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One of the most important properties of extracellular 
double-stranded DNA related to the treatment of vari-
ous diseases is its ability to activate effector cells of the 
immune system (anti-tumor and vaccinal immunity) 
through dendritic cells (DCs). The stimulatory effect of 
DNA on DCs is mediated by the TLR9 signaling pathway 
and/or through a system of cytosolic sensors and is 
manifested by increased expression of MHC class II 
antigens and costimulatory molecules and by increased 
synthesis of immunoregulatory cytokines. In this work, 
the expression of cytokines, differentiation antigens 
and transcription factor genes has been investigated in 
DCs activated by double-stranded human DNA (i) with-
out any additional factors, (ii) using a lipophilic agent, 
and (iii) by blocking TLR9 with chloroquine.  Evaluation 
of the DNA effect was carried out after the 6- and 
24-hour exposure. It was found that the preparation of 
double-stranded DNA transfected by Lipofectamine 
2000 boosts DCs at the same level as Poly(dA : dT), 
a synthetic equivalent of double-stranded DNA. It was 
discovered that combined application of DNA and chlo-
roquine enhances expression of the IFN-α, IFN-β, IFN-γ, 
IL8, МСР1, VEGF, CD25, and CD83 genes by hour 24 of 
incubation. It was for the first time shown that genomic 
“self” double-stranded DNA as a mono agent activates 
mRNA synthesis of cytokines IFN-α, IFN-β, IFN-γ, IL8, 
IL10, and VEGF in DCs at 6 hours of induction.
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Одно из важнейших свойств экстраклеточной двуцепочечной 
ДНК, имеющее отношение к терапии различных заболеваний, – 
это ее способность через дендритные клетки (ДК) активировать 
эффекторные клетки иммунной системы (противоопухолевый и 
вакцинальный иммунитет). Стимулирующий эффект ДНК на ДК 
опосредуется через TLR9 сигнальный путь и/или через систему 
цитозольных сенсоров и проявляется усилением экспрессии МНС 
антигенов II класса и костимулирующих молекул, а также синтеза 
иммунорегуляторных цитокинов. В настоящей работе была иссле-
дована экспрессия генов цитокинов, антигенов дифференцировки 
и факторов транскрипции в ДК, активированных двуцепочечной 
ДНК человека: (1) без использования каких-либо дополнительных 
факторов, (2) при использовании липофильного агента и (3) при 
блокировании TLR9 хлорохином. Оценка эффекта ДНК проводи-
лась после 6- и 24-часовой экспозиции. Показано, что препарат 
двуцепочечной ДНК при трансфекции липофектамином активиру-
ет ДК на таком же уровне, как и Poly(dA : dT), синтетический аналог 
двуцепочечной ДНК. Установлено, что совместная обработка ДНК 
и хлорохином усиливает экспрессию генов ИФН-α, ИФН-β, ИФН-γ, 
ИЛ8, МСР1, VEGF, CD25 и CD83 к 24 ч инкубации. Впервые  показано, 
что геномная «self» двуцепочечная ДНК как монопрепарат акти-
вирует синтез мРНК ИФН-α, ИФН-β, ИФН-γ, ИЛ8, ИЛ10 и VEGF в ДК 
к 6 часам индукции.
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Двуцепочечная ДНК различного происхождения, в 
различной форме и независимо от нуклеотидной 
последовательности принимает участие в регуляции 

врожденного и адаптивного иммунитета. Показано, что 
двуцепочечная ДНК в форме нуклеосом (Decker et al., 
2005; Yasuda et al., 2005), очищенная геномная «self» ДНК 
млекопитающих, бактерий, вирусов (Martin, Elkon, 2006; 
Shirota et al., 2006), двуцепочечная ДНК, не содержащая 
CpG мотивы (Suzuki et al., 1999; Shirota et al., 2006), и одно-
цепочечные CpG олигонуклеотиды (Krieg, 2003) способ-
ны активировать дендритные клетки (ДК) и макрофаги. 
Стимулирующий эффект ДНК проявляется усилением 
экспрессии МНС антигенов II класса и костимулиру-
ющих молекул, а также синтеза иммунорегуляторных 
цитокинов, что во многом определяет направленность и 
выраженность иммунных реакций (Suzuki et al., 1999; Ishii 
et al., 2001; Zhu et al., 2003; Jiang et al., 2004; Decker et al., 
2005; Martin, Elkon, 2006; Shirota et al., 2006).

В настоящее время ведутся целенаправленные исследо-
вания механизмов активации адаптивного иммунитета с 
участием нуклеиновых кислот. Экстраклеточная self ДНК 
определяется в самых различных внеклеточных жидко-
стях организма, включая плазму, сыворотку, мочу, слюну 
и даже спинномозговую жидкость (Giacona et al., 1998; 
Anker, 2000; Тамкович и др., 2008). Источником этой ДНК 
могут быть соматические, ядросодержащие клетки, по-
гибшие путем апоптоза или некроза; эритробласты, ядра 
которых энуклеируются в процессе дифференцировки в 
эритроциты; лимфоциты в процессе их апоптотической 
гибели после стимуляции (Stroun et al., 2001; Choi et al., 
2005; Тамкович и др., 2008). Кроме того, при развитии 
инфекционных заболеваний в крови больных появляются 
нуклеиновые кислоты возбудителей (Ngan et al., 2004), а 
во время беременности в крови матери детектируется фе-
тальная ДНК (Lo et al., 1997). На данный момент нет разра-
ботанной концепции оборота экстраклеточной self ДНК в 
жидкостных средах организма. Очевидно, что деградация 
до мономеров и их последующее участие в синтетических 
процессах клетки – самый простой путь утилизации 
свободной циркулирующей ДНК. Как функциональная 
молекула экстраклеточная ДНК может интернализоваться 
в клеточных компартментах и принимать участие в ме-
ханизмах репаративной рекомбинации (Holmgren et al., 
1999; Würtele et al., 2003; Rogachev et al., 2006; Franco et 
al., 2008; Alyamkina et al., 2010а). ДНК микроорганизмов 
или ДНК, попадающая в кровь в результате повреждения 
и гибели клеток, может активировать реакции врожден-
ного и адаптивного иммунитета (Ishii, Akira, 2006, 2008; 
Medzhitov, 2007). Именно вопросу о механизмах актива-
ции иммунного ответа посредством различных форм ДНК 
и путях передачи активирующего сигнала в настоящее 
время уделяется наибольшее внимание (Barbalat et al., 
2011; Barber, 2011a, b; Sharma, Fitzgerald, 2011).

