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ABSTRACT
Dendritic cells (DC) are the most potent antigen-presenting cells, so the great hopes of development of antitumor

vaccines are being placed on them. There are several methods of generation human DC existing today. However their
clinical application is restricted by the accomplishment of the set of conditions. For the usage of dendritic cells based
antitumor vaccines in clinical practice it is necessary to develop simple and replicable method of generation DC and
their maturation. In this work we have adapted methods of generation DC for clinical practice. We have shown that
tumor necrosis factor-á (TNF-á) and prostaglandin E2 as maturation stimuli of dendritic cells are more effective and
their usage allows to get replicable results comparing with usage of monocyte conditioned medium. We have also
determined that replacement of human plasma to human umbilical cord blood serum in culture medium significantly
increase the amount of mature forms of DC. In our method the number of operations has been decreased, so the work
became easier and waste of cultured cells can be minimized. This adapted method of generating dendritic cells can be
used in clinical practice.
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Ðåçþìå
Äåíäðèòíûå êëåòêè (ÄÊ) ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå ìîù-

íûìè àíòèãåí-ïðåçåíòèðóþùèìè êëåòêàìè, â ñâÿçè ñ
ýòèì íà íèõ âîçëàãàþò áîëüøèå íàäåæäû â ïëàíå ñî-
çäàíèÿ ïðîòèâîîïóõîëåâûõ âàêöèí. Íà ñåãîäíÿøíèé
äåíü ñóùåñòâóþò ðàçëè÷íûå ìåòîäèêè êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ÄÊ ÷åëîâåêà, îäíàêî, äëÿ èõ êëèíè÷åñêîãî ïðèìå-
íåíèÿ íåîáõîäèìî ñîáëþäåíèå ðÿäà óñëîâèé. Äëÿ ïðè-
ìåíåíèÿ âàêöèí íà îñíîâå äåíäðèòíûõ êëåòîê â êëèíè-
÷åñêîé ïðàêòèêå íåîáõîäèìî, ÷òîáû ìåòîäèêà ïîëó÷å-
íèÿ ÄÊ áûëà, ïî âîçìîæíîñòè, ïðîñòîé è âîñïðîèçâî-
äèìîé, à äåíäðèòíûå êëåòêè áûëè çðåëûìè. Â äàííîé
ðàáîòå ìû àäàïòèðóåì ìåòîäèêó êóëüòèâèðîâàíèÿ ÄÊ
äëÿ êëèíè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ. Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî èñ-
ïîëüçîâàíèå ôàêòîðà íåêðîçà îïóõîëè-á è ïðîñòàãëàí-

AÄÀÏÒÈÐÎÂÀÍÈÅÌÅÒÎÄÈÊÈ
ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈßÄÅÍÄÐÈÒÍÛÕ
ÊËÅÒÎÊ×ÅËÎÂÅÊÀÈÇÌÎÍÎÖÈÒÎÂ
ÏÅÐÈÔÅÐÈ×ÅÑÊÎÉÊÐÎÂÈÄËß
ÊËÈÍÈ×ÅÑÊÎÃÎÏÐÈÌÅÍÅÍÈß.

×êàäóà Ã.Ç., Çàáîòèíà Ò.Í., Áóðêîâà À.À., Òàìàåâà Ç.Ý., Îãîðîäíèêîâà Å.Â.,
Æîðäàíèà Ê.È., Êàäàãèäçå Ç.Ã., ÁàðûøíèêîâÀ.Þ.

Ðîññèéñêèéîíêîëîãè÷åñêèé íàó÷íûéöåíòð èì. Í.Í.ÁëîõèíàÐÀÌÍ

äèíà Å2 â êà÷åñòâå àãåíòîâ âûçûâàþùèõ ñîçðåâàíèå
ÄÊ, áûëî áîëåå ýôôåêòèâíî è ïîçâîëèëî ïîëó÷èòü âîñ-
ïðîèçâîäèìûå ðåçóëüòàòû, ïî ñðàâíåíèþ ñ èñïîëüçî-
âàíèåì êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäû ìîíîöèòîâ. Òàê-
æå íàìè óñòàíîâëåíî, ÷òî çàìåíà ÷åëîâå÷åñêîé ïëàç-
ìû â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå íà ñûâîðîòêó ïóïîâèííîé
êðîâè ÷åëîâåêà, ïîâûñèëà âûõîä çðåëûõ ôîðì äåíä-
ðèòíûõ êëåòîê. Â îïèñàííîé ìåòîäèêå óìåíüøåíî êî-
ëè÷åñòâî ìàíèïóëÿöèé, ÷òî îáëåã÷àåò ðàáîòó, ñ îäíîé
ñòîðîíû, è ïîçâîëÿåò óìåíüøèòü ïîòåðè êëåòîê, ñ äðó-
ãîé ñòîðîíû. Àäàïòèðîâàííàÿ ìåòîäèêà êóëüòèâèðî-
âàíèÿ äåíäðèòíûõ êëåòîê ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà â
êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå.
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Ââåäåíèå
Äåíäðèòíûå êëåòêè (ÄÊ) ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé àíòè-

