
63

БИОХИМИЯ,  2019,  том  84,  вып.  1,  с.  63  –  73

УДК 612.01.8;612.017.1;611.018.53

Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН – 
филиал Пермского федерального исследовательского центра УрО РАН, 

614081 Пермь; электронная почта: orlova_katy@mail.ru

Поступила в редакцию 03.07.18
После доработки 17.09.18

Принята к публикации 17.09.18

Исследованы молекулярные механизмы иммуномодулирующих эффектов лептина и грелина в концентраци�
ях, характерных для беременности, на созревание и функциональную активность дендритных клеток (ДК), ге�
нерированных из моноцитов периферической крови женщин. Установлено, что присутствие лептина при со�
зревании ДК не влияет на уровень CD1c+ДК, экспрессирующих CD83, CD86 и HLA�DR, но увеличивает ко�
личество и активность индоламин�2,3�диоксигеназы (IDO). Культивирование в присутствии грелина, а также
комбинации лептина с грелином снижает процент CD1c+ДК, экспрессирующих CD86, но не влияет на уро�
вень CD83+ и HLA�DR+CD1с+ДК. Кроме того, грелин уменьшает количество молекул IDO, не оказывая вли�
яния на активность фермента. Одновременное присутствие двух гормонов стимулирует индуцированную ак�
тивность IDO, не влияя на количество фермента в ДК. Действие лептина и грелина на исследуемые функции
ДК в ряде случаев коррелирует с повышением уровня сАМР. Таким образом, установлены новые механизмы
регуляции лептином и грелином толерогенной функции ДК применительно к беременности.
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Дендритные клетки (ДК) являются основ�
ными антигенпрезентирующими клетками, ко�
торые инициируют и направляют развитие им�
мунного ответа. В зависимости от зрелости и
функциональной активности ДК регулируют
направленность дифференцировки наивных
CD4+T�хелперных клеток (Th�клеток) и тип им�
мунного ответа, способствуя как усилению
функций эффекторных Т�клеток против чуже�
родных агентов, так и угнетению иммунного от�
вета, потенцируя генерацию индуцибельных (i)
регуляторных T�клеток (Treg), определяющих
толерантность [1, 2].

Беременность является ярким примером
формирования толерантности иммунной систе�

мы матери к генетически чужеродному плоду
при сохранении защитных свойств материнско�
го организма в целом [3]. При нормально проте�
кающей беременности в периферической крови
увеличивается доля незрелых ДК, обладающих
способностью индуцировать состояние иммун�
ной толерантности [1, 3]. Эти клетки характери�
зуются сниженной экспрессией костимулятор�
ных/коактиваторных молекул (CD40, CD80,
CD83, CD86), высоким уровнем продукции
противовоспалительных цитокинов IL�10 и
TGF�β1, повышенной активностью фермента
индоламин�2,3�диоксигеназы (IDO) [1–3]. То�
лерогенные (незрелые) ДК угнетают Т�клеточ�
ный ответ, усиливая генерацию iTreg и умень�
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шая уровень Т�хелперов, продуцирующих IL�17
(Th17), вызывая анергию и апоптоз цитотокси�
ческих Т�клеток [3]. 

В отличие от цитокинов, IDO является веду�
щим фактором индукции периферической толе�
рантности при беременности [1–4]. Фермент
экспрессируется синцитиотрофобластом, клет�
ками децидуальной оболочки, плацентарными
ДК и макрофагами [5]. IDO является индуци�
бельным ферментом, конвертирующим L�трип�
тофан в кинуренин, 3�гидроксикинуренин и 3�гид�
роксиантраниловую кислоту [1–4], что приво�
дит к дефициту триптофана, необходимого для
полноценной трансляции белков в активиро�
ванных Т�клетках, а токсичные продукты его
деградации индуцируют апоптоз Th1 [6] и цито�
токсических Т�лимфоцитов [1–5]. Показано,
что угнетение активности IDO у беременных са�
мок мышей способствует индукции антифеталь�
ного иммунного ответа [7]. Кроме этого, кину�
ренины способны смещать баланс Th17/Treg в
пользу последних [8]. Поэтому высокая актив�
ность IDO обеспечивает один из ключевых ме�
ханизмов, формирующий материнско�феталь�
ную толерантность [9]. 

