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АНОТАЦІЯ 

Луцій О.О. Оптимізація дозрівання генерованих дендритних 

клітин за допомогою біоактивних медіаторів. – Рукопис. 

Кваліфікаційна робота за спеціальністю 162 Біотехнологія та 

біоінженерія. – Київський національний університет технологій та дизайну, 

Київ, 2024 рік. 

В кваліфікаційній роботі проведено дослідження з оптимізації 

генерованих дендритних клітин за допомогою біоактивних медіаторів. 

Традиційні методи лікування в онкології мають недостатню ефективність, 

тому дослідники та лікарі проводять пошук нових підходів до лікування, з 

метою підвищення ефективності. Все більше дослідників звертають увагу на 

методи біотерапії, що є перспективним напрямком у терапії злоякісних 

новоутворень. Одним з таких методів біотерапії є створення вакцин на основі 

генерованих дендритних клітин вирощених in vitro. Дендритні клітини є 

основними антигенпрезентуючими клітинами у імунній системі організму. 

Результати показали, що дозрівання дендритних клітин in vitro полегшує їх 

виживання, після введення в організм пацієнта, тобто дендритні клітини 

мають антиапоптичну дію. Також отримані результати вказують на те, що 

при раку легень з кожним наступним введенням ДК-вакцини у організм 

збільшується ступінь зрілості дендритних клітин.   

 

Ключові слова: дендритні клітини, онкологія, протипухлинна вакцина, 

біоактивні медіатори, імунна система. 

 

  



5 
 

 
 

ABSTRACT 

Lutsii O.O. Optimizing the maturation of generated dendritic cells with 

the help of bioactive mediators. – Manuscript. 

Qualification work on specialty 162 Biotechnology and bioengineering. – 

Kyiv National University of Technology and Design, Kyiv, 2024. 

In the qualifying work, research was conducted on the optimization of 

generated dendritic cells with the help of bioactive mediators. Traditional methods 

of treatment in oncology are insufficiently effective, so researchers and doctors are 

searching for new approaches to treatment in order to increase efficiency. More 

and more researchers are paying attention to methods of biotherapy, which is a 

promising direction in the therapy of malignant neoplasms. One of these methods 

of biotherapy is the creation of vaccines based on generated dendritic cells grown 

in vitro. Dendritic cells are the main antigen-presenting cells in the body's immune 

system. The results showed that maturation of dendritic cells in vitro facilitates 

their survival, after introduction into the patient's body, that is, dendritic cells have 

an anti-apoptotic effect. Also, the obtained results indicate that in case of lung 

cancer, the degree of maturity of dendritic cells increases with each subsequent 

injection of DC vaccine into the body. 

 

Key words: dendritic cells, oncology, antitumor vaccine, bioactive 

mediators, immune system. 
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ПЕРЕЛІК СКОРОЧЕНЬ, УМОВНИХ ПОЗНАЧОК ТА ТЕРМІНІВ 

 

АПК – антигенпрезентуючі клітини 
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CD – кластер диференціювання 
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RPMI – марка поживного середовища 

TGF-ß – трансформівний ростовий фактор 
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ВСТУП 

Актуальність теми. Збільшення кількості хворих на онкологічні 

захворювання, низький рівень виживаності на III-IV стадіях, недостатня 

ефективність традиційних методів лікування у цієї категорії хворих 

обумовлюють соціальну значимість для цієї проблеми. Стандартні протоколи 

лікування для пацієнтів стають малоефективними, відповідно, кількість 

смертей від злоякісних новоутворень збільшується з кожним роком. 

Імунотерапія на основі ДК-вакцини – це сучасний напрямок розвитку 

лікування злоякісних пухлин.  

Мета дослідження. Розробити ефективну технологію отримання Тх-1 

– поляризуючих ДК моноцитарного походження із використанням різних 

біоактивних медіаторів. 

Завдання дослідження.  

1. Дослідити фенотипові характеристики генерованих моноцитарних 

дендритних клітин у хворих на рак легені. 

2. Дослідити функціональні особливості генерованих моноцитарних 

дендритних клітин у хворих на рак легені. 

3. Визначити вплив біоактивних медіаторів на дозрівання дендритних 

клітин отриманих від хворих на рак легені. 

4. Обґрунтувати застосування  біоактивних медіаторів для отримання 

Тх-1 – поляризуючих ДК моноцитарного походження. 

Об’єкт дослідження. ДК моноцитарного походження.   

Предмет дослідження. Рівень експресії поверхневих CD маркерів та 

мРНК  генів цитоків і хемокінів у ДК. 

Методи дослідження – огляд та аналіз наукових статей, використання 

культуральних та імунологічних методів дослідження, обробка даних 

статистичними методами.  

Експериментальну частину кваліфікаційної роботи виконано на базі 

Науково-дослідного відділення експериментальної онкології ДНП 
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«Національний інститут раку», а саме: дослідження оптимізації дозрівання 

генерованих дендритних клітин за допомогою біоактивних медіаторів. 

Наукова новизна. Вперше встановлено залежність зрілості ДК, 

генерованих із периферичної крові хворих на РЛ, від різних концентрацій 

біоактивних медіаторів, таких як ІФНα та ЛПС. 

Практичне значення одержаних результатів. Розроблено ефективну 

схему дозрівання ДК, генерованих із периферичної крові хворих на РЛ, з 

метою підвищення їх протипухлинної ефективності. Отримані результати 

сприятимуть подальшому розвитку імунотерапії у лікуванні злоякісних 

пухлин.  

Апробацію наукових результатів проведено через їх оприлюднення на 

конференції міжнародного рівня: VI МІЖНАРОДНА НАУКОВО-

ПРАКТИЧНА КОНФЕРЕНЦІЯ «KyivLvivPharma-2023. Фармацевтична 

технологія та фармакологія в забезпеченні активності довголіття»  

(Додаток А). 

Публікації: 

1. Луцій О.О., Шидловська О.А., Горбач О.І., Скачкова О.В., 

Храновська Н.М. Оптимізація дозрівання генерованих дендритних клітин за 

допомогою біоактивних медіаторів. Chemical and Biopharmaceutical 

technologies: collection of scientific papers / by general ed. V. Bessarabov, V. 

Lubenets. Tallinn: Nordic Sci Publisher, 2023. P. 88-90. (Додаток А). 

2. Lutsii O., Denysenko V. The warburg effect in Oncological diseases. IХ 

Всеукраїнської науково-практичної конференції «Інноваційні тенденції 

підготовки фахівців в умовах полікультурного та мультилінгвального 

глобалізованого світу» 11 квітня 2024р. Київ. С. 196-198 (Додаток Б). 

3. Луцій О.О., Макаренко М.В., Морін В.В., Грецький І.О., 

Шидловська О.А. Дослідження можливостей використання дріжджів для 

синтезу наночасток металів. Освіта для сталого майбутнього: екологічні, 

технологічні, економічні і соціокультурні питання: колективна монографія за 
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матеріалами Всеукраїнської наукової конференції / за ред. В. П. Плаван, А. 

О. Касич, О. О. Бутенко. Київ: КНУТД, 2024. 3 (Додаток В). 

Структура і обсяг роботи. Кваліфікаційна робота викладена на 61 

сторінці, складається зі вступу, трьох розділів: огляд літератури, об’єкт, мета 

та методи дослідження, експериментальна частина та висновків. Список 

використаних джерел містить 80 посилань та 3 додатки.  
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РОЗДІЛ 1 

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

1.1 Загальна характеристика злоякісних новоутворень 

Злоякісне новоутворення – це захворювання, при якому клітини 

організму починають безконтрольно ділитися і поширюватися на інші 

частини тіла. 

Початок розвитку злоякісного новоутворення може відбутися в майже 

будь-якій частині людського тіла. Нормальні клітини організму ростуть і 

розмножуються, утворюючи нові клітини, коли це потрібно. На зміну старим 

або пошкодженим клітинам, які в результаті гинуть, утворюються нові. 

