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Проблематика. Однією з головних причин розвитку ревматоїдного артриту вважається порушення 
природної толерантності імунної системи до власних антигенів, що супроводжується розбалансу-
ванням цитокінового профілю організму. Перспективним методом корекції такого стану є реабіліта-
ція антиген-специфічної толерантності, у формуванні якої беруть участь толерогенні дендритні клі-
тини (толДК).  
Мета. Експериментальне обґрунтування можливості коригування цитокінового профілю тварин з 
ад’ювантним артритом (АА) шляхом застосування толДК із кріоконсервованих попередників кістко-
вого мозку.  
Методика реалізації. Дослідження проводили на мишах лінії СВА/Н. Розвиток АА оцінювали за клі-

нічним показником – індексом артриту. Визначали вміст про- (ФНО-, ІЛ-6, ІФН-) і протизапаль-

них (ІЛ-10, ІЛ-4) цитокінів у сироватці крові тварин з АА до та після введення толДК, отриманих 
із нативних (НатДК) або кріоконсервованих (КріоДК) за різними режимами мононуклеарів (МНК) 
кісткового мозку. На 14-ту добу після індукції АА тваринам внутрішньовенно вводили толДК 

(5105 клітин на мишу). Через тиждень оцінювали вміст цитокінів у сироватці крові тварин та індекс 
артриту. 

Результати. За розвитку АА спостерігалося односпрямоване підвищення рівня ФНП- і ІЛ-6 і зни-

ження вмісту протизапальних цитокінів, що супроводжувалося набряком суглобів тварин. КріоДК ма-
ли більший коригувальний ефект відносно про- і протизапальних цитокінів порівняно з НатДК, що 
підтверджено зниженням індексу артриту як клінічного прояву патології.  
Висновки. Доведено можливість корекції порушеного цитокінового профілю та клінічного стану тва-
рин при розвитку АА шляхом застосування толДК, що отримані з кріоконсервованих МНК кістко-
вого мозку. Відпрацьовано певні умови кріоконсервування МНК, що забезпечують формування з 
них толДК із більш потужною здатністю порівняно з похідними нативних МНК до коригування ци-
токінового профлю та клінічного статусу тварин з АА. 

Ключові слова: ад’ювантний артрит; цитокіни; мононуклеари кісткового мозку; кріоконсервування; 
толерогенні дендритні клітини. 

 

Вступ 

Ревматоїдний артрит (РА) до теперішнього 

часу залишається одним із поширених аутоімун-

них захворювань (АІЗ) [1, 2]. Загальноприйнятою 

гіпотезою патогенезу АІЗ є порушення природ-

ної толерантності імунної системи (ІС) організ-

му до власних антигенів [3, 4]. Вказується на 

певний перелік тригерів порушення природної 

толерантності, до якого включено і психоемо-

ційне навантаження на організм [5, 6]. Роль 

цього фактора як індуктора і “бустера” АІЗ, 

включаючи РА, істотно зросла останнім часом 

з огляду на перебування як військових, так і 

цивільного населення України в умовах воєн-

ного стану [5, 6]. У цілому РА характеризується 

хронічним системним запаленням, яке супро-

воджується синовітом, руйнуванням хряща, еро-

зією кістки та її периартикулярною декальцифі-

кацією, що врешті-решт обумовлює порушення 

функції суглоба та призводить до довічної ін-

валідизації [3]. Незважаючи на багатовектор-

ність досліджень із визначення причин, меха-

нізмів розвитку і лікування РА, багато питань 

залишаються не до кінця з’ясованими.  

Важливою складовою патогенезу РА є дис-

регуляція функції ІС на тлі розбалансування 

цитокінового профілю з підвищенням вмісту 

прозапальних цитокінів [3]. Вказується на за-

лучення до індукції та підтримки розвитку РА 

фактора некрозу пухлини (ФНП)- та інтерлей-

кіну (IЛ)-6 [7]. Проте відзначається, що і такі 

цитокіни, як IЛ-7, IЛ-17, IЛ-21, IЛ-23, IЛ-1, 

IЛ-18, IЛ-33, IЛ-2, також відіграють певну роль 
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на всіх етапах розвитку РА від гострої до хро-

нічної стадії [8].  

Традиційними в лікуванні РА залишаються 

глюкокортикоїди та нестероїдні протизапальні 

препарати, що переважно контролюють запа-

лення та обумовлюють зменшення больового 

ефекту [1]. Вони хоча й запобігають прогресу-

ванню запальних реакцій, однак мають небажа-

ні побічні ефекти. В переліку препаратів тера-

пії РA згадуються також гідроксихлорохін, ме-

тотрексат, лефлуномід, сульфасалазин і препа-

рати інших фармакологічних груп [1, 9]. Напри-

клад, застосування метотрексату пригнічує про-

дукцію ФНП-, IЛ-6, IЛ-1β, IЛ-17 та інших 

прозапальних цитокінів, однак не завжди при-

водить до стійкого покращення стану пацієнтів 

з АІЗ і може викликати низку серйозних, навіть 

непередбачуваних побічних ефектів. На жаль, 

не всі пацієнти демонструють позитивну реак-

цію на протиревматичні препарати, що висуває 

нові вимоги до спеціальних мішеней і нових 

методів лікування [9]. На теперішній час роз-

робляється широкий спектр інноваційних лі-

карських препаратів, включаючи моноклональ-

ні антитіла (МАТ) і рекомбінантні білки, що 

блокують активність прозапальних цитокінів. 