CpG богатые нуклеиновые кислоты микроорганизмов 
(бактерий, вирусов) воспринимаются клетками врожден-
ного иммунитета как чужеродные молекулы – так называ-
емые патоген-ассоциированные молекулярные структуры 
(Yoneyama, Fujita, 2007). Широко известно, что ДНК, 
обогащенная неметилированными CpG динуклеотидами, 
связывается с активной формой TLR9 в кислых эндосо-

мальных компартментах (Hemmi et al., 2000). Это связы-
вание приводит к запуску каскада внутриклеточных по-
следовательных взаимодействий регуляторных молекул. 
В результате трансдукции сигнала происходит активация 
транскрипционных факторов IRF3 и IRF7, что приводит к 
запуску транскрипции генов интерферонов первого типа. 
Одновременно активируется транскрипционный фактор 
NF-κB, который, в свою очередь, запускает транскрипцию 
генов провоспалительных цитокинов.

На данный момент известно, что независимо от TLR9 
двуцепочечная ДНК активирует иммунокомпетентные 
клетки, в первую очередь ДК, к продукции интерферонов 
первого типа, цитокинов, хемокинов (Ishii et al., 2001, 
2006; Jiang et al., 2004; Kis-Toth et al., 2011). Активиру-
ющим началом обладают как геномная self ДНК из под-
вергшихся апоптозу или поврежденных клеток организма, 
так и экзогенные геномные или синтетические фрагменты 
двуцепочечной ДНК, независимо от последовательности. 
Предполагается, что в этом случае активация ДК проис-
ходит за счет взаимодействия фрагментов двуцепочеч-
ной ДНК с системой цитозольных сенсоров (Takeshita, 
Ishii, 2008; Fernandes-Alnemri et al., 2009; Unterholzner 
et al., 2010; Barbalat et al., 2011; Barber, 2011a, b; Sharma, 
Fitzgerald, 2011; Алямкина и др., 2013).

Как известно, основой развития антиген-специфиче-
ского иммунного ответа является межклеточная, цито-
кин-опосредованная кооперация с участием целого ряда 
эффекторных и регуляторных клеток иммунной, крове-
творной и других систем организма. Ключевую роль при 
этом играют ДК, которые являются «профессиональны-
ми» антиген-презентирующими клетками, способными 
индуцировать иммунный ответ против различных анти-
генов, включая опухолевые и вирусные антигены. Эффек-
тивность запуска иммунных реакций во многом зависит от 
уровня экспрессии на ДК антигенов гистосовместимости 
II класса и костимулирующих молекул, а также спектра 
продуцируемых ими цитокинов и хемокинов. В работе 
(Barber, 2011b) установлено, что двуцепочечная ДНК 
активирует ДК и макрофаги, а также клетки эндотелия и 
эпителия, что проявляется усилением синтеза интерферо-
нов первого типа и провоспалительных цитокинов. Для 
активации иммунокомпетентных клеток использовалась 
синтетическая двуцепочечная ДНК, которая искусственно 
интродуцировалась в цитоплазму. В другой работе (Huang 
et al., 2005) для активации ДК использовалась геномная 
ДНК Brucella abortus. Показано, что нативная геномная 
двуцепочечная ДНК бактерии активировала ДК к син-
тезу цитокинов (ИЛ-12) без дополнительных факторов, 
аналогично материалу бактерий после их термической 
обработки (HKBA heat-killed B. abortus). Сравнение акти-
вирующего влияния геномной ДНК B. аbortus и материала 
бактерий после их термической обработки демонстрирует, 
что для равного активирующего влияния в случае натив-
ной ДНК требуется в 50 раз большее ее количество по 
сравнению с ДНК в составе HKBA. Для обоих вариантов 
активации показана необходимость функционирования 
системы передачи сигнала MyD88 и активной формы 
TLR9 в кислых эндосомальных компартментах.

В наших исследованиях было показано, что двуцепо-
чечная геномная self ДНК естественным путем (т. е. без 
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применения каких-либо трансфецирующих агентов) эф-
фек тивно активирует ДК человека миелоидного типа, 
генерированные ex vivo из моноцитов крови, что проявля-
ется усилением экспрессии активационных и дифферен-
цировочных антигенов, аллостимуляторной активности 
ДК в смешанной культуре лимфоцитов и способности ДК 
индуцировать пролиферацию перфоринсодержащих ци-
тотоксических Т-лимфоцитов (Alyamkina et al., 2010a, b, 
2012; Orishchenko et al., 2013). Было показано также, что 
препарат двуцепочечной ДНК человека стимулирует 
продукцию целого ряда цитокинов и хемокинов монону-
клеарными клетками цельной крови: ИЛ-1β, ИЛ-6, ИЛ-8, 
ФНО-α, ИФН-α, ИФН-γ, MCP1, VEGF, ИЛ-1РА и ИЛ-10 
(Orishchenko et al., 2013). Иммуностимулирующая актив-
ность двуцепочечной ДНК, в частности в отношении ДК, 
во многом определяет и обнаруженную нами клиническую 
эффективность препарата ДНК человека (Панаген®) при 
проведении второй фазы многоцентровых, двойных сле-
пых, плацебо-контролируемых испытаний у пациенток 
с раком молочной железы II–IV стадии (Proskurina et al., 
2015, 2016). 

