD107a+-клеток. Поскольку МНК се-

ронегативных доноров не содержали примиро-

ванных к HCV антигенам Т-клеток, отсутствие 

ответа МНК на Core- и NS3-антигены свиде-

тельствовало, что исследуемые рекомбинант-

ные белки не обладают неспецифической сти-

мулирующей активностью.

HCV-специфический ответ, индуцированный 

IFN-DC здоровых доноров

Убедившись в отсутствии неспецифической 

активности используемых вирусных белков, 

далее исследовали способность IFN-DC до-

норов, нагруженных HCV-антигенами, инду-

цировать in vitro антигенспецифический ответ. 

Для этого у здоровых серонегативных доноров 

генерировали IFN-DC, которые затем нагру-

жали Core (DCCore), NS3 (DCNS3) или их комби-

нацией (DCCore/NS3) и культивировали в течение 

5 дней с аутологичными МНК. Об индукции 

ответа судили по усилению пролиферации, 

продукции цитокинов (IFNγ, IL-4, IL-6) и де-

Таблица 1. Влияние HCV Сore- и NS3-антигенов на пролиферацию, продукцию IFNγ и дегрануляцию 

цитотоксических Т-клеток в культурах МНК серонегативных доноров (n = 8–12)

Table 1. Effect of HCV Core and NS3 antigens on proliferation, IFNγ production and degranulation of cytotoxic T cells 
in PBMC cultures of seronegative donors (n = 8–12)

МНК

PBMC
Пролиферация (имп./мин)

Proliferation (cpm)
Продукция IFNγ (пг/мл)

IFNγ production (pg/ml)
CD3+CD8+CD107a+ (%)

Контроль

Control
Me 850 20 0,67

IQR 340–1100 10–64 0,5–0,78

Сore
Me 510 17,5 0,79

IQR 240–1020 2–103 0,7–1,4

NS3
Me 750 20 0,56

IQR 310–1050 2–51 0,35–1,0

ConА
Me 19 980* 2750* –

IQR 16 490–23 990 2420–2860 –

aнти-CD3

anti-CD3
Me – – 6,3*

IQR – – 4,4–6,9

Примечание. * — p < 0,01, различия статистически значимы по сравнению с контролем.
Note. * — p < 0.01, differences are statistically significant vs control.
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грануляции CD8+ Т-клеток в культурах МНК 

при стимуляции DC, нагруженными вирусны-

ми антигенами, по сравнению с ответом МНК 

в присутствии интактных DC (DC0).

Способность DCCore и DCNS3 индуцировать 

антигенспецифический пролиферативный от-

вет была исследована у 6 доноров. По сравнению 

с интактными клетками IFN-DC, нагруженные 

отдельными HCV-антигенами, незначитель-

но усиливали пролиферацию МНК в среднем 

на 11%. Медианные значения индексов стиму-

ляции составляли 1,11 и 1,12 расч. ед. для DCCore 

и DCNS3 соответственно (рис. 1А). Поскольку 

низкий уровень ответа был, очевидно, обуслов-

лен малым количеством антигенрас познающих 

Т-клеток, в следующей серии экспериментов 

(n = 12) оценили пролиферативный ответ МНК, 

индуцированный IFN-DC, нагруженными 

двумя антигенами (DCCore/NS3). В этом случае 

статистически значимое (рU = 0,002) усиление 

пролиферации МНК отмечалось у всех 12 те-

стируемых доноров (рис. 1Б). Индекс стимуля-

ции DCCore/NS3 составил 1,55 расч.ед. (IQR 1,17–

2,05) и был достоверно выше аналогичных зна-

чений DCCore (рU = 0,05) или DCNS3 (рU = 0,018). 

Учитывая полученные результаты, дальнейшие 

исследования были сфокусированы на эффек-

тах IFN-DC, нагруженных комбинацией HCV-

антигенов.

Поскольку одним из важнейших медиаторов 

противовирусного Т-клеточного ответа являет-

ся IFNγ, была также исследована способность 

DCCore/NS3 стимулировать продукцию IFNγ 

(рис. 1В). Сами DC, культивируемые в соответ-

ствующих количествах (без МНК), не секрети-

ровали IFNγ на детектируемом уровне (данные 

не представлены). По сравнению с интактными 

клетками IFN-DC, нагруженные двумя HCV-

антигенами, у 5 из 10 доноров не оказывали 

заметного влияния на продукцию IFNγ, тогда 

как в оставшихся 50% случаях статистически 

значимо усиливали его секрецию (рU = 0,04). 