ãåí-ïðåçåíòèðóþùèå êëåòêè (ÀÏÊ), êîíòðîëèðóþùèå
èììóíèòåò ïîñðåäñòâîì âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ëèìôîöèòà-
ìè [1]. Íåçðåëûå ÄÊ (íÄÊ) ðàñïîëîæåííûå â ïåðèôå-
ðè÷åñêèõ òêàíÿõ, çàõâàòûâàþò è ïðîöåññèðóþò àíòè-
ãåíû, ïîñëå ÷åãî, â îòâåò íà âîñïàëèòåëüíûå ñèãíàëû
(õåìîêèíû è öèòîêèíû), îíè ìèãðèðóþò â ïåðèôåðè-
÷åñêèå ëèìôàòè÷åñêèå óçëû. Âî âðåìÿ ìèãðàöèè ïðî-
èñõîäèò ñîçðåâàíèå ÄÊ, ÷òî âûðàæàåòñÿ â óñèëåíèå ýê-
ñïðåññèè ãëàâíîãî êàê êîìïëåêñà ãèñòîñîâìåñòèìîñ-
òè (ÃÊÃ) I è II êëàññîâ, òàê è êîñòèìóëèðóþùèõ ìîëå-
êóë (CD80 è CD86), ìîëåêóë àäãåçèè (CD54). Â ëèìôà-
òè÷åñêîì óçëå çðåëûå ÄÊ (çÄÊ) ñïîñîáíû àêòèâèðî-
âàòü àíòèãåí-ñïåöèôè÷åñêèå Ò-õåëïåðû è Ò-êèëëåðû [2].
Âûñîêàÿ ýêñïðåññèÿ ÃÊÃ è êîñòèìóëèðóþùèõ ìîëå-
êóë íà ïîâåðõíîñòè äåíäðèòíûõ êëåòîê, ïîçâîëÿåò àê-
òèâèðîâàòü «íàèâíûå» CD8+ Ò-ëèìôîöèòû ñ ïîñëåäó-
þùåé äèôôåðåíöèðîâêîé â öèòîòîêñè÷åñêèå Ò-ëèìôî-
öèòû (ÖÒË) áåç ïîìîùè Ò-õåëïåðîâ. Ó÷èòûâàÿ âûøå-
èçëîæåííîå, â íàñòîÿùåå âðåìÿ in vitro ÄÊ èñïîëüçóþò
êàê èììóíîëîãè÷åñêèé èíñòðóìåíò äëÿ ãåíåðàöèè ÖÒË
ïðîòèâ èññëåäóåìûõ àíòèãåíîâ.
Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ôóíêöèîíàëüíàÿ àêòèâ-

íîñòü ÄÊ ó îíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ çíà÷èòåëüíî ñíè-
æåíà [3, 4, 5], è îäíîé èç ïðè÷èí ýòîãî ÿâëÿåòñÿ íåñïî-
ñîáíîñòü äèôôåðåíöèðîâêè ÄÊ â çðåëûå ôîðìû. Ýòî
ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî êàê ôàêòîðàìè ñåêðåòèðóþ-
ùèìè ñàìîé îïóõîëüþ (èíòåðëåéêèí-10, òðàíñôîðìè-
ðóþùèé ôàêòîð ðîñòà-â, âàñêóëÿðíûé ýíäîòåëèàëüíûé
ôàêòîð ðîñòà) [6, 7, 8], òàê è âûðàáàòûâàåìûìè ñàìèì
îðãàíèçìîì (ãëþêîêîðòèêîèäû) [9, 10] â îòâåò íà ïðè-
ñóòñòâèå îïóõîëè, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ õðîíè÷åñêèì ñòðåñ-
ñîðíûì ôàêòîðîì. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ñîîáùàëîñü î
ïðîòèâîîïóõîëåâûõ âàêöèíàõ íà îñíîâå äåíäðèòíûõ
êëåòîê. Îáùàÿ ñõåìà çàêëþ÷àåòñÿ â ñëåäóþùåì: êóëü-
òèâèðîâàíèå ÄÊ áîëüíîãî è «íàãðóçêà» îïóõîëåâûìè
àíòèãåíàìè ïðîèñõîäèò âíå îðãàíèçìà (in vitro), ÷òî
ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü çðåëûå ÄÊ, íàãðóæåííûå àíòèãå-
íàìè, êîòîðûå, ñ îäíîé ñòîðîíû, ñïîñîáíû àêòèâèðî-
âàòü èììóííûé îòâåò, à ñ äðóãîé ñòîðîíû, óñòîé÷èâû ê
ñóïðåññîðíîìó âëèÿíèþ àãåíòîâ óêàçàííûõ âûøå. Â
ðÿäå êëèíè÷åñêèõ ðàáîò áûëà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ïåð-
ñïåêòèâíîñòü ïðèìåíåíèÿ ïðîòèâîîïóõîëåâûõ âàêöèí
íà îñíîâå äåíäðèòíûõ êëåòîê [11, 12, 13, 14].