Інколи цей процес може дати збій і тоді клітини які пошкоджені або старі 

починають розмножуватися неконтрольовано, утворюючи пухлини. Пухлини 

є злоякісними та доброякісними.  

Злоякісні пухлини поширюються в сусідні тканини, вражають їх і 

можуть переміщатися у віддалені місця в організмі, утворюючи нові пухлини 

(процес, який називається метастазуванням). Багато видів злоякісних пухлин 

утворюють великі пухлини, але рак крові, такий як лейкоз, як правило, цього 

не робить. 

Доброякісні пухлини не поширюються в прилеглі тканини і не 

вражають їх. При видаленні доброякісні пухлини зазвичай не відростають, 

тоді як злоякісні пухлини локально рецидивують. Однак доброякісні пухлини 

іноді можуть виростати до великих розмірів. Деякі з них здатні викликати 

серйозні симптоми або бути небезпечними для життя, наприклад, доброякісні 

пухлини в головному мозку [1]. 

Клітини злоякісного новоутворення демонструють кілька ключових 

відмінностей від нормальних клітин, зокрема: 

1. Неконтрольований ріст: ракові клітини ростуть без потреби в 

сигналах росту, на відміну від нормальних клітин, яким такі сигнали потрібні 

для проліферації. 
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2. Ігнорування стоп-сигналів: вони ігнорують сигнали, які зазвичай 

повідомляють клітинам про припинення поділу або запрограмовану клітинну 

смерть (апоптоз). 

3. Інвазія та метастази: клітини злоякісного новоутворення проникають 

у сусідні тканини та поширюються по всьому тілу, тоді як нормальні клітини 

припиняють ріст після контакту з іншими клітинами та зазвичай не мігрують. 

4. Ангіогенез: клітини злоякісної пухлини стимулюють ріст 

кровоносних судин у напрямку до пухлини, постачаючи її киснем і 

поживними речовинами та видаляючи відходи. 

5. Імунне ухилення: вони уникають імунної системи, яка зазвичай 

видаляє пошкоджені або аномальні клітини. 

6. Імунна маніпуляція: деякі ракові клітини маніпулюють імунною 

системою, щоб підтримувати своє виживання та ріст, переконуючи імунні 

клітини захищати, а не атакувати пухлину. 

7. Хромосомні аномалії: ракові клітини накопичують численні 

хромосомні зміни, включаючи дуплікації та делеції, причому кількість 

хромосом у деяких вдвічі перевищує норму. 

8. Змінений метаболізм: вони залежать від інших поживних речовин і 

часто виробляють енергію інакше, ніж звичайні клітини, сприяючи 

швидшому росту [2]. 

Злоякісне новоутворення — це генетичне захворювання, спричинене 

змінами в генах, які регулюють функцію клітин, зокрема ріст і поділ клітин. 

Ці генетичні зміни виникають через: 

- Помилки під час поділу клітин. 

- Пошкодження ДНК факторами навколишнього середовища, такими 

як хімічні речовини в тютюновому димі та ультрафіолетові промені сонця. 

- Генетична спадковість. 

Зазвичай організм елімінує клітини з пошкодженою ДНК, перш ніж 

вони стануть злоякісними. Однак ця здатність зменшується з віком, 
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сприяючи підвищеному ризику злоякісних новоутворень в подальшому 

житті. 

Злоякісна пухлина кожної людини має унікальну комбінацію 

генетичних змін. По мірі росту новоутворення накопичуються додаткові 

генетичні зміни, що призводить до генетичної різноманітності навіть в одній 

пухлині. 

Генетичні зміни, які сприяють злоякісному новоутворенню, зазвичай 

впливають на три основні типи генів: протоонкогени, гени-супресори пухлин 

і гени репарації ДНК. Ці зміни часто називають «рушіями» раку. 

1. Протоонкогени: гени беруть участь у нормальному зростанні та 

діленні клітин. Однак, коли вони змінюються або стають надмірно 

активними, вони можуть трансформуватися в онкогени, які дозволяють 

клітинам рости та виживати неналежним чином. 

2. Гени-супресори пухлин: ці гени допомагають регулювати ріст і поділ 

клітин. Коли вони змінюються, клітини можуть почати неконтрольовано 

ділитися. 

3. Гени репарації ДНК: ці гени відповідають за відновлення 

пошкодженої ДНК. Мутації в генах репарації ДНК призводять до додаткових 

мутацій в інших генах і хромосомних змін, таких як дуплікації та делеції, що 

сприяє розвитку новоутворень. 

За останні десятиліття вчені виявили загальні мутації характерні для  

різних типів злоякісних пухлин. Отже, численні методи лікування 

новоутворень зараз спрямовані на ці специфічні генні мутації. Деякі з цих 

методів лікування ефективні незалежно від походження пухлини, якщо 

присутня драйверна мутація [3]. 

Коли злоякісне новоутворення поширюється з початкового місця на 

іншу частину тіла, це називається метастатичним раком. Це поширення 

відбувається через процес, відомий як метастазування. Метастатичні пухлини 

мають назву та тип клітин первинного злоякісного новоутворення. 

Наприклад, якщо злоякісна пухлина молочної залози поширюється на легені, 



15 
 

 
 

це називається метастатичною пухлиною молочної залози, а не  злоякісним 

новоутворенням у легенях. Під мікроскопом метастатичні ракові клітини 

зазвичай нагадують клітини первинного раку. Крім того, ці клітини часто 

мають спільні молекулярні характеристики, такі як специфічні аберації 

хромосом, з первинними раковими клітинами. 

Лікування метастатичного раку іноді продовжує життя пацієнтів. 

Однак основними цілями лікування часто є контроль за ростом злоякісного 

новоутворення або полегшення симптомів. Метастатичні пухлини можуть 

серйозно порушити функції організму, і більшість смертей від злоякісних 

пухлин є результатом метастатичного захворювання [4]. 

Не кожна зміна тканини в організмі є злоякісною трансформацією. 

Однак деякі зміни можуть перерости в злоякісні пухлини, якщо їх не 

лікувати. Ось приклади змін тканин, які не є злоякісними, але можуть 

спостерігатися через їх потенціал стати раковими: 

1. Гіперплазія: клітини всередині тканини розмножуються швидше, ніж 

зазвичай, що призводить до накопичення додаткових клітин. Незважаючи на 

збільшення кількості клітин, під мікроскопом вони та структура тканин 

виглядають нормальними. Гіперплазія виникає від різних факторів, 

включаючи хронічне подразнення [5]. 

2. Дисплазія: це більш запущений стан, ніж гіперплазія, що включає 

накопичення додаткових клітин, які виглядають атиповими та демонструють 

зміни в організації тканин. Чим аномальніші клітини та тканини виглядають, 

тим вища ймовірність розвитку злоякісних пухлин. Деякі типи дисплазії 

вимагають моніторингу або лікування, а інші – ні. Прикладом є 

диспластичний невус (ненормальна родимка) на шкірі, який  перетворитися 

на меланому, хоча в більшості випадків це не так [6]. 

3. Карцинома in situ: це ще більш запущений стан. Іноді його називають 

злоякісним новоутворенням 0 стадії, але це не справжня пухлина, оскільки 

аномальні клітини не вторгаються в сусідні тканини, як це роблять клітини 
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злоякісного новоутворення. Однак, оскільки деякі карциноми in situ можуть 

стати раковими, їх зазвичай лікують [7]. 

Існує понад 100 різних типів злоякісних новоутворень, які зазвичай 

називаються відповідно до органів або тканин, з яких вони виникають. 

Наприклад, злоякісна пухлина легенів виникає в легенях, а злоякісна пухлина 

мозку розвивається в мозку. Крім того, пухлини можна класифікувати на 

основі типу клітин, з яких вони виникають, наприклад, епітеліальних клітин 

або  плоскої клітини. 

Ось кілька категорій злоякісних новоутворень, які походять із певних 

типів клітин: 

1. Карцинома: 

Карциноми є найпоширенішим типом злоякісних пухлин і походять з 

епітеліальних клітин, які покривають внутрішню та зовнішню поверхні тіла. 