Рисунок 1. IFN-DC доноров, нагруженные вирусными антигенами, индуцируют 

антигенспецифический ответ 

Figure 1. Donor IFN-DCs loaded with viral antigens induce an antigen-specific response in vitro
Примечания. DC0 — интактные DC, DCCore — DC, нагруженные Сore-антигеном, DCNS3 — DC, нагруженные NS3-
антигеном, DCCore/NS3 — DC, нагруженные Сore- и NS3-антигенами. A, Б — пролиферация (n = 6, 12). В — продукция 
IFNγ (n = 10). Г — дегрануляция CD107a (n = 10). Данные представлены в виде среднего значения, интерквартильного 
диапазона, минимальных и максимальных значений.
Notes. DC0 — intact DC, DCCore — DC loaded with Сore antigen, DCNS3 — DC loaded with NS3 antigen, DCCore/NS3 — DC loaded 
with Сore and NS3 antigens. A, B — proliferation (n = 6, 12). C — IFNγ-production (n = 10). D — degranulation CD107a (n = 10). 
Data are presented as mean, interquartile and min-max ranges.
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Индекс стимуляции DCCore/NS3 в этой подгруппе 

составил в среднем 1,4 расч.ед., варьируя от 1,1 

до 2,16.

Наряду с оценкой продукции IFNγ, у части 

доноров (n = 4) было также исследовано влияние 

DCCore/NS3 на продукцию Th2 цитокинов (IL-6 

и IL-4). Не было выявлено достоверных разли-

чий в уровне продукции IL-6/IL-4 в культурах 

МНК, стимулированных интактными IFN-DC 

и DCCore/NS3 (рU > 0,05). Незначительное усиле-

ние секреции Th2 цитокинов регистрировалось 

только у одного из четырех тестированных до-

норов.

Оценка способности IFN-DC индуциро-

вать антигенспецифические цитотоксические 

Т-клетки показала (рис. 1Г), что по сравнению 

с интактными клетками DCCore/NS3 вызывали 

практически 2-кратное увеличение относи-

тельного содержания CD8+CD107a+ Т-клеток 

среди отвечающих аутологичных МНК (в сред-

нем с 2 до 3,8%, рU = 0,004). При этом индекс 

стимуляции DCСore/NS3 у всех 10 обследованных 

доноров превышал 1,3 расч.ед., что свидетель-

ствует о способности IFN-DC, нагруженных 

HCV белками, примировать антигенспецифи-

ческие цитотоксические Т-лимфоциты.

HCV-специфический ответ, индуцированный 

IFN-DC больных ХГС

Далее исследовали способность IFN-DC 

больных ХГС индуцировать HCV-специфи-

ческий ответ в аутологичной смешанной куль-

туре лимфоцитов (ауто-СКЛ). Учитывая из-

вестные данные о снижении функциональной 

активности Т-лимфоцитов и возможной де-

фектности DC у пациентов с ХГС, предвари-

тельно была проведена сравнительная оценка 

митогенной реактивности Т-клеток и стиму-

ляторной активности IFN-DC в ауто-СКЛ 

у здоровых доноров и больных ХГС. Из данных 

таблицы 2 видно, что по сравнению с донора-

ми МНК больных отличались более низкой 

спонтанной пролиферацией (рU = 0,02–0,15), 

а также сниженной митогенной реактивностью 

Т-клеток в КонА-стимулированных культурах 

(рU = 0,008). Тем не менее, стимуляторная ак-

тивность IFN-DC в ауто-СКЛ у больных ХГС 

сохранялась на уровне здоровых доноров (1980 

vs 2050 имп./мин, рU = 0,52).

Поскольку пролиферативный ответ в ауто-

СКЛ отражает активацию Т-клеток в процес-

се распознавании HLA-DR антигенов на DC, 

можно заключить, что по своей антигенпрезен-

тирующей активности IFN-DC больных ХГС 

были сопоставимы с DC доноров. Это позволи-

ло предположить, что DC больных, нагружен-

ные рекомбинантными Core- и NS3-белками, 

также будут способны индуцировать in vitro 

клеточный ответ на вирусные антигены.

