
Innov Biosyst Bioeng, 2024, vol. 8, no. 1, 56–76 

doi: 10.20535/ibb.2024.8.1.291879 
 

 
 

© The Author(s) 2024. Published by Igor Sikorsky Kyiv Polytechnic Institute. 
This is an Open Access article distributed under the terms of the license CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits 
re-use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited. 

 

Review 

СУЧАСНІ МЕТОДИ ОТРИМАННЯ ІМУННИХ ДЕНДРИТНИХ КЛІТИН 
ІЗ ПРОТИПУХЛИННИМ ПОТЕНЦІАЛОМ 

А.М. Гольцев1,2, М.О. Бондарович1*, Ю.О. Гаєвська1, Т.Г. Дубрава1, Н.М. Бабенко1, М.В. Останков1 

1Інститут проблем кріобіології і кріомедицини НАН України, Харків, Україна 
2Міжвідомчий науковий центр кріобіології і кріомедицини НАН, АМН та МОЗ України, Харків, Україна 

*Corresponding authors: nikolay.bondarovich@gmail.com 

Received 29 November 2023;  Accepted 8 February 2024 

Дендритні клітини (ДК) ініціюють і формують як вроджені, так і адаптивні імунні відповіді. Вони 
спеціалізуються на представленні антигена наївним Т-клітинам, тим самим керують імунними від-
повідями Т-клітин і відіграють важливу роль у підтримці протипухлинного імунітету. В організмі 
людини і тварин ці клітини містяться в невеликій кількості, з чим пов’язані деякі труднощі при їх 
отриманні. Саме тому актуальним є питання отримання ДК із протипухлинними властивостями в 
умовах in vitro з клітин-попередників для подальшого використання в клінічній практиці або екс-
перименті. Робота присвячена узагальненню досліджень щодо отримання імунних ДК із клітин-
попередників для застосування в протипухлинній терапії. Аналіз літературних джерел показав, що як 
клітини-попередники імунних ДК можуть виступати моноцити периферичної крові, мононуклеари 
кісткового мозку, кордової крові. Протоколи, які використовуються для отримання незрілих ДК із 
клітин-попередників, передбачають додавання в культуру різних комбінацій цитокінів, включаючи 
гранулоцитарно-макрофагальний колонієстимулювальний фактор, інтерлейкін-4 тощо. Широке роз-
маїття цитокінів і умов, здатних впливати на диференціацію та функціональну активність ДК, обу-
мовлює надзвичайну їх гетерогенність за фенотиповими і функціональними характеристиками. Як 
джерела пухлинного антигена для виробництва вакцини на основі ДК використовують пухлинні лі-
зати, окремі пухлинні білки, пептиди, пухлинні клітини в стані імуногенного апоптозу. В статті роз-
глянуті як окремі етапи отримання імунних ДК, індукція формування з клітин-попредників незрілих 
ДК, подальше їх дозрівання, кріоконсервування цих клітин. Глибоке розуміння параметрів отриман-
ня імунних ДК має вирішальне значення для створення вакцин на основі ДК із максимальним про-
явом ними протипухлинних властивостей. 

Ключові слова: дендритні клітини; антигени; протипухлинні властивості; цитокіни; кріоконсервування. 

 

Вступ 

Онкологічні захворювання на сьогодні є 

однією з найбільш актуальних і невирішених 

медичних проблем людства. Злоякісні пухлини 

виникають у жителів усіх континентів і країн, 

багатих і бідних, чоловіків і жінок. На жаль, 

перспективи їх лікування поки що невтішні. 

Якщо темпи захворюваності зростатимуть і на-

далі, то до 2030 р. кількість осіб, що вперше 

захворіли на рак, сягне 27 млн, а помруть від 

раку 17 млн пересічних громадян, носіями цієї 

патології стануть 75 млн жителів планети [1]. 

З огляду на це пошук нових можливостей 

лікування хворих на злоякісні пухлини є акту-

альним завданням сучасної онкології. Високий 

рівень смертності, недостатня ефективність су-

часних протипухлинних препаратів викликають 

необхідність удосконалення методів лікування 

онкологічних захворювань. Прорив у розумінні 

молекулярно-генетичних та імунобіологічних ме-

ханізмів розвитку злоякісних пухлин є бустером 

подальшого розвитку фундаментальних і клініч-

них досліджень в онкології. Суттєва роль у 

цьому відводиться дендритним клітинам (ДК). 

Дійсно, ДК стають об’єктом широкого кола 

досліджень, метою яких є створення вакцин, 

здатних підсилювати імунну відповідь організ-

му онкохворих на пухлинні антигени. 

Дендритні клітини є клітинами з надши-

роким профілем функціональної здатності, але 

насамперед вони розглядаються як професійні 

антигенпрезентуючі клітини, головною функці-

єю яких є захоплення антигена, його проце-

синг і представлення Т-лімфоцитам для ініціа-

ції імунної відповіді [2]. Здатність ДК активу-

вати CD4+ Т-хелперні та CD8+ цитотоксичні 

Т-лімфоцити (ЦТЛ), визначаючи таким чином 

характер і спрямованість імунних реакцій, при-

вертає все більшу увагу при створенні проти-

пухлинних вакцин, здатних специфічно діяти 

на певні типи пухлин [3]. 
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Рисунок: Отримання клітин-попередників імунних дентритних клітин (ДК) для приготування протипухлинних вакцин 

Застосування вакцин проти раку є мето-

дом активного “навчання” імунної системи 

онкохворих генерувати ефекторні імунокомпе-

тентні клітини, що здатні знищувати пухлинні 

клітини. Персоніфікована вакцина проти раку 

має бути націлена на численні специфічні для 

пацієнта пухлинні антигени та мати мінімальні 

побічні ефекти, не викликаючи пошкодження 

здорових тканин. При цьому вона повинна за-

безпечувати збереження імунної пам’яті на ці 

антигени якомога довше [4] 

Першим, схваленим у 2010 р. управлінням з 

нагляду за якістю харчових продуктів і лікарсь-
ких засобів США (FDA – Food and Drug Admi-

nistration) імунотерапевтичним препаратом на ос-

нові аутологічних імунних ДК став Sipuleuce T 

(Provenge®). Як імуностимулювальний пухлин-

ний антиген у цій вакцині була використана 

простатична кисла фосфатаза (ПКФ), яку з’єд-

нують із гранулоцитарно-макрофагальним ко-

лонієстимулювальним фактором (ГМ-КСФ) для 

отримання гібридного білка. Таким комплекс-

ним білком ПКФ-ГМ-КСФ навантажують ау-

тологічні незрілі ДК, що отримані з мононук-

леарів периферичної крові. Цей препарат про-

демонстрував відсутність токсичних ефектів 

поряд із проявом протипухлинного та імуно-

модулювального ефектів і може розглядатися як 

терапевтичний підхід до лікування раку про-

стати [5]. Препарат Sipuleucel T наразі тестуєть-

ся в клінічних випробуваннях у поєднанні з 

іншими протипухлинними методами лікування 

(NCT01804465, NCT02463799, NCT01881867). 

На сьогодні на сайті ClinicalTrials.gov заре-

єстровано понад 500 клінічних випробувань вак-

цин на основі імунних ДК проти різних видів 

раку (станом на 10 березня 2024 р.). Однак, як 

свідчать численні клінічні випробування, вак-

цини на основі ДК поки що мають низьку 

ефективність при лікуванні солідних пухлин і 

гематологічних онкозахворювань [6]. Проте ці 

вакцини можуть стати інструментом, спрямо-

ваним на індукцію розвитку специфічної про-

типухлинної Т-клітинної відповіді в поєднанні з 

іншими методами протипухлинної терапії [7, 8]. 

Багато в чому успіх лікування онкозахворювань 

із використанням ДК залежить як від біологіч-

них характеристик пухлини, так і від вихідного 

імунного статусу пацієнта [9]. І все ж, за всіх 

перелічених умов, важливу значимість для ус-

пішної імунотерапії онкозахворювань має спо-

сіб отримання вакцини. Велика кількість робіт 

при цьому присвячена отриманню саме зрілих 

імунних ДК. Однак результати цих робіт недо-

статньо узагальнені та проаналізовані. 

Отже, метою цієї статті є узагальнення і 

систематизація результатів досліджень, присвя-

чених розробці різних протоколів отримання 

імунних ДК для подальшого використання в 

онкологічній практиці. 

Отримання клітин-попередників, із яких фор-
муються дендритні клітини 

Як джерела попередників ДК при приго-

туванні протипухлинних вакцин зазвичай ви-

користовують клітини кісткового мозку (КМ) 

(переважно у дослідженнях із використанням 

мишачих штамів експериментальних моделей 

пухлинного росту) і моноцити периферичної та 

кордової крові (у клінічних дослідженнях) [10–

12] (рисунок). 

https://clinicaltrials.gov/
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Для отримання моноцитів із периферичної 

крові використовують кілька підходів: виділен-

ня клітин, що мають підвищену адгезією до 

поверхні культурального пластику завдяки екс-

пресії на їхній поверхні бета-інтегринів (CD18, 

CD11c) [13, 14], позитивну магнітну селекцію 

клітин, що експресують рецептор CD14 [11, 15], 

центрифугування в градієнті щільності [16, 17] 

та флотаційні методи [18, 19].  