До них можна віднести інгібітори ФНП-, а са-

ме етанерцепт, інфліксімаб, адалімумаб тощо [1]. 

Інфліксимаб і етанерцепт пригнічують зв’язу-

вання ФНП- з акцептуючими їх рецепторами 

на клітинах та інгібують цитотоксичну реакцію. 

Однак застосування вказаних анти-ФНП-МАТ 

покращує перебіг захворювання тільки на ран-

ній стадії. Селективне блокування медіаторів 

запалення з використанням цих препаратів не-

рідко асоціюється з “первинною” неефектив-

ністю, “вторинною” резистентністю, розвитком 

генералізованої імуносупресії, парадоксальною 

активацією аутоімунного процесу та обтяжен-

ням перебігу супутніх захворювань [2]. У роботі 

G. George та співавт. [2] вказується також на 

можливість лікування РА із застосуванням ін-

гібіторів янус-кінази JAK (Janus family tyrosine 

kinase), МАТ до рецептора ІЛ-6, рекомбінант-
ного інгібітора IL-1 – анакінра та блокатора 

костимуляції – абатацепта. Особливий інтерес 

становить вивчення клінічної ефективності се-

лективного блокування транссигналізації ІЛ-6 за 

допомогою розчинного gp130 рекомбінантного 

білка (оламкицепта) або МАТ, що пригнічують 

зв’язування gp130 із комплексом ІЛ-6/ІЛ-6Р [10].  

На жаль, перелічені підходи до лікування 

РА супроводжуються небажаними побічними 

ефектами, а іноді пацієнти з РА не демонстру-

ють клінічної відповіді на застосування зазна-

чених препаратів [2]. 

Експериментальні й клінічні наробки на-

дають додаткову інформацію відносно “імун-

ного фону” при розвитку РА [2, 11]. Особливе 

місце в його формуванні займає дисфункція 

Т-регуляторної ланки імунітету. Відомо, що 

Т-регуляторні клітини (Трег) є одним із найго-

ловніших складових елементів супресорної лан-

ки ІС ссавців [12]. Ці клітини продукують про-

тизапальні медіатори та цитокіни (ІЛ-10, ІЛ-35, 

TРФ-, galectin-1 тощо) або чинять пряму цито-

токсичну дію відносно ефекторних клітин шля-

хом продукції гранзиму В і перфоринів [13]. 

Відомо, що розвиток таких АІЗ, як РА, розсія-

ний склероз, хвороби кишківника, системний 

червоний вовчак та інші, супроводжує гіпер-

продукція запального ІЛ-17 Th17-клітинами [14]. 

Важливо, що як ініціації, так і підтримці роз-

витку АІЗ сприяє саме дисбаланс про- та про-

тизапальних цитокінів, обумовлений зміною 

кількості або функції антиподних субпопуляцій 

Th17 і Tрег [15].  

Розроблені протягом останніх років стра-

тегії лікування РА, які покращили перебіг за-

хворювання в пацієнтів, нині удосконалюють-

ся. Більшість із них досягають ремісії клінічних 

проявів. Мова йде про можливість корекції 

цитокінового профілю організму за допомогою 

таких клітинно-тканинних терапевтичних пре-

паратів, як мезенхімальні стромальні клітини, 

Трег, а також толерогенні дендритні клітини 

(толДК) [1, 16, 17]. Так, толДК здатні стимулю-

вати й відновлювати функцію Трег опосеред-

ковано через IЛ-10, індоламін-2-3-діоксігеназу 
(ІДО), трансформуючий ростовий фактор – 

бета (ТРФ-). Це приводить до інгібіції акти-

вованих Т-лімфоцитів, пригнічення їх проліфе-

рації та перепрофілювання наївних Т-клітин на 

Tрег із супресорною функцією, що сприяє 

зниженню рівня прозапальних цитокінів і клі-

нічного стану хворих у цілому [18, 19]. На 

жаль, дослідження щодо застосування толДК у 

клінічній практиці при лікуванні хворих з РА є 

поодинокими, а механізми реалізації їх імуно-

коригувальної дії достеменно не з’ясовані.  

Суттєвою складовою використання толДК 

у клінічній практиці, а саме в терапії РА, є 

розробка ефективних технологій їх кріоконсер-

вування і зберігання з метою використання за 

необхідності. Оскільки толДК є дуже вразли-

вими до дії факторів кріоконсервування [20], 

очевидною є необхідність пошуку більш кріо-

стійких клітин-попередників, з яких можливо 
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in vitro отримувати ДК. Потенційним джерелом 

є мононуклеарні клітини (МНК), а також мо-

ноцити периферичної, кордової крові або кіст-

кового мозку [21]. З огляду на це актуальною 

є розробка адекватних способів кріоконсерву-

вання МНК для отримання з них ДК із толе-

рогенним потенціалом з метою подальшого 

клінічного використання при ліукванні АІЗ. 

При цьому на значну увагу заслуговує вивчення 

особливостей впливу ультранизьких температур 

на механізми формування та реалізації толеро-

генної активності ДК за цих захворювань. 

 Метою роботи було експериментальне об-

ґрунтування можливості коригування цитокі-

нового профілю тварин з АА шляхом засто-

сування толерогенних ДК, що отримані з кріо-

консервованих попередників кісткового мозку.  