Îáÿçàòåëüíûå òðåáîâàíèÿ, ïðåäúÿâëÿåìûå ê êóëü-
òèâèðóåìûì äåíäðèòíûì êëåòêàì, êîòîðûå ïëàíèðó-
þò èñïîëüçîâàòü â ïðîòèâîîïóõîëåâûõ âàêöèíàõ, ñâî-
äÿòñÿ ê ñëåäóþùèì ïóíêòàì:
1. Äåíäðèòíûå êëåòêè äîëæíû áûòü çðåëûìè (ââå-

äåíèå íàãðóæåííûõ íåçðåëûõ ÄÊ áîëüíîìó ïðèâîäèò ê
èíãèáèðîâàíèþ àíòèãåí-ñïåöèôè÷åñêèõ ýôôåêòîðíûõ
Ò-ëèìôîöèòîâ [15]).
2. Íåäîïóñòèìîñòü ïðèñóòñòâèÿ êñåíîãåííûõ áåë-

êîâ âî âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÄÊ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
ó îíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ, êîòîðûì ââîäèëè ÄÊ êóëü-
òèâèðóåìûå â ïðèñóòñòâèè ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé
ñûâîðîòêè, ïðîèñõîäèëà âûðàáîòêà àíòèòåë íà êîìïî-
íåíòû ñûâîðîòêè, à â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ íàáëþäàëè
àíàôèëàêñèþ, ïîñëå ââåäåíèÿ ÄÊ [16].
Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâèëîñü àäàïòèðîâàíèå ìå-

òîäèêè êóëüòèâèðîâàíèÿ äåíäðèòíûõ êëåòîê äëÿ êëè-
íè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
Êóëüòèâèðîâàíèå äåíäðèòíûõ êëåòîê
Äåíäðèòíûå êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè èç ìîíîöèòîâ

ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà ïðè 370Ñ è 5% ÑÎ2 â
RPMI-1640 (ICN, ÑØÀ) ñ ðàçëè÷íûì ïðîöåíòíûì ñî-
äåðæàíèåì ÷åëîâå÷åñêîé ïëàçìû (×Ï) ãðóïïû AB èëè
ñûâîðîòêè ïóïîâèííîé êðîâè ÷åëîâåêà (ÑÏÊ). Â ñðå-
äó òàêæå âõîäèëè: L-ãëóòàìèí, HEPES, àíòèáèîòèêè,
âèòàìèíû, ãåïàðèí, â-ìåðêàïòîýòàíîë (äàëåå ïîëíàÿ
ñðåäà (ÏÑ)). Ìîíîíóêëåàðû ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè
(ÌÏÊ) âûäåëÿëè èç ëåéêîìàññû çäîðîâûõ äîíîðîâ,
ïîëó÷åííîé â îòäåëåíèè ïåðåëèâàíèè êðîâè ñ áàíêîì
êîñòíîãî ìîçãà (ÐÎÍÖ ÐÀÌÍ) èëè öåëüíîé êðîâè îí-
êîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ (õèðóðãè÷åñêîå îòäåëåíèå îí-
êîãèíåêîëîãèè ÐÎÍÖ ÐÀÌÍ). Ïîñëå öåíòðèôóãèðî-
âàíèÿ ëåéêîìàññû èëè êðîâè â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè
Ficol-Hepaque (Pharmacia, Øâåöèÿ) (ñ=1,077) ñîáèðà-
ëè èíòåðôàçíûå êîëüöà è òùàòåëüíî îñâîáîæäàëèñü îò
òðîìáîöèòîâ. ÌÏÊ ðåñóñïåíäèðîâàëè â ÏÑ è íàíîñè-
ëè íà ÷àøêè Ïåòðè d=90 ìì (Linbro, Âåëèêîáðèòàíèÿ)
â 50õ106 êëåòîê â 10 ìë è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 2
÷àñîâ ïðè 370Ñ è 5% ÑÎ2. Îòáðàñûâàëè íå ïðèëèïøèå
êëåòêè, à ê àäãåçèðîâàííûì íà ïëàñòèêå ìîíîöèòàì
äîáàâëÿëè 10 ìë ÏÑ, ñîäåðæàùåé 80 íã/ìë ãðàíóëî-
öèò-ìàêðîôàãàëüíîãî êîëîíèå ñòèìóëèðóþùåãî ôàê-
òîðà (ÃÌ-ÊÑÔ) (Leucomax®, Shering-Plough) è 10 íã/
ìë èíòåðëåéêèíà-4 (ÈË-4) (R&D Systems, ÑØÀ). Íà
2ûå, 4ûå è 6ûå ñóòêè êóëüòèâèðîâàíèÿ ê êëåòêàì äî-
áàâëÿëè ïî 1 ìë ñîîòâåòñòâóþùåé ÏÑ, ñîäåðæàùåé 800
íã ÃÌ-ÊÑÔ è 100 íã ÈË-4. Äëÿ òåðìèíàëüíîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè ÄÊ íà 7ûå ñóòêè ê êóëüòóðå êëåòîê äîáàâ-
ëÿëè êîíäèöèîíèðîâàííóþ ñðåäó ìîíîöèòîâ (ÊÑÌ) (33
îáúåìíûõ %) èëè ôàêòîð íåêðîçà îïóõîëè-á (ÔÍÎá)
(êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ 20 íã/ìë) (ICN, ÑØÀ) è ïðî-
ñòàãëàíäèí Å2 (ÏÃÅ2) (êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ 250 íã/
ìë) (ICN, ÑØÀ) è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 48 ÷àñîâ.
Ïîëó÷åíèå êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäû ìîíîöèòîâ
Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÊÑÌ íà ïîêðûòóþ ðàñòâîðîì ã-ãëî-