Моноцити є єдиними циркулюючими клі-

тинами крові, які на високому рівні експресу-

ють CD14-молекули на клітинній мембрані [20]. 

Кон’юговані з магнітною частинкою антитіла 

до цієї молекули використовують для виділен-

ня моноцитів методом позитивної імуномагніт-

ної селекції [21]. Однак цей метод може нега-

тивно впливати на ступінь експресії поверхне-

вих маркерів і функцію клітин, що підтвердже-

но J. Bhattacharjee зі співавт. [22]. Автори пока-

зали, що виділення CD14+-клітин за методом 

позитивної сепарації призводить до зміни їхньої 

функції та проліферативної активності порів-

няно з моноцитами, виділеними за методом 

негативної імуномагнітної сепарації. Для виді-

лення моноцитів із крові використовують та-

кож градієнти щільності, що готують на основі 

перколу (Sigma-Aldrich Inc), фіколу (Pharmacia), 

верографіну (Spofa) [23]. Що стосується виді-

лення моноцитів шляхом адгезії до пластику, то 

цей підхід хоча і широко використовується для 

збагачення цих клітин, але не є специфічним і 

підходить лише для проведення лабораторних 

аналізів, де чистота фракції моноцитів не є 

основною метою [24]. Показано, що зі 100 мл 

крові методом адгезії на пластику можна виді-

лити приблизно 9 млн клітин, з яких моноци-

тами є 80 % [25]. Метод флотації дає змогу 

отримати більшою мірою збагачену моноцита-

ми суспензію, ніж стандартна адгезія, однак 

“відкритість” системи різко підвищує ризик 

контамінації матеріалу [19]. 

Узагальнені дані A.M. Dohnal і співавт. [26] 

свідчать, що спосіб виділення більшою мірою 

визначає кількість одержаних клітин і питомий 

вміст моноцитів. У той же час статистично 

значущих відмінностей у фенотипі та функціо-

нальній активності ДК, отриманих із моноци-

тів, що виділені різними способами, виявлено 

не було. Однак у більш пізніх дослідженнях 

N. Delirezh і співавт. [27] було показано, що 

виділення моноцитів методами адгезії до плас-

тику або позитивної магнітної сепарації обу-

мовлює отримання ДК із різною фагоцитарною 

активністю. 

Як клітини-попередники ДК також вико-

ристовують CD34+ гемопоетичні стовбурові клі-

тини (ГСК), які отримують із КМ, периферич-

ної або кордової крові [28–30]. Слід зазначити, 

що ДК, отримані з CD34+-ГСК, стимулюють 

ЦТЛ більшою мірою, ніж ДК, генеровані з мо-

ноцитів периферичної крові [30]. У клінічній 

практиці ГСК використовуються для отриман-

ня імунних ДК доволі рідко, що обумовлено 

низькою концентрацією CD34+-ГСК (не біль-

ше 0,1 % від мононуклеарів периферичної кро-

ві) та занадто довгим періодом отримання з 

них ДК [31]. 

Іншим джерелом отримання ДК може бу-

ти периферична кров людини [32]. Пацієнтам 

напередодні цієї процедури вводять гемопое-

тичні фактори росту, наприклад FMS-подібний 
тирозин ліганд кінази 3 (Flt3L – FMS-like 

tyrosine kinase-3 ligand) або гранулоцитарний 

колонієстимулювальний фактор (Г-КСФ) [32]. 

В умовах експерименту [33] незрілі ДК форму-

ються в селезінці тварин після введення ми-

шам клітин меланоми В16, які експресують 

Flt3L. Фактор росту Flt3L діє на мультипотентні 

клітини-попередники, що експресують Flt3-ре-

цептор, і клітини-попередники лімфоїдного ря-

ду. Основним ефектом осі Flt3/Flt3L, виявленим 

при характеристиці мишей із дефіцитом цих 

генів, є генерація незрілих ДК [34]. P. Santa та 

співавт. [33] здійснювали виділення таких ДК 

із суспензії селезінки методом магнітної сепа-

рації. Після відповідної обробки коктейлями 

дозрівання та пухлинними антигенами з них 

можна отримати зрілі імунні ДК із протипух-

линною активністю. В роботі [35] накопичення 

в селезінці мишей субпопуляції незрілих ДК 

здійснювали через трикратні щоденні ін’єкції 

ГМ-КСФ. Отримані таким чином ДК відрізня-

лися від класичних незрілих ДК (мієлоїдних) 

більш високим рівнем експресії CD115 (рецеп-

тор до макрофагального колонієстимулюваль-

ного фактора (М-КСФ)) і CD301b (макрофа-

гальний галактоза N-ацетил-галактозамін спе-

цифічний лектин 1). До того ж такі ДК мали 

більш виражену здатність презентувати антигени 

й стимулювати проліферацію CD4+-Т-клітин. За 

даними [36], ДК що експресують CD301b+-

структури, здатні продукувати інтерлейкін (ІЛ)-6, 

необхідний для диференціації наївних Т-клітин 

у T-хелпери 17-го типу, які проявляють проти-

пухлинну активнсть. У той же час автори [37] 

відзначають, що субпопуляція ДК із такими 

ознаками здатна викликати поляризацію наїв-

них Т-клітин у субпопуляцію Т-хелперних лім-
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фоцитів 2-го типу, які мають неоднозначну дію 

відносно клітин протипухлинного захисту. Тоб-

то можна зробити припущення, що після від-

повідної стимуляції прозапальними цитокінами 

і навантаження пухлинними антигенами така 

субпопуляція ДК буде здатна виявляти проти-

пухлинну активність.  

Основна перевага використання незрілих 

ДК, отриманих із організму донора, для одер-

жання протипухлинних вакцин порівняно з клі-

тинами-попередниками ДК полягає в тому, що 

короткочасна їх експозиція  ex vivo (24 год) не-

обхідна для активації та навантаження пухлин-

ними антигенами [38]. Однак кількість отри-

маних у такий спосіб імунних ДК значно нижча, 

ніж при отриманні з клітин-попередників [39]. 

Підбиваючи підсумок, можна сказати, що 

ці дослідження є основою для збільшення мас-

штабів генерації повноцінних імунних ДК. У 

той же час необхідні подальша оптимізація цих 

протоколів, а також додаткова фенотипова та 

функціональна характеристика клітин-поперед-

ників для більш глибоко розуміння їхніх по-

тенціальних можливостей у формуванні імун-

них ДК. 

Значення складу середовища для отримання 
незрілих дендритних клітин і їх дозрівання 
in vitro 

Структурно-функціональні характеристики 

сформованих in vitro незрілих ДК із клітин-по-

передників залежать як від методів культиву-

вання, так і від комбінації сполук-стимулів, що 

додаються до середовища культивування.  

У 90-х роках минулого сторіччя вперше бу-

ло повідомлено про можливість отримання міє-

лоїдних ДК із моноцитів периферичної крові 

культивуванням їх із ГМ-КСФ та ІЛ-4 [40]. Цей 

метод у подальшому іменувався як класичний 

метод культивування і до теперішнього часу 

широко використовується при проведенні клі-

нічних випробувань ДК [31]. Для отримання 

незрілих ДК із моноцитів периферичної крові в 

культурі використовують ГМ-КСФ у концентра-

ції 50 нг/мл та ІЛ-4 у концентрації 30 нг/мл [40]. 

ГМ-КСФ підтримує проліферацію та життєздат-

ність мієлоїдних клітин-попередників, стиму-

лює їх диференціювання в гранулоцити та мак-

рофаги. ІЛ-4 блокує розвиток макрофагів через 

активацію сигнального шляху Янус тирозинкіна-

за/сигнальні трансдуктори й активатори транс-
крипції (JAK3/STAT6 – Janus kinase 3/Signal 

Transducer and Activator of Transcription 6) [41]. 