Для проверки высказанного предположе-

ния исследовали свойства DCCore/NS3 у 7 паци-

ентов с ХГС (рис. 2). IFN-DC, нагруженные 

двумя HCV-антигенами, индуцировали про-

лиферативный ответ Т-лимфоцитов у 6 из 7 те-

Таблица 2. Сравнительная характеристика митогенной реактивности Т-клеток и стимуляторной 

активности IFN-DC доноров и больных ХГС

Table 2. Comparative characteristic of T cell mitogenic reactivity and IFN-DC stimulatory activity of healthy donors 
and patients with chronic hepatitis C

Параметры

Characteristic
Доноры (n = 18)

Donors
Больные (n = 29)

Patients
pU

Митогенная реактивность Т-клеток (имп./мин)

T-cell mitogenic reactivity
МНК

PBMC
460 (320–550) 330 (250–420) 0,15

КонА

ConA
21 800 (18 900–30 000) 12 400 (10 500–24 600) 0,008

ИСКонА (расч. ед)

SIConA (calc. units)
63 (37–77) 41 (15–71) 0,09

Стимуляторная активность IFN-DC в ауто-СКЛ (имп./мин)

IFNDC stimulatory activity in auto-MLC (cpm)
МНК

PBMC
480 (420–690) 240 (150–355) 0,02

МНК+DC

PBMC +DC
2050 (1240–4060) 1980 (570–3960) 0,52

ИСDC (расч. ед)

SIDC (calc. units)
4,5 (2,9–6,9) 8,1 (2,5–11,7) 0,16

Примечание. Данные представлены в виде медианы и интерквартильного диапазона (в скобках), pU — достоверность различий между 
донорами и пациентами (U-критерий Манна–Уитни).
Note. Data are presented as median and interquartile range (in brackets), pU — the significance of the differences between donors and patients 
(Mann–Whitney U-test).
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стированных больных. Из данных рисунка 2А 

видно, что по сравнению с интактными клет-

ками DCCore/NS3 статистически значимо усили-

вали пролиферацию в ауто-СКЛ (рU = 0,017). 

При этом индекс стимуляции DCCore/NS3 соста-

вил в среднем 1,42 расч.ед. (IQR 1,37–1,72).

IFN-DC, нагруженные Core-/NS3-антигена-

ми, стимулировали продукцию IFNγ у 4 из 7 

тестируемых пациентов, но очевидно, из-за ма-

лой выборки данный эффект регистрировался 

в виде отчетливого тренда (рU = 0,06). Индекс 

стимуляции DCCore/NS3 в этой подгруппе варьи-

ровал от 1,13 до 2,29 расч.ед. Так же как и у здо-

ровых доноров DCCore/NS3 больных ХГС (n = 5) 

не влияли на уровень продукции Th2 цитоки-

нов (IL-6, IL-4) в ауто-СКЛ. Индексы стимуля-

ции DCCore/NS3 на секрецию IL-6 и IL-4 состави-

ли 1,08 и 0,93 расч.ед. соответственно.

В целом по группе DCCore/NS3 больных ХГС 

(n = 7) по сравнению с интактными DC0 инду-

цировали незначительное возрастание отно-

сительного количества CD8+CD107a+ Т-клеток 

в ауто-СКЛ (рис. 2В). Тем не менее, на уровне 

индивидуальных значений значимая антиген-

специфическая дегрануляция цитотоксичес-

ких CD8+ Т-лимфоцитов выявлялась у 4 из 7 па-

циентов. Индекс стимуляции DCСore/NS3 в этой 

подгруппе варьировал от 1,3 до 6,0 расч.ед.

В таблице 3 представлены данные сравни-

тельного анализа HCV-специфического кле-

точного ответа in vitro индуцированного, нагру-

женными вирусными Core- и NS3-антигенами, 

IFN-DC доноров и больных ХГС (табл. 3). Видно, 

по уровню пролиферативного ответа, а также 

по индексам стимуляции DCСore/NS3 пациентов 

и доноров значимо не различались. При этом 

DC больных индуцировали антигенспецифи-

ческий пролиферативный ответ у большинства 

тестированных пациентов (86%), то есть прак-

тически с такой же частотой, как и DC доноров. 