Учитывая, что гормоны плаценты могут, в
силу экспрессии специфических рецепторов на
лейкоцитах, модулировать функциональную ак�
тивность клеток иммунной системы [10–13],
гормоны можно рассматривать как физиологи�
ческие индукторы толерогенных ДК. Пептид�
ные гормоны – лептин и грелин – являются
функциональными антагонистами, регулирую�
щими энергетический гомеостаз, работу иммун�
ной и репродуктивной систем [10]. Действуя на
уровне гипоталамуса, лептин и грелин разно�
направлено контролируют чувство голода и ап�
петит, регулируя потребление пищи, метабо�
лизм жировой ткани, энергетический гомеостаз,
процессы роста и развития [10]. Оба гормона об�
ладают выраженной иммунорегуляторной ак�
тивностью [13–16]. При беременности концент�
рации лептина и грелина в периферической
крови значительно увеличиваются, поскольку
оба гормона регулируют имплантацию, активно
вырабатываются плацентой, контролируют рост
и развитие плода [10]. Рецепторы к лептину
(LepR) и грелину (GHS�R) обнаружены на ДК
[12, 17, 18] и большинстве клеток иммунной
системы [17–22]. Показано, что лептин являет�
ся провоспалительным гормоном и способству�
ет преобладанию клеточно�опосредованного
иммунного ответа [17, 19]. Грелин проявляет
противовоспалительную активность, оказывая
антагонистическое действие по отношению к
лептину, блокируя лептин�индуцированные
провоспалительные реакции [12]. Оба гормона

способны взаимно регулировать экспрессию ре�
цепторов друг к другу на клетках�мишенях [12,
20]. Сочетанное действие лептина и грелина как
на уровне клетки, так и целого организма при�
водит к формированию кооперативных эффек�
тов, определяющих энергетический и иммун�
ный гомеостаз [10, 16, 20]. Известно, что лептин
усиливает созревание ДК, повышая экспрессию
CD40, продукцию IL�12 и способность иници�
ировать Th1�ответ [17, 18, 21]. Ранее нами было
показано, что лептин и грелин в концентрациях,
характерных для беременности, разнонаправле�
но модулируют синтез IL�12, IL�10, TGF�β1 в
ДК и опосредованную ДК дифференцировку
iTreg и Th17 [14–16], а также активность IDO
моноцитов периферической крови [22]. Таким
образом, изучение гормональных механизмов,
контролирующих функции ДК, является важ�
ным для понимания закономерностей форми�
рования иммунного ответа и иммунной толерант�
ности при беременности и может быть исполь�
зовано в качестве наиболее эффективного под�
хода для индукции антиген�специфической то�
лерантности к антигенам донора, реципиента
или к собственным антигенам.

Анализ данных литературы убедительно до�
казывает, что эффекты большинства гормонов
плаценты направлены на угнетение цитотокси�
ческих реакций, формирование иммунного
ответа по Th2�типу и генерацию супрессорных
Т�клеток в зоне маточно�плацентарного кон�
такта вследствие сАМР�повышающей трансдук�
ции внутриклеточного сигнала [23]. В нашей
предыдущей работе показано, что в реализации
иммуномодулирующих эффектов грелина и
комбинации грелина с лептином участвуют
cAMP�зависимые сигнальные пути [15]. По дан�
ным других авторов, лептин, действуя на разные
типы клеток, также использует cAMP в качестве
вторичного мессенджера [24, 25]. Все вышеска�
занное определяет необходимость оценки роли
cAMP в реализации эффектов лептина и грели�
на в регуляции функций ДК.