У поєднанні ГМ-КСФ та ІЛ-4 активують у мо-

ноцитах формування фактор некрозу пухлини-
альфа конвертуючого ферменту (TACE – tumor 

necrosis factor-alpha converting enzyme), виклика-

ючи шедінг ектодомену рецептора до М-КСФ, 

що унеможливлює формування макрофагів із 

моноцитів [42]. T.Q. Chometon і співавт. [23] 

довели значимість концентрації компонентів, 

що використовуються при культивуванні мо-

ноцитів, для отримання ДК. Так, показано, що 

ГМ-КСФ і ІЛ-4 у концентрації 30 і 15 нг/мл 

відповідно були більш ефективними для фор-

мування ДК, ніж при додаванні цих цитокінів 

у культуру клітин у концентрації 20 і 10 нг/мл 

відповідно. В деяких дослідженнях, незважаю-

чи на використання вказаних цитокінів у низь-

кій концентрації при отриманні незрілих ДК 

із мононуклеарів КМ, були отримані непога-

ні результати. Так, диференціація мононук-

леарів КМ мишей у незрілі ДК за наявності 

ГМ-КСФ (20 нг/мл) та ІЛ-4 (5 нг/мл) супрово-

джується майже повною втратою CD14-анти-

гена, зниженням рівня експресії костимулятор-

них молекул СD80, СD86 і зростанням специ-
фічного для цих клітин маркера – CD11b мо-

лекули [43]. S. Wang і співавт. показали [44], 

що культивування мононуклеарів КМ щурів із 

ГМ-КСФ (5 нг/мл) та ІЛ-4 (5 нг/мл) призводило 

до появи незрілих ДК із фенотипом MHCII+, 

CD80/CD86+. Указані зміни в клітинах по суті 

є наслідками їх перебудови на генетичному рів-

ні. В клітинах, отриманих після культивування 

моноцитів периферичної крові з ГМ-КСФ та 

ІЛ-4, спостерігаються суттєві зміни в експресії 

мікроРНК, що відповідають за функціональну 

активність ДК [45]. 

Для диференціювання моноцитів у незрілі 

ДК поряд із ГМ-КСФ/ІЛ-4 можуть бути вико-

ристані також прозапальні цитокіни, а саме ін-

терферон-бета (ІФН-бета), фактор некрозу пух-

лини-альфа (ФНП-альфа), М-КСФ, ІЛ-6 або 

ІЛ-15 [31]. ДК, отримані з використанням цих 

медіаторів, відрізняються як за фенотипом, так і 

за функціональним потенціалом від ДК, отри-

маних за класичним методом. Так, додавання 

дуже низької концентрації ІЛ-6 (1,4 нг/мл) та 

М-КСФ (3 нг/мл) до культурального середовища 

з моноцитами продемонструвало синергічний 

ефект із ГМ-КСФ та ІЛ-4 для генерації більшої 

кількості та більш повнофункціональних ДК по-

рівняно з додаванням лише ГМ-КСФ та ІЛ-4 

у безсивороткових умовах [12]. Культивування 

in vitro CD14+ моноцитів у середовищі, що міс-

тить ГМ-КСФ, ІЛ-4, а також ІФН-бета протя-
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гом 48 год приводило до формування незрілих 

ДК, які при подальшому додаванні факторів до-

зрівання (ІЛ-1бета (10 нг/мл) та поліінозин:полі-

цитидилової кислоти (polyinosinic-polycytidylic 
acid – Рoly(I:C)) (20 мкг/мл)) формували зрілі 

ДК із високою здатністю до перехресної презен-

тації (G4B-DC) [31]. Водночас ці ДК експре-

сували високі рівні CD11c, CD86 і HLA-DR і 

мали збільшену продукцію запального ФНП-

альфа. Порівняно зі зрілими ДК, що отримані 

класичним методом (додавання в культуру ГМ-

КСФ та ІЛ-4 із подальшим введенням у куль-

туру факторів дозрівання), G4B-DC продемон-

стрували більш високу здатність стимулювати 

проліферацію наївних CD4+ і CD8+ T-клітин і 

вироблення ІФН-гамма. 

Заміна ІЛ-4 на ІФН-альфа (у складі кок-

тейлю ІЛ-4/ГМ-КСФ) призводить до швидкого 

збільшення експресії молекул MHC класу II, ко-

стимуляторних молекул CD80 і CD86, а також 

маркерів дозрівання CD40 і CD83 [46]. Не-

зважаючи на високий рівень експресії молекул 

CD80, CD86 і CD83, стимульовані ГМ-КСФ/ 

ІФН-aльфа клітини (ІФН-aльфа-ДК) зберігають 

здатність до ендоцитозу і фагоцитозу [46]. Біль-

ше того, ІФН-aльфа-ДК мають здатність про-

дукувати високі рівні ІЛ-12, тоді як ІЛ-4-ДК 

продукують цей цитокін у концентрації, близь-

кій до мінімальної межі виявлення [47]. Імунні 

ДК, отримані з моноцитів за наявності ГМ-

КСФ/ІФН-альфа та подальшого додавання у 

культуральне середовище факторів дозрівання, 

активують Т-клітинну відповідь ефективніше, 

ніж ДК, отримані за допомогою ГМ-КСФ/ІЛ-4 

і факторів дозрівання [48]. Слід зазначити, що 

зрілі ДК, отримані з моноцитів, що культиву-

валися з додаванням ГМ-КСФ/ІФН-альфа та 

подальшим введенням у культуру факторів до-

зрівання, індукують поляризацію Т-клітин тіль-

ки T-хелперів 1-го типу [49]. У той же час є 

припущення, що в умовах in vivo міграція вве-

дених ДК є важливою для доставки антигена до 

лімфатичного вузла. Введені ДК лише частково 

сприяють праймінгу T-хелперів 0-го типу і не 

можуть зумовлювати формування T-хелперів 

1-го типу. При цьому резидентні ДК XCR1+ у 

лімфатичних вузлах сприймають інформацію 

від введенних ДК і запускають поляризацацію 

Т-лімфоцитів у бік Т-хелперів 1-го типу, ви-

вільняючи ІЛ-12 [50].  

ФНП-альфа подібно до ІЛ-4 здатен бло-

кувати диференціювання моноцитів у макро-

фаги [51]. При культивуванні CD14+-моноцитів 

за наявності ГМ-КСФ (10 нг/мг) і ФНП-aльфа 

(10 нг/мл) протягом 6-ти днів отримують не-

зрілі ДК із фенотипом CD14+CD1lо, які мають 

здатність до помірної стимуляції Т-клітин [52]. 

При подальшому культивуванні цих клітин за 

наявності ліпополісахариду (ЛПС) формуються 

імунні CD83+CD70+HLADRhighCD14low-ДК. По-

казано, що ці клітини експресують високі рівні 

мРНК для ІЛ-6, ІЛ-15 та ІЛ-23 і здатні стиму-

лювати імунну відповідь Т-хелперів 1-го типу 

та Т-хелперів 17-го типу. 

При культивуванні гемопоетичних клітин 

(CD34+) КМ із ГМ-КСФ і ФНП-aльфа їх кіль-

кість збільшується в 10–30 разів, при цьому 

вони утворюють класичні ДК, що підтверджено 

за оцінки їхніх імунофенотипових і функціо-

нальних властивостей [53]. Фактор стовбурових 

клітин (c-kit) і ліганд flt3 також можуть збіль-

шити вихід незрілих ДК у 5 разів при культиву-

ванні CD34+-клітин за наявності ГМ-КСФ і 

ФНП-aльфа [54]. Використання ІЛ-4, разом із 

ФНП-альфа під час культивування незрілих ДК 

in vitro навпаки призводить до порушення ефек-

ту дозрівання реалізованого ФНП-альфа [55]. 

Як припускають автори дослідження, це може 

бути пов’язано з впливом ІЛ-4 на синтез прос-

тагландіна Е2 (ПГЕ2), який опосередковується 

пригніченням ферментів, таких як фосфоліпаза 

A2 або циклооксигеназа-2. 

Культивування CD34+-клітин КМ про-

тягом 17-ти діб у середовищі з додаванням 

FLT3L (50 нг/мл) та ГМ-КСФ (2 нг/мл) при-

зводило до диференціювання цих клітин у міє-

лоїдні ДК 1-го типу з фенотипом CD103+ [56]. 

Введення цих ДК тваринам з онкопатологією 

викликало системну та тривалу пухлиноспе-

цифічну Т-клітинну цитотоксичність, завдяки 

чому інгібувався первинний і метастатичний 

ріст пухлини [57].  

T.H. Chu та співавт. [58] для отримання 

незрілих ДК культивували моноцити перифе-

ричної крові за наявності ГМ-КСФ, ІЛ-4 та 

ІЛ-15 протягом 6-ти днів. Після подальшого 

культивування цих клітин упродовж 2-х діб із 

ЛПС для їх дозрівання отримані зрілі ДК мали 

більш високу експресію MHC I та MHC II, 

CD40, CD86 і CCR7 порівняно з класичними 

зрілими ДК. Отримані за цим методом ДК та-

кож більшою мірою зумовлюють поляризацію 

наївних Т-клітин у T-хелпери 1-го типу і збіль-

шення кількості активованих Т-клітин, цито-

кін-індукованих кілерних клітин і природних 

кілерів для індукції сильної цитотоксичності 

проти клітин мієломи. Культивування моноци-

тів у середовищі, що містить ГМ-КСФ та ІЛ-15, 
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призводить до диференціювання моноцитів у не-

зрілі ДК із фенотипом CD1a+HLA-DR+CD14
−
 

(IL15-ДК), який відповідає фенотипу клітин 

Лангенгарса [59]. На відміну від диференціюван-

ня мононуклеарів КМ за наявності ІЛ-4, ди-

ференціювання за наявності ІЛ-15 й подальшо-

го дозрівання під дією ЛПС приводить до фор-

мування ДК, які здатні індукувати протипух-

линну активність і проліферацію T-клітин [60]. 