Під мікроскопом ці клітини часто виглядають схожими на стовпчики. 

а) Аденокарцинома утворюється в епітеліальних клітинах, які 

виробляють рідину або слиз, відомих як секреторні тканини. Більшість 

злоякісних пухлин молочної залози, товстої кишки та простати є 

аденокарциномами. 

б) Базальноклітинна злоякісна пухлина починається в базальному 

(основному) шарі епідермісу, зовнішньому шарі шкіри. 

в) Плоскоклітинна карцинома виникає в сквамозних клітинах, які є 

плоскими, схожими на лусочки епітеліальними клітинами, розташованими 

безпосередньо під поверхнею шкіри. Плоскі клітини також вистилають 

багато органів, включаючи шлунок, кишечник, легені, сечовий міхур і нирки. 

Плоскоклітинний рак іноді називають епідермоїдним раком. 

г) Перехідно-клітинна карцинома виникає в перехідному епітелії або 

уротелії, типі епітеліальної тканини, яка може розширюватися та 

скорочуватися. Він міститься в слизовій оболонці сечового міхура, сечоводів, 

ниркової миски (частини нирок) і деяких інших органів. Деякі види 
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злоякісних новоутворень сечового міхура, сечоводів і нирок є перехідно-

клітинними карциномами [8]. 

2. Саркоми: 

Саркоми — це пухлини, які розвиваються в кістках і м’яких тканинах, 

включаючи м’язи, жир, кровоносні судини, лімфатичні судини та фіброзні 

тканини, такі як сухожилля та зв’язки. Остеосаркома є найпоширенішим 

видом злоякісних пухлин кісток. Поширені саркоми м’яких тканин 

включають лейоміосаркому, саркому Капоші, злоякісну фіброзну 

гістіоцитому, ліпосаркому та дерматофібросаркому [9].  

3. Лейкемія: 

Лейкемії - це злоякісні захворювання, які виникають у кровотворних 

тканинах кісткового мозку і не утворюють солідних пухлин. Натомість вони 

призводять до накопичення аномальних лейкоцитів (клітин лейкемії та 

лейкозних бластних клітин) у крові та кістковому мозку, які витісняють 

нормальні клітини крові. Це зміщення може погіршити здатність організму 

транспортувати кисень, контролювати кровотечу та боротися з інфекціями. 

Лейкемію поділяють на чотири основні типи залежно від прогресування 

хвороби (гостра або хронічна) і типу уражених клітин крові (лімфобластні 

або мієлоїдні). Гострий лейкоз прогресує швидко, тоді як хронічний лейкоз 

прогресує повільніше. 

4. Лімфома: 

Лімфома – це тип злоякісної пухлини, який починається в лімфоцитах, 

які є білими кров’яними клітинами (Т-клітинами або В-клітинами), які 

відіграють певну роль в імунній системі. При лімфомі аномальні лімфоцити 

накопичуються в лімфатичних вузлах, лімфатичних судинах та інших 

органах. 

Існує два основних типи лімфом: 

- Лімфома Ходжкіна: характеризується наявністю клітин Ріда-

Штернберга, які зазвичай походять з В-клітин. 
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- Неходжкінська лімфома: різноманітна група ракових захворювань, які 

починаються в лімфоцитах і далі розвиваються з В-клітин або Т-клітин. Ці 

види злоякісних новоутвоернь відрізняються за швидкістю росту від 

повільного до швидкого [10]. 

5. Множинна мієлома: 

Множинна мієлома – це тип неоплзії, який починається в плазматичних 

клітинах, свого роду імунних клітинах. Аномальні плазматичні клітини, 

відомі як клітини мієломи, накопичуються в кістковому мозку та утворюють 

пухлини в кістках. Цей стан також називають плазмоцитарною мієломою або 

хворобою Келера [11]. 

6. Меланома: 

Меланома – це злоякісна пухлина, яка починається в меланоцитах, 

клітинах, відповідальних за вироблення меланіну, який надає шкірі колір. 

Хоча більшість меланом розвивається на шкірі, вони також виникають в 

інших пігментованих тканинах, таких як око [12]. 

7. Пухлини головного та спинного мозку: 

Існують різні типи пухлин головного та спинного мозку, названі 

відповідно до типу клітин, з яких вони походять, і їх розташування в 

центральній нервовій системі. Наприклад, астроцитарна пухлина починається 

в зіркоподібних клітинах мозку, які називаються астроцитами, які 

підтримують здоров’я нервових клітин. Ці пухлини є доброякісними 

(нераковими) або злоякісними (раковими) [13]. 

Інші типи пухлин: 

- Пухлини зародкових клітин: ці пухлини походять із клітин, які 

розвиваються в сперматозоїди або яйцеклітини. Вони утворюються майже в 

будь-якій частині тіла і бути як доброякісними, так і злоякісними. 

- Нейроендокринні пухлини: ці пухлини розвиваються з клітин, які 

вивільняють гормони в кров у відповідь на сигнали нервової системи. 

Нейроендокринні пухлини можуть виробляти надлишок гормонів, що 

призводить до різних симптомів, і є доброякісними або злоякісними. 
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- Карциноїдні пухлини: підтип нейроендокринних пухлин, карциноїдні 

пухлини ростуть повільно і зазвичай виявляються в шлунково-кишковій 

системі, найчастіше в прямій і тонкій кишці. Вони мають властивість 

метастазувати в печінку або інші частини тіла і можуть виділяти такі 

речовини, як серотонін або простагландини, викликаючи карциноїдний 

синдром [8]. 

1.2 Методи лікування онкологічних захворювань 

У медичній практиці використовується широкий спектр методів 

лікування онкологічних захворювань. Для пацієнтів назначається, зазвичай, 

комплекс методів. Це дає ефективніші результати у лікуванні хворих. 

Найбільш поширеними методами лікування онкологічних захворювань є: 

хірургічне втручання, хіміотерапія та променева терапія.  

Хірургічне втручання – це процедура, під час якої лікарі під анастезією 

видаляють ракові тканини. Існує кілька видів хірургічного втручання: 

малоінвазивне та відкрите. При малоінвазивній хірургії лікар робить кілька 

маленьких розрізів замість одного великого. Через один із цих маленьких 

розрізів вставляється довга тонка трубка з крихітною камерою, яка 

називається лапароскопом. Камера проектує зображення зсередини тіла на 

монітор, дозволяючи хірургу візуалізувати об’єкт. Потім через інші невеликі 

розрізи вводять спеціальні хірургічні інструменти для видалення пухлини та 

деяких навколишніх здорових тканин. Під час відкритої операції хірург 

робить один великий розріз, щоб видалити пухлину, деякі навколишні 

здорові тканини та, можливо, сусідні лімфатичні вузли. 

Хірурги є висококваліфікованими професіоналами, які вживають усіх 

заходів, щоб запобігти ускладненням під час операції. Однак проблеми 

однаково можуть виникнути. Після хірургічного втручання біль у зоні 

операції є нормальним явищем. Інтенсивність болю залежить від обсягу 

хірургічного втручання, конкретної задіяної частини тіла та індивідуальної 

переносимості болю. Іншим потенційним ускладненням після операції є 

інфекція. Щоб мінімізувати ризик інфікування, потрібно дотримуватися 



20 
 

 
 

вказівок лікаря щодо догляду за місцем операції. Якщо виникає інфекція, 

лікар призначає  антибіотики для її лікування. До хірургічних ризиків ще 

відносяться:  кровотеча, пошкодження сусідніх тканин і побічні реакції на 

анестезію [14]. 

Хіміотерапія – це використання лікарських препаратів для боротьби з 

онкологічними захворюваннями. Хіміотерапія діє шляхом пригнічення або 

уповільнення швидкого росту ракових клітин. Вона використовується для 

двох основних цілей: лікування злоякісних новоутворень (хіміотерапія може 

вилікувати рак, зменшити ймовірність його рецидиву, або зупинити, або 

уповільнити його прогресування), полегшити симптоми злоякісних пухлин 

(хіміотерапія може зменшити пухлини, які викликають біль та інші 

симптоми). 