Целью данной работы являлось изучение
способности лептина и грелина, а также их фи�
зиологической комбинации, отражающей уро�
вень данных гормонов в период беременности,
оказывать влияние на степень созревания ДК, а
также количество и активность IDO с оценкой
роли cAMP в данном процессе.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объектами исследования являлись ДК, гене�
рированные из моноцитов периферической
крови здоровых небеременных женщин репро�
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дуктивного возраста (19–39 лет, n = 10). Забор
крови осуществляли в раннюю фолликулярную
фазу менструального цикла (1–7�й дни). Моно�
нуклеарные клетки выделяли из гепаринизиро�
ванной крови с помощью центрифугирования
(200 g, 40 мин) в градиенте плотности фиколл�
верографина (1,077 г/см3; «Sigma», США; «Спофа»,
Чехия). Генерацию ДК проводили по стандарт�
ной методике [26]. Для этого мононуклеарные
клетки (1–5 × 106 кл/мл) ресуспендировали в полной
питательной среде (среда RPMI�1640 с добавле�
нием 10% эмбриональной телячьей сыворотки,
1 мМ HEPES, 2 мМ L�глутамина, 100 мкг/мл
стрептомицина), засевали на 24�луночные поли�
стироловые планшеты («Costar», США) по 2 мл
на лунку и инкубировали в течение 3 ч при 37 °С
и 5%�ном содержании CO2. За это время моно�
циты прилипали к поверхности пластика, а не�
прилипшие мононуклеары смывали с поверх�
ности пластика холодной средой RPMI�1640.
Далее в лунки вносили по 2 мл полной питатель�
ной среды и гормоны. Лептин («Sigma», США)
использовали в концентрации 35 нг/мл, которая
отражает его содержание в периферической
крови на II и III триместрах беременности [27].
Грелин («Sigma», Израиль) вносили в концент�
рации 1,25 нг/мл, сопоставимой с уровнем гор�
мона в периферической крови в I и II тримест�
рах беременности [28]. Для исследования сов�
местных эффектов гормоны в культуры добав�
ляли одномоментно: лептин (35 нг/мл) + грелин
(1,25 нг/мл). В контрольные пробы вместо гор�
монов вносили физиологический раствор, ис�
пользуемый для растворения гормонов.

Для индукции формирования ДК из моно�
цитов периферической крови в пробы добавля�
ли GM�CSF (гранулоцитарно�моноцитарный
колониестимулирующий фактор, 100 нг/мл;
«R&D», США) и IL�4 (20 нг/мл; «BioLegend»,
США) [26]. Клетки инкубировали при 37 °С в ус�
ловиях 5%�ного содержания СО2 в течение 5 сут.
По окончании 3 сут меняли часть среды и пов�
торно добавляли цитокины (IL�4 и GM�CSF) и
гормоны, а также вносили индуктор созревания
ДК – ЛПС (1 мкг/мл, E. coli serotype 0111:B4;
«Sigma», США) [26]. По окончании 5 сут удаля�
ли супернатанты, а генерированные ДК делили
на части для оценки их фенотипа и функцио�
нальной активности. Жизнеспособность клеток,
определяемая в тесте с эозином, после 120 ч ин�
кубации с гормонами составляла >95%.

Генерацию ДК оценивали методом проточ�
ной цитометрии на проточном цитофлуоримет�
ре «FACSCalibur» («Becton Dickinson», США).
На клетках определяли экспрессию поверхност�
ных молекул CD14, CD83, CD86, HLA�DR и CD1c,
отражающих дифференцировку моноцитов в ДК,

с использованием соответствующих моноклональ�
ных антител (Anti�Human CD14�FITC 61D3/Mouse
IgG1; Anti�Human CD83�PE HB15e/Mouse IgG1;
Anti�Human CD86�PE IT2.2/Mouse IgG2b; Anti�
Human HLA�DR�PE L243/Mouse IgG2a; Anti�Hu�
man CD1с�FITC L161/Mouse IgG1 kappa; «eBiо»,
США). Последовательный отбор программны�
ми средствами клеток с определенными харак�
теристиками для их дальнейшего анализа осу�
ществляли по параметрам прямого и бокового
светорассеивания с учетом логических ограни�
чений в гистограмме распределения клеток по
морфологии и размерам, а далее определения в
этом регионе специфических маркеров ДК.
Мертвые клетки исключали по параметрам пря�
мого и бокового рассеяния. Подсчитывали не
менее 105 клеток в пробе. Для контроля неспе�
цифического связывания и выделения негатив�
ного по флуоресценции окна использовали со�
ответствующие изотипические контроли (Mouse
IgG1�FITC; Mouse IgG1�PE; Mouse IgG2b�PE;
Mouse IgG2a�PE; Mouse IgG1 kappa�FITC; «eBiо»,
США).