Ймовірно, причиною цього є продукція цими 

клітинами ІЛ-15, який здатний стимулювати 

проліферацію T-клітин in vitro [61]. 

A. Mookerjee і співавт. [62] провели порів-

няння властивостей імунних ДК, отриманих із 

попередників КМ, культивованих за наявності 

ГМ-КСФ/ІЛ-4 (ІЛ-4-ДК) та ГМ-КСФ/ІЛ-15 

(ІЛ-15ДК) і подальшого дозрівання за допомо-

гою стандартного коктейлю дозрівання (ІФН-

гамма, ЛПС). Автори порівнювали фенотип різ-

них популяцій імунних ДК, рівні продукції ци-

токінів і здатність стимулювати Т-клітини. У 

ІЛ-15-ДК спостерігалася експресія костиму-

ляторних молекул CD86, тоді як у ІЛ-4-ДК 

вона була на низькому рівні. Вакцина на ос-

нові ІЛ-15ДК була більш потужною щодо інгі-

біції росту пухлини, підвищувала виживаність 

тварин та індукувала більш виражений Т-хелпер 
1-го типу – зміщену Т-клітинну відповідь у 

моделі раку яєчників мишей. 

N. Sanarico та співавт. [63] описали іншу 

методологію індукції диференціації моноцитів 

у незрілі ДК в умовах in vitro з використанням 

ГМ-КСФ, ІЛ-4 та ІЛ-2. Ці ДК мали подібну 

морфологію та фенотип, що й незрілі ДК, які 

утворюються за наявності ГМ-КСФ та ІЛ-4. 

Однак спостерігалися деякі відмінності щодо 

незрілих ДК, сформованих за наявності лише 

ГМ-КСФ та ІЛ-4. Наприклад, значно більша 

секреція ІЛ-1бета, ФНП-альфа та ІЛ-12p70 у 

відповідь на стимуляцію ЛПС. Після стимуля-

ції ЛПС на цих клітинах також спостерігалося 

підвищення експресії маркерів активації, таких 

як лейкоцитарний антиген людини (HLA)-ABC, 

HLA-DR, CD80, CD86 і CD83, але не CD25 

(субодиниця рецептора IL-2). Відсутність екс-

пресії СD25 молекул, експресія яких поряд із 

костимуляторними молекулами притаманна зрі-

лим ДК, свідчить про напівзрілий фенотип 

отриманих таким чином клітин.  

C.L. Yao та співавт. [12] звернули увагу, що 

при культивуванні моноцитів із ІЛ-6 і М-КСФ, 

доданих у дуже низьких концентраціях, ці ци-

токіни проявляють синергічний ефект із ГМ-

КСФ та ІЛ-4 у підвищеній здатності формувати 

після дозрівання повнофункціональні імунні ДК 

із фенотипом CD40+CD209+. Така багатогран-

ність функцій цих клітин значною мірою обу-

мовлена наявністю мембранного CD209 клас-

тера, що являє собою трансмембранний рецеп-

тор, який бере участь у реалізації вродженою 

імунною системою функції розпізнавання різ-
них патогенів – від паразитів до вірусів [64]. 

Своєю чергою, CD40 є поверхневим трансмем-

бранним рецептором, який входить у надродину 

рецепторів фактора некрозу пухлин, через який 

активується ядерний фактор каппа-бі (NF-B – 

Nuclear factor kappa B) [65].  

При фармакологічному інгібуванні гамма-

рецептора, що активується проліфератором пе-
роксисом (PPARgamma – Peroxisome Prolifera-

tor-Activated Receptor gamma), та мішені рапа-
міцину в ссавців (mTOR – mechanistic Target of 

Rapamycin) за наявності ГМ-КСФ і за відсут-

ності ІЛ-4 відбувається диференціювання мо-

ноцитів у імунні ДК із високою фенотиповою 

стабільністю та підвищенними імунними влас-

тивостями [16]. 

Таким чином, на основі наведеного вище 

можна зробити висновок, що, крім стандарт-

ного методу отримання незрілих ДК, який по-

лягає в застосуванні ІЛ-4 і ГМ-КСФ, існують 

також і різноманітні його модифікації. Хоча 

транскрипційний профіль ДК, створених цими 

різними методами, демонструє фундаментальні 

функціональні відмінності між ними, усі ці ДК 

після дозрівання були здатні стимулювали ан-

тигенспецифічні відповіді Т-клітин як у доклі-

нічних, так і в клінічних дослідженнях. Однак 

прямого порівняння ДК, отриманих різними 

методами в контрольованих клінічних дослід-

женнях, не було. Як випливає з аналізу різних 

протоколів отримання незрілих ДК, варіювання 

умов культивування клітин-попередників ДК є 

інструментом для отримання клітин із задани-

ми властивостями. 

Способи стимуляції функціонального дозрі-
вання дендритних клітин 

Незріла ДК має здатність формувати як 

толерогенні, так й імунні ДК залежно від умов 

їх подальшого культивування, але в контексті 

нашого огляду ми зосередимо увагу на отри-

манні імунних ДК. Для індукції диференці-

ювання незрілих ДК в імунні використовують 

різні коктейлі біологічно активних сполук [66]. 

Виділяють три типи індукторів дозрівання не-

зрілих ДК: 1) цитокінові коктейлі; 2) коктейлі, 
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що містять ліганди до тол-подібних рецепторів 
(ТLR – toll like receptors), наприклад Рoly(I:C)), 

ЛПС, резиквімод (R848 – Resiquimod) і 3) кок-

тейлі, що містять ліганди рецептора CD40 

(CD40L) [67]. Передача сигналу через рецептор 

CD40 індукує низку змін структурно-функціо-

нальних властивостей і біохімічних процесів на 

рівні мембран ДК (посилення експресії на їх по-

верхні MHC класу II і костимуляторних моле-

кул CD80/CD86), яким ці клітини завдячують 

високою антигенпрезентуючою здатністю [65].  

Оскільки прозапальні молекули є природ-

ними стимуляторами дозрівання ДК, цитокіно-

ві коктейлі, які містять ФНП-aльфа, ІЛ-1бета, 

ІЛ-6 і ПГЕ2, є компонентами ростових середо-

вищ імунних ДК [68]. Час експозиції незрілих 

ДК із цими цитокінами визначає ступінь їх до-

зрівання. Так, у незрілих ДК, які дозрівали 

протягом 48 год, рівні експресії CD80, CD83, 

CD86 були відносно вищими, ніж у незрілих 

ДК, які дозрівали протягом 24 год [69]. Водно-

час у деяких роботах було показано, що для 

диференціації ДК достатньо наявності лише 

ФНП-альфа та ПГЕ2 [70, 71]. Чи є це найкра-

щий коктейль для стимулювання дозрівання, 

залишається суперечливим, оскільки відомо, що 

ПГЕ2 може проявляти імуносупресивні власти-

вості відносно функціонального стану ДК [38]. 

Імуносупресивний вплив ПГЕ2 на ДК здійс-

нюється шляхом передачі сигналів через два 

рецептори E-Prostanoid (EP): EP2 і EP4. Як 

було продемонстровано J. Bоdder і співавт. [72], 

блокування шляхів сигналювання, опосередко-

ваних через рецептори до ПГЕ2 за допомогою 

антагоністів до цих рецепторів, запобігало ви-

никненню ПГЕ2-індукованої імуносупресорної 

активності ДК. W. Zhang і співавт. [9] показа-

ли, що для дозрівання ДК достатньо додавання 

в культуру лише ФНП-альфа. Отримані кліти-

ни були здатні підвищувати рівень сироватко-

вого ІФН-гамма й обумовлювати у деяких па-

цієнтів регресію метастатичного вузла. 

Для дозрівання незрілих ДК також у куль-

туру додають ІЛ-1бета. Цей цитокін здатен 

виступати індуктором продукції ДК мікроРНК 

(miR)-155, яка має важливе значення для їх ак-

тивації [73]. J. Hodge та співавт. [74] показали, 

що введення імунних ДК із надлишковою екс-

пресією miR-155 тваринам із раком молочної 

залози приводило до посилення протипухлин-

ного імунітету за рахунок збільшення продукції 

ефекторних Т-клітин у лімфогемопоетичних

органах, що обумовлювало пригнічення росту 

пухлини та різке зменшення кількості й розмі-

рів метастатичних вогнищ у легенях.  