Активация ДК под влиянием двуцепочечной геном ной 
self ДНК может осуществляться через TLR9  сигнальный 
путь и/или через систему цитозольных сенсоров. Система 
обнаружения нуклеиновых кислот через TLR9 сигналь-
ный каскад описана во множестве научных работ (Yasuda 
et al., 2009; Kawai, Akira, 2011; Алямкина и др., 2013). Фе-
номен активации ДК молекулами двуцепочечной self ДНК 
также описан в отдельных научных публикациях (Martin, 
Elkon, 2006; Alyamkina et al., 2010a, b). Однако молеку-
лярные особенности этого процесса остаются неизучен-
ными. Характеристика экспрессии генов поверхностных 
антигенов и специфических цитокинов под воздействием 
двуцепочечной self ДНК как монопрепарата в услови-
ях блокады TLR9 сигнального пути является первым 
целенаправленным шагом в понимании молекулярных 
механизмов активации ДК фрагментами экстраклеточной 
двуцепочечной ДНК.

В настоящей работе была исследована экспрессия ге-
нов цитокинов, антигенов дифференцировки и факторов 
транскрипции в ДК под воздействием двуцепочечной 
геномной self ДНК, при непосредственном воздействии на 
ДК без использования дополнительных факторов или при 
интернализации этой ДНК во внутриклеточное простран-
ство с помощью трансфецирующего агента, в условиях 
блокирования TLR9 сигнального пути и без него. В первой 
части исследования сравнивалось множество различных 
обработок между собой. Во второй части целенаправленно 
изучалось совместное воздействие ДНК и хлорохина на 
выборке из трех доноров.

Материалы и методы
Выделение мононуклеарных клеток из крови челове-
ка. Отобранные образцы венозной крови от трех здоровых 
доноров разбавляли в 3 раза раствором РBS. Наслаивали 
образцы разбавленной крови на раствор фиколла-урогра-
фина (ρ = 1.077 г/см3) из расчета 2 : 1 по объему. Центри-
фугировали 45 мин при 400 g при комнатной температуре. 
Отбирали интерфазные кольца клеток в пробирки со 
средой RPMI-1640 без сыворотки, ресуспендировали. 

Трижды промывали клетки средой RPMI-1640, центри-
фугируя 10 мин при 200 g при комнатной температуре. 
Считали количество клеток в камере Горяева.

Генерация дендритных клеток человека. Моноциты 
выделяли на чашках Петри путем прилипания к пластику 
мононуклеарных клеток ((2–5) � 106/мл) в течение 2 ч в 
присутствии 10 % сыворотки крови АВ(IV) группы. Для 
генерации ДК моноциты культивировали во флаконах 
(Nunc, Дания) в течение 4 суток в среде RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich, США), дополненной 0.3 мг/мл L-глутамина, 5 мМ 
HEPES-буфера, 100 мкг/мл гентамицина и 5 % эмбри-
ональной бычьей сыворотки (Sigma-Aldrich, США), в 
присутствии ГМ-КСФ (40 нг/мл, Sigma-Aldrich, США) 
и ИФН-α (1000 Ед/мл, Роферон-А, Roche, Швейцария).

Препарат ДНК человека получали из плацент здоро-
вых рожениц. В работе использовали плацентарный ма-
териал, имеющий отрицательные результаты анализов на 
наличие ВИЧ, сифилиса, гепатитов В и С. Для выделения 
ДНК использовали бесфенольный метод. ДНК фрагмен-
тировали ультразвуком при частоте 22 кГц до получения 
фрагментов ДНК размером от 200 до 6 000 п. н. Данный 
препарат является фармакопейным (патентованное назва-
ние «Панаген®», регистр. свидетельство ЛСР № 004429/08 
от 09.06.2008). Полученный препарат фильтровали через 
0.22 мкм.

Трансфекцию ДК проводили с использованием реаген-
та Lipofectamine® 2000 (Thermo Fisher Scientific, США) 
согласно инструкции производителя.

Получение кДНК. По окончании инкубации из каж-
дого образца дендритных клеток выделяли полиА мРНК 
(«Медиген», Россия), а затем синтезировали кДНК с по-
мощью набора GoTaq 2-Step RT-qPCR System (Promega, 
США). Образцы РНК и кДНК хранили при –70 °С.

Realtime PCR проводили с помощью реагентов 
SYBR® Green PCR Master Mix на приборе фирмы Applied 
Biosystems®. Для нормирования в качестве внутреннего 
контроля брали ген большой субъединицы P0 кислого 
рибосомного фосфорилированного белка (RPLP0) (Wang 
et al., 2012). Праймеры, использованные в первой и 
второй серии экспериментов, приведены в табл. 1 и 2. 
Олигонуклеотиды для ПЦР в реальном времени были 
синтезированы ООО «Биоссет» с очисткой методом вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии. Относи-
тельный уровень экспрессии генов определяли методом 
ΔΔСt. Статистическую обработку данных выполняли с 
помощью программы REST 2009.

Результаты

Экспрессия генов цитокинов, антигенов 
дифференцировки и факторов транскрипции 
ДК человека после 6-часовой экспозиции 
с двуцепочечной ДНК
На первом этапе работы с помощью ПЦР в реальном 
времени был проведен анализ влияния двуцепочечной 
ДНК, ее синтетического аналога Poly(dA : dT) и ЛПС (клас-
сического активатора ДК) на экспрессию девяти генов 
цитокинов и хемокинов (ФНОα, ИФНα, ИФНβ, ИЛ6, 
ИЛ8, ИЛ1α, ИЛ1β, ИЛ1РА, ИЛ18) в ДК человека после 
6-часовой экспозиции. Помимо этого оценивалась экс-
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прессия генов, кодирующих антигены дифференцировки 
(CD14, CD83) и активации ДК (CD25), а также факторов 
транскрипции (IRF3, IRF7, NFκB) и трансдукции акти-
вирующего сигнала (RIGI, MDA5).