Для оценки влияния гормонов на созревание
ДК исследовали количество CD83+, CD86+ и
HLA�DR+ в гейте CD1c�позитивных ДК [29].

Количество молекул фермента IDO в ДК оп�
ределяли методом ИФА в лизате клеток с ис�
пользованием коммерческого набора ELISA Kit
for Indoleamine�2,3�Dioxygenase (IDO) («Cloud�
Clone Corp.», США) согласно инструкции про�
изводителя.

Для изучения активности IDO в часть проб
вносили L�триптофан (100 мкМ; «Sigma», США)
и культивировали в течение 4 ч. По окончании
культивирования собирали супернатанты и оце�
нивали в пробах концентрацию кинуренина –
первого стабильного продукта при деградации
триптофана [2]. В качестве индуктора активнос�
ти IDO использовали ЛПС (100 нг/мл; E. coli
serotype 0111:B4, «Sigma», США) [30]. Количест�
во кинуренина в пробах определяли спектрофо�
тометрически по стандартной методике [2].
Спонтанная продукция кинуренина в исследуе�
мых пробах составляла 1,63 ± 0,54 мкМ.

Уровень внутриклеточного сАМР в лизате
генерированных ДК определяли методом ИФА с
использованием коммерческого набора Direct
cAMP ELISA Kit («Enzo Life Sciences», США)
согласно инструкции производителя.

Первичную обработку данных, полученных
в ходе цитометрии, проводили с помощью прог�
рамм «WinMDI 2.9» и «Kaluza 1.5». Анализ эм�
пирических данных осуществляли в программе
«STATISTICA 11.0». Проверку нулевой гипотезы
о нормальности распределения в выборке про�
водили с помощью теста χ2. Оценку статисти�
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ческих отличий для данных, подчиняющихся
закону нормального распределения, осущест�
вляли с использованием парного t�критерия
Стьюдента, а в случае ненормального распреде�
ления для определения статистических отличий
использовали парный W�критерий Уилкоксона.
Различия считали значимыми при p < 0,05. Для
преодоления проблемы множественных сравне�
ний применяли поправку Бонферрони. Для вы�
явления взаимосвязи признаков использовали
корреляцию Пирсона (r).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Генерация ДК. В данной работе было уста�
новлено, что культивирование моноцитов в
присутствии IL�4 и GM�CSF приводит к фор�
мированию типичного фенотипа ДК, характе�
ризующегося утратой моноцитарного маркера
CD14, повышением экспрессии молекул глав�
ного комплекса гистосовместимости II класса
(HLA�DR), антигенпрезентирующей молекулы
CD1c, костимуляторной молекулы CD86 и мар�
кера зрелых ДК CD83, тогда как моноциты,
культивируемые в стандартных условиях, харак�
теризуются высоким уровнем экспрессии как
CD14, так и HLA�DR (рис. 1). Причем экспрес�
сия HLA�DR на моноцитах была сравнима с
созревающими ДК, а количество молекул CD1c,
CD83 и CD86 было достоверно ниже, чем на
ДК. Следует отметить, что молекула CD1c, име�
нуемая также антиген 1 ДК крови (BDCA�1), яв�
ляется основным маркером классических (мие�
лоидных) ДК, к которым относится как боль�
шинство циркулирующих в периферической
крови ДК, так и генерируемые из моноцитов ДК
in vitro [29, 30]. Таким образом, используемая
модель обеспечивает успешную генерацию ДК
из моноцитов периферической крови.

Влияние лептина на процессы созревания и
функциональную активность ДК. Известно, что у
мышей гомозиготных линий ob/ob (дефект выра�
ботки лептина) и db/db (мутация рецептора к
лептину) снижена экспрессия маркеров созрева�
ния CD40, CD80, CD86 и HLA�DR на ДК [31].
Введение лептина таким животным восстанавли�
вает «зрелый» фенотип ДК. Исследование этой
способности лептина in vitro на генерируемых ДК
человека показало, что присутствие гормона в
культуре в концентрации, характерной для бере�
менности, не оказывает статистически значимо�
го воздействия на экспрессию мембранных моле�
кул HLA�DR, CD83 и CD86 на CD1c+ДК (рис. 2,
табл. 1). По�видимому, при нормально протекаю�
щей беременности лептин не реализует свои по�
тенциальные возможности, в отличие от модель�

ных экспериментов на мышах с генетическими
дефектами. Известно, что зрелые ДК (миелоид�
ные) принимают активное участие в реакциях,
направленных против трансплантируемых анти�
генных структур [7]. Отсутствие стимулирующего
влияния лептина предполагает, что его концент�
рация во время беременности недостаточна для
реализации этого эффекта.