Також слід відзначити здатність ІЛ-23 ін-

дукувати дозрівання незрілих ДК [75]. Підви-

щений рівень ІЛ-23 поряд із іншими прозапаль-

ними цитокінами, які використовуються для 

дозрівання ДК, також спостерігається при ба-

гатьох захворюваннях, а саме псоріазі, псоріа-

тичному артриті, анкілозивному спондиліті, рев-

матоїдному артриті, синдромі Шегрена, роз-

сіяному склерозі [76, 77]. З урахуванням цього 

факту цілком логічною здається можливість ви-

користання сироватки експериментальних тва-

рин з індукованими запальними захворювання-

ми для дозрівання ДК в умовах in vitro. Так, у 

роботі [78] було показано, що синовіальна ріди-

на пацієнтів із ревматоїдним артритом або псо-

ріатичним артритом, але не остеоартритом, ін-

дукує диференціювання моноцитів у імунні ДК.  
Другий тип індукторів дозрівання – ліган-

ди ТLR: Рoly(I:C) (ліганд TLR3), ЛПС (ліганд 

TLR4), пептидоглікан, монофосфорил ліпід А 
(MPLA – monophosphoryl lipid A), R848 (ліганд 

TLR8). Додавання в культуру незрілих ДК ліган-

дів TLR приводить до їх дозрівання й активації 

продукції інтерлейкінів ІЛ-12, ФНП-альфа та 

ІЛ1-бета. N. Surendran і співавт. [79] за допо-

могою агоністів TLR3 створили імунні ДК, які 

здатні секретувати біоактивний ІЛ-12(p70) та 

викликати поляризацію T-хелперів 1-го типу 
(альфа-ДК). Поряд із цим було повідомлено 

про ДК моноцитарного походження, які секре-

тували біоактивний IL-12(p70) після стимуляції 

агоністами TLR3 і TLR7/8 [80]. Poly(I:C) взає-

модіє з TLR3, що приводить до активації різ-

них транскрипційних факторів, включаючи 
регуляторний фактор інтерферону 7 (IRF7 – 

interferon regulatory factors 7), хемокін IL8L2 

(interleukin 8-like 2), субодиницю Jun фактора 
транскрипції AP-1, p50 – субодиницю ядерного 

фактора-kB і регуляторний фактор інтерферо-
ну 3 (IRF3 – Interferon regulatory factor 3) [81, 82]. 

Крім того, використання цих сумішей для до-

зрівання незрілих ДК мало суттєвий вплив на 

реалізацію протипухлинної відповіді клітин 

вродженого імунітету, оскільки TLR-зрілі ДК 

моноцитарного походження здатні посилювати 

експресію CD69 на природних кілерах CD56dim 

і CD56bright, індукувати секрецію високих рівнів 

ІФН-гамма, активувати потужну здатність при-

родних кілерів знищувати пухлинні клітини [83]. 
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У роботі [84] було показано, що Рoly(I:C) і 

R848 ліганди TLR3 і TLR7/8 відповідно явля-

ють собою оптимальну комбінацію для індукції 

експресії на поверхні клітинної мембрани ко-

стимуляторних молекул для всіх субпопуляцій 

ДК, отриманих із крові. Активація вказаних 

TLR призводить до підвищення секреції ІФН-

гамма та ІЛ-12p70 цими клітинами, а також до 

посилення їх міграції, активації природних кі-

лерів і антиген-специфічних Т-клітин. Підви-

щення продукції ІЛ-12p70 та інших прозапаль-

них цитокінів спостерігали також при додаван-

ні в культуру незрілих ДК таких сполук, як 

TL8-506 (агоніст TLR8) у комбінації з ІФН-

гамма або Poly(I:C) [29]. При цьому автори 

спостерігали підвищення в ДК експресії генів, 

відповідальних за синтез молекул, що беруть 

участь у протипухлинній відповіді, а саме CD40, 

ІФН-бета1, ІЛ-12A та ІЛ-12B. Більше того, ці 

агоністи приводили до посилення експресії ко-

стимуляторних молекул CD80, CD83 і CD86 на 

поверхні мієлоїдних ДК 1-го (CD141+) і 2-го ти-

пу (CD1c+) та підвищення здатності цих клітин 

до активації цитотоксичних Т-лімфоцитів [85].  

Збільшення кількості імунних ДК можна 

досягти шляхом сумісного використання агоніс-

тів TLR з ІФН-гамма. Y. Bian і співавт. [86] по-

казали, що комбінація ІФН-гамма з Рoly(I:C) 

або R848 викликала активацію незрілих ДК 

більшою мірою, ніж ІФН-гамма й агоністи TLR 

окремо. Наприклад, при використанні ІФН-

гамма (10 нг/мл) та Рoly(I:C) (100 мкг/мл) ав-

тори відзначали експресію CD86-маркера у 

близько 60 % ДК, тоді як при використанні 
ІФН-гамма (10 нг/мл) – лише в 33,4 % ДК. 

Самі агоністи TLR в умовах цього дослідження 

проявляли слабку здатність до активації незрі-

лих ДК. 

При додаванні в культуру незрілих ДК та-

ких лігандів до TLR, як R848, ЛПС, MPLA, 

Poly(I:C) після попередньої інкубації ДК з ІЛ-10, 

на їх поверхневій мембрані відбувається пов-

торна експресія молекул CD14. Суттєво, що 

отримані саме таким чином клітини значно від-

різняються за фенотипом і функцією від імун-

них CD83+-ДК і мають імуносупресивні влас-

тивості [87]. 

T. Fevzer і співавт. [11] запропонували ще 

один протокол отримання зрілих ДК із вико-

ристанням R848, який є медичним препаратом, 

що має противірусну та протипухлинну здат-

ність і діє як специфічний активатор TLR 7/8. 

У своєму дослідженні автори використовували 

коктейль, який включав Рoly(I:C), R848/ФНП-

альфа/ІЛ-1бета/ІФН-альфа/ІФН-гамма. Отри-

мані за цим протоколом імунні ДК дослідники 

назвали z-ДК і порівнювали їх за функціональ-

ними характеристиками з імунними ДК, що 

набували характеристик зрілих клітин за до-
помогою коктейлю дозрівання альфа – типу 1 

(альфа-ДК). Цей коктейль включав агоніст 

TLR-3 (Рoly(I:C)), ФНП-альфа, ІЛ-1бета, ІФН-

гамма та ІФН-альфа. Як виявилося, z-ДК по-

рівняно з альфа-ДК мали більш високу експре-

сію костимуляторних молекул CD80 і CD86, 

продукували більш високий рівень ІЛ-12p70, а 

також мали значно більшу здатність до хомінгу. 

Вирішальне значення при отриманні z-ДК має 

кондиціонування незрілих ДК з Poly(I:C) саме 

перед додаванням інших компонентів цитокі-

нового коктейлю. Це зумовлено тим, що попе-

редня обробка клітин Poly(I:C) функціонально 

значно підсилює наступну відповідь TLR8. 

До третього типу стимулів дозрівання ДК 

відносяться ліганди рецептора CD40 [88]. Взає-

модія CD40 і CD40L зумовлює збільшення про-

дукції імунними ДК прозапального ІЛ-12 [89]. 

Активація CD40 на поверхні ДК індукує їх функ-

ціональне дозрівання та підвищує здатність 

індукувати проліферацію Т-клітин і секрецію 

ІФН-гамма [90]. У роботі R.M. Hillebrand і спів-

авт. [91] було показано, що CD40L-трансдуко-

вані ДК (Ad-hCD40L) при спільному культиву-

ванні з пухлиноспецифічними цитокін-індуко-

ваними клітинами-кілерами викликали значну 

стимуляцію останніх зі збільшенням їх пролі-

феративної активності та цитотоксичності. 

Крім зазначених вище коктейлів, для до-

зрівання незрілих ДК використовують також 

біологічно активні сполуки природного похо-

дження. C. Chen і співавт. [17] показали, що до-

давання в культуральне середовище леонурину 

пустирника, який є водорозчинним алкалоїдом, 

суттєво сприяє дозріванню незрілих ДК моно-

цитарного походження. Механізм дії цієї спо-

луки пов’язаний із втручанням у метаболізм 

арахідонової кислоти. Здатність до індукції до-

зрівання незрілих ДК в умовах in vitro мають 

також такі протипухлинні препарати, як пома-

лідомід, дазатиніб, іматиніб мезилат [92–94]. У 

деяких роботах вказується на можливість вико-

ристання для дозрівання незрілих ДК медично-

го препарату золедронат, який зазвичай вико-

ристовується для лікування остеопорозу [95].  

D. Stakheev і співавт. [96] для отримання 

ДК із протипухлинними властивостями вико-

ристовували LL-37, який є антимікробним пеп-

тидом із потужним імуномодулювальним по-
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тенціалом. Автори показали, що використання 

LL-37 на різних фазах формування імунних ДК 

ex vivo по-різному впливає на функціональні 

характеристики останніх. Максимальну проти-

пухлинну дію імунні ДК проявляли при дода-

ванні LL-37 під час процесу навантаження ДК 

антигеном (“пульсації”) з подальшим дозріван-

ням. На моделі плоскоклітинної карциноми в 

мишей було показано, що антигенпрезентуючі 

LL-37-ДК посилювали міграцію праймованих і 

активованих CD8+ Т-клітин у бік пухлинної 

тканини, що супроводжувалося регресією її 

росту [97]. 