Дендритные клетки человека генерировали из моно-
цитов крови с использованием ГМ-КСФ и ИФН-α. Полу-
ченные ДК были обработаны следующим образом: 1) кон-
троль – интактные ДК; 2) ДК + Poly(dA : dT) (10 мкг/ мл); 
3) ДК + двуцепочечная ДНК (10 мкг/мл); 4) ДК с добавле-

нием только липофектамина 2000 (контроль на действие 
трансфецирующего агента); 5) ДК, трансфецированные 
Poly(dA : dT) (10 мкг/мл); 6) ДК, трансфецированные 
двуцепочечной ДНК (10 мкг/мл); 7) ДК + ЛПС (5 мкг/ мл);  
8) ДК, обработанные хлорохином (100 мкM), плюс дву-
цепочечная ДНК (10 мкг/мл). Экспозицию со всеми аген-
тами проводили в течение 6 ч, после чего из клеток была 
выделена мРНК и в реакции обратной транскрипции с по-
мощью случайного праймера (random primer) синтезиро-

table 1. Primers for the genes for cytokines, differentiation antigens, and transcription factors of dendritic cells,  
and the human RPLP0 gene used in the first series of experiments

Gene Primer Length,
base

Sequence
5′–3′

Amplicon size, bp

TNFα
for 21 GGCGTGGAGCTGAGAGATAAC 120

rev 22 GGTGTGGGTGAGGAGCACAT

IFNα
for 26 GTGAGGAAATACTTCCAAAGAATCAС 93

rev 23 TCTCATGATTTCTGCTCTGACAA

IFNβ
for 20 GTCAGAGTGGAAATCCTAAG 134

rev 20 ACAGCATCTGCTGGTTGAAG

IL6
for 20 GAAAGCAGCAAAGAGGCACT 108

rev 20 TTTCACCAGGCAAGTCTCCT

IL8
for 24 GAATGGGTTTGCTAGAATGTGATA 129

rev 24 CAGACTAGGGTTGCCAGATTTAAC

IL1α
for 20 ATACCCAAAACCATCACAGG 136

rev 20 CCAAGCACACCCAGTAGTCT

IL1β
for 20 GAAATGATGGCTTATTACAG 110

rev 20 CCATCCAGAGGGCAGAGGTC

IL1РА
for 20 GTGCCTGTCCTGTGTCAAGT 115

rev 20 TGAGCGGATGAAGGCGAAGC

IL18
for 20 GGTATGGCTGTAACTATCTC 121

rev 20 TGTCACTTTTTGTATCCTTG

CD14
for 19 ACGCCAGAACCTTGTGAGC 122

rev 22 GCATGGATCTCCACCTCTACTG

CD25
for 21 CGCAGAATAAAAAGCGGGTCA 116

rev 21 ACTTGTTTCGTTGTGTTCCGA

CD83
for 22 AAGGGGCAAAATGGTTCTTTCG 96

rev 19 GCACCTGTATGTCCCCGAG

RIGI
for 22 TTCTCTTGATGCGTCAGTGATA 103

rev 21 CCGTGATTCCACTTTCCTGAA

MDA5
for 22 GTCTCGTCACCAATGAAATAGC 145

rev 26 TTATACATCATCTTCTCTCGGAAATC

IRF3
for 20 GGTCAAGGTTGTGCCCACGT 144

rev 20 AGGTAGGCCTTGTACTGGTC

IRF7
for 20 GCTGCGCTACACGGAGGAAC 120

rev 24 CCGCCCACCTCCCAGTACACC

NFκB
for 20 GAAGCACGAATGACAGAGGC 137

rev 21 GCTTGGCGGATTAGCTCTTTT

RPLP0
for 21 CTAAAATCTCCAGGGGCACCA 120

rev 21 AGGAGAAGGGGGAGATGTTGA
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Экспрессия генов цитокинов в дендритных клетках 
человека, активированных двуцепочечной ДНК

вана кДНК. Анализ кДНК выполняли со специфическими 
парами праймеров, используя наборы реагентов М-443 
«Синтол» и систему StepOnePlus (Applied Biosystems). 
Для нормирования в качестве внутреннего контроля 
использовали ген большой субъединицы P0 кислого ри-
босомного фосфорилированного белка (RPLP0), так как 
экспрессия данного гена была наиболее стабильной при 
всех вариантах обработки дендритных клеток. Результаты 
представлены на рис. 1 и 2.

Видно, что краткосрочная, 6-часовая инкубация ДК с 
ЛПС, являющимся «классическим» активатором, кото-
рый стимулирует конечное созревание ДК, приводит к 
небольшому (в 1.5–3.3 раза) усилению экспрессии генов 
CD83 (маркер зрелости), CD25 (рецептор ИЛ-2, маркер 
активации), фактора транскрипции (NFκB) и отдельных 
цитокинов (ИФНα, ИЛ1α, ИЛ1β). За столь короткий вре-
менной интервал экспрессия проанализированных генов 
в ДК значимо не менялась после их обработки двуцепо-
чечной ДНК естественным путем (т. е. без использования 
трансфецирующих агентов). Тем не менее на фоне предва-
рительного блокирования хлорохином TLR9 сигнального 
пути ДНК активировала ДК, что проявлялось усилением 
синтеза мРНК генов CD25 и CD83 (в 6.7 и 2.6 раза со-
ответственно), а также отдельных цитокинов (ИФНβ 
в 5.2 раза) и хемокинов (ИЛ8 в 1.6 раза). Полученные 
данные позволяют предположить, что блокирование TLR9 
активирует в ДК альтернативные пути распознавания ну-
клеиновых кислот (возможно, через систему цитозольных 

сенсоров), что в свою очередь приводит к детекции дву-
цепочечной ДНК и последующему созреванию/активации 
дендритных клеток, а также усилению экспрессии генов 
ИФНβ и ИЛ8 – цитокинов/хемокинов, необходимых для 
запуска реакций врожденного иммунитета с участием 
нейтрофильных гранулоцитов.