Хіміотерапія націлена на ракові клітини, що швидко ростуть, але вона 

також впливає на здорові клітини, які швидко ростуть і діляться, наприклад у 

роті, кишечнику та волосяних фолікулах. Це пошкодження здорових клітин 

може призвести до побічних ефектів, таких як виразки в роті, нудота та 

випадіння волосся. Ці побічні ефекти зазвичай покращуються або зникають 

після закінчення хіміотерапії. Найпоширенішим побічним ефектом є втома, 

через яку пацієнти відчувають себе надзвичайно втомленими та 

виснаженими [15]. 

Радіотерапія — це лікування раку, яке передбачає використання 

високих доз радіації для знищення ракових клітин і зменшення розміру 

пухлини. 

У високих дозах променева терапія знищує ракові клітини або 

пригнічує їх ріст, пошкоджуючи їх ДНК. Ракові клітини з непоправним 

пошкодженням ДНК перестають ділитися і відмирають. Променева терапія 

не відразу вбиває ракові клітини. Потрібні дні або тижні лікування, перш ніж 

ДНК буде пошкоджено настільки, що ракові клітини загинуть. Згодом ракові 

клітини продовжують гинути протягом тижнів або навіть місяців після 

закінчення променевої терапії. 
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Існує два основних типи променевої терапії: зовнішня і внутрішня. 

Зовнішня променева терапія використовує апарат для спрямування 

випромінювання на рак.   Він не торкається вас, але рухається навколо вас, 

надаючи випромінювання до певної частини вашого тіла під різними кутами. 

Цей метод є локалізованим лікуванням, тобто він спрямований на певну 

область.  

Внутрішня променева терапія передбачає розміщення джерела 

випромінювання всередині вашого тіла, яке є твердим або рідким. Коли 

використовується тверде джерело, це називається брахітерапією. У 

брахітерапії капсули, що містять джерело випромінювання, поміщають у 

пухлину або поблизу неї. Подібно до зовнішньої променевої терапії, 

брахітерапія є локалізованим лікуванням, спрямованим лише на певну 

частину вашого тіла. Ця капсула випромінює рентгенівські промені протягом 

певного часу [16]. 

Традиційні методи лікування залишаються все ще не ефективними. 

Тому для боротьби з раком розробляється ряд нових методик. Вони 

показують високу ефективність у комбінації з іншими методами лікування. 

На даний час стрімко розвивається таргетна терапія та імунотерапія.  

Таргетна терапія — це форма лікування раку, яка зосереджується на 

білках, відповідальних за ріст, поділ і поширення ракових клітин. 

Маломолекулярні препарати досить маленькі, щоб легко проникати в 

клітини, що робить їх придатними для мішеней, розташованих усередині 

клітин. Моноклональні антитіла — це білки, виготовлені в лабораторії, 

створені для зв’язування зі специфічними мішенями ракових клітин. Деякі 

моноклональні антитіла допомагають імунній системі розпізнавати та 

знищувати ракові клітини. Інші безпосередньо пригнічують ріст ракових 

клітин або викликають їх самознищення. Крім того, деякі моноклональні 

антитіла доставляють токсини до ракових клітин [17]. 

Імунотерапія — це лікування раку, яке підвищує здатність вашої 

імунної системи боротися з раком.  
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Для лікування раку використовується кілька типів імунотерапії, 

зокрема: 

1. Інгібітори імунних контрольних точок: моноклональні антитіла  

блокують імунні контрольні точки, які зазвичай регулюють імунну відповідь, 

щоб запобігти її надмірній активності. Блокуючи ці контрольні точки, 

препарати дозволяють імунним клітинам ефективніше атакувати рак. 

2. Т-клітинна трансферна терапія: основана на посиленні природної 

здатність Т-клітин боротися зі злоякісними новоутвореннями. Імунні клітини 

виділяються з пухлини, а ті, які є найбільш ефективними проти раку, 

відбираються або модифікуються в лабораторії. Потім ці клітини 

розмножуються і знову вводяться в організм через вену. Дана терапія також 

відома як адоптивна клітинна терапія, адоптивна імунотерапія або 

імуноклітинна терапія. 

3. Моноклональні антитіла: створені в лабораторії білки імунної 

системи призначені для зв’язування з конкретними мішенями на ракових 

клітинах. Деякі моноклональні антитіла маркують ракові клітини для 

легшого виявлення та знищення імунною системою, що робить їх різновидом 

імунотерапії. 

4. Лікувальні вакцини: підсилюють реакцію імунної системи на ракові 

клітини, відрізняючись від профілактичних вакцин тим, що націлені на 

наявну пухлину. 

5. Модулятори імунної системи посилюють загальну імунну відповідь 

організму проти злоякісного новоутворення. Деякі спеціально націлені на 

частини імунної системи, а інші мають ширший ефект [18]. 

1.3 Загальна характеристика дендритних клітин 

Дендритні клітини (ДК) – це професійні антигенпрезентуючі клітини. 

Вони являють собою різні гетерогенні популяції, які відрізняються 

фенотипово і функціональними властивостями. Їх основа функція – це 

стимуляція, регуляція і підтримка імунної відповіді, підтримка  гомеостазу 
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організму і запобігання розвитку аутоімунних захворювань у людському 

організмі. 

Відкриття ДК і подальша ідентифікація патерн-розпізнавальних 

рецепторів (ПРР), дало поштовх до розуміння взаємозв’язків між вродженою 

та адаптивною імунною системами, запропоновані Іллею Мечніковим і 

Пауль Ерліхом відповідно. До того, як були охарактеризовані ДК, вважалося, 

що лімфоцити можуть самостійно ініціювати імунну відповідь. Проте 

експерименти Дональда Е. Мозьєра з використанням системи, розробленої 

Робертом Мішеллом і Річардом Даттоном, показали, що в той час як 

суспензії цілих мишачих спленоцитів можуть виробляти антитіла до 

гетерологічних еритроцитів, очищені лімфоцити цього робити не можуть, що 

свідчить про те, що додаткові клітини в селезінці необхідні для ініціації 

адаптивної імунної відповіді. Спочатку ці додаткові клітини вважалися 

макрофагами. Коли Ральф Стейнман приєднався до лабораторії Занвіла Кона, 

він виявив серед клітин селезінки миші напівадгезивний тип клітин із чіткою 

морфологією, які пізніше ідентифіковані як ДК через їхню деревоподібну 

форму та низький вміст лізосом порівняно з макрофагами. Подальші 

дослідження Стейнмана та його колег встановили, що ДК відокремлені від 

макрофагів і є найпотужнішими стимуляторами Т-клітинних відповідей 

серед додаткових клітин селезінки. ДК вперше виявлені Ральфом 

Стейнманом у 1973 році. 

Крім стимуляції Т-клітин, ДК також здатні захоплювати антигени та 

транспортувати їх до сусідніх лімфоїдних тканин. Ранні дослідження 

показали, що клітини Лангерганса (КЛ) можуть мігрувати зі шкіри до 

дренуючих лімфоїдних органів, несучи антигени. КЛ вважають типом 

периферичних ДК і, як виявлено, у культурі клітин вони при взаємодії з 

антигеном стають морфологічно схожими до ДК, які виділені із селезінки 

миші. На основі цих факторів, розроблено концепцію дозрівання ДК, яка 

передбачає, що КЛ периферичної тканини поглинають зразки антигенів і 
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дозрівають до імуностимулюючого стану, в процесі міграції до вторинних 

лімфоїдних органів для представлення антигенів, наївним Т-лімфоцитам 

На даний час виділяють велику кількість підтипів ДК, які виконують 

широкий спектр функцій. Умовно можна поділити їх за такою 

класифікацією: звичайні ДК і плазмоцитоїдні ДК, а також, за стадією 

розвитку: незрілі та зрілі [19-22].  

В ряді досліджень  використали стромальні клітини кісткового мозку 

миші, які місять гемопоетичні стовбурові клітини, з додаванням різних 

біоактивних медіаторів для отримання певної популяції попередників ДК, 

яка дає початок різним підмножинам дендритних клітин, виявлених у крові.  