Активация Т-клеток к продукции IFNγ при 

стимуляции DCCorе/NS3 больных ХГС регистри-

ровалась с меньшей частотой, чем пролифера-

тивный ответ (в 57% случаев). Однако такая же 

закономерность наблюдалась и для DC доно-

ров. Поэтому частота IFNγ-секреторного отве-

та, индуцированного DCCorе/NS3 в исследуемых 

группах, не различалась (57 vs 50%). Сравнение 

уровня продукции IFNγ и индексов стимуля-

ции в группах «ответчиков» также не выявило 

значимых различий в стимуляторной активно-

сти DCCorе/NS3 пациентов и доноров. При срав-

нении способности активировать антигенспе-

цифические цитотоксические Т-клетки, DC 

пациентов стимулировали дегрануляцию CD8+ 

Т-клеток только в 57% случаев, тогда как DC до-

норов — в 100% случаев, что возможно объясня-

лось повышенной спонтанной дегрануляцией 

в культурах МНК ряда пациентов. Тем не менее, 

Рисунок 2. IFN-DC больных, нагруженные 

вирусными антигенами, индуцируют 

антигенспецифический ответ in vitro

Figure 2. Patient IFN-DCs loaded with viral antigens 
induce an antigen-specific response in vitro
Примечания. DC0 — интактные DC, DCCore/NS3 — DC, 
нагруженные Сore- и NS3-антигенами. A — пролиферация 
(n = 7); Б — продукция IFNγ (n = 7); В — дегрануляция 
CD107a (n = 7). Данные представлены в виде среднего 
значения, интерквартильного диапазона, минимальных 
и максимальных значений.
Notes. DC0 — intact DC, DCCore/NS3 — DC loaded with Сore and 
NS3 antigens. A — proliferation (n = 7); B — IFNγ-production 
(n = 7); C — degranulation CD107a (n = 7). Data are presented 
as mean, interquartile and min-max ranges.
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индекс стимуляции DCCorе/NS3 пациентов в груп-

пе «ответчиков» был сопоставим с донорскими 

значениями.

Обсуждение

Известно, что персистенция HCV-инфекции 

ассоциирована со слабым антигенспецифи-

ческим ответом CD4+ и CD8+ T-лимфоцитов 

[29]. Поэтому разработка подходов к актива-

ции HCV-специфического Т-клеточного ответа 

остается актуальной задачей. Результаты на-

стоящей работы продемонстрировали возмож-

ность индукции in vitro HCV-специфического 

ответа c помощью DC, генерированных с помо-

щью интерферона-α и нагруженных рекомби-

нантными HCV Сore (1–120) и NS3 (1192–1457) 

антигенами.

Исследования в культурах МНК серонега-

тивных доноров (то есть в популяции, не со-

держащей HCV-примированных Т-клеток) 

показали, что антигенспецифический проли-

феративный ответ индуцировался лучше при 

стимуляции DC доноров, нагруженных двумя 

антигенами (DCСore/NS3), чем при нагрузке DC 

одним белком (DCСore или DCNS3), что было 

очевидно связано с вовлечением большего ко-

личества антиген-распознающих Т-клеток. 

С другой стороны, этот факт свидетельствует, 

что используемые для нагрузки вирусные бел-

ки не оказывают взаимного ингибирующего 

действия на стимуляторную активность IFN-

DC. Ингибирующий эффект HCV Сore- и NS3-

антигенов на DC является известным фактом, 

однако в большей степени характерен для 

полноразмерных белков (Сore 2–191) или их 

фрагментов, расположенных ближе к 3’-концу 

РНК HVC (NS3 1450–1643) [3]. В то же время 

усеченный белок NS3 (1192–1457) не оказывал 

ингибирую щего действия на аллостимулятор-

ную активность IL4-DC, а супрессорный эф-

фект Сore 2–120 зависел от концентрации бел-

ка и зрелос ти DC [11, 27]. Проведенные нами 

ранее исследования в популяции IFN-DC, ко-

торые по сравнению с IL4-DC характеризуются 

промежуточной степенью зрелости и более ста-

бильным фенотипом, показали, что нагрузка 

DC Сore (1–120) и NS3 (1192–1457) антигенами 

не подавляла стимуляторной активности IFN-

DC в алло-СКЛ [1].