Присутствие лептина на этапе созревания
ДК увеличивает как количество, так и ЛПС�сти�
мулированную активность IDO, усиливая мета�
болизм L�триптофана с образованием кинуре�
нина (табл. 2). Параллельные измерения уровня
внутриклеточного cAMP не выявили его повы�
шения под влиянием лептина, реализующего
модулирующие эффекты на ДК in vitro. Таким
образом, можно заключить, что во время бере�
менности лептин не влияет на созревание мие�
лоидных ДК, но повышает их толерогенный по�
тенциал, усиливая процессы синтеза IDO и, как
следствие, катаболизма L�триптофана до кину�
ренина, что способствует анергии и гибели эф�
фекторных Т�лимфоцитов в зоне маточно�пла�
центарного контакта. Ранее нами было показа�
но, что лептин оказывает аналогичное влияние
на ЛПС�стимулированную активность IDO мо�
ноцитов периферической крови [22].

Следует отметить, что ЛПС, наряду с IFN�γ,
во время беременности является наиболее важ�
ным фактором, инициирующим созревание ДК
и экспрессию IDO [32]. ЛПС постоянно присут�
ствует в мочеполовых путях как продукт бакте�
риальной контаминации. Взаимодействие ЛПС
с TLR�4 (Toll�подобные рецепторы 4), экспони�
рованными на ДК, приводит к последователь�
ной активации MyD88 (белок первичного отве�
та 88 миелоидной линии дифференцировки),
PI3K (фосфатидилинозитол�3�киназа), включая
Akt (протеинкиназа В) и р38MAPK (митоген�
активируемые протеинкиназы) [30, 33]. Как Akt,
так и р38MAPK индуцируют формирование ак�
тивного NF�κB (ядерного фактора транскрип�
ции κB) [33], который непосредственно связы�
вается с промотором INDO, усиливая экспрес�
сию IDO [30]. Взаимодействие лептина с LepR
на ДК активирует Jak2�киназы (Янус�киназы),
которые фосфорилируют белок IRS�2 (субстрат
рецептора инсулина 2), также запуская PI3K�
Akt�зависимый сигнальный путь [34, 35]. Фос�
форилирование Akt�киназы одновременно ак�
тивирует МАРК и STAT3 (белок сигнальной
трансдукции и активатор транскрипции 3), ди�
мер которого дополнительно активирует NF�κB
[21]. Следовательно, лептин может усиливать
IDO�индуцирующее действие ЛПС через PI3K,
МАРК и STAT3, что объясняет полученный на�
ми результат.
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Влияние грелина на созревание и толероген<
ную функцию ДК. Присутствие грелина при соз�
ревании ДК в концентрации, характерной для
беременности, снижает экспрессию CD86 на

CD1с+ДК, но не влияет на количество
CD83+CD1с+ДК и HLA�DR+CD1с+ДК (рис. 2,
табл. 1). Учитывая, что CD86 является костиму�
лирующей молекулой, необходимой для взаи�
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Рис. 1. Экспрессия мембранных молекул CD14, HLA�DR, CD83, CD86 и CD1c на моноцитах и зрелых ДК, полученных
из моноцитов c помощью стимуляции IL�4 и GM�CSF с последующей активацией ЛПС. а – Гистограммы, характеризу�
ющие экспрессию мембранных молекул (приведены гистограммы одного эксперимента); б – на диаграмме данные представ�
лены в виде средних арифметических значений и их стандартных ошибок (М ± m); n = 10; исследуемые группы – Моно�
циты и Контроль (зрелые ДК); * различия статистически значимы (p < 0,05) согласно парному t�критерию Стьюдента по
отношению к контролю
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Рис. 2. Гистограммы, характеризующие стратегию гейтирования (а, б) и определения экспрессии CD86 на CD1с+ДК под
влиянием гормонов (в), представлены гистограммы одного эксперимента; б – изотипический контроль, по оси ординат –
Mouse IgG1 kappa�FITC; в – изотипический контроль, по оси ординат – Mouse IgG2b�PE. Зрелые ДК получали из моно�
цитов периферической крови c помощью стимуляции IL�4 и GM�CSF с последующей активацией ЛПС. Контроль – зре�
лые ДК; лептин – зрелые ДК, культивировавшиеся в присутствии лептина (35 нг/мл); лептин + грелин – зрелые ДК, куль�
тивировавшиеся в присутствии комбинации лептина (35 нг/мл) и грелина (1,25 нг/мл); грелин – зрелые ДК, культивиро�
вавшиеся в присутствии грелина (1,25 нг/мл)