На основі отриманих даних встановлено, що ДК і моноцити походять від 

одного і того ж попередника (моноцитарний та ДК попередник) (МДП). Для 

ДК виділяють головний ДК попередник (ГДП). ГДП є початковою формою 

для пре-ДК, потім ці клітини мігрують з кісткового мозку, утворюючи дві 

основні популяції ДК. Попередники гранулоцитарно-моноцитарних ДК 

людини послідовно розвиваються в попередники моноцитарних ДК, які 

згодом дають початок звичайним попередникам ДК, які обмежені 

утворенням трьох основних підмножин ДК: ДК CD1c+ і CD141+ ДК ( разом 

вважаються звичайними ДК або кДК) і плазмоцитоїдні ДК (пДК) [23].  

За фенотипом дендритні клітини людини не мають лінійних маркерів 

(CD3, CD19, CD14, CD20, CD56 і глікофорин А), але вони експресують 

головний комплекс гістосумісності II типу. кДК і пДК представляють основні 

типи ДК у крові та лімфоїдній тканині. кДК — це MHC- II+, CD11c+ і далі 

поділяються на підгрупи CD1c+ і CD141+. Три популяції ДК також можна 

розрізнити за молекулярними ознаками: CD1c+ ДК експресують IRF4, 

Notch2, Rbpj і Klf4 (білки-активатори/репресори та фосфопротеїни, які 

задіяні у таких біологічних процесах, як транскрипція, регуляція 

транскрипції, альтернативний сплайсинг); CD141+ ДК експресують IRF8, 

batf3, Bc16 і Flt3 (білки-активатори/репресори, трансферази, кінази, 

фосфопротеїни, які залучені у таких біологічних процесах, як 
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альтернативний сплайсинг та регуляція транскрипції); і пДК експресують 

IRF8, Bcl11a, Spi-B, E2-2, Runx1 та ІЛ-3RA (білки-активатори/репресори, які 

задіяні у таких біологічних процесах, як транскрипція, регуляція 

транскрипції, ацетилювання, альтернативний сплайсинг). CD1c+ ДК є 

підгрупою, тоді як CD141+ ДК є незначною популяцією, принаймні в крові. 

Вважається, що CD141+ дендритні клітини є людським еквівалентом 

мишачих CD8+ дендритних клітин, які здатні презентувати клітинно-

асоційовані антигени CD8+ Т-клітинам. CD1c+ ДК експресують toll-подібний 

рецептор (TLR) 1-8 і при стимуляції можуть секретувати інтерлейкін-12 (ІЛ-

12), фактор некрозу пухлини (ФНП-α), ІЛ-8 та ІЛ-10. CD141+ ДК 

експресують TLR 3 і TLR 8 і секретують високі рівні інтерферону I типу 

після стимуляції синтетичною дволанцюговою РНК  полі-ICLC. Ця підгрупа 

ДК також відома тим, що виробляє високі рівні ІЛ-29 або інтерферону III 

типу у відповідь на активацію TLR  3. CD141+ ДК виключно експресують 

Clec9A (рецептор 1 лектинової групи ДК, ПКК), ендоцитний рецептор, який 

робить клітини більш здатними сприймати та презентувати антигени, 

отримані з некротичних клітин, а також хемокіновий рецептор XCR1. Хоча і 

CD1c+, і CD141+ ДК можуть перехресно презентувати антигени CD4+ і 

CD8+ Т-клітинам, CD141+ ДК можуть бути більш ефективними, хоча це 

може залежати від типу та форми антигенів і способу доступу до них [23-25]. 

Плазмоцитоїдні ДК є головними ефекторними клітинами в імунній 

відповіді. Вони мають здатність виробляти більше інтерферону типу I (ІФН-

α/β) ніж інші типи клітин, у відповідь на вірусну інфекцію. Ці клітини 

отримують антиген через опосередкований  рецепторами ендоцитоз, або коли 

поглинають вмираючі клітини, проте роблять це не так ефективно, як кДК. 

пДК швидко презентують антигени CD8+ T-клітинам, за допомогою 

перехресного шляху.  Такі клітини експресують високі рівні TLR 7 і TLR 9 

[23, 26-28]. 

Плазмоцитоїдні ДК є майже у всіх тканинах, але найбільша їх кількість 

знаходиться у лімфатичних вузлах, мигдаликах, селезінці, тимусі, крові та 
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деяких інших периферичних тканинах, таких як печінка та слизова оболонка 

носа [22]. Також дендритні клітини містяться у шкірі. Виділяють п’ять типів: 

клітини Лангерганса (КЛ); CD14+ ДК; CD1a+ ДК; CD1c+ ДК; CD141+ ДК. 

Клітини Лангерганса вважаються основними антиген презентуючими 

клітинами (АПК), які містяться в епідермісі. Ці клітини отримують та 

переносять антиген до лімфатичних вузлів, де презентують його Т-клітинам, 

щоб викликати імунну відповідь [29].  

1.4  Механізм процесингу і презентації антигену дендритними 

клітинами 

До того, як дендритна клітина зустрінеться з патогеном і презентує 

антиген на поверхні вона відноситься до незрілих ДК. За допомогою 

«активуючих подразників» відбувається серія  складних фенотипічних та 

функціональних змін. Цей процес «активації» чітко контролюється і 

регулюється організмом. Такі клітини характеризуються підвищенням рівня 

регуляції хемокінових рецепторів (наприклад, CCR 7), костимуляторних 

молекул (CD54, CD80 і CD86), молекул адгезії та молекул MHC I та II  типу. 

Цитокіни, що виробляються під час диференціації ДК впливають на імунну 

відповідь, що формується за допомогою CD4+ T-клітинними підтипами, 

такими як Т-хелпери 1 (Тх-1), Т-хелпери 2 (Тх-2) і регуляторними Т-

клітинами. ДК регулюють імунні відповіді, які розгортаються шляхом 

активації В-клітин та В-клітин пам’яті, природні кілерні клітини (ПКК) і 

природні кілерні Т-клітини (ПКТ). Дозрівання ДК призводить до того, що 

фагоцитарна активність знижується, натомість посилюється процесинг та 

презентація антигену, також покращується міграція до лімфоїдних та 

збільшується здатність стимулювати В- і Т-клітини. Дозрівання може бути 

спровоковане мікробними продуктами, які викликають активацію рецепторів, 

таких як TLRs34, або внутрішньоклітинних адапторних білків, таких як RIG-

I35. Також, можливе активування через запальні молекули, такі як ФНПα, ІЛ-

1, ІЛ-6 та ІФНα, які виробляються клітинами імунної системи або ураженими 
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тканинами. Мертві клітини також виділяють фактори, що активують ДК, такі 

як білки теплового шоку, РНК і ДНК [30-38]. 

ДК захоплюють антигени за допомогою різних механізмів, таких як 

фагоцитоз, мікро- або макропіноцитоз та ендоцитоз, цьому сприяють  такі 

рецептори, як Fc-рецептори (такі як рецептори Fcγ I типу  або CD64 та 

рецептори Fcγ II типу  або CD32), інтегрини (наприклад, αvβ3 або αvβ5), 

рецептори лектину С-типу (ЦЛР, включаючи рецептор манози та DEC205), 

рецептори апоптотичних клітин і рецептори фагоцитозу. Захоплені антигени 

піддаються процесингу або через ендогенний шлях, що призводить до 

презентації на молекулах MHC  I класу до CD8+ T-клітин, або через 

екзогенний шлях, що призводить до презентації на молекулах MHC II класу  

до CD4+ T-клітин. Крім того, ДК здатні обробляти антигени за допомогою 

двох шляхів перехресної презентації: цитозольного шляху та вакуолярного 

шляху. У цитозольному шляху антигени транспортуються до цитоплазми, 

обробляються в протеасомі та завантажуються на новостворені молекули 

MHC I класу, можливо, за участю механізму ендоплазматичного ретикулуму. 