Таблица 3. Сравнительная оценка антигенспецифического ответа МНК, индуцированного DCCore/NS3 

доноров и больных ХГС

Table 3. Comparative assessment of the antigen-specific response of PBMCs induced by DCCore/NS3 of healthy donors 
and patients with chronic hepatitis C

Параметры

Characteristic
Доноры

Donors
Пациенты

Patients
Пролиферация

Proliferation

– частота ответа (n/n)

– frequency of response (n/n)
100% (12/12) 86% (6/7)

– имп./мин

– cmp
2700 (1780–5360) 5290 (2670–6190)

– ИС (расч. ед.)

– SI (calc. units)
1,55 (1,2–2,5) 1,42 (1,37–1,72)

Продукция IFNγ
IFNγ production
– частота ответа (n/n)

– frequency of response (n/n)
50% (5/10) 57% (4/7)

– уровень IFNγ в группе «ответчиков» (пг/мл)

– IFNγ level in the “responders” group (pg/ml)
1960 (1920–3080) 1690 (1470–2790)

– ИС в группе «ответчиков» (расч. ед.)

– SI in the «responders» group (calc. units)
1,4 (1,31–1,84) 1,2 (1,14–1,75)

Дегрануляция CD8+ Т-клеток

Degranulation СD8+ T-cells
– частота ответа (n/n)

– frequency of response (n/n)
100% (10/10) 57% (4/7)

– % CD3+CD8+CD107a+ Т-клеток

– % CD3+CD8+CD107a+ Т-cells
3,8 (3,5–4,9) 3,5 (2,8–4,2)

– ИС (расч. ед.)

– SI (calc. units)
2,0 (1,6–2,3) 1,65 (1,33–3,97)

Примечание. Данные представлены в виде медианы и интерквартильного диапазона (в скобках).
Note. Data are presented as median and interquartile range (in brackets).
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Настоящая работа является еще одним 

подтверждением отсутствия супрессорного 

эффекта выбранных рекомбинантных белков 

на функциональную активность IFN-DC, по-

скольку нагрузка IFN-DC данными антиге-

нами не подавляла пролиферативный ответ 

аутологичных клеток и стимулирующий эф-

фект при нагрузке DC двумя пептидами был 

выше, чем при нагрузке одним Сore- или NS3-

антигеном. Характеризуя первичный клеточ-

ный ответ на стимуляцию DCСore/NS3 доноров, 

следует отметить, что пролиферация анти-

ген-реактивных клеток и дегрануляция анти-

ген-специфических цитотоксических CD8+ 

Т-лимфоцитов индуцировалась в культурах 

МНК всех тестируемых доноров. В то же время 

усиление продукции IFNγ отмечалось в поло-

вине (5/10) случаев.

Способность DC доноров индуцировать 

in vitro HCV-специфический Т-клеточный от-

вет была впервые продемонстрирована Li W. 

с соавт., которые использовали DC, генери-

руемые из моноцитов в присутствии GM-CSF 

и IL-4 и трансфицированные HCV Core- и NS3-

генами [17]. На выборке трех репрезентативных 

доноров было показано, что незрелые IL4-DC, 

со встроенными Core и NS3 генами, индуциро-

вали в антиген-реактивных Т-клетках экспрес-

сию мРНК TNFα, IL-2 и IL-4, а зрелые DC ак-

тивировали экспрессию IFNγ, TNFα, IL12-p40, 

IL-6, IL-10 и, в меньшей степени, IL-4. Авторы 

также оценили пролиферативный ответ, кото-

рый отмечался у всех трех доноров и был выше 

на Core-антиген, а также продукцию IFNγ, ко-

торая усиливалась у 2 из 3 доноров при стиму-

ляции DC, экспрессирующими как Core-, так 

и NS3-антигены [16]. Позже было показано, что 

IL4-DC, нагруженные иммуногенными HCV 

пептидами, также могут индуцировать наи-

вные Т-клетки к иммунному распознаванию, 

активации Th1 ответа и генерации эпитоп-

специфических цитотоксических Т-клеток [7, 

19]. Полученные нами результаты согласуются 

с данными других авторов о способности DC 

индуцировать антигенспецифический ответ 

в культурах МНК серонегативных доноров, 

а также впервые демонстрируют возможность 

использования для этих целей DC, генерируе-

мых с помощью IFNα и нагруженных усечен-

ными рекомбинантными белками HCV Core 

и NS3. При этом нами получены новые данные 

о меньшей стимуляторной активности DCСore/NS3 

на продукцию IL-4/IL-6 по сравнению со спо-

собностью активировать секрецию IFNγ и их 

высокой способности к индукции цитоток-

сических Т-клеток. Эффективность IFN-DC, 

нагруженных усеченными HCV Core- и NS3-

антигенами, может быть обусловлена большей 

эффективностью IFN-DC в кросс-презентации 

длинноразмерных пептидов, презентации ви-

русных белков и индукции вирусспецифичес-

ких цитотоксических Т-клеток [2, 8, 12, 25].