Как и ожидалось, в эти сроки (после 6-часовой экспози-
ции) наиболее выраженный стимулирующий эффект ДНК 
на ДК человека регистрировался в случае направленной 
трансфекции клеток липофектамином 2000 в комплексе с 
Poly(dA : dT), а также в комплексе с двуцепочечной ДНК. 
Так, по сравнению с группой Lip0 комплекс липофек-
тамина с Poly(dA : dT) активировал экспрессию ФНОα, 
ИФНα, ИФНβ, ИЛ6 и ИЛ8 в 16, 13, 82, 289 и 8 раз 
соответственно (см. рис. 1). В меньшей степени (в 1.7–
3.6 раза) активировалась экспрессия ИЛ1β, CD25, CD83, 
RIGI, MDA5 и NFκB (см. рис. 1 и 2). В свою очередь об-
работка ДК липофектамином в комплексе с препаратом 
двуцепочечной ДНК приводила к выраженной активации 
экспрессии ФНОα, ИФНα, ИФНβ и ИЛ6 – в 9, 7, 46 и 
102 раза соответственно (см. рис. 1). В меньшей степени 
(в 1.9–3.6 раза) активировалась экспрессия ИЛ8, CD25, 
CD83, RIGI, MDA5 и NFκB (см. рис. 1 и 2).

Таким образом, как Poly(dA : dT), так и двуцепочечная 
ДНК в комплексе с липофектамином активируют экспрес-
сию практически одного и того же набора генов. Исклю-
чение составляют только ИЛ1α и ИЛ1β, на экспрессию 
которых препарат двуцепочечной ДНК практически не 

table 2. Primers for the genes of cytokines and differentiation antigens of dendritic cells and the human RPLP0 gene  
used  in the second series of experiments

Gene Primer Length,
base

5′–3′ sequence Optimum annealing 
temperature in PCR

Amplicon size, 
bp.

IFNα for 23 CAGAGTCACCCATCTCAGCAAGC 60 118

rev 22 CAGCCCAGAGAGCAGCTTGACT

IFNβ for 21 CCTTTGCTCTGGCACAACAGG 58 189

rev 23 CATTCAATTGCCACAGGAGCTTC

IFNγ for 23 GACTTGAATGTCCAACGCAAAGC 58 140

rev 23 CAGGACAACCATTACTGGGATGC

IL8 for 22 GCCAAGGGCCAAGAGAATATCC 58–60 177

rev 22 GGCTAGCAGACTAGGGTTGCCA

IL10 for 23 ACGAAACTGAGACATCAGGGTGG 60 165

rev 22 AATGGGGGTTGAGGTATCAGAGG

MCP1 for 23 GCAGATGGTGGAGCTGAATATGC 60 174

rev 23 GCTAAGCCACAGTTGCACTCATG

VEGF for 22 GAAGGAGCCTCCCTCAGGGTTT 60 161

rev 23 GCGCAGAGTCTCCTCTTCCTTCA

CD25 for 23 GAATTTCTTGGTAAGAAGCCGGG 58 116

rev 20 CTTCCAAAACGCAGGCAAGC

CD83 for 22 AAGGGGCAAAATGGTTCTTTCG 60 96

rev 19 GCACCTGTATGTCCCCGAG

RPLP0 for 23 AGGCCTTCTTGGCTGATCCATCT 58–60 135

rev 22 TATCCTCGTCCGACTCCTCCGA
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оказывал влияния, а Poly(dA : dT) активировал их не-
значительно (в 2.1 и 1.7 раза по сравнению с обработкой 
липофектамином). Кроме того, по сравнению с двуцепо-
чечной ДНК эффект Poly(dA : dT) был более выражен-
ным (в 2–3 раза) в отношении генов цитокинов ФНОα,  
ИФНα, ИФНβ, ИЛ6 и ИЛ8 (см. рис. 1).

Следует отметить, что интерфероны первого типа 
(ИФН-α/β), провоспалительные цитокины (ФНО-α, 
ИЛ- 6) а также СХС-хемокины (ИЛ-8) относятся к группе 
цитокинов так называемой первой волны. Они непосред-
ственно участвуют в инициации реакций врожденного 
иммунитета (ФНО-α, ИФН-α/β), в рекрутировании в очаг 
повреждения/воспаления нейтрофильных гранулоцитов 
(ИЛ-8), в индукции синтеза гепатоцитами острофазовых 
белков (ИЛ-6). Кроме того, ИФН-α – один из главных 
инициаторов формирования адаптивного иммунного 
ответа Th1-направленности. ИФН-α способен также про-
тектировать Т-клетки от апоптоза, а ИЛ-6 – ингибировать 
функциональную активность супрессорных CD4 + CD25 + 
T-регуляторных лимфоцитов. Немаловажно, что ИФН-α и 

ИЛ-6 стимулируют дифференцировку и созревание ДК из 
гемопоэтических предшественников (Zhang et al., 2010), 
обеспечивая пополнение пула антиген-презентирующих 
клеток в очаге повреждения/воспаления.