а

б
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модействия с CD28 на Т�лимфоцитах и усиле�
ния активирующего сигнала, можно полагать,
что действие грелина при беременности будет
способствовать снижению активации Т�лимфо�
цитов или их анергии.

Исследование действия гормона на актив�
ность и внутриклеточный уровень IDO в ДК по�
казало, что присутствие грелина при созревании
ДК, в отличие от лептина, не влияет на ЛПС�
стимулированную активность IDO, но снижает
количество молекул фермента в ДК (табл. 2).
Данный эффект грелина связан с повышением
концентрации внутриклеточного cAMP. Корре�
ляционный анализ показал, что грелин препят�
ствует увеличению количества IDO пропорцио�
нально повышению уровня внутриклеточного
cAMP, поскольку была выявлена обратная связь
между снижением количества IDO под действи�
ем грелина и повышением концентрации cAMP

(r = –0,95; p < 0,05). Известно, что взаимодей�
ствие грелина с GHS�R, который относится к
GqPCR (рецептор, сопряженный с белком Gq),
приводит к активации PLC (фосфолипаза С) и
гидролизу PIP2 (фосфатидилинозитол�4,5�ди�
фосфат) до IP3 (инозитол�1,4,5�трифосфат), по�
вышающего концентрацию ионов Са2+ [36–38].
Другим продуктом гидролиза PIP2 является
DAG (диацилглицерол) [36–38], который инду�
цирует последовательный активационный кас�
кад РКС (протеинкиназа С), MAPK (JNK/p38/
ERKI/II) и фосфорилирование CREB (белок,
связывающий cAMP�чувствительный элемент)
[36–39]. CREB запускает транскрипцию и обра�
зование SOCS3 (супрессор трансдукции сигнала
цитокинов 3), который, связываясь с ITIM2�до�
меном IDO (ITIM2 – ингибирующий фосфори�
лирование мотив тирозина 2), вызывает протеа�
сомную деградацию молекул IDO [40, 41]. Уве�
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Экспериментальное
воздействие

Моноциты

Контроль

Лептин (35 нг/мл)

Лептин (35 нг/мл) + грелин
(1,25 нг/мл)

Грелин (1,25 нг/мл)

Таблица 1. Влияние лептина и грелина на экспрессию мембранных молекул CD1c+ДК, генерированных в присутствии
гормонов

CD86+ в гейте CD1c+ДК, %

20,6 (18,2–25,4), р = 0,006*

70,6 (59,1–84,9)

69,8 (56,5–88,0)

63,3 (36,2–72,6), р = 0,023*

47,1 (35,3–77,5), р = 0,022*

CD83+ в гейте CD1c+ДК, %

33,0 (31,9–34,8), р = 0,004*

75,3 (69,1–80,6)

79,9 (64,2–91,1)

74,8 (71,1–79,0)

77,3 (72,0–81,2)

HLA�DR+ в гейте CD1c+ДК, %

59,6 (46,7–63,1), р = 0,011*

73,7 (66,4–75,6)

76,9 (71,5–82,4)

79,9 (68,0–84,4)

72,5 (61,1–78,2)

Примечание. Данные представлены в виде медианы с нижней и верхней квартилью. Моноциты – проба моноцитов, куль�
тивировавшихся без внесения IL�4, GM�CSF и ЛПС. Зрелые ДК получали из моноцитов периферической крови c по�
мощью стимуляции IL�4 и GM�CSF с последующей активацией ЛПС. Контроль – зрелые ДК; лептин (35 нг/мл) – зре�
лые ДК, культивировавшиеся в присутствии лептина (35 нг/мл); лептин (35 нг/мл) + грелин (1,25 нг/мл) – зрелые ДК,
культивировавшиеся в присутствии комбинации лептина (35 нг/мл) и грелина (1,25 нг/мл); грелин (1,25 нг/мл) – зрелые
ДК, культивировавшиеся в присутствии грелина (1,25 нг/мл).
* Различия статистически значимы по критерию Уилкоксона для парных зависимых выборок по отношению к контролю
(n = 10).