Исследования в группе больных ХГС (ге-

нотип 1в) показали, что несмотря на сни-

женную митогенную реактивность Т-клеток, 

IFN-DC пациентов обладали сохранной сти-

муляторной активностью и индуцировали 

в ауто-СКЛ такой же уровень пролифератив-

ного ответа Т-лимфоцитов, как и DC доноров. 

Сравнительная оценка свойств DCCorе/NS3 пока-

зала, что DC больных ХГС были сопоставимы 

с DC доноров по способности индуцировать 

пролиферативный ответ, который выявлял-

ся в 86% случаев (vs 100% у доноров), а также 

продукцию IFNγ, которая усиливалась в 57% 

случаев (vs 50% у доноров). В то же время ответ 

цитотоксических Т-клеток при стимуляции 

DCCorе/NS3 больных ХГС индуцировался реже, 

чем у доноров (57% vs 100%), что могло быть 

отчасти связано с повышенной спонтанной 

дегрануляцией CD8 Т-клеток у отдельных 

пациентов.

Echeverria I. с соавт. в группе 4 репрезентатив-

ных больных ХГС показали, что IL4-DC, транс-

фицированные NS3-антигеном и адапторной 

молекулой CFh40L (экто-домен СD40L), стиму-

лируют NS3-специфический ответ аутологич-

ных Т-клеток, который оценивался по количе-

ству IFNγ продуцирующих клеток в ELISPOT 

тесте. Однако в отсутствии адапторной моле-

кулы DC пациентов не стимулировали анти-

генспецифический ответ, что было, по мнению 

авторов, связано со снижением стимуляторной 

активности DC при HCV-инфекции и ее восста-

новлением после трансфекции CFh40L. Чтобы 

исключить неспецифический ответ на антиге-

ны трансфицированного аденовируса, авторы 

также оценили продукцию IFNγ в ответ на сти-

муляцию NS3 пептидами во вторичных культу-

рах Т-клеток, подверженных экспансии с помо-

щью IL-2, и продемонстрировали возрастание 

IFNγ у 2 из 4 пациентов [4].

Полученные нами результаты подтвержда-

ют возможность индукции in vitro антигенспе-

цифического Т-клеточного ответа у больных 

ХГС. При этом поскольку в настоящей работе 

исследовались DC, генерируемые с помощью 

IFNα, и они не отличались от IFN-DC доноров 

по способности стимулировать пролиферацию 

аутологичных Т-лимфоцитов, активация HCV-

реактивных Т-клеток не требовала дополни-

тельной костимуляции.

Проведенное исследование имеет ряд огра-

ничений. Так, пролиферативная активность 

и продукция цитокинов оценивалась нами 

в виде валовых показателей, а не на уровне од-

ной клетки. Это не позволило оценить вклад 

отдельных субпопуляций (CD4+ и CD8+) HCV- 
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реактивных клеток в иммунном ответе, а так-

же охарактеризовать гетерогенность антиген-

специфических клеток по их функциональной 

активности. Тем не менее, поскольку исполь-

зуемые рекомбинантные вирусные антигены 

в предварительном тестировании не показали 

прямого неспецифического стимулирующего 

действия на функции МНК серонегативных 

доноров, то возрастание пролиферации, про-

дукции IFNγ и дегрануляции цитотоксических 

СD8+ Т-лимоцитов в культурах МНК с DCCorе/NS3 

по сравнению с ответом в присутствии интакт-

ных DC, свидетельствовало об антигенспеци-

фическом характере ответа, что в итоге и поз-

волило оценить in vitro HCV-специфический 

клеточный ответ.

В целом данные о способности IFN-DC до-

норов и больных ХГС примировать и активи-

ровать Т-клетки, специфические к HCV анти-

генам, обосновывают перспективы использо-

вания DC-вакцин для стимуляции иммунного 

ответа при хронической HCV-инфекции.
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