Матеріали і методи  

Експерименти виконували на мишах лінії 

СВА/Н 20-тижневого віку, які були отримані з 

підприємства “Біомодельсервіс”, м. Київ, із по-

дальшим розведенням у стандартних умовах ві-

варію Інституту проблем кріобіології і кріоме-

дицини НАН України. Дослідження проводили 

відповідно до “Загальних принципів експери-

ментів на тваринах”, схвалених V Національним 

конгресом з біоетики (м. Київ, 2013 р.) і пого-

джених із положеннями “Європейської конвен-

ції про захист хребетних тварин, що використо-

вуються для дослідних та інших наукових цілей” 

(Страсбург, 1986 р.), а також відповідно до Вис-

новку комісії Комітету з біоетики при Інституті 

проблем кріобіології і кріомедицини НАН Ук-

раїни (протокол № 3 від 1 червня 2023 р.). 

Кістковий мозок вимивали зі стегнових кіс-

ток мишей середовищем RPMI-1640 (Biowest, 

Франція) з додаванням 3 % ембріональної те-
лячої сироватки – ЕТС (Biowest, Франция) і 

2 % цитрату натрію (Sigma-Aldrich, США) (далі 
в тексті – робоче середовище). Після цього сус-

пензію клітин кісткового мозку пропускали 

через нейлоновий фільтр із діаметром пор 

100 мкм (Falkon, США), центрифугували за 300g 

протягом 10 хв і ресуспендували в робочому се-

редовищі. Мононуклеарні клітини (МНК) виді-

ляли за допомогою центрифугування суспензії 

КМ у градієнті щільності (1,077 г/мл) Тразографа 

(Юнік Фармасьютикал Лабораторіз, Індія) [22].  

Кріоконсервування МНК здійснювали в 

кріопробірках Nunc об’ємом 1,8 мл (Termo 
scientific, Данія) під захистом 10 %-вого диме-

тилсульфоксиду (ДМСО) зі швидкістю 1 град/хв 

за двома режимами: Р1 (загальноприйнятий) – 

до 80 С; Р2 (теоретично обґрунтований авто-

рами статті) – до 40 С, із подальшим зану-

ренням в обох випадках у рідкий азот 196 С 

(відповідно: КріоР1МНК і КріоР2МНК) [17]. 

Зразки відігрівали на водяній бані за темпера-

тури 40 С до зникнення твердої фази. Клітини 

одноразово відмивали від ДМСО шляхом по-

вільного додавання подвійного об’єму робочого 

середовища та подальшого 10-хвилинного цен-

трифугування (300g). Після видалення надосаду 

осад ресуспендували в робочому середовищі. 

Одразу після розморожування КріоР1- та 

КріоР2МНК культивували протягом 7-ми діб у 

середовищі RPMI-1640 із додаванням 10 % емб-

ріональної телячої сироватки, мишачих реком-

бінантних GM-CSF (Sigma-Aldrich, Англія) і IЛ-4 

та дексаметазону (Sigma-Aldrich, Англия) [17]. Із 

кріоконсервованих за різними режимами МНК 
було отримано in vitro КріоР1ДК і КріоР2ДК 
відповідно. Як контроль використовували ДК, 

що отримані з нативних МНК (НатДК). При-
належність ДК, що отримані in vitro, до незрілих 

толерогенних була підтверджена за експресією 

характерних фенотипових маркерів на проточ-

ному цитофлуориметрі FACS Calibur (Becton 

Dickinson, США) із використанням монокло-

нальних антимишачих антитіл: CD11b (FITC), 

CD14 (FITC), CD83 (FITC), CD80 (FITC) і 

CD86 (FITC) (BD Biosciences, США) [22]. 

Ад’ювантний артрит (АА) індукували в 

мишей лінії СВА/Н субплантарним введенням 

повного ад’юванта Фрейнда (ПАФ) в об’ємі 
0,1 мл на мишу (Santa Cruz, USA). Тяжкість клі-

нічного перебігу АА у тварин оцінювали за до-

помогою індексу артриту (ІА) [11], який є відно-

шенням довжини окружності дослідного суглоба 
до окружності контрольного – контрлатераль-

ного. У здорових тварин ІА покладався за “1,0”.  

Вміст запальних медіаторів визначали в си-
роватці крові тварин з АА: серомукоїда – турбо-

диметричним методом за допомогою набору 

реактивів (ТОВ “НПП Філісит-Діагностика”, 

Україна) відповідно до інструкції виробника й 

оцінювали в одиницях помутніння (S-H) за 
Shank і Hoagland; сіалових кислот – за методом 

Гессе й оцінювали в умовних одиницях [23].  

Дендритні клітини, які були вирощені 
in vitro з нативних або кріоконсервованих МНК, 

вводили внутрішньовенно тваринам з АА у дозі 

5105 клітин на мишу в 0,2 мл робочого сере-

довища на 14-ту добу розвитку АА [17]. Через 
7 діб після введення ДК визначали ІА і вміст 

цитокінів у сироватці крові тварин з АА.  
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Рисунок 1: Динаміка зміни клініко-лабораторних показників при ад’ювантному артриті (АА): (а) індекс артриту (ІА); 
(б) вміст серомукоїдів і сіалових кіслот у сироватці крові тварин (  – серомукоїди, ум. од.,  – сіалові кис-

лоти, ммоль/л). ПАФ – повний ад’ювант Фрейнда; ІА в інтактних тварин покладався за “1”; * – показники мають статис-

тично значущі відмінності від групи інтактних тварин (контроль) (р  0,05) 

Вміст про- (ІЛ-6, ІФН-, ФНП-) і проти-

запальних (ІЛ-4, ІЛ-10) цитокінів у сироватці 

крові нелікованих, а також тварин з АА після 

введення толДК, отриманих із нативних або 

кріоконсервованих за різними режимами МНК 

визначали за допомогою набору Cytometric 

Bead Array Th1/Th2/Th17 (mouse) Kit IL-10 set 

(BD Biosciences, США) згідно з інструкцією 

виробника. 