Звертається увага на можливий вплив скла-

ду культурального середовища на процес дифе-

ренціювання незрілих ДК. T.Q. Chometon і спів-

авт. показали [23], що клітини, культивовані в 

RPMI, краще диференціювалися в зрілі ДК по-

рівняно з тими, що були культивовані в DMEM, 

причому незалежно від джерела сироватки. Що 

стосується самої сироватки, то її додавання 

(якщо вона не аутологічна) в культуральне се-

редовище при індукуванні імунних ДК може 

спричинити небажані ефекти, оскільки сироват-

ка може містити поки що невідомі імуномоду-

лювальні компоненти. У зв’язку з цим деякі 

дослідники для отримання імунних ДК із мо-

ноцитів використовували культуральне середо-

вище без сироватки [98, 99]. Як було продемон-

стровано J. Calmeiro та співавт. [100], за вико-

ристання безсироваткового культурального се-

редовища здатність імунних ДК активувати ау-

тологічні природні кілери й антиген-специфічні 

ЦTЛ суттєво залежать від складу інших компо-

нентів культурального середовища, яке викорис-

товується для диференціювання незрілих ДК. 

Заслуговує на увагу і запропоноване для цих же 

цілей альтернативне використання замість сиро-

ватки 10 % лізату тромбоцитів [101]. При цьому 

слід враховувати, що порівняно з безсироват-

ковими середовищами лізат тромбоцитів не за-

безпечує достатньою мірою формування імун-

них ДК, що здатні індукувати гранзим B і про-

дукцію ІФН-гамма у ЦТЛ [102].  

Узагальнюючи інформацію цього розділу, 

слід зазначити, що оптимальні умови (стимули) 

формування імунних ДК з клітин-попередників 

усе ще залишаються предметом наукової дис-

кусії. Це зумовлено тим, що здатність до дифе-

ренціювання незрілих ДК в імунні ДК зале-

жить від багатьох умов, а саме складу і концен-

трації компонентів, що входять до культураль-

ного середовища, щільності клітин у культурі 

та інших умов [21, 103]. Особлива увага при 

цьому звертається на особливості відпрацю-

вання “технологічного процесу” формування 

імунних ДК із протипухлинною активністю. 

“Навантаження” дендритних клітин пухлин-
ними антигенами in vitro 

Відомо, що незрілі ДК, на відміну від зрі-

лих, здатні до ендоцитозу антигенів і їх презен-

тації в комплексі з МНС І або МНС ІІ класу 

на своїй поверхні, набуваючи характерних ознак 

зрілих ДК [3, 10]. Саме така здатність незрілих 

ДК обумовлює їх використання як ключового 

компонента при формуванні всього ланцюга 

імунного протипухлинного захисту [104]. Дійс-

но, навантаження незрілих ДК пухлинними ан-

тигенами є ключовим етапом створення вакцин 

на їхній основі [105]. Дендритні клітини можна 

навантажувати екзогенним антигеном у формі 

цілих білків або пептидних фрагментів шляхом 

“пульсування” або електропорації (створення 

пор у бішаровій ліпідній мембрані під дією 

електричного поля) in vitro [68]. 

Як правило, за джерела пухлинних анти-

генів використовують: лізати пухлин [75, 106], 

синтетичні пухлиноспецифічні пептиди [107], 

пухлинні білки [108], апоптотичні пухлинні 

клітини [109], нуклеїнові кислоти (ДНК) [110], 

мРНК [111], сумарну пухлинну РНК [112] та 

вірусні вектори, що кодують пухлинні антиге-

ни [113]. У клінічних випробуваннях за цим 

напрямом для навантаження незрілих ДК пере-

важно використовують антигени білкової при-

роди, що містяться в лізаті пухлинних клітин 

(білки, пептиди, їхні залишки тощо). Перелі-

чені субстрати дійсно здатні індукувати потуж-

ну та цілеспрямовану імунну відповідь на клі-

тини пухлин при їх введенні як складового 

компонента протипухлинних вакцин. Незважа-

ючи на можливість втрати пухлиною клітинно-

специфічного антигена через імунне редагуван-

ня [114], створення вакцин на основі ДК, на-

вантажених лізатом пухлинних тканин, зали-

шається найбільш “прагматичним” підходом до 

створення протипухлинних вакцин, з урахуван-

ням досить широкої панелі існуючих пухлин-

них антигенів. До них можна віднести нео-

антигени, які потенційно здатні стимулювати 

потужну поліклональну імунну відповідь і та-

ким чином запобігати формуванню імунорези-

стентних варіантів пухлини [115]. Вважається, 

що аутологічні пухлинні клітини є більш ак-

туальним джерелом пухлинних антигенів [116]. 

Ці клітини вже потенційно містять повний на-
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бір особистих пухлиноасоційованих неоантиге-

нів онкохворих, що має вирішальне значення 

для формування “багатоспрямованої”, належної 

імунної відповіді й відторгнення пухлини [116]. 

Широкий антигенний репертуар лізатів пух-

линних клітин також сприяє і забезпечує зба-

лансовану активацію як Т-хелперів, так і ЦТЛ, 

що має важливе значення для ефективного зни-

щення пухлини [117]. 

Відкриття стовбурових ракових клітин при-

внесло багато нової інформації не тільки сто-

совно природи самої пухлинної тканини [118], 

але й щодо удосконалення методів боротьби з 

цією тяжкою хворобою. Так, навантаження не-

зрілих ДК лізатом стовбурових ракових клітин, 

порівняно з лізатом несортованих пухлинних 

клітин, є більш ефективним для індукції про-

типухлинного імунітету [118, 119]. У мишей із 

раком молочної залози, що були вакциновані 

імунними ДК, навантаженими лізатом стовбу-

рових ракових клітин, спостерігали зростання 

кількості Т-хелперів і ЦТЛ, інгібування росту 

пухлини та пригнічення метастазування значно 

більшою мірою, ніж у тварин, вакцинованих 

імуними ДК, що співкультивувались із загальним 

лізатом несортованих пухлинних клітин [121]. 

Варто відзначити, що існує точка зору щодо 

обмеженості методу використання лізатів пух-

линних тканин при навантаженні ДК, оскільки 

вони містять велику кількість іррелевантних 

антигенів, які потенційно можуть стати причи-

ною ініціації аутоімунних реакцій. 

Для отримання лізату пухлинні клітини 

зазвичай піддають багаторазовому заморожу-

ванню-відтаванню [14, 122]. Для збагачення лі-

зату білками теплового шоку (БТШ) A. Torres і 

співавт. [122] напередодні лізису витримували 

пухлинні клітини за 42 C протягом 1 год із 

подальшим інкубуванням протягом 2 год за 

37 C, після чого піддавали їх лізису шляхом 

багаторазового заморожування-відтавання. До-

датково клітинний лізат оброблювали ультра-

звуком й опромінювали в дозі 60 Гр. У такому 

багатоступеневому процесі важливу роль віді-

грає попереднє витримування клітин за темпе-

ратури 42 C, що індукує напрацювання в них 

БТШ, які в позаклітинному просторі стиму-

люють дозрівання й активацію ДК і виступа-

ють ад’ювантом. Важливо, що температурний 

діапазон напрацювання БТШ із різною функ-

ціональною спрямованістю різниться [123]. Ви-

ходячи з цього, можна зробити висновок, що 

варіюючи температурні режими, можна “під 

замовлення” індукувати напрацювання тих чи 

інших БТШ із різною функціональною актив-

ністю взагалі та різною роллю в протипухлин-

ному захисті організму зокрема.  

Відомо, що активні форми кисню (АФК) 

здатні модифікувати структуру власних білків 

організму, роблячи їх імуногенними [123, 124]. 

Формування АФК відбувається в клітинах і 

тканинах за різних умов, у т.ч. і під дією ультра-

низьких температур [126, 127]. Цей факт є ва-

гомим обґрунтуванням використання для отри-

мання лізату пухлин саме заморожування-від-

тавання пухлинних клітин із різною кратністю. 

У роботі C. Boudousquie і співавт. [122] для під-

вищення імуногенності пухлинного лізату перед 

проведенням циклів заморожування-відтавання 

до суспензії клітин додавали гіпохлористу кис-

лоту (HOCl), яка проявляє сильні окисні влас-

тивості. C.L.L. Chiang і співавт. [128] показали, 

що імунні ДК, навантажені антигенами пухлин-

них лізатів, отриманих обробкою клітин HOCl 

із подальшим багаторазовим заморожуванням-

відтаванням, індукували формування в тварин-

пухлиноносіїв більш високих рівнів Т-клітин, 

що секретують ІФН-гамма, ніж у тварин-пух-

линоносів, яким вводили імунні ДК, наванта-

жені тільки антигенами пухлинних лізатів [128]. 