Вважається, що вакуолярний шлях, менш вивчений, відбувається в 

ендоцитних компартментах, будучи стійким до інгібіторів протеасом, але 

чутливим до інгібіторів лізосомального протеолізу, і залежить від 

катепсину S. 

Нещодавні дослідження вказують на те, що сигналізація TLR впливає 

на дозрівання фагосом і призводить до накопичення молекул MHC I класу у 

фагосомах для ефективної перехресної презентації. Незважаючи на триваюче 

дослідження механізмів, що лежать в основі крос-презентації, здатність ДК 

використовувати цей процес для активації CD8+ Т-клітин добре встановлена. 

ДК можуть представляти антигени в нетрадиційних формах, крім пептидів, 

таких як фосфопептиди та цитруліновані антигени, які розпізнаються Т-

клітинами та є потенційними мішенями для імунотерапії. Крім того, ДК 

обробляють ліпідні антигени та презентувати їх на молекулах CD1d для 

активації клітин ПКТ. Вони також розпізнають антигени, що містять 



28 
 

 
 

вуглеводні структури, за допомогою CLR, таких як MMR, DEC205 і ДК-

SIGN, які функціонують як ендоцитні рецептори для інтерналізації та 

обробки антигену, хоча деякі C-лектиноподібні рецептори (ЦЛР), такі як 

MICL і DICR, можуть мати інгібіторну роль [39-47]. 

1.5  Індукція імунітету 

Після дозрівання ДК переміщуються до вторинних лімфоїдних тканин, 

таких як лімфатичні вузли (де вони захоплюють антигени зі шкіри та твердих 

органів), селезінка (де вони захоплюють антигени з крові) або Пеєрові 

бляшки (де вони захоплюють антигени з просвіту кишечника). Тут вони 

взаємодіють з Т- і В-клітинами. кДК проходять через аферентну лімфу від 

нелімфоїдних тканин до багатих Т-клітинами зон лімфатичних вузлів. пДК 

також мігрують до Т-клітинних ділянок вторинних лімфоїдних тканин, але 

вони роблять це через високі ендотеліальні венули лімфатичних вузлів і 

маргінальну зону селезінки, ймовірно, за допомогою CCR 7 і CD62-L. Як 

активовані кДК, так і пДК крові можуть рухатися у відповідь на хемокіни 

(CC L19 і CCL 21), які направляють їх до лімфатичних вузлів через експресію 

CCR7. Наявність CCR7 та інфільтрація CD141+ ДК пов’язані зі збільшенням 

інфільтрації Т-клітин у пухлинах і покращенням клінічних результатів при 

меланомі. Нещодавно дослідження на мишах показали, що стратегічно 

розташовані ДК в лімфатичних вузлах можуть викликати Т-клітинні 

відповіді набагато швидше і незалежно від мігруючих ДК. Ці ДК, 

розташовані в ендотелії лімфатичних синусів, можуть «сканувати» лімфу, 

щоб захопити розчинні антигени та швидко ініціювати імунну відповідь. 

Можна розробити специфічні антигенні ад’ювантні платформи для 

націлювання на ці підмножини ДК [48-51]. 

Т-клітини специфічно розпізнають антигени, представлені на 

молекулах MHC на поверхні дендритних клітин  через їхні Т-клітинні 

рецептори (ТКР). Т-клітини CD8 розпізнають пептиди, зв’язані з молекулами 

MHC I класу , тоді як Т-клітини CD4 розпізнають пептиди, зв’язані з 

молекулами MHC II класу . Активація Т-клітин залежить від інтенсивності та 
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тривалості їх взаємодії з ДК, що відбувається через утворення 

імунологічного синапсу (ІС). ІС виникає в результаті реорганізації 

цитоскелета всередині Т-клітини, що призводить до динамічного 

кластеризації поверхневих рецепторів і сигнальних молекул у 

супрамолекулярні кластери активації. Далі ці кластери створюють 

оптимальне середовище для сигналізації TCR. Під час дозрівання ДК 

посилення костимулюючих молекул (CD40, CD86) і молекул MHC має 

важливе значення для встановлення стабільних і тривалих контактів з Т-

клітинами через ІС, що необхідно для експансії Т-клітин і диференціювання 

в Т-клітини пам’яті та ефекторні Т-клітини. 

ДК також  активують наївні В-клітини та В-клітини пам’яті, головним 

чином шляхом стимуляції CD4 Т-клітин, таких як Т-фолікулярні хелперні 

клітини, які сприяють росту В-клітин і виробленню антитіл. Такі фактори, як 

B-Lys і APRІЛ, що виробляються ДК, впливають на перемикання класів 

антитіл і проліферацію B-клітин. Фолікулярні ДК у зародкових центрах 

лімфатичних вузлів підтримують  В-клітини пам’яті шляхом утворення 

комплексів антиген-антитіло та постійної стимуляції В-клітин. Крім того, ДК 

активують ПКК через ІЛ-12, ІЛ-15 та інтерферони I типу (ІФН). ІЛ-12 з ДК 

посилює цитолітичну активність ПКК, тоді як взаємодія ПКК додатково 

сприяє дозріванню ДК. ПКК і Т-клітини CD8 продукують XCL1 і XCL2, 

рекрутуючи та активуючи ДК, що експресують рецептор XCR1. Нарешті, ДК 

активують ПКК і Т-клітини через інваріантні молекули CD1 та презентацію 

гліколіпідів. Отже, ДК відіграють вирішальну роль у мобілізації багатьох 

компонентів як вроджених, так і адаптивних імунних відповідей [52-54]. 

Окрім запуску імунної відповіді, дендритні клітини відіграють 

вирішальну роль у підтримці периферичної толерантності та запобіганні 

аутоімунітету. Незрілі ДК не здатні ефективно активувати Т-клітини, 

оскільки вони експресують низькі рівні MHC і костимуляторних молекул. ДК 

можуть також виробляти індоламін-2,3-діоксигеназу (IDO) у відповідь на 

специфічні стимули, що призводить до зупинки Т-клітинного циклу або 
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апоптозу, можливо, через контррегуляторний ефект. Метаболіти катаболізму 

триптофану, що виробляються IDO, безпосередньо надають цитотоксичну 

дію на Т-клітини. Крім того, через виробництво IDO ДК можуть сприяти 

диференціації регуляторних Т-клітин (T-рег.), які можуть проникати в різні 

типи пухлин і пригнічувати проліферацію Т-клітин за допомогою механізмів, 

що включають TGFβ, ІЛ-10 і CTLA-4. 

Міграційні ДК мають спеціалізовану функцію периферичної 

толерантності, індукуючи генерацію Т-рег. У рамках своєї функції імунного 

нагляду незрілі ДК захоплюють власні антигени та, без сигналів дозрівання, 

індукують толерантність до цих власних антигенів. ДК також полегшують 

толерантність до власних антигенів шляхом фагоцитозу апоптотичних клітин 

через такі рецептори, як LOX-1, CD36, інтегрини (αvβ3 і αvβ5) і рецептори 

комплементу (CR3 і CR4). Зв'язування апоптотичних клітин з CR3 на ДК 

призводить до зниження дозрівання у відповідь на ліпополісахарид (ЛПС) і 

зниження праймування та активації відповідей Т-клітин пам'яті. Крім того, 

зв’язування апоптичних мікрочастинок із CD44 може пригнічувати функцію 

ДК людини. Ці можливості роблять ДК дуже ефективними інструментами 

для індукції толерантності в таких контекстах, як трансплантація та 

аутоімунні захворювання [55-59]. 

1.6 Дендритні клітини в імунотерапії онкологічних захворювань 

Кілька наукових досліджень встановили, що під час лікування 

онкологічних захворювань роль імунної системи є дуже важливою. По-

перше, було припущено, що деякі випадки спонтанної регресії були 

викликані саме імунною відповіддю. По-друге, доведено до відома, що 

існують у людському організмі імуногенні пухлиноасоційовані або 

пухлиноспецифічні антигени, які розпізнаються В- і Т-клітинами. По-третє, 

миші з нокаутом, у яких відсутні елементи сигнального шляху ІФН і 

перфорин мають значно вищий ризик розвитку пухлини. Нарешті, адоптивне 

перенесення лімфоцитів, що інфільтрують пухлину, або сконструйованих Т-

клітин, специфічних для пухлинного антигену, призвело до регресії пухлини 
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у пацієнтів з меланомою. У сукупності ці дослідження демонструють захисну 

роль імунної системи в ліквідації пухлини [60-62]. 