Таким образом, выявленная нами способность двуце-
почечной ДНК и ее синтетического аналога Poly(dA : dT) 
усиливать в ДК экспрессию генов медиаторов первой 
волны, а также факторов сигналинга свидетельствует о 
выраженных иммуностимулирующих свойствах экстра-
клеточной ДНК.

Экспрессия генов цитокинов и антигенов 
дифференцировки ДК человека  
после 6- и 24-часовой экспозиции  
с двуцепочечной ДНК в условиях  
блокирования TLR9 сигнального пути
На втором этапе работы была проанализирована актива-
ция экспрессии генов интерферонов первого (ИФНα/β) и 
второго (ИФНγ) типа, цитокинов (ИЛ10, VEGF), СХС и 
СС хемокинов (ИЛ8, MCP1), а также антигенов диффе-
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Fig. 1. Relative expression rates of cytokine genes in human dendritic cells. 
Here and in Fig. 2: (0) intact DCs (control) and DCs after 6-h incubation with Poly(dA:dT), double-stranded DNA, lipofectamine (Lip0), transfection 
with Poly(dA:dT) (Lip + Poly(dA : dT)), transfection with double-stranded DNA (Lip + DNA), LPS, double-stranded DNA with chloroquine pretreatment. 
Y-Axis:gene expression in groups studied relative to the control group. * p < 0.05, significance of difference from the control group. The size of the 
additional block for IFNβ is chose so that the level of mRNA production with the chloroquine + DNA treatment could be quantitated. 
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Экспрессия генов цитокинов в дендритных клетках 
человека, активированных двуцепочечной ДНК

ренцировки (CD83) и активации (CD25) в ДК человека без 
и в условиях обработки хлорохином, после 6- и 24-часовой 
экспозиции с двуцепочечной ДНК без использования 
трансфецирующих агентов (липофектамина 2000).

Дендритные клетки были генерированы из моноци тов 
крови трех доноров в стандартных условиях с использо-
ванием ГМ-КСФ и ИФН-α (Alyamkina et al., 2010a). Полу-
ченные ДК были обработаны следующим образом: 1) кон- 
троль – интактные ДК; 2) ДК, обработанные хлорохи-
ном (100 мкM); 3) ДК + двуцепочечная ДНК (10 мкг/ мл); 
4) ДК, обработанные хлорохином (100 мкM), плюс дву-
цепочечная ДНК (10 мкг/мл). Дендритные клетки с до-
бавлением соответствующих агентов инкубировали в 
течение 6 и 24 ч, после чего выделялась мРНК и в реакции 
обратной транскрипции с помощью случайного праймера 
синтезировалась кДНК. Real-time ПЦР проводили с по-
мощью реагентов SYBR® Green PCR Master Mix на при-
боре Applied Biosystems®. Для нормирования в качестве 
внутреннего контроля использовали также ген большой 
субъединицы P0 кислого рибосомного фосфорилирован-
ного белка (RPLP0). Результаты представлены на рис. 3. 
В этой части работы для ПЦР-анализа были использо-
ваны другие, чем в первой части исследования, наборы 
специ фических праймеров. Такой подход позволил в не-
зависимом формате оценить сравнительную экспрессию 
анализируемых генов, что увеличивает достоверность 
полученных результатов.

Обнаружено, что хлорохин сам по себе вызывает ин-
дукцию синтеза мРНК проанализированных цитокинов. 
Через 6 ч инкубации наблюдалось достоверное увеличе-
ние синтеза мРНК ИЛ8 и CD83. К 24 ч инкубации при 

воздействии хлорохина на ДК увеличивался синтез мРНК 
всех проанализированных генов (см. рис. 3).

Препарат ДНК в виде монопрепарата через 6 ч активи-
рует синтез мРНК ИФНα, ИФНβ, ИФНγ, ИЛ8, ИЛ10 и 
VEGF. Через 24 ч достоверное увеличение синтеза мРНК 
сохраняется только для генов ИФНα и ИЛ8 (см. рис. 3).

В синергизме ДНК с хлорохином наблюдается увеличе-
ние синтеза мРНК ИФНα, ИФНβ, ИЛ8, VEGF и CD83 
через 6 ч инкубации, продолжающееся до 24 ч. Для генов 
ИФНγ, МСР1 и CD25 достоверное увеличение синтеза 
мРНК наблюдается только к 24 ч инкубации. Наиболее 
значительный эффект отмечен для провоспалительного 
цитокина ИФНβ: через 24 ч после индукции в синер-
гизме ДНК с хлорохином у всех трех доноров синтез 
мРНК вырос до значений, в 140–200 раз превышающих 
контрольный уровень (см. рис. 3). 

Суммируя полученные данные, можно сказать, что об-
работка ДНК и хлорохином синергично усиливает синтез 
мРНК проанализированных цитокинов. При синергичном 
действии наиболее заметно активируются гены провос-
палительных цитокинов ИФНα, ИФНβ, ИФНγ и VEGF 
к 24 ч индукции. 