З метою більш показової оцінки цитокіно-

вого профілю було введено коефіцієнт (ум. од.) 

зміни продукції цитокінів, що є співвідношен-

ням їх вмісту (пікограм на мілілітр) на різних 

етапах розвитку АА, а також після введення різ-

них видів ДК тваринам із патологією, до відпо-

відного показника в інтактному контролі, який 

покладався за “1”. 

Статистична обробка даних проводилася 

з використанням пакета програм SPSS (Statis-

tics 17.0, США). У кожній групі кількість тва-

рин становила n = 7. Отримані експериментальні 

дані представлені як середнє значення  стан-

дартне відхилення. Достовірність відмінностей 
між групами оцінювали за методом Манна–

Уітні. Відмінності вважали статистично значу-

щими при p  0,05. 

Результати 

Найбільш суттєвою ознакою клінічного 

прояву АА у гризунів є набряк регіонального 

до місця введення ПАФ суглоба, який характе-

ризується як ІА (рис. 1а). Максимального зна-

чення ІА набував на 7-му добу після індукції 

патології (1,70  0,058), після чого відзначалося 

його повільне зниження, хоча протягом усього 

строку спостереження він залишався значно 

вищим за контрольний показник. 

Відомо, що РА супроводжується деструкці-

єю сполучної тканини суглобів, до складу якої 

входять глікопротеїни, рівень яких визначають 

за вмістом сіалових кислот і серомукоїдів. Дійс-

но, вже на 7-му добу після індукції АА в сиро-

ватці крові тварин максимально збільшувався 

вміст серомукоїдів і сіалових кислот (рис. 1б), 

що збігалося з максимальним показником ІА. 

У подальший період ці показники знижували-

ся, однак до 28-ї доби залишалися вище рівня 

контрольних значень.  

 Дані на рис. 2 свідчать про суттєвий дисба-

ланс про- і протизапальних цитокінів, що супро-

воджує перебіг запальної реакції у тварин з АА.  

Так, з 7 до 21-ї доби розвитку патології 

концентрація прозапальних цитокінів ФНП-, 

ІЛ-6 достовірно перевищувала показники тва-

рин контрольної групи (рис. 2а). Несподівано, 

але рівень ІФН- ні в один із термінів спосте-

реження не перевищував контрольні показни-

ки. Максимальні значення вмісту ФНП-, ІЛ-6, 

що були вищими за контрольні та визначалися 

коефіцієнтом зміни продукції цих цитокінів, 

який становив 3,65 і 2,82 ум. од. відповідно, 

визначалися на 21-шу добу розвитку патології 

(рис. 2а, табл. 1). У цей же термін відзначався і 

максимальний сумарний коефіцієнт зміни про-

дукції прозапальних цитокінів (7,26 ум. од.) по-

рівняно з контрольним (3 ум. од.). 

На 28-му добу рівень кожного з прозапаль-

них цитокінів знижувався, але з різним ступе-

нем. Для ІФН- ці зміни були неістотними, то-

ді як зниження вмісту ФНП- і ІЛ-6 було 

більш вираженим, причому концентрація ІЛ-6 і 
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Рисунок 2: Вміст (а) прозапальних (  – ФНП-  – ІЛ-6,  – ІФН-) і (б) протизапальних (  – ІЛ-4  – ІЛ-10) ци-

токінів у сироватці крові тварин на різних етапах розвитку ад’ювантного артриту; * – показники мають статистично зна-

чущі відмінності від групи інтактних тварин (контроль) (р  0,05) 

Таблиця 1: Коефіцієнти зміни продукції цитокінів у сироватці крові тварин у динаміці розвитку ад’ювантного артриту 

Показник, ум. од. Інтактний контроль АА-7 АА-14 АА-21 АА-28 

ФНП- 1 1,64 2,43 3,65 1,02 

ІЛ-6 1 1,98 2,55 2,82 1,56 

ІФН- 1 0,89 0,91 0,79 0,61 

Сумарний коефіцієнт 
зміни продукції про-
запальних цитокінів 

3 4,51 5,89 7,26 3,19 

ІЛ-4 1 1,11 0,82 0,77 0,72 

ІЛ-10 1 0,70 0,76 0,71 0,59 

Сумарний коефіцієнт 
зміни продукції 
протизапальних 
цитокінів 

2 1,81 1,58 1,48 1,31 

Примітка. Коефіцієнт (ум. од.), що характеризує зміну продукції цитокінів у сироватці крові тварин, є співвідношенням 
вмісту цитокінів у пікограмах на мілілітр на різних етапах розвитку ад’ювантного артриту до відповідного показника в ін-
тактному контролі, покладався за “1”. 
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в цей термін залишалася на майже в півтора разу 

вищому рівні, ніж у контролі (рис. 2а, табл. 1). З 

урахуванням збереження в цей термін ознак 

розвитку АА (ІА – 1,55  0,01) і підвищеного 

рівня в сироватці крові серомукоїдів (рис. 1 а, б) 

очевидною є роль ІЛ-6 як ключового гравця 

підтримки запальних процесів при розвитку АА. 