Підвищення імуногенних властивостей лізату 

пухлинних клітин можна досягти і викорис-

танням скваринової кислоти, яка також стиму-

лює утворення супероксидних радикалів [62]. 

Як більш доступний аналог гіпохлористої 

та скваринової кислот можна використовувати 

пероксид водню, який також має окисні влас-

тивості [129]. Суттєво, що ефективна концен-

трація пероксиду водню для індукції зміни 

структурно-функціональних характеристик клі-

тин залежить від типу клітин, які піддаються 

його впливу. Наприклад, для клітинних ліній 

необхідні як менші дози, так і менший час 

експозиції з супероксидами порівняно з пер-

винними клітинами, щоб уникнути їх загибелі 

переважно через некроптоз або некроз [129]. 

Украй важливим є і той факт, що оксидатив-

ний стрес, який супроводжується формуванням 

АФК, індукує в пухлинних клітинах їх загибель 

шляхом імунного апоптозу, в умовах розвитку 

якого формуються структури з більшим імуно-

генним потенціалом [130] і здатністю активува-

ти ДК [131]. 

Отже, навантаження ДК лізатом пухлин-

них клітин має суттєві переваги над іншими 

методами індукції протипухлинної імунної від-

повіді. Насамперед це широкий спектр анти-

генних пептидів у пухлинних лізатах, що дає 



66                                                                                                                      Innov Biosyst Bioeng, 2024, vol. 8, no. 1    

  

 

 

змогу уникнути необхідності їх ідентифікації 

для окремих пацієнтів, а також охопити більшу 

панель специфічних пухлинних антигенів, на 

які буде розвиватися імунна відповідь. Більше 

того, цей підхід дає можливість підвищити 

імуногенні властивості пухлинного біоматеріа-

лу шляхом попередніх специфічних маніпуля-

цій із цілісними клітинами. 

Фенотипові та функціональні характеристики 
зрілих дендритних клітин 

Функціональна зрілість ДК визначається 

як за їхніми морфологічними ознаками, так і 

за наявністю (чи відсутністю) певних маркер-

них молекул на їхній поверхні. Морфологічною 

ознакою ДК є великі її розміри (15–20 мкм) з 

округлою (овальною або полігональною) фор-

мою, ексцентрично розташованим ядром, чис-

ленними розгалуженими відростками мембрани 

(подібно до дендритів нейронів) [132]. Необ-

хідність процесингу антигена, який поглинає 

ДК, обумовила наявність у ній великої кіль-

кості ендосом і лізосом. Відсутність специфіч-

них маркерів, що притаманні лише зрілим ДК, 

ускладнює їх детекцію. Та все ж, за даними 

A. Datsi та співавт. [103], зрілі ДК відрізняють-

ся від незрілих ДК за експресією таких мем-

бранних молекул, як CD83 і CD25, а також 

більш високою щільністю експресії таких мо-

лекул, як CD40, CD80, CD86 і HLA-DR. У ро-

боті W. Zhang і співавт. [9] зрілі ДК позиціо-

нують як клітини з фенотипом CD11c+, CD40+, 

CD80+, CD83+, CD86+, CCR7+ та HLA-DR+. На 

поверхні зрілих ДК відсутні такі маркери, як 

CD3, CD14, CD19, CD56 та CD66b, характерні 

для T-клітин, моноцитів, В-клітин, природних 

кілерів і гранулоцитів відповідно [133]. 

Функціональні характеристики, зовнішній 

вигляд і поверхневий молекулярний репертуар 

зрілих ДК є різноманітними і мобільними. Такі 

особливості, ймовірно, обумовлені “контекс-

том” навколишнього середовища у якому вони 

перебувають у момент диференціювання, та 

цитокіновим профілем, який координує їх ак-

тивацію ex vivo [38]. Першочерговою умовою 

формування імунних ДК є розвиток запального 

процесу [134]. Загальною рисою зрілих ДК є 

довші дендрити, вони мають менш виражену 

фагоцитарну здатність порівняно з незрілими 

ДК; з іншого боку, вони більш рухливі, ніж не-

зрілі клітини [135]. 

Висловлюється теза, що головними крите-

ріями, яким повинні відповідати зрілі ДК, які 

використовуються для створення ефективної 

протипухлинної вакцини, є посилене перехрес-

не представлення пухлинних антигенів, продук-

ція IL-12p70, експресія високих рівнів кости-

муляторних молекул і активна взаємодія з при-

родними кілерами [136]. Не виключено, що 

перелік цих критеріїв і ознак буде розширюва-

тися в міру накопичення результатів як експе-

риментальних, так і клінічних досліджень, що 

стосуються таких унікальних із точки зору як 

структурної, так і функціональної організації 

клітин, якими є імунні ДК. 

Кріоконсервування дендритних клітин 

Використання методів кріоконсервування 

ДК має, як мінімум, двоспрямоване завдання: 

а) вивчення особливостей впливу ультранизь-

ких температур на структурні та функціональні 

показники ДК; б) створення низькотемпера-

турних банків ДК для подальшого їх застосу-

вання в клінічній практиці. Дійсно, бути замо-

роженими та введеними відповідній категорії 

пацієнтів у міру затребуваності можуть різні 

типи ДК [137]. Такий підхід використання імун-

них ДК зумовлює необхідність розробки ефек-

тивних методів їх збереження в умовах ультра-

низьких температур для успішного подальшого 

клінічного використання в імунотерапії [138]. 

У результаті фундаментальних досліджень 

і розробки теоретичних основ кріоконсерву-

вання імунних ДК, його впливу на життєздат-

ність клітин, експресію поверхневих антигенів 

і продукцію цитокінів були розроблені методи 

захисту клітин від ушкоджувальної дії заморо-

жування [29, 68, 107, 122]. На сьогодні не існує 

єдиного протоколу кріоконсервування імунних 

ДК. У наявних протоколах їх кріоконсервуван-

ня для клінічного застосування як кріопротек-

тор використовують ДМСО у концентрації не 

менше 5 %, гідроксиетилкрохмаль, сироватку 

або плазму крові [139]. Вказується на можливе 

введення в середовище для кріоконсервування 

глюкози або трегалози [68, 140, 141]. У роботі 

P. Shinde та співавт. [141] заморожені за наяв-

ності ДМСО і трегалози імунні ДК були мен-

шою мірою схильні до загибелі унаслідок апо-

птозу порівняно з імунними ДК, які кріокон-

сервували з додаванням лише ДМСО. Кріокон-

сервування зрілих ДК рекомендовано проводити 

з використанням повільної швидкості охолод-

ження: 1 град/хв до 80 С із подальшим зану-

ренням у рідкий азот і відігрівом за 37 С [140, 

142, 143]. Загальноприйнятими умовами збері-
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гання ДК є температури від 150 до 196 C (у 

межах газової або рідкої фази азоту) [68, 140]. 

Для підвищення кріорезистентності імунних ДК 

можливою видається їх інкубація в гіпертерміч-

них умовах для напрацювання БТШ. M.A. Shahid 

і співавт. [144] для напрацювання БТШ мезен-

хімальні стовбурові клітини інкубували протя-

гом 1 год у CO2-інкубаторі за температури 43 C, 

а потім протягом 3 год – за 37 C. У роботі [145] 

показано, що варіювання умов кріоконсерву-

вання впливало на рівень наробки БТШ70 як у 

мононуклеарах кісткового мозку мишей, так і в 

отриманих із них in vitro незрілих ДК. Неодно-

значність результатів, отриманих у роботах за 

цим напрямом, підтверджується також даними 

P. Lewalle та співавт. [146]. Автори продемонс-

трували стабільність фенотипу та функції імун-

них ДК після заморожування-відтавання. При 

цьому відомо, що до фенотипових ознак кліти-

ни входить увесь репертуар мембранних рецеп-

торів [147]. Разом із тим у роботі Q. Zhou та 

співавт. [148] показано, що кріоконсервування 

змінює здатність імунних ДК до хоумінгу та 

реалізації притаманних їм функцій. Хоумінг-

рецептори, як відомо, відносяться в своїй біль-

шості до мембранних рецепторів [149]. Виходя-

чи з цього, наведені вище дані P. Lewalla біль-

ше ставлять запитань, ніж дають відповідей 

щодо однозначності (чи неоднозначності) ре-

зультатів, які стосуються впливу ультранизьких 

температур як на структуру, так і на функцію 

ДК. Тобто не викликає сумніву, що кріокон-

сервування дійсно може бути інструментом 

управління структурно-функціональним станом 

різних типів клітин, зокрема і ДК, на що звер-

тається увага в деяких роботах [150–153]. 