áóëèíà (10 ìã/ìë) (OCTAGAM®, OCTAPHARMA A.G.)
÷àøêó Ïåòðè íàíîñèëè 50õ106 ÌÏÊ. ×åðåç 2 ÷àñà óäà-
ëÿëè íå ïðèëèïøèå êëåòêè, à àäãåçèðîâàííûå ìîíîöè-
òû êóëüòèâèðîâàëè â ÏÑ. ×åðåç 24 ÷àñà ñîáèðàëè ÊÑÌ,
ñòåðèëüíî ôèëüòðîâàëè, ðàçëèâàëè ïî àëèêâîòàì è õðà-
íèëè ïðè -700Ñ.
Ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ
Íà 7ûå è 9ûå ñóòêè êóëüòèâèðîâàíèÿ îïðåäåëÿëè

èììóíîôåíîòèï ÄÊ ñ ïîìîùüþ ïðÿìîé ðåàêöèè èììó-
íîôëóîðåñöåíöèè. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ìîíîêëî-
íàëüíûå àíòèòåëà, êîíüþãèðîâàííûå ñ FITC, ê àíòèãå-
íàì CD80 (PharÌingen, ÑØÀ), CD54, CD83, CD86
(Caltag, ÑØÀ), HLA-DR (Becton-Dickinson, ÑØÀ),
HLA-ABC (ÍÏÖ «ÌåäÁèîÑïåêòð», Ðîññèÿ) è ñîîòâåò-
ñòâóþùèå èçîòèïè÷åñêèå êîíòðîëè (Caltag, ÑØÀ).
Èììóíîôåíîòèï ÄÊ îïðåäåëÿëè íà ïðîòî÷íîì öèòîô-
ëóîðèìåòðå FACSCalibur (Becton-Dickinson, ÑØÀ).
Îïðåäåëåíèå ýíäîöèòîçà äåíäðèòíûìè êëåòêàìè.
Ñïîñîáíîñòü ê ýíäîöèòîçó íÄÊ (7ûå ñóòêè êóëüòè-

âèðîâàíèÿ) è çÄÊ (9ûå ñóòêè êóëüòèâèðîâàíèÿ) îïðå-
äåëÿëè ïî çàõâàòó Candida albicans ìå÷åííîé FITC (ëþ-
áåçíî ïðåäîñòàâëåííîé Ä.Â. Ìàçóðîâûì). Îïûòíûå
îáðàçöû èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 370Ñ, à
êîíòðîëüíûå îáðàçöû ïðè 40Ñ. Ñîîòíîøåíèå
Candida:ÄÊ ñîñòàâëÿëî 2:1. Ýíäîöèòîç îïðåäåëÿëè íà
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ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå FACSCalibur.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå
Äëÿ ïîëó÷åíèÿ íÄÊ ìîíîöèòû êóëüòèâèðóþò â ïðè-

ñóòñòâèè äâóõ öèòîêèíîâ - ÃÌ-ÊÑÔ è ÈË-4 â òå÷åíèå 7è
ñóòîê. Â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè îòêðåïëÿþò-
ñÿ îò ïëàñòèêà, óâåëè÷èâàþòñÿ â ðàçìåðå, ïðèîáðåòàþò
îòðîñò÷àòóþ ôîðìó. Ïî ñâåòîðàññåÿíèþ ïðè àíàëèçå íà
ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå ÄÊ âûãëÿäÿò êàê êðóïíûå
ãðàíóëèðîâàííûå êëåòêè. Äåíäðèòíûå êëåòêè íà 7ûå
ñóòêè êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé HLA-DR++,
CD14-, CD83- êëåòêè. Íåçðåëûå ÄÊ îáëàäàþò âûñîêîé
ýíäîöèòîçíîé àêòèâíîñòüþ. Ôàêòîðàìè, âûçûâàþùèìè
äèôôåðåíöèðîâêó äåíäðèòíûõ êëåòîê, ìîãóò ñëóæèòü:
ÊÑÌ, CD40-ëèãàíä, íàáîð öèòîêèíîâ (ÈË-1, ÔÍÎ-á,
ÏÃÅ2), ëèïîïîëèñàõàðèä è äð. Ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íà íÄÊ
óêàçàííûõ âûøå àãåíòîâ, ïðîèñõîäèò äèôôåðåíöèðîâ-
êà èëè ñîçðåâàíèå äåíäðèòíûõ êëåòîê, ÷òî âûðàæàåòñÿ
â íåîýêñïðåññèè íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè òàêèõ àíòèãå-
íîâ êàê: CD83 (ìàðêåð çðåëûõ ÄÊ), CD80. Íàáëþäàåò-
ñÿ óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè êîìïëåêñîâ ãèñòîñîâìåñòè-
ìîñòè I è II êëàññîâ, ïàðàëëåëüíî ïðîèñõîäèò ñíèæåíèå
ñïîñîáíîñòè ê ýíäîöèòîçó [17].