Экспериментальное 
воздействие

Контроль

Лептин (35 нг/мл)

Лептин (35 нг/мл) + грелин (1,25 нг/мл)

Грелин (1,25 нг/мл)

Таблица 2. Влияние лептина и грелина на количество и ЛПС�индуцированную активность IDO, уровень внутриклеточного
сАМР в ДК, генерированных в присутствии гормонов

сАМР, пМ/мл 
(106 клеток)

0,89 ± 0,12

1,06 ± 0,11

1,10 ± 0,11

1,23 ± 0,09, р = 0,01*

IDO, пг/мл

1,60 ± 0,04

1,73 ± 0,07, р = 0,023*

1,47 ± 0,13

1,03 ± 0,15, р = 0,002*

Концентрация
кинуренина, мкМ

2,24 ± 0,17

6,06 ± 2,07, р = 0,02*

6,13 ± 1,22, р = 0,005*

4,64 ± 1,47

Примечание. Результаты представлены в виде средних арифметических значений и их стандартных ошибок (М ± m).
Пояснения по обозначениям см. в Примечании к табл. 1.
* Различия статистически значимы по парному t�критерию Стьюдента по отношению к контролю (n = 10).
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личение уровня внутриклеточного cAMP под
действием грелина, по�видимому, объясняется
способностью Ca2+/CaM (кальмодулин) акти�
вировать Ac [42]. Повышение уровня cAMP в
клетке активирует РКА (протеинкиназу А) и ЕРАС
(cAMP�связывающий белок), что также усили�
вает образование SOCS3 [42]. Помимо этого
CaM стимулирует активность АМРК (АМP�ак�
тивируемая протеинкиназа) [43], что также
приводит к образованию активного CREB. Та�
ким образом, снижение ЛПС�индуцированной
экспрессии IDO под действием грелина в ДК
можно объяснить cAMP�CREB�SOCS3�опосре�
дованной протеасомной деградацией фермента
[44]. По�видимому, SOCS3�зависимый меха�
низм определяет и снижение экспрессии CD86
на CD1с+ДК, созревавших в присутствии гре�
лина. По данным литературы, SOCS3 может как
непосредственно индуцировать протеасомную
деградацию самой молекулы CD86, так и уси�
ливать деградацию активированных транскрип�
ционных факторов, ответственных за ее экспрес�
сию [45, 46].

Совместное влияние лептина и грелина на про<
цессы созревания и функции ДК. Клетки крови
одновременно испытывают действие большого
количества сигнальных молекул, присутствую�
щих в периферической крови, поэтому анализ
совместных эффектов гормонов, особенно гор�
мональной антагонистической пары, прибли�
жает нас к пониманию физиологической ситуа�
ции при беременности. Установлено, что одно�
временное присутствие лептина и грелина при
созревании ДК в концентрациях, характерных
для беременности, снижает экспрессию CD86
на CD1с+ДК, но не влияет на количество
CD83+CD1с+ДК и HLA�DR+CD1с+ДК (рис. 2,
табл. 1). По данным корреляционного анализа
именно эффекты грелина (r = 0,75; p < 0,05) опре�
деляют уменьшение количества CD86+CD1с+ДК
при совместном действии гормонов. Как отме�
чалось ранее, грелин способен снижать экспрес�
сию CD86+ на CD1с+ДК путем cAMP�зависи�
мой активации CREB/SOCS3, что реализуется и
при совместном действии гормонов [39, 40].