Обсуждение
В настоящем исследовании первоначально была оценена 
принципиальная возможность активации дендритных 
клеток человека, генерированных из моноцитов крови с 
помощью ГМ-КСФ и ИФН-α, в условиях краткосроч ной 
6-часовой экспозиции с двуцепочечной ДНК. Об из ме-
нении функционального статуса ДК судили по усиле-
нию экспрессии генов цитокинов и хемокинов (ФНОα, 

3

2

1

0

8
7
6
5
4
3
2
1
0

10
9
8
7
6
5
4
3
2
1
0

8
7
6
5
4
3
2
1
0

4

3

2

1

0

4

3

2

1

0

4

3

2

1

0

4

3

2

1

0

CD14 RIGICD25

MDA5

CD83

IRF7 NFκBIRF3

*

**

*

*

*

*

*

**

*

* *

*

*
*

*

*

*

*

*

0 0 0 0

Po
ly

(d
A

 : d
T)

Po
ly

(d
A

 : d
T)

Po
ly

(d
A

 : d
T)

Po
ly

(d
A

 : d
T)

D
N

A

D
N

A

D
N

A

D
N

A

LP
S

LP
S

LP
S

LP
S

Ch
lo

ro
qu

in
e 

+ 
D

N
A

Ch
lo

ro
qu

in
e 

+ 
D

N
A

Ch
lo

ro
qu

in
e 

+ 
D

N
A

Ch
lo

ro
qu

in
e 

+ 
D

N
A

Li
p 

0

Li
p 

0

Li
p 

0

Li
p 

0

Li
p 

+ 
Po

ly
(d

A
 : d

T)

Li
p 

+ 
Po

ly
(d

A
 : d

T)

Li
p 

+ 
Po

ly
(d

A
 : d

T)

Li
p 

+ 
Po

ly
(d

A
 : d

T)

Li
p 

+ 
D

N
A

Li
p 

+ 
D

N
A

Li
p 

+ 
D

N
A

Li
p 

+ 
D

N
A

Fig. 2. Relative expression of genes for differentiation antigens (CD14, CD83), activation antigens (CD25), transcription factors (IRF3, IRF7, NFκB),  
and transduction of the activation signal (RIGI, MDA5) into human DCs. 
Designations follow Fig. 1. 
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ИФНα, ИФНβ, ИЛ6, ИЛ8, ИЛ1α, ИЛ1β, ИЛ1РА, 
ИЛ18), а также генов, кодирующих антигены диффе-
ренцировки (CD14, CD83), активации (CD25), факторы 
транскрипции (IRF3, IRF7, NFκB) и трансдукции акти-
вирующего сигнала (RIGI, MDA5). Установлено, что за 
столь короткий временной интервал обработка ДК двуце-
почечной ДНК естественным путем (без искусственной 
интернализации) значимо не влияет на уровень экспрес-
сии проанализированных генов. Полученные данные не 
вызывают удивления, поскольку 6-часовая инкубация ДК 
с ЛПС, который является классическим дозревающим 
стимулом и часто используется в различных протоколах 
генерации ДК, также сопровождалась лишь незначитель-
ным (в 1.5–3.3 раза) усилением экспрессии CD83, CD25, 
NFκB и отдельных цитокинов (ИФНα, ИЛ1α, ИЛ1β), 
тогда как уровень остальных анализируемых генов значи-
мо не менялся. Очевидно, изменения в экспрессии генов 
и последующая модификация фенотипа и функции ДК 

под влиянием двуцепочечной ДНК происходят на более 
поздних сроках, поскольку ранее нами показано, что в 
условиях 24-часовой инкубации препарат двуцепочечной 
ДНК человека (Панаген®) по своему стимулирующему 
действию на ДК был сопоставим с ЛПС и эффективно 
индуцировал дифференцировку/созревание ДК, а также 
усиливал их аллостимуляторную активность в смешанной 
культуре лимфоцитов (Alyamkina et al., 2010a, b).

Наиболее выраженный стимулирующий эффект ДНК 
на экспрессию генов в ДК человека в условиях 6-часовой 
инкубации регистрировался в случае интернализации 
двуцепочечной ДНК или ее синтетического аналога 
Poly(dA : dT) с помощью трансфецирующего агента липо-
фектамина 2000 (см. рис. 1 и 2). В результате в ДК значи-
мо повышалась экспрессия интерферонов первого типа 
(ИФНα/β), провоспалительных цитокинов (ФНОα, 
ИЛ 6) и СХС-хемокинов (ИЛ8), а также факторов сиг-
налинга (RIGI, MDA5, NFκB). Выявленные изменения 

Fig. 3. Relative expression of genes for cytokines and differentiation antigens in human DCs after 6 and 24 hrs of incubation with double-stranded 
DNA. 
(0) Control intact DCs and DCs 6- or 24-h incubation with chloroquine (chq), dsDNA, or dsDNA + chloroquine summarized for three donors.  
Y-Axis: gene expression in groups studied divided by that in the control group. *Difference from the control group significant at p < 0.05. 

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

* *

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

* *

**

*

*

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0

35

30

25

20

15

10

5

0

35

30

25

20

15

10

5

0

35

30

25

20

15

10

5

0

35

30

25

20

15

10

5

0

35

30

25

20

15

10

5

0

35

30

25

20

15

10

5

0

50

40

30

20

10

0

220
200
180
160
140
120
100

80
60
40
20

0

CD83

МСР1

IFNγ

CD25

IL10

IFNβ

VEGF

IL8

IFNα

Median

Outliers

Extremum

25–75 % percentile  
range
Main range  
of values

0 0 0хх хх хххх хх ххDNA DNA DNA

6 h 6 h 6 h24 h 24 h 24 h

DNA DNA DNAхх + 
DNA

хх + 
DNA

хх + 
DNA

хх + 
DNA

хх + 
DNA

хх + 
DNA



А.С. Проскурина, К.Е. Орищенко, Е.А. Поттер … 
А.А. Останин, Е.Р. Черных, С.С. Богачев

2017
21 • 6

725Молекулярная генетика и клеточная биология Вавиловский журнал генетики и селекции • 2017 • 21 • 6

Экспрессия генов цитокинов в дендритных клетках 
человека, активированных двуцепочечной ДНК

экспрессии генов в ДНК-активированных ДК свидетель-
ствуют об их потенциальной готовности участвовать в 
качестве «профессиональных» антиген-презентирующих 
клеток в инициации реакций врожденного иммунитета, в 
рекрутировании в очаг повреждения/воспаления нейтро-
фильных гранулоцитов, в индукции острофазового ответа 
и последующем формировании адаптивного иммунитета 
в Th1-направлении. Таким образом, полученные нами 
данные свидетельствуют о выраженных иммуностиму-
лирующих свойствах экстраклеточной ДНК.