Ìåòîäèêà êóëüòèâèðîâàíèÿ äåíäðèòíûõ êëåòîê
äëÿ êëèíè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ äîëæíà îòâå÷àòü ðÿäó
òðåáîâàíèé:
1. Âîñïðîèçâîäèìîñòü ìåòîäà. Âíå çàâèñèìîñòè îò

äîíîðà (áîëüíîãî) ðàçðàáîòàííàÿ ìåòîäèêà äîëæíà
îáåñïå÷èâàòü ïîëó÷åíèå çðåëûõ ÄÊ.
2. Êîëè÷åñòâî ìàíèïóëÿöèé â ìåòîäèêå äîëæíî áûòü

ñâåäåíî ê ðàçóìíîìó ìèíèìóìó. Ìåòîä, ñîñòîÿùèé èç
áîëüøîãî ÷èñëà ñòàäèé è âêëþ÷àþùèé ìíîãî ìàíèïó-
ëÿöèé, òðóäíî âîñïðîèçâîäèì è òðóäîåìîê, ÷òî, áåçóñ-
ëîâíî, îãðàíè÷èò åãî âîçìîæíîå êëèíè÷åñêîå ïðèìå-
íåíèå.
3. Ìåòîäèêà äîëæíà áûòü îòíîñèòåëüíî íåäîðîãîé.

Ýòî çàâèñèò îò èñïîëüçóåìûõ ðåàãåíòîâ è òåõ ìåòîäè-
÷åñêèõ ïîäõîäîâ, êîòîðûå ïîçâîëÿþò èçáåæàòü ïðèìå-

íåíèÿ äîïîëíèòåëüíûõ ðåàêòèâîâ, êîììåð÷åñêèõ íà-
áîðîâ è ò.ä.
Âëèÿíèå óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ïðîöåíòíîå

ñîäåðæàíèå çðåëûõ ôîðì äåíäðèòíûõ êëåòîê.
Íà 7ûå ñóòêè êóëüòèâèðîâàíèÿ èììóíîôåíîòèï

êëåòîê ñîîòâåòñòâîâàë íåçðåëûì äåíäðèòíûì êëåò-
êàì. Îòñóòñòâîâàëà ýêñïðåññèÿ CD80 è CD83, íà-
áëþäàëè íèçêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè CD86 è CD54.
Âìåñòå ñ òåì ÄÊ ýêñïðåññèðîâàëè ÃÊÃ I è II êëàñ-
ñîâ (ðèñ. 1).
Ïîñëå äîáàâëåíèÿ ÊÑÌ ïðîèñõîäèëà äèôôåðåí-

öèðîâêà äåíäðèòíûõ êëåòîê, ÷òî ñîïðîâîæäàëîñü ïî-
ÿâëåíèåì CD80 è CD83 àíòèãåíîâ íà ïîâåðõíîñòè
êëåòîê è ïîâûøåíèåì ýêñïðåññèè CD86, CD54 è ÃÊÃ
I è II êëàññîâ (Ðèñ. 2).
Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïðîöåíò CD83+ äåíäðèòíûõ

êëåòîê îò ýêñïåðèìåíòà ê ýêñïåðèìåíòó êîëåáàëñÿ îò
10 äî 60% (ñðåäíåå çíà÷åíèå ñîñòàâèëî 29,372% ±
4,811). Óâåëè÷åíèå îáúåìà äîáàâëÿåìîé ÊÑÌ, èçìåíå-
íèå ïëîòíîñòè íàíåñåíèÿ ìîíîöèòîâ íà ïîêðûòóþ ã-ãëî-
áóëèíîì ÷àøêó Ïåòðè, âíåñåíèå àóòîëîãè÷íîé èëè àë-
ëîãåííîé ÊÑÌ - íå ïðèâîäèëî ê ñóùåñòâåííîìó èçìå-
íåíèþ ïðîöåíòà çðåëûõ CD83 ïîëîæèòåëüíûõ äåíäðèò-
íûõ êëåòîê (äàííûå íå ïðèâîäÿòñÿ).
Â äðóãîé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ, äëÿ òîãî ÷òîáû ïî-

âûñèòü âûõîä çðåëûõ ôîðì ÄÊ â êà÷åñòâå àãåíòîâ,
âûçûâàþùèõ äèôôåðåíöèðîâêó, èñïîëüçîâàëè ÔÍÎ-
á è ÏÃÅ2 [18]. Ïîñëå ðÿäà ïðîâåäåííûõ ýêñïåðèìåí-
òîâ ìû îñòàíîâèëèñü íà ñëåäóþùèõ êîíöåíòðàöèÿõ
êîìïîíåíòîâ: ÔÍÎ-á - 20 íã/ìë, ÏÃÅ2 - 250 íã/ìë.
Òàê, ïîñëå èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè êîíäèöèîíè-
ðîâàííîé ñðåäîé ìîíîöèòîâ êîëè÷åñòâî çðåëûõ ÄÊ
ñîñòàâëÿëî îêîëî 30%, òîãäà êàê, èñïîëüçóÿ ÔÍÎ- è
ÏÃÅ2, âûõîä CD83

+ äåíäðèòíûõ êëåòîê óâåëè÷èâàë-
ñÿ äî 50% (54,036 ± 4,204). Êðîìå òîãî, ïðè ýòîé ñõå-
ìå ïðîèñõîäèëî óñèëåíèå ýêñïðåññèè CD80 àíòèãåíà
(Ðèñ. 3).
Âî ìíîãèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ðàáîòàõ in vitro äåí-

Ðèñ. 1. ÈììóíîôåíîòèïÄÊ íà 7ûå ñóòêè êóëüòèâèðîâàíèÿ.
Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè âÏÑ, ñîäåðæàùåé 2%×Ï â ïðèñóòñòâèè ÃÌ-ÊÑÔèÈË-4 (ñì.Ìàòåðèàëû èìåòîäû).
Ãèñòîãðàììûñòîíêîé ëèíèåé - èçîòèïè÷åñêèå êîíòðîëè; ãèñòîãðàììûñòîëñòîé ëèíèåé - èññëåäóåìûå àíòèãåíû.