Як вказувалося вище та видно з рис. 2б і 

табл. 1, на фоні підвищення рівня прозапаль-

них ІЛ-6 і ФНП- розвиток АА супроводжував-

ся достовірним зниженням рівня протизапаль-
них цитокінів – ІЛ-4 та ІЛ-10 на всіх етапах 

спостереження (за винятком ІЛ-4 на 7-му до-

бу). При цьому на 28-му добу коефіцієнт зміни 

продукції ІЛ-4 та ІЛ-10 порівняно з контролем 

становив 0,72 і 0,59 ум. од. відповідно (табл. 1). 

Порівняльний аналіз свідчить про те, що і на-

прикінці терміну спостереження розвитку АА 

(28-ма доба) концентрація прозапальних цито-

кінів майже в 2,5 разу перевищувала концен-

трацію протизапальних.  

 Застосування імунотерапії у вигляді різних 

видів ДК продемонструвало насамперед здатність 

ДК мінімізувати прояви розвитку АА (рис. 3). 

Так, через тиждень після введеня ДК (21-ша до-

ба розвитку патології), що отримані як з нати-

вних, так і з кріоконсервованих за різними ре-

жимами МНК, ІА як основний клініко-діагно-

стичний показник АА знижувався. При цьому 

лікувальний ефект ДК, що отримані з кріокон-

сервованих попередників, переважав ефект ДК, 

отриманих із нативних МНК. Максимальне зни-

ження ІА відбувалося після введення КріоР2ДК 

(1,16 ± 0,02 ум. од.). 

Вміст сіалових кислот і серомукоїдів у си-

роватці крові тварин з АА через тиждень після 
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Рисунок 3: Індекс артриту (ІА) у тварин з ад’ювантним артритом (АА) до та після введення дендритних клітин (ДК), що 
отримані in vitro з нативних або кріоконсервованих за різними режимами мононуклеарів. ДК вводили на 14-ту добу роз-
витку АА. ІА оцінювали через 7 діб (21-ша доба розвитку патології) після введення ДК; * – показники мають статистично 

значущі відмінності від групи тварин з АА; # – від групи тварин з АА  КріоР1ДК (р  0,05); ІА у інтактних тварин (інтакт-

ний контроль) покладався за “1” 

     
      а               б 

Рисунок 4: Динаміка зміни клініко-лабораторних показників у тварин з ад’ювантним артритом (АА) після ДК-терапії: 
(а) вміст серомукоїдів (  – АА,  – +НатДК,  – +КріоР1ДК,  – +КріоР2ДК) і (б) сіалових кіслот у си-

роватці крові тварин (  – АА,  – +НатДК,  – +КріоР1ДК,  – +КріоР2ДК). ПАФ – повний ад’ювант 

Фрейнда; ДК – дендритні клітини; * – показники мають статистично значущі відмінності від групи тварин з АА; 

# – від гр. тварин  КріоР1ДК (р  0,05) 
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ДК-терапії також максимально знижувався піс-

ля введення КріоР2ДК (рис. 4 а, б), що збігало-

ся і з максимальним зниженням ІА в цій гру-

пі тварин (див. рис. 3). 

Зіставлення показників цитокінового про-

філю з ІА та клініко-лабораторними показни-

ками як тест-система оцінки ефективності лі-

кування АА свідчить, що найкращий терапев-

тичний ефект спостерігався за максимального 

зниження запальних ІЛ-6 і ФНП- та мак-

симального зростання протизапальних ІЛ-4 й 

ІЛ-10. Саме такого рівня корекція відбувалася 

після застосування ДК, отриманих із МНК, 

кріоконсервованих за режимом Р2. При цьому 

слід відзначити перевагу коригувального ефек-

ту цитокінового профілю обох видів КріоДК 

над НатДК. Насамперед це стосується зни-

ження рівня ІЛ-6 (рис. 5а і табл. 2). Крім того, 

порівняння між собою коригувального ефекту 

КріоДК свідчить про перевагу КріоР2ДК не 

тільки в корекції, але і в співвідношенні-гар-

монізації складу ключових прозапальних ци-

токінів. Привертає до себе увагу підвищення 

концентрації ІФН-γ після введення ДК порів-

няно з показниками нелікованих тварин. Із точ-

ки зору лікувального ефекту вкрай важливим був 

Доба розвитку АА 
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Рисунок 5: Вміст (а) прозапальних (  – ФНП-  – ІЛ-6,  – ІФН-) і (б) протизапальних (  – ІЛ-4  – ІЛ-10) цито-

кінів у сироватці крові тварин з ад’ювантним артритом (АА) до та після введення НатДК або КріоДК. Дендритні клітини (ДК) 
вводили на 14-ту добу розвитку АА. Вміст цитикінів оцінювали через 7 діб (21-ша доба розвитку патології) після введення 
ДК; * – показники мають статистично значущі відмінності від групи тварин з АА; # – від гр. тварин з АА + КріоР1ДК 

(р  0,05) 

Таблиця 2: Коефіцієнти зміни продукції цитокінів в сироватці крові тварин до та після різних видів дендритноклітинної 
терапії 