Застосування протипухлинних вакцин на ос-
нові імунних дендритних клітин в експери-
менті та клініці 

В експериментальних дослідженнях імунні 

ДК вводять внутрішньовенно, підшкірно, нав-

коло- або внутрішньопухлинно в дозі 1-2106 клі-

тин на мишу 1-3 рази через певний інтервал по-

чинаючи з 5-ї доби після індукції пухлин [154–

158]. Усі ці способи застосування імунних ДК 

тою чи іншою мірою продемонстрували свою 

ефективність. У той же час, як було продемон-

стровано S.C. Krzastek і співавт. [155], ступінь і 

характер міграції ДК у пухлинний сайт та імунні 

органи залежать від шляху їх введення. Так, під-

шкірне введення 1107 зрілих ДК у 0,1 мл фос-

фатного буферу тваринам на 13-ту добу після 

індукції пухлини простати мишам лінією пух-

линних клітин RM-1 приводило до максималь-

ної міграції імунних ДК переважно до місця 

локації пухлини та регіональних лімфовузлів і 

було більш інтенсивним, ніж у мишей із внут-

рішньовенним і внутрішньопухлинним введен-

ням вакцини. Крім того, навантаження зрілих 

ДК лізатом пухлини перед ін’єкцією підсилю-

вало їх міграцію до ділянки пухлини та лімфа-

тичних вузлів. Цей ефект був більш вираженим 

при підшкірному введенні, ніж при введені на-

вантажених пухлинним лізатом ДК безпосеред-

ньо в пухлину або внутрішньовенно. На жаль, 

автори не проводили оцінки терапевтичного 

ефекту введених ними ДК. Однак із цих даних 

можна припустити, що протипухлинний ефект 

буде спостерігатися більшою мірою при під-

шкірному введені ДК, навантажених пухлин-

них лізатом. 

Що стосується клінічних досліджень у 

цьому напрямі, то вакцинацію пацієнтів з он-

кологією імунними ДК, навантаженими пух-

линними антигенами, проводять шляхом вве-

дення клітин підшкірно, внутрішньошкірно, 

внутрішньовенно, в регіональні лімфовузли або 

безпосередньо в пухлини [159]. Аналіз резуль-

татів цих робіт показав, що виражені проти-

пухлинні властивості та здатність до міграції 

мають підшкірно введені імунні ДК, на відміну 

від імунних ДК, введених внутрішньовенно. В 

той же час після внутрішньошкірної ін’єкції 

лише 2–4 % введених імунних ДК мігрують до 

регіональних дренуючих лімфатичних вузлів, 

тоді як більшість цих клітин гинуть у місці 

внутршньодермальної ін’єкції та поглинаються 

макрофагами [38]. Заслуговує на увагу внутрі-

шньопухлинне введення ДК, яке було випро-

бувано в кількох клінічних дослідженнях. Їхні 

результати свідчать, що такий тип введення ДК 

не тільки можливий і безпечний, але й здатен 

суттєво посилювати та/або індукувати специ-

фічну відносно пухлини імунну відповідь [160]. 

Узагальнення в цілому отриманих резуль-

татів за цією темою дає можливість зробити 

певні висновки. Незважаючи на різноманіт-

ність протоколів імунотерапії пухлин за допо-

могою ДК-вакцин, можна виявити і певні за-

гальні риси методично-методологічних підхо-

дів. У більшості робіт ДК вводять внутрішньо-

шкірно або підшкірно, а кратність їх введення 

становить від 3 до 9 разів з інтервалом від 7-ми 

діб до 6-ти тижнів [68]. У деяких роботах пові-

домляється про введення ДК безпосередньо в 

топографічно найближчі до пухлини лімфатич-
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ні вузли, що дає ДК можливість безпосередньо 

сенсибілізувати Т-клітини онкохворих. Так, 

A. Sarivalasis та співавт. [4] вводили 3–10106 в 

об’ємі 1 мл навантажених пухлинним антиге-

ном аутологічних ДК у вигляді двох внутріш-

ньовузлових ін’єкцій половинної дози в кожне 

стегно. Пацієнти отримували шість персоналі-

зованих щеплень із тижневим інтервалом. 

При проведенні пацієнтам, хворим на рак 

простати, кріоаблації та внутрішньопухлинному 

введенні 2,0108 аутологічних незрілих ДК було 

показано, що така терапія добре переноситься 

пацієнтами і в 33 % випадків дає тривалий 

(46 тижнів) клінічний ефект із середнім показ-

ником загального виживання 40,7 місяця [8].  

Останнім часом акцентується увага на пер-

спективності використання в імунотерапії раку 

кріомікроголок з імунними ДК [161, 162], які 

можна зберігати як за 80 С, так і за 196 C. 

При вакцинації пацієнтів з онкологією імун-

ними ДК, навантаженими овальбуміном із ви-

користанням кріомікроголок, автори спостері-

гали більш потужну антиген-специфічну імун-

ну відповідь порівняно з введенням імунних 

ДК підшкірно або внутрішньовенно. 
Як свідчить аналіз літературних даних, те-

рапевтична ефективність вакцинації онкохво-

рих імунними ДК визначається протоколом їх 

отримання, що має важливе значення для роз-

робки нових підходів до створення вакцин про-

ти раку. Науково-технічний прогрес, який до-

мінує в сучасному світі, дає нам змогу все 

більш скрупульозно досліджувати протипух-

линний імунітет і маніпулювати ним. 

Висновки 

Пошук ефективних методів лікування зло-

якісних пухлин є одним із найактуальніших 

питань сьогодення. Імунотерапія онкологічних 

захворювань за допомогою імунних ДК заре-

комендувала себе як високоефективна і неток-

сична для організму онкохворих. Поки що цей 

метод не набув значного поширення в клініч-

ній практиці, зокрема через складність і відсут-

ність чітких стандартів отримання імунних ДК 

і контролю якості вакцин на їх основі. Техно-

логічний процес отримання вакцин на основі 

ДК проходить у чотири етапи. Як джерела клі-

тин-попередників ДК використовують моноци-

ти периферичної та кордової крові, а також 

мононуклеари або ГСК кісткового мозку. Для 

отримання з них незрілих ДК у культуру дода-

ють ГМ-КСФ та ІЛ-4. Інші протоколи отри-

мання незрілих ДК передбачають, окрім зазна-

чених вище цитокінів, додавання в культуру 

клітин-попередників прозапальних цитокинів. 

Для дозрівання ДК використовують цитокінові 

коктейлі, коктейлі, що містять ліганди до тол-

подібних рецепторів, та коктейлі, що містять 

ліганди рецептора CD40. На наступному етапі 

ДК навантажують екзогенним антигеном у фор-

мі цілих білків або пептидних фрагментів шля-

хом “пульсування” або електропорації in vitro. 
У цілому існує необхідність розробки чіткого 

алгоритму, регламентування щонайменше та-

ких стадій отримання імунних ДК, як середо-

вище їх культивування, склад цитокінових кок-

тейлів, пухлинних антигенів, якими наванта-

жують незрілі ДК для професійного дозріван-

ня, тощо. Особлива увага в цьому переліку по-

винна бути приділена питанням розробки ефек-

тивних методів кріоконсервування та зберіган-

ня імунних ДК. Оцінка якості кріоконсервова-

них імунних ДК має бути обов’язковим ком-

понентом протоколу атестації та застосування 

імунних ДК, що в цілому обумовлює успіх та-

кого виду імунотерапії онкологічних захворю-

вань.  
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MODERN METHODS OF OBTAINING IMMUNE DENDRITIC CELLS WITH ANTI-TUMOR POTENTIAL 

Dendritic cells (DCs) initiate and shape both innate and adaptive immune responses. They specialize in presenting antigens to naïve 
T cells, thereby directing T cell immune responses and contributing significantly to the maintenance of antitumor immunity. In both hu-
man and animal bodies, these cells are present in limited quantities, posing challenges in their procurement. Hence, the quest for ob-
taining DCs with antitumor properties in vitro from progenitor cells for clinical or experimental use remains pertinent. This research aims 
to consolidate existing studies on deriving immune DCs from progenitor cells for application in anticancer therapy. Analysis of published 
reports reveals that monocytes from peripheral blood, mononuclear cells from bone marrow, and cord blood can serve as precursor 
cells of immune DCs. Protocols for generating immature DCs from progenitor cells involve the addition of various combinations of cyto-
kines to the culture, including granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, interleukin-4, and other cytokines. The extensive range 
of cytokines and conditions influencing the differentiation and functional activity of DCs results in considerable heterogeneity in the phe-
notypic and functional characteristics of these cells. Sources of tumor antigen for DC-based vaccines encompass tumor lysates, indivi-
dual tumor proteins, peptides, and tumor cells in a state of immunogenic apoptosis. This paper delves into the use of maturation factors 
and cryopreservation as integral stages in obtaining immune DCs. A comprehensive understanding of the parameters involved in ob-
taining immune DCs is imperative for the development of DC-based vaccines to unleash their full antitumor potential. 

Keywords: dendritic cells; antigens; antitumor properties; cytokines; cryopreservation. 