¹3 ÒÎÌ 1 ÐÎÑÑÈÉÑÊÈÉ ÁÈÎÒÅÐÀÏÅÂÒÈ×ÅÑÊÈÉ ÆÓÐÍÀË

59ÝÊÑÏÅÐÈÌÅÍÒÀËÜÍÀßÁÈÎÒÅÐÀÏÈß

ÿ

�

Ðèñ. 2. ÈììóíîôåíîòèïÄÊ íà 9ûå ñóòêè êóëüòèâèðîâàíèÿ

äðèòíûå êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé
10% ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (ÝÒÑ) [19, 20],
îäíàêî, â ðÿäå ðàáîò áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÷åëîâå÷åñêàÿ
ïëàçìà ÿâëÿåòñÿ àäåêâàòíîé çàìåíîé ÝÒÑ [21, 22, 23,
24]. Â íåêîòîðûõ êëèíè÷åñêèõ ðàáîòàõ ÄÊ, êîòîðûå
ââîäèëè áîëüíûì, òàêæå êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè
ÝÒÑ [25]. Ïî âèäèìîìó, âûáîð â ïîëüçó ÝÒÑ ñâÿçàí ñ
òåì, ÷òî ýìáðèîíàëüíàÿ ñûâîðîòêà áîëåå áîãàòà ðîñ-
òîâûìè ôàêòîðàìè ïî ñðàâíåíèþ ñ ÷åëîâå÷åñêîé ïëàç-
ìîé è, ñîîòâåòñòâåííî, èñïîëüçóÿ åå â êóëüòóðàëüíîé
ñðåäå, ïðè ïðî÷èõ ðàâíûõ óñëîâèÿõ, ìîæíî ïîëó÷èòü

Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ÏÑ, ñîäåðæàùåé 2%×Ï â ïðèñóòñòâèè ÃÌ-ÊÑÔ èÈË-4. Íà 7ûå ñóòêè äîáàâèëè ÊÑÌ (33
îáúåìíûõ%) è êóëüòèâèðîâàëè âòå÷åíèå 48 ÷àñîâ (ñì. Ìàòåðèàëû è ìåòîäû). Ãèñòîãðàììû ñòîíêîé ëèíèåé -
èçîòèïè÷åñêèå êîíòðîëè; ãèñòîãðàììûñòîëñòîéëèíèåé - èññëåäóåìûåàíòèãåíû.

Ðèñ. 3. ÈììóíîôåíîòèïÄÊ íà 9ûåñóòêè êóëüòèâèðîâàíèÿ

Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ÏÑ, ñîäåðæàùåé 2%×Ï â ïðèñóòñòâèè ÃÌ-ÊÑÔ è ÈË-4. Äëÿ äèôôåðåíöèðîâêè ÄÊ íà 7ûå
ñóòêè äîáàâèëè: À: ÊÑÌ (33 îáúåìíûõ%), Á: ÔÍÎ-á è ÏÃÅ2 è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 48 ÷àñîâ (ñì. Ìàòåðèàëû è
ìåòîäû). Ãèñòîãðàììû ñòîíêîé ëèíèåé - èçîòèïè÷åñêèå êîíòðîëè; ãèñòîãðàììû ñòîëñòîé ëèíèåé - èññëåäóåìûå
àíòèãåíû.

áîëåå âûñîêèé è âîñïðîèçâîäèìûé ðåçóëüòàò. Ñðàâíè-
âàÿ ñòàíäàðòíûå óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ (2% ×Ï,
ÊÑÌ - 33 îáúåìíûõ %) ñ êóëüòèâèðîâàíèåì êëåòîê â
ñðåäå ñ 2% ÝÒÑ, ïðè îäíîì è òîì æå êîëè÷åñòâå ÄÊ íà
âûõîäå, ïðîöåíò çðåëûõ ôîðì áûë â 1,5 ðàçà âûøå â
ñðåäå, ñîäåðæàùåé ýìáðèîíàëüíóþ òåëÿ÷üþ ñûâîðîò-
êó (äàííûå íå ïðèâîäÿòñÿ). Îäíàêî, èñïîëüçîâàíèå ÝÒÑ
äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ äåíäðèòíûõ êëåòîê, êîòîðûå ïëà-
íèðóþò èñïîëüçîâàòü â êëèíèêå, íåäîïóñòèìî, î ÷åì
ãîâîðèëîñü âûøå, â ñâÿçè ñ ýòèì ìû ïîïûòàëèñü íàéòè
çàìåíó ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè.
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Ðèñ. 4. Ýêñïðåññèÿ CD83 àíòèãåíà äåíäðèòíûìè êëåòêàìè íà 9ûå ñóòêè êóëüòèâèðîâàíèÿ.
Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ÏÑ, ñîäåðæàùåé 2%ÑÏÊ â ïðèñóòñòâèè ÃÌ-ÊÑÔ èÈË-4. Äëÿ äèôôåðåíöèðîâêè ÄÊ íà
7ûå ñóòêè äîáàâèëèÔÍÎ-á èÏÃÅ2 è êóëüòèâèðîâàëè âòå÷åíèå 48 ÷àñîâ (ñì. Ìàòåðèàëû èìåòîäû). Ãèñòîãðàììû
ñòîíêîé ëèíèåé - èçîòèïè÷åñêèå êîíòðîëè; ãèñòîãðàììû ñòîëñòîé ëèíèåé - èññëåäóåìûå àíòèãåíû. Íà ðèñóíêå
ïðåäñòàâëåíû ãèñòîãðàììû÷åòûðåõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ.