Другой актуальной биологической задачей в настоящем 
исследовании была оценка способности фрагментирован-
ной двуцепочечной ДНК активировать ДК человека без 
участия трансфецирующих факторов. При этом представ-
лялось интересным оценить выраженность эффекта в ди-
намике 6- и 24-часовой экспозиции. Дизайн исследования 
предполагал оценку активирующего влияния двуцепочеч-
ной ДНК без и в условиях блокирования TRL9 пути пере-
дачи сигнала специфическим ингибитором хлорохином.

Было обнаружено, что препарат двуцепочечной ДНК че-
ловека в сочетании с хлорохином имеет сложную картину 
индукции синтеза мРНК проанализированных цитокинов 
с явно выраженным синергичным эффектом.

Хлорохин известен прежде всего в качестве антималя-
рийного агента (Schlesinger et al., 1988). Он представляет 
собой небольшое липофильное, отдающее протон слабое 
основание, которое способно свободно диффундировать 
через цитоплазматическую мембрану в депротонизи-
рованной форме (Schlesinger et al., 1988). В цитоплазме 
хлорохин достигает кислых цитоплазматических ком-
партментов – эндосом, лизосом, аккумулируется в них и 
забирает протон из окружающей среды, становясь прото-
низированным. При этом происходит увеличение вакуо-
лярной pH, что приводит к защелачиванию внутреннего 
содержимого эндосом (Krogstad, Schlesinger, 1987). Ис-
следования этого многофункционального агента выявили 
следующие механизмы его воздействия на эукариотиче-
скую клетку. Достигая закисленных внутриклеточных 
компартментов, и в первую очередь эндосом, хлорохин 
пертурбирует органеллы, что вызывает нарушение их 
функций, одной из которых является инактивация TLR9 
и связанная с его инактивацией невозможность индукции 
экспрессии генов провоспалительных цитокинов в ответ 
на интернализацию бактериальной ДНК, обогащенной 
неметилированными CpG динуклеотидами (Macfarlane, 
Manzel, 1998). Это свойство хлорохина используется 
в многочисленных исследованиях при необходимости 
выключения TLR9 сигнального пути (Huang et al., 2005; 
von Buttlar et al., 2014). Другое свойство хлорохина было 
обнаружено при его использовании в низких концентра-
циях. Оказалось, что стократное снижение концентрации 
хлорохина, слабо действующее на изменение pH внутри-
клеточных компарментов, также приводит к нарушению 
трансдукции сигнала, связанной с формированием TLR9-
лиганд комплекса. При этом хлорохин способен напрямую 
взаимодействовать с чужеродной интернализованной 
двуцепочечной ДНК, успешно конкурируя в этом с TLR9 
(Kuznik et al., 2011).

Анализируя эффекты хлорохина на ДК человека, мы 
обнаружили его прямое участие в активации экспрессии 

генов ИФНα/β, ИФНγ, ИЛ10, VEGF, ИЛ8, MCP1, а 
также маркера зрелых ДК (CD83), которое наиболее ярко 
проявлялось после 24-часовой инкубации. Можно пред-
положить, что хлорохин, по-видимому, через механизм 
генерации ROS, в котором, как предполагается, задей-
ствована NOX (и ее активация хлорохином), активирует 
NF-κB и последующую экспрессию широкого спектра 
интерферонов, цитокинов и хемокинов (Park et al., 2003,  
2004). 

В этой связи наблюдаемое синергичное действие хло-
рохина и препарата ДНК может быть обусловлено до-
полнительным собственным воздействием хлорохина на 
продукцию провоспалительных цитокинов.

Так же, как и в первой серии экспериментов, наблюда-
ется индукция цитокинов первой волны. Активно син-
тезируется мРНК трех интерферонов ИФНα/β/γ, хемо-
кина ИЛ8. При этом к 24 часам экспозиции достоверно 
детектируется повышенный синтез мРНК ИФНα и ИЛ8. 
Оба цитокина – основные участники инициации реакции 
врожденного иммунного ответа. Именно ИФН-α и ИЛ-8 
обеспечивают дифференцировку, созревание и миграцию 
ДК к поврежденным тканям или очагу воспаления (Zhang 
et al., 2010).

Следует отметить повышенный синтез мРНК ИФНγ 
под воздействием препарата ДНК в первые 6 часов экспе-
римента. Известно, что генная платформа, активируемая 
ИФНγ, обширна и включает гены многочисленных факто-
ров иммунитета. Предполагается, что ранняя экспрессия 
гена этого цитокина служит пусковым фактором начала 
иммуностимулирующей реакции. Аналогичная картина 
активации гена ИФНγ описана в работе (Huang et al., 
2005), где максимально выраженный ответ на стимуляцию 
ДНК, находящейся в составе HKBA (heat-killed B. abortus) 
в организме экспериментальных животных, развивался к 
6–8 часам индукции.

Можно полагать, что в случае наших экспериментов 
экстраклеточная self ДНК активирует синтез мРНК 
ИФНγ и последующую ее экспрессию, синтез и секре-
цию цитокина. Далее по аутокринному и паракринному 
эффекту происходит кратная автоактивация и активация 
генов сопряженных факторов иммунитета, что приводит 
к развитию специфического иммунного ответа. 

Так же, как и в первой серии экспериментов, при синер-
гичном действии хлорохина и препарата ДНК значительно 
усиливается экспрессия генов всех проанализированных 
цитокинов и костимулирующих молекул, за исключением 
ИЛ10, что еще раз свидетельствует о сложных внутри-
клеточных взаимодействиях антималярийного агента и 
фрагментов self ДНК. 
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