Анализ действия комбинации лептина и гре�
лина на активность и количество IDO в ДК по�
казал, что присутствие гормонов при созрева�
нии ДК не оказывает модулирующих эффектов
на количество IDO, но повышает ЛПС�стиму�
лированную активность IDO в ДК, что сопро�
вождается увеличением содержания кинуренина
(табл. 2). По данным корреляционного анализа
именно эффекты лептина (r = 0,95; p < 0,05) оп�
ределяют увеличение ЛПС�стимулированной
активности IDO при совместном внесении гор�
монов. Можно полагать, что в присутствии гре�

лина лептин сохраняет только эффект актива�
ции IDO, поскольку действие грелина будет
препятствовать лептин�индуцированному син�
тезу новых молекул фермента за счет их грелин�
SOCS3�индуцированной протеасомной дегра�
дации [39, 40]. Высказанное предположение
согласуется с данными литературы о том, что
грелин способен значительно ингибировать
лептин�индуцированное фосфорилирование
STAT3 путем Еpac�зависимой активации SOCS3
[39, 40]. При этом уровень внутриклеточного
сАМР при совместном присутствии гормонов в
процессе созревания ДК статистически значимо
не меняется (табл. 2). Известно, что лептин спо�
собен снижать уровень cAMP за счет активации
PI3K, продукт которой, PIP3 (фосфатидилино�
зитол�3,4,5�трифосфат), стимулирует Akt, фос�
форилирующую PDE3B (мембраноассоцииро�
ванную фосфодиэстеразу 3B) [47]. Данный эф�
фект лептина объясняет отсутствие повышения
уровня внутриклеточного сАМР при совмест�
ном действии гормонов. По�видимому, при сов�
местном действии гормонов для грелина доми�
нирующим становится РКС�МАРК�зависимый
путь фосфорилирования CREB и активации
SOCS3.

Несмотря на то что лептин и грелин разно�
направленно регулируют основные функции
ДК, при совместном воздействии гормонов со�
храняется стимулирующий эффект лептина на
ЛПС�индуцированную активность IDO и угне�
тающий эффект грелина на экспрессию кости�
мулирующей молекулы CD86 на CD1с+ДК. На
рис. 3 представлены возможные механизмы гор�
монального контроля антагонистической пары
за процессами созревания и функциональной
активности IDO ДК.

Полученные результаты расширяют и допол�
няют наши представления о механизмах участия
лептина и грелина в регуляции функциональ�
ной активности ДК при беременности и форми�
ровании иммунной толерантности в целом. При
нормально протекающей беременности именно
совместное действие физиологических концент�
раций лептина и грелина в периферической
крови способствует активации IDO�зависимого
механизма индукции периферической толерант�
ности с участием ДК и преимущественным фор�
мированием iTreg. Расшифровка молекулярных
механизмов взаимодействия лептина и грелина
перспективна для фармакологической коррек�
ции направленности дифференцировки ДК, а
также может быть использована в качестве эф�
фективного подхода для усиления индукции
специфической толерантности к антигенам гис�
тосовместимости донора, реципиента или к
собственным антигенам.
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Рис. 3. Гипотетическая схема реализации эффектов комбинации лептина и грелина в регуляции экспрессии CD86, коли�
чества и ЛПС�стимулированной активности IDO в ДК. Сплошные стрелки – стимулирующий эффект, пунктирные
стрелки – ингибирующий эффект
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Molecular mechanisms of the immunomodulatory effects of leptin and ghrelin in concentrations typical for pregnan�
cy on the maturation and functional activity of dendritic cells (DCs) generated from the peripheral blood monocytes
of women are investigated. The presence of leptin during DC maturation did not affect the levels of CD83+CD1c+,
CD86+CD1c+, and HLA�DR+CD1c+ DCs but increased the amount and the activity of the enzyme indoleamine
2,3�dioxygenase (IDO). Cell culturing in the presence of ghrelin or combination of leptin and ghrelin reduced the
percentage of CD86+CD1c+ DCs but did not affect the levels of CD83+CD1c+ and HLA�DR+CD1c+ DCs. In addi�
tion, ghrelin reduced the number of IDO molecules without affecting its activity. Simultaneous presence of leptin and
ghrelin increased induced IDO activity without affecting the amount of the enzyme in DCs. The effects of leptin and
ghrelin on the investigated functions of DCs in some cases correlated with high levels of cAMP. New mechanisms of
leptin and ghrelin regulation of tolerogenic functions of DCs in pregnancy are proposed.
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