Показник, ум. од. 
Інтактний 
контроль 

Ад’ювантний 
артрит 

НатДК КріоР1ДК КріоР2ДК 

ФНП- 1 3,65 0,99 1,3 1,18 

ІЛ-6 1 2,82 1,67 1,21 1,12 

ІФН- 1 0,79 1,11 1,24 1,30 

Сумарний коефіцієнт 
зміни продукції проза-
пальних цитокінів 

3 7,26 3,77 3, 75 3,6 

ІЛ-4 1 0,77 2,60 3,08 3,83 

ІЛ-10 1 0,71 1,41 1,81 2,71 

Сумарний коефіцієнт 
зміни продукції проти-
запальних цитокінів 

2 1,48 4,01 4,89 6,54 

Примітка. Коефіцієнт (ум. од.), що характеризує зміну продукції цитокінів у сироватці крові тварин до та після введення 

нативних (НатДК) або кріоконсервованих дентридтних клітин (КріоР1ДК, КріоР2ДК), є співвідношенням вмісту цитокінів 
у пікограмах на мілілітр у кожній групі до відповідного показника в інтактному контролі, який покладався за “1”. 
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стимулювальний вплив ДК на протизапальні 

цитокіни (рис. 5б). Украй важливо, що всі три 

види ДК (Нат-, КріоР1- і КріоР2ДК) більшою 

мірою стимулювали продукцію протизапальних 

цитокінів, ніж інгібували продукцію прозапаль-

них цитокінів, про що свідчать сумарні коефіці-

єнти зміни продукції цитокінів (табл. 2). І в 

цьому випадку КріоР2ДК мали перевагу над 

КріоР1ДК. Так, КріоР2ДК втричі порівняно з 

інтактним контролем підвищували вміст ІЛ-4 і 

ІЛ-10 у сироватці тварин з АА (рис. 4б, табл. 2), 

що супроводжувалося, як зазначалося вище, 

максимальним зниженням ІА (див. рис. 3). 

Обговорення 

До теперішного часу АІЗ залишаються сер-

йозною медичною і соціальною проблемою ба-

гатьох держав світу. Агравація ситуації обумов-

люється також неоднозначністю етіологічних 

факторів розвитку АІЗ і неординарністю їх клі-

нічної маніфестації [1, 4, 24]. Враховуючи від-

сутність достатньо ефективних методів ліку-

вання АІЗ, очевидною є необхідність удоско-

налення методології та методів їх діагностики, 

а також пошуку і впровадження передових тех-

нологій терапії. Серед широкого спектра біоло-

а                     б 
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гічних сполук, що мають патогенетичне зна-

чення в ініціації та підтримці розвитку АІЗ, а 

також є свідками їх агресивності, особливе 

місце посідають цитокіни [11, 24]. Цитокінам 

відводиться ключова роль в аранжуванні як 

“гармонічного” стану, так і зрушень функції 

ІС. Плюріпотентність взаємодії цитокінів з 

ІКК обумовлена безліччю факторів, а саме їх 

кількісним рівнем, репертуаром і ступенем 

експресії рецепторів на клітинах, а також здат-

ністю активувати або пригнічувати синтез ін-

ших цитокінів [24, 25]. Наприклад, при РА діа-

гностично значущим є ступінь зміни концент-

рацій цитокінів у сироватці крові пацієнтів на 

тлі розвитку імунної реакції у вогнищі запа-

лення [3].  

Використання АА як експериментальної 

моделі РА [26] дає можливість вирішити пи-

тання відносно особливостей розвитку цієї па-

тології та методів її лікування ДК, що отримані 

in vitro з кріоконсервованих попередників кіст-

кового мозку.  

Результати наших досліджень показали 

збіг динаміки зміни лабораторно-діагностичних 

показників зі змінами клінічної маніфестації 

АА за ІА, що узгоджується з даними інших ав-

торів [27, 28]. Так, розвиток запального проце-

су після 7-ї доби супроводжувався деяким зни-

женням показників ІА, серомукоїдів і сіалових 

кислот, які, однак, залишалися вище рівня ко-

нтрольних значень, що свідчить про хронічний 

розвиток запального процесу при цій патології. 

Це узгоджується з даними [2], які вказують на 

факт хронізації запалення за РА, обумовленого 

зростанням кількості активованих у процесі 

хрящової та кісткової деструкції тканинних фі-

бробластів, хондроцитів і остеобластів. Доречно 

додати, що як активація запального процесу, 

так і реалізація ефекторних функцій ІКК при 

РА неможливі без участі широкого спектра ци-

токінів [3, 29, 30]. Виходячи з цього, оцінка ци-

токінового профілю організму при розвитку РА 

і подібних захворювань є вкрай актуальною з 

точки зору як кращого розуміння патогенезу 

цих захворювань, так і удосконалення стратегії 

їх лікування [3, 25, 30].  

На експериментальній моделі АА доведе-

но кореляцію між ступенем тяжкості перебігу 

запальної реакції в суглобах тварин і систем-

ним дисбалансом про- та протизапальних ци-

токінів [11, 30]. Клінічні спостереження свід-

чать, що основними патогенетично значущими 

прозапальними цитокінами-індукторами розвит-

ку та підтримки РА є ФНП- і ІЛ-6 [30], тоді 

як протизапальні цитокіни ІЛ-10 і ІЛ-4 сповіль-

нюють запалення та деструкцію суглобів [31].  