Взаємозв'язок між імунною системою та пухлинами тепер описується 

трьома фазами імуноредагування раку: елімінація, рівновага та втеча. Під час 

фази елімінації активуються як вроджені, так і адаптивні імунні реакції для 

знищення пухлин. У фазі рівноваги імунна система чинить селекційний тиск 

на пухлину. Пухлинні клітини, які протистоять цьому тиску, прогресують до 

фази виходу, де вони неконтрольовано ростуть і стають злоякісними. 

Враховуючи вирішальну роль дендритних клітин у ініціації імунної 

відповіді та спостереження, дослідники припустили, що ДК можуть бути 

ефективним інструментом для посилення ендогенної протипухлинної 

відповіді і ліквідації пухлини. Як доказ принципу, контрольоване 

дослідження за участю здорових суб’єктів показало, що одноразова ін’єкція 

ДК-вакцини, що містить ДК з імпульсним антигеном, може індукувати 

антиген-специфічні імунні відповіді in vivo, тоді як сам по собі розчинний 

антиген не може. Цей результат вказує на те, що ДК можуть бути успішно 

завантажені антигенами та після ін’єкції мігрувати до лімфоїдних тканин для 

активації антиген-специфічних Т-клітин. Підтримуючи цю ідею, ранні 

клінічні випробування з використанням генерованих ex vivo ДК, 

імпульсованих пухлинними антигенами, продемонстрували індукцію імунної 

відповіді, відкриваючи шлях для подальших маніпуляцій з ДК для посилення 

імунної відповіді in vivo [63-65]. 

Не зважаючи на численні дослідження дендритних клітин їх 

оптимізація дозрівання ще вивчається. Хоча найбільш популярний метод у 

клінічних випробуваннях є використання генерованих моноцитарних ДК ex 

vivo, але наразі не відомо, яка первинна підгрупа ДК є найкращою для того, 

щоб використовувати її як ад’ювант або мішень для вакцинації. Це важливо, 

тому що ДК отримані з мононуклеарів не можна порівняти з підмножинами 

ДК у стаціонарному стані, які присутні в організмі.  
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Висновок до розділу 1 

Отже проаналізувавши літературні джерела ми виклали інформацію 

про злоякісне новоутворення та його види. Також у цьому розділі описано 

методи лікування та пошук нових, більш дієвих методів. Подається загальна 

характеристика дендритних клітин, починаючи від їх відкриття, процесом 

презентації антигену, індукції імунітету і до використання їх у імунотерапії 

онкологічних захворювань. 
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РОЗДІЛ 2 

ОБ’ЄКТ, МЕТА ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ 

 

Експериментальну частину кваліфікаційної роботи виконано на базі 

Науково-дослідного відділення експериментальної онкології ДНП 

«Національний інститут раку», а саме: дослідження оптимізації дозрівання 

генерованих дендритних клітин за допомогою біоактивних медіаторів. 

Об’єкт дослідження. ДК моноцитарного походження.   

Предмет дослідження. Рівень експресії поверхневих CD маркерів та 

мРНК  генів цитоків і хемокінів у ДК. 

Мета дослідження. Розробити ефективну технологію отримання Тх-1 

– поляризуючих ДК моноцитарного походження із використанням різних 

біоактивних медіаторів. 

 

2.1 Характеристика хворих на злоякісні новоутворення та схема 

застосування специфічної активної імунотерапії на основі дендритних 

клітин 

В процесі виконання роботи нами було використано біологічний 

матеріал 40 пацієнтів з діагнозом рак легені (РЛ) та 25 практично здорових 

людей віком від 23 до 45 років без онкологічної патології в анамнезі. Всі 

хворі були сповіщені про проведення досліджень і дали інформовану згоду 

на їх виконання. Дослідження проводились згідно етичних норм, прийнятих 

українським законодавством. 

Імунотерапію на основі ДК призначали в ад’ювантному режимі, після 

основного лікування. Кількість ДК, «навантажених» аутологічними 

механохімічно активованими ліофілізованими пухлинними клітинами на 

одне введення складала (3,0-10,0)х106. ДК вводили внутрішньовенно хворим 

на РЛ. Усім хворим проводили 4 ін'єкції (етапи) з періодичністю 1 раз на 

місяць. 

 



34 
 

 
 

 

2.2 Культуральні методи 

ДК генерували із моноцитів периферичної крові (всі маніпуляції 

проводили з дотриманням правил асептики). Лейкоцити сепаративно 

розділяли у градієнті щільності фіколу (p = 1,077 г/см3) після чого клітини 

ресуспендували в середовищі RPMI–1640 («Sigma», США) з додаванням 2 

мM/л L-Gly, 100 мкг/мл стрептомиціну та 100 од/мл пеніциліну та інкубували 

у пластиковому флаконі при температурі 37 ℃, 5 % СО2 протягом 2-3 годин. 

Після чого клітини злегка струшували та видаляли ті, що не прикріпилися, 

шляхом їх змивання. Концентрацію клітин доводили до 0,5 х 106/мл 

середовищем культивування та додавали 1 % аутологічної плазми та 100 

нг/мл рекомбінантного гранулоцито-макрофагально-колонієстимулюючого 

фактору (ГМ-КСФ) людини («Leucomax Novartis», Індія / «Schering-Plaugh», 

США або «ICN», США), 20 нг/мл інтерлейкіну-4 (ІЛ-4) («Sigma», США). 

Ростові фактори також додавали до ДК на 3-тю добу культивування. На 7-му 

добу дозрівання до ДК додавали 100 нг/мл ЛПС («Sigma», США) або інші 

біоактивні медіатори.  

З метою визначення оптимальної концентрації ІФНα для дослідження 

використовували рекомбінантний 2αb-ІФН («Лаферобіон», «Біофарма», 

Україна) використовувався в концентраціях 10 тис.МО/мл або 100 

тис.МО/мл. 

2.3 Імуноцитохімічне фарбування ДК 

ДК культивувались на покривних скельцях в стерильних чашках Петрі 

(«Хімлаборреактив», Україна). На 8-му добу культивування відбирали 

надосадову рідину та відмивали клітини 1 мл ЗФР. Потім фіксували ДК в 1 

мл  4% параформальдегіда протягом 10 хвилин при кімнатній температурі та 

пермобілізували мембрани  в 1 мл 0,3 % Triton X 100 («Sigma», США) при 

кімнатні температурі протягом 5 хвилин. Відмивали клітини спочатку 

розчином ЗФР двічі, а потім 1 мл 1 % розчина бичачого сироваткового 

альбуміну та інкубували 1 год. при кімнатній температурі постійно 
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струшуючи. Відбирали над осадову рідину і відмивали розчином 2 мл ЗФР. 

Потім на скло наносили фалоїдин («Abbot», США) в розведенні 1:500 та 

інкубували протягом 1 години  при кімнатній температурі постійно 

струшуючи та відмивали ЗФР тричі. Покривні скельця виймали з чашок 

Петрі, наносили DAPI Counterstain II («Abbot», США) для фарбування 

хроматину і поміщали покривні скельця стороною з ДК на предметне скло. 