Àíàëîãîì ÝÒÑ, ìîæåò ñëóæèòü ñûâîðîòêà ïóïîâèí-
íîé êðîâè ÷åëîâåêà (ÑÏÊ), êîòîðóþ, â îïðåäåëåííîé
ñòåïåíè, òîæå ìîæíî ñ÷èòàòü ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîò-
êîé. Â ñâÿçè ñ ýòèì, â ïîñëåäóþùèõ ýêñïåðèìåíòàõ, ìû
èññëåäîâàëè, êàê âëèÿåò ïðèñóòñòâèå ÑÏÊ â êóëüòó-
ðàëüíîé ñðåäå íà ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå çðåëûõ äåíä-
ðèòíûõ êëåòîê. Ïðîâåäÿ ñåðèþ ýêñïåðèìåíòîâ, ñ ðàç-
íûì ïðîöåíòîì ÑÏÊ â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå, ìû óñòà-
íîâèëè, ÷òî íàèáîëåå îïòèìàëüíûì ÿâëÿåòñÿ êóëüòèâè-
ðîâàíèå ÄÊ â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 2% ñûâîðîòêè ïóïî-
âèííîé êðîâè. Ïîâûøåíèå ïðîöåíòà ÑÏÊ â êóëüòó-
ðàëüíîé ñðåäå íå âëèÿëî íà ñîîòíîøåíèå çðåëûõ ÄÊ,
òîãäà êàê àáñîëþòíîå ÷èñëî äåíäðèòíûõ êëåòîê íà
âûõîäå äàæå ñíèæàëîñü (äàííûå íå ïðèâîäÿòñÿ). Ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè äåíäðèòíûõ êëåòîê â ñðåäå ñîäåðæà-
ùåé 2% ÑÏÊ, íàáëþäàëè áîëåå âûñîêèé ïðîöåíò çðå-
ëûõ ÄÊ (Ðèñ. 4). Â äàííîì ñëó÷àå ýêñïðåññèþ CD83
àíòèãåíà íàáëþäàëè ó 70% (69,938 ± 1,793) ÄÊ.
Íà îñíîâàíèè äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ â òàáëèöå

¹ 1 ìîæíî ñäåëàòü ñëåäóþùèå âûâîäû: èñïîëüçîâà-
íèå ÔÍÎ-á è ÏÃÅ2 ïðåäïî÷òèòåëüíåå äëÿ èíäóêöèè äèô-
ôåðåíöèðîâêè äåíäðèòíûõ êëåòîê, ÷åì êîíäèöèîíèðî-
âàííàÿ ñðåäà ìîíîöèòîâ. Êóëüòèâèðîâàíèå ÄÊ â ñðå-
äå, ñîäåðæàùåé ñûâîðîòêó ïóïîâèííîé êðîâè, ïîçâî-
ëÿåò ïîëó÷èòü áîëüøåå êîëè÷åñòâî çðåëûõ äåíäðèòíûõ
êëåòîê, ÷åì â ñðåäå, â ñîñòàâ êîòîðîé âõîäèò ÷åëîâå-
÷åñêàÿ ïëàçìà.
Èññëåäîâàíèå ýíäîöèòîçà äåíäðèòíûìè êëåòêàìè
Êàê óïîìèíàëîñü âûøå, çðåëûå ÄÊ îòëè÷àþòñÿ îò

íåçðåëûõ ôîðì íå òîëüêî ïî õàðàêòåðó ðÿäà àíòèãåíîâ,
íî òàêæå èçìåíåíèåì èõ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè.
Â ÷àñòíîñòè, ïðîèñõîäèò ñíèæåíèå ýíäîöèòîçà [17, 18,
26]. Â íàøèõ îïûòàõ ýíäîöèòîç äåíäðèòíûìè êëåòêàìè

èññëåäîâàëè ïî ïîãëîùåíèþ äðîææåé (Candida
albicans), êîíüþãèðîâàííûõ ñ FITC.
Íà 7ûå ñóòêè êóëüòèâèðîâàíèÿ ó âñåõ ÄÊ îòìå÷à-

ëàñü ñèëüíàÿ ýêñïðåññèÿ ÌÐ (äàííûå íå ïðèâîäÿòñÿ) è
ýòî ñî÷åòàëîñü ñ âûñîêîé ýíäîöèòîçíîé àêòèâíîñòüþ
(Ðèñ. 5). Â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè ÄÊ, ïðîöåíò êëå-
òîê, íåñóùèõ ìàííîçíûé ðåöåïòîð, îñòàâàëñÿ ïðåæíèì,
òîãäà êàê åãî ýêñïðåññèÿ çíà÷èòåëüíî ñíèæàëàñü (äàí-
íûå íå ïðèâîäÿòñÿ). Íà 9ûå ñóòêè êóëüòèâèðîâàíèÿ
ýíäîöèòîçíàÿ àêòèâíîñòü çðåëûõ ÄÊ ñóùåñòâåííî ïà-
äàëà (Ðèñ. 5).
Êóëüòèâèðîâàíèå äåíäðèòíûõ êëåòîê èç êðîâè îí-

êîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ.
Òàê êàê âñå âûøå îïèñàííûå ýêñïåðèìåíòû ïðîâî-

äèëè íà ëåéêîìàññå çäîðîâûõ äîíîðîâ, òî íåîáõîäèìî
áûëî âûÿñíèòü ïîäõîäèò ëè äàííàÿ ìåòîäèêà äëÿ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ äåíäðèòíûõ êëåòîê èç êðîâè îíêîëîãè÷åñ-
êèõ áîëüíûõ. Â ýêñïåðèìåíòå èñïîëüçîâàëè êðîâü áîëü-
íîé ñ äèñãåðìèíîìîé ÿè÷íèêà. ÄÊ êóëüòèâèðîâàëè â
ñðåäå, ñîäåðæàùåé 2% ÑÏÊ, íà 7ûå ñóòêè êóëüòèâèðî-
âàíèÿ ê êóëüòóðå êëåòîê äîáàâèëè ÔÍÎ-á è ÏÃÅ2. Àíà-
ëèçèðóÿ èììóíîôåíîòèï äåíäðèòíûõ êëåòîê ÷åðåç 48
÷àñîâ ïîñëå âíåñåíèÿ ÔÍÎ-á è ÏÃÅ2, âûÿâèëè 40% çðå-
ëûõ CD83+ ÄÊ (Ðèñ. 6).

Çàêëþ÷åíèå
Â ìåòîäèêàõ, îïèñûâàþùèõ êóëüòèâèðîâàíèÿ äåí-

äðèòíûõ êëåòîê äëÿ êëèíè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ, ïåðåä
âíåñåíèåì àãåíòîâ, âûçûâàþùèõ èõ äèôôåðåíöèðîâ-
êó, äåíäðèòíûå êëåòêè ðåñóñïåíäèðóþò â ñâåæåé ñðå-
äå, è ïåðåíîñÿò â 6è-ëóíî÷íûé ïëàíøåò èç ðàñ÷åòà 5õ105
ÄÊ íà îäíó ëóíêó [22, 23, 28]. Ýòî, ñ íàøåé òî÷êè çðå-
íèÿ, óñëîæíÿåò ìåòîä, ïîýòîìó ìû îòêàçàëèñü îò ïåðå-
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íîñà ÄÊ. Îò ìîìåíòà íàíåñåíèÿ ÌÏÊ íà êóëüòóðàëü-
íóþ ÷àøêó è äî ìîìåíòà ïîëó÷åíèÿ çðåëûõ ÄÊ âåñü
ïðîöåññ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðîèñõîäèò â îäíîé è òîé æå
÷àøêå Ïåòðè, ìû òîëüêî äîáàâëÿåì íåáîëüøîå êîëè-
÷åñòâî ïîëíîé ñðåäû, ñîäåðæàùåé íåîáõîäèìûå öèòî-
êèíû. Òàêîé ïîäõîä, áåçóñëîâíî, ñ îäíîé ñòîðîíû óï-
ðîùàåò ïîëó÷åíèå ÄÊ, à ñ äðóãîé ñòîðîíû óìåíüøàåò
èõ ïîòåðè, êîòîðûå ïðîèñõîäÿò ïðè öåíòðèôóãèðîâà-
íèè è ïåðåíîñå êëåòîê â íîâûé êóëüòóðàëüíûé ïëàí-
øåò.
Â ðÿäå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ðàáîò áûëî ïîêàçàíî, ÷òî

äåíäðèòíûå êëåòêè ìîæíî êóëüòèâèðîâàòü â áåçñûâî-
ðîòî÷íîé ñðåäå, è ïðè ýòîì ðåçóëüòàòû áûëè ñîïîñòà-
âèìû ñ òåìè, êîòîðûå áûëè ïîëó÷åíû ïðè êóëüòèâèðî-
âàíèè ÄÊ â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ [23, 24]. Îäíàêî, â
êëèíè÷åñêèõ ðàáîòàõ äåíäðèòíûå êëåòêè êóëüòèâèðó-
þò â ñðåäå ñ ÷åëîâå÷åñêîé ïëàçìîé (èíîãäà èñïîëüçóþò
ÝÒÑ) [14, 28, 29, 25].
Íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå äåíä-

ðèòíûõ êëåòîê â ñðåäå, ñîäåðæàùåé ñûâîðîòêó ïóïî-
âèííîé êðîâè, áîëåå ýôôåêòèâíî äëÿ ïîëó÷åíèÿ çðåëûõ
ÄÊ, ÷åì â ñðåäå, ñîäåðæàùåé ÷åëîâå÷åñêóþ ïëàçìó.
Îïèñàííàÿ ìåòîäèêà ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà ïðè
êóëüòèâèðîâàíèÿ äåíäðèòíûõ êëåòîê äëÿ èõ êëèíè÷åñ-
êîãî ïðèìåíåíèÿ.
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