Результати нашого дослідження свідчать 

про позитивну кореляцію зростання концент-

рації ФНП- і ІЛ-6 з клінічними ознаками роз-

витку АА, що узгоджується з характером їх 

змін при розвитку РА та подібних АІЗ [32]. У 

роботі Yu. Yoshida і T. Tanaka [32] підкреслю-

ється, що головна роль синтезу більшості гос-

трофазових білків у печінці відводиться ІЛ-6, 

тоді як ФНП- меншою мірою причетний до 

стимуляції синтезу окремих білків, хоча і в 

цьому випадку він діє опосередковано через 

ІЛ-6. Наші дані також свідчать про превалю-

ючу концентрацію ІЛ-6 порівняно з ФНП- у 

сироватці крові тварин з АА у всі терміни ви-

значення, що підкреслює ключову роль ІЛ-6 у 

підтримці запальних процесів при розвитку АА. 
Це узгоджуються з результатами клінічних до-

сліджень, у яких визначено високий рівень ІЛ-6 

і ФНП- у синовіальній рідині та сироватці 

крові пацієнтів з РА [33]. Несподівано, але рі-

вень прозапального ІФН-γ у всі терміни спо-

стередження не перевищував показники інтак-

тного контролю. При цьому відомо, що ІФН-γ 

здатен активувати апоптотичні процеси, обу-

мовлюючи опосередковано, через механізми 

стимуляції ІДО, формування Tрег, які інгібу-

ють Th17-клітини [28]. До того ж в експери-

ментальних моделях АІЗ показано, що за низь-

ких рівнів ІФН-γ або рецепторів до нього на 

клітинах збільшується сприйнятливість до за-

пальних процесів і їх тяжкість [34]. Відомо та-

кож, що рівень мРНК ІФН-γ був знижений у 

тканинах суглобів мишей із колаген-індукова-

ним артритом [34]. Складається враження, що 

залежно від умов навколишнього середовища 

та концентрації ІФН-γ може реалізувати неод-

нотипні ефекти. Тобто встановлене нами зни-

ження порівняно з контролем рівня ІФН-γ у 

сироватці крові тварин на всіх етапах розвитку 

АА може бути цілком не парадоксальним і по-

винно враховуватися в клінічній практиці. Не 

викликає сумніву, що вивчення ролі все біль-

шої кількості цитокінів, залучених у розвиток 

запального процесу аутоімунного ґенезу, сприяє 

кращому розумінню механізмів розвитку АІЗ і 

вдосконаленню заходів їх лікування.  

Перспективним методом корекції стану ІС 

при АІЗ є формування антиген-специфічної то-

лерантності, одним зі складових компонентів 

формування якої є ДК із толерогенною актив-

ністю [35]. На сьогодні в кліничній практиці 

трендовими є пілотні проєкти щодо застосу-
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вання толДК при лікуванні РА [21, 36, 37]. Уже 

проведені випробування толерогенної ДК-тера-

пії у пацієнтів I фази з аутоімунними захворю-

ваннями. У багатьох випадках продемонстро-

вані безпека й добра переносимость без відпо-

відних побічних ефектів [35–37]. Проте зали-

шається обов’язковим з’ясування питань їх 

отримання, оцінки здатності функціонування в 

умовах організму з різним цитокіновим профі-

лем і реалізації механізму імунокоригувальної 

дії [22, 36, 37].  

Наявні знання щодо ролі цитокінового 

профілю організму й цитокінів, що його скла-

дають і залучені до розвитку РА, будуть сприя-

ти підвищенню ефективності лікування цієї па-

тології в майбутньому.  

Результати представленної роботи свідчать 

про можливість коригування цитокінового 

профілю тварин з індукованим АА за допомо-

гою ДК, що отримані з кріоконсервованих по-

передників. Доведена перевага таких ДК у реа-

лізації лікувального ефекту порівняно з похід-

ними нативних попередників. Так, обидва види 

КріоДК більшою мірою, ніж НатДК, коригува-

ли рівень про- і протизапальних цитокінів, а 

також показників клінічного стану тварин з 

АА. Застосування таких ДК супроводжувалося 

синхронізацією позитивних змін лабораторно-

діагностичних показників: сермукоідів, сіало-
вих кислот й ІА – клінічного показника мані-

фестації АА.  

Важливим є факт інгібіції під впливом 

ДК-терапії продукції прозапальних ФНП- і 

ІЛ-6, а саме формування більш “гармонізова-

ного” їхнього профілю, наближеного до кон-

трольних показників (див. рис. 5а, табл. 2). При-

вертає до себе увагу сильніший прояв цього 

ефекту при введенні КріоДК порівняно з 

НатДК. Більше того, певні умови кріоконсер-

вування (Режим 2) попередників кісткового 

мозку сприяли формуванню ДК із максималь-

ним коригувальним ефектом серед усіх ДК. 