2.4 Імунологічні методи дослідження 

Аналіз функціональних та фенотипових характеристик ДК проводили 

методом проточної цитофлуориметрії з використанням моноклональних 

антитіл до маркерів CD83, CD86, CD11с мічених 

флюоресцеїнаізотіоцианатом (ФІТЦ), та антитіл до HLA-DR, мічених 

фікоеритрином (РЕ) («Becton Сoulter», США). Показник фагоцитарної 

активності (ФА) ДК визначали за допомогою проточної цитометрії на основі 

кількісної оцінки поглинутих ними бактерій St. aureus, мічених ФІТЦ. Для 

цього 90 мкл St. аureus, міченого ФІТЦ, в концентрації 109/мл, вносили в 

пробірки для проточної цитометрії, додавали рівний об’єм клітин в 

культуральному середовищі RPMI-1640, в концентрації 2 х 106/мл. В якості 

контролю використовували суспензію клітин в середовищі 199 або RPMI-

1640, в концентрації 2 х 106/мл. Проби інкубували 30 хв при 37 ℃. Далі до 

кожного зразку додавали по 2 мл охолодженого ЗФР і центрифугували при 

1500 об/хв 5 хв. Отриманий осад ресуспендували в 400 мкл 0,4 % розчину 

формаліну. Визначали відносну кількість фагоцитуючих клітин.  

Всі проточноцитометричні дослідження виконувалися на приладі FACS 

Сalibur (“Becton Dickinson”, США), що оснащений двома лазерами 

(довжиною хвилі 488 та 625 нм), з використанням програми CellQuest-PRO 

для комп’ютерів Макінтош для придбання та аналізу даних. Для виміру 

флюоресценції фікоеритрину та РІ використовували вузькополосний фільтр 

585/42 нм, флюоресценції ФІТЦ - 642/75 нм. 
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2.5 Молекулярно-генетичні методи дослідження 

2.5.1 Виділення тотальної РНК та проведення реакції зворотної 

транскрипції 

Для виділення тотальної РНК з ДК методом екстракції на силікатних 

колонках для виділення РНК із тканини та суспензії клітин (Macherey-Magel, 

Німеччина). Для роботи з РНК використовували тільки одноразові стерильні 

пластикові матеріали, які мають спеціальні маркування “Rnase-free”, “Dnase-

free”. Отриманий зразок РНК готовий до обробки ДНКазою та постановки 

реакції зворотної транскрипції. Обробка виділенної РНК ДНКазою необхідна 

для позбавлення від геномної ДНК, яка може бути джерелом хибних 

результатів. Для обробки виділеної РНК ДНКазою використовували реактиви 

DNase, DNase-buffer (“Ambion”, США), та IRNase-inhibitor (“Applied 

Bіosystems”, США) проводили за протоколом виробника. Концентрацію РНК 

визначали методом спектрофотометрії за допомогою спектрофотометра  

Nano Drop 1000 (“Thermo Fisher Scientific” США) та доводили зразок РНК до 

концентрації 200 нг/мкл. Після цього РНК готова до реакції зворотньої 

транскрипції. 

Для проведення реакції зворотньої транскрипції використовували High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (“Thermo Fisher Scientific”, США). 

Отриману в результаті реакції звортної транскрипції кДНК для наступної 

постановки ПЛР розводили в 2 рази ДНК-буфером ( до 20 мкл розчину кДНК 

додають 20 мкл ДНК-буфера), кДНК може зберігатися протягом 2-3 тижнів 

при температурі 4 ºС, до 1 року при температурі -20 ºС та довготривало при 

температурі -70 ºС. Використаний пластиковий посуд (пробірки, 

накінечники) знезаражували в спеціальному контейнері, який містить 

дезинфікуючий 5 %-ний розчин хлораміну або 1Н розчин соляної кислоти. 

2.5.2 Визначення рівня експресії гена ІL-12 методом полімеразної 

ланцюгової реакції з використанням TaqMan зондів 

Послідовності праймерів та TaqMan зондів для визначення рівня 

експресії гена ІL-12, що складається з двох субодиниц ІЛ-12p35 та ІЛ-12p40 
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були підібрані з використанням програми Primer Express® Software v3.0 

(“Applied Bіosystems”, США) та синтезовані фірмою “Applied Bіosystems” 

(США): 

Прямий праймер (GAPDH): 5’TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA3 

Зворотний праймер (GAPDH):3’CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGA5’ 

TaqMan зонд (GAPDH): 6-VIC-ATGCCCTCCCCCATGCCATCCTGCGT-

TAMRA 

Прямий праймер (ІЛ-12p35): 5 CTCCTGGACCACCTCAGTTTG3’ 

Зворотний праймер (ІЛ-12p35): 3’ GGTGAAGGCATGGGAACATT5’ 

TaqMan зонд (ІЛ-12p35): 6-FAM- CCAGAAACCTCCCCGTGGCCA –

TAMRA 

Прямий праймер (ІЛ-12p40): 5 CGGTCATCTGCCGCAAA3’ 

Зворотний праймер (ІЛ-12p40): 3’ TGCCCATTCGCTCCAAGA5’ 

TaqMan зонд (ІЛ-12p40): 6-FAM- CGGGCCCAGGACCGCTACTATAGC 

TAMRA 

Праймери використовували в концентрації 0,3 µM, та зонди в 

концентрації 0,2 µM. Реакційну суміш для проведення реакції ампліфікації 

готували безпосередньо перед використанням. Реакційна суміш містила: 1 

мкл прямого праймеру, 1 мкл зворотного праймеру , 1 мкл TaqMan зонду 4,5 

мкл ПЛР-води, 12,5 мкл TaqMan Universal PCR Master Mix (“Applied 

Byosystems”, США). До суміші додавали 5 мкл розчину кДНК. 

Використовуючи наступний температурний режим: початок ампліфікації при 

95 oС – 5 хв, накопичення ампліфікаційного продукту протягом 50 циклів 94 

oС – 15 с, 60 oС – 1 хв.  

Для контроля рівня експресії мРНК гена ІЛ-12 вимірювали експресію 

мРНК гліцеральдегід-3-фосфатдегідрогенази (GAPDH). Після закінчення 

реакції ампліфікації проводили облік одержаних результатів згідно 

рекомендацій фірми-виробника приладу. Рівень експресії гена ІЛ-12 

оцінювали за допомогою методу ΔΔCt з нормуванням щодо рівня експресії 

контрольного гена. 
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2.5.3 Визначення рівня експресії генів цитокінів та хемокінів 

методом полімеразної ланцюгової реакції з використанням 

флюорохрома SYBRGreen 

Рівень експресії генів цитокінів та хемокінів визначали за допомогою 

методу кількісної ПЛР з детекцією результатів в режимі реального часу на 

приладі 7500 Real-Time PCR Systems (“Applied Bіosystems”, США) з 

використанням специфічних праймерів та асиметричного ціанінового 

катіонного флюорохрома SYBRGreen (С32Н37N4S+) з піком поглинання 

λmax=488 нм та флюоресценції λmax=522 нм, який має високу афінність до 

дволанцюгової ДНК. SYBRGreen, що знаходиться у розчині ПЛР зв’язується 

з дволанцюговою ДНК, тим самим збільшуючи рівень флюоресценції 

пропорційно до накопичення продукту ПЛР.  

Послідовності праймерів були підібрані з використанням програми 

Primer Express® Software v3.0 фірми “Applied Bіosystems” (США) та 

синтезовані фірмою “Applied Bіosystems” (США) (див. табл. 2.1). 

 

Таблиця 2.1 – Послідовність праймерів та умови проведення ПЛР 

Предмет 

дослідже

ння 

Послідовність праймерів Температу

ра відпалу 

праймерів 

(Тm), ᵒC 

Концентрація 

праймерів 

1 2 3 4 

TGF-β 

Прямий праймер –  

GGACATCAACGGGTTCACTA 

Зворотний праймер –  

CCGGTTCATGCCATGAATGG 

60 0,25 

ІЛ-10 

Прямий праймер –  

AGGTGATGCCCCAAGCTGA 

Зворотний праймер – 

TCTCCCCCAGGGAGTTCACA 

60 0,25 

INF-γ 

Прямий праймер –  

CCAACGCAAAGCAATACATGA 

Зворотний праймер –  

TTTTCGCTTCCCTGTTTTAGCT 

60 0,25 
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Продовження таблиці 2.1 

1 2 3 4 

 ФНП-α 

Прямий праймер –  

CCCAGGCAGTCAGATCATCTTC 

Зворотний праймер –  