Особливу увагу привертає до себе потенці-

ал толДК підвищувати у тварин з АА рівень 

протизапальних цитокінів ІЛ-4 і ІЛ-10. При 

цьому зіставлення показників інгібіції проза-

пальних і стимуляції протизапальних цитокінів 

після толДК-терапії свідчить про їхню здат-

ність не тільки реалізувати різноспрямовану 

активність відносно цих цитокінів, але і ви-

значати ступінь цієї активності. Отримані ре-

зультати свідчать, що сумарний коефіцієнт 

зміни продукції прозапальних цитокінів після 

ДК-терапії знижувався від 3,77 (НатДК) до 

3,6 ум. од. (КріоР2ДК), тоді як для протизапаль-

них цитокінів цей показник підвищувався від 

4,01 (НатДК) до 6,54 ум. од. (КріоР2ДК). Тобто 

лікувальний процес у тварин з АА при застосу-

ванні толДК реалізується двоспрямовано, а са-

ме інгібіцією продукції прозапальних цитокінів 

і стимуляцією протизапальних. Раніше ми до-

вели, що така ситуація супроводжується підви-

щенням в організмі тварин з АА як вмісту, так 

і функціонального потенціалу Трег-клітин, що 

обумовлює стимуляцію продукції ІЛ-10 [38]. На-

ші результати узгоджуються з даними J.E. Park і 

співавт. [39], які отримані в експериментальній 

моделі колаген-індукованого артриту при вве-

денні нативних толДК. Автори показали при-

гнічення прогресування артриту на фоні акти-

вації формування Трег і зниження антиген-

специфічної активації Th1- та Th17-клітин. 

У світлі встановленого “несподіваного” 

зниження вмісту ІФН-γ при розвитку АА важ-

ливим є підвищення концентрації цього цито-

кіна після застосування ДК на фоні покращен-

ня клінічних показників у тварин. Наші дані 

збігаються з результатами досліджень Y. Yang і 

співавт. [40], у яких продемонстровано зни-

ження ступеня тяжкості РА на фоні підвищен-

ня рівня ендогенного ІФН-γ.  

Таким чином, виконана робота доводить 

ефективність застосування толДК, отриманих 

із кріоконсервованих попередників, у лікуванні 

АА. Підкреслені переваги застосування кріо-

консервованих толДК порівняно з нативними в 

корекції вмісту в тварин з АА як запальних, так 

і протизапальних цитокінів, а також показни-

ків їх клінічного стану. Отримані в роботі ре-

зультати доцільно взяти до уваги за розробки 

та впровадження методів клітинно-тканинної 

терапії в клінічну практику для лікування АІЗ, 

зокрема РА. Представлений матеріал демон-

струє можливість використання ультранизьких 

температур як “інструмента”, що здатний спря-

мовано керувати толерогенним потенціалом ДК, 

отриманих із клітин-попередників.  

Висновки 

На моделі АА, індукованого уведенням 

повного адʼюванта Фрейнда мишам, доведено 

здатність толДК, що отримані з кріоконсерво-

ваних попередників кісткового мозку, коригу-

вати порушений цитокіновий профіль і, як на-

слідок, клінічний стан тварин. Встановлено 

переваги КріоДК у прояві визначених якостей 

порівняно з НатДК.  
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Відпрацьовано певні умови кріоконсерву-

вання МНК кісткового мозку, що забезпечують 

формування з них толДК із більшою здатністю, 

порівняно з похідними нативних МНК, до ко-

ригування цитокінового профлю та клінічного 

статусу тварин з АА.  
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DISTURBED CYTOKINE PROFILE IN ADJUVANT ARTHRITIS – A TARGET OF THE THERAPEUTIC POTENTIAL OF 
DENDRITIC CELLS DERIVED FROM CRYOPRESERVED PRECURSORS 

Background. One of the primary causes of rheumatoid arthritis development is the disruption of the immune system's natural tolerance 
to its own antigens, leading to an imbalance in the body's cytokine profile. A promising method of correcting such a condition is restoring 
antigen-specific tolerance, in the formation of which tolerogenic dendritic cells (tolDCs) take part. 
Objective. Experimental substantiation of the possibility of correcting the cytokine profile of animals with adjuvant arthritis (AA) by using 
tolDCs from cryopreserved bone marrow precursors. 
Methods. The study was carried out on the CBA/H mice. The development of AA was assessed using a clinical indicator – the arthritis 

index. The levels of pro- (TNF-, IL-6, IFN-) and anti-inflammatory (IL-10, IL-4) cytokines in the blood serum of AA-afflicted animals 
were measured before and after administration of tolDCs. These tolDCs were obtained from native (NatDCs) or cryopreserved 
(CryoDCs) using different methods bone marrow mononuclear cells (MNCs). On the 14th day after inducing AA, the animals received 

intravenous injections of tolDCs (510
5
/mouse). One week later, the cytokine levels in the animals' blood serum and the arthritis index 

were assessed. 
Results. Throughout the development of AA, a unidirectional increase in TNF-α and IL-6 levels and a reduction in the content of anti-
inflammatory cytokines were observed, which was accompanied by joint swelling in the animals. CryoDCs exhibited a more pronounced 
corrective effect on both pro- and anti-inflammatory cytokines compared to NatDCs, as evidenced by a decrease in the arthritis index, a 
clinical manifestation of the pathology. 
Conclusions. The possibility of correcting the disturbed cytokine profile and the clinical state of animals during the development of AA 
through the use of tolDCs derived from cryopreserved MNCs has been proven. Specific cryopreservation conditions for MNCs have 
been developed, which facilitate the generation of tolDCs from them with a greater capacity, compared to derivatives of native MNCs, to 
correct the cytokine profile and clinical status of animals with AA. 

Keywords: adjuvant arthritis; cytokines; bone marrow mononuclear cells; cryopreservation; tolerogenic dendritic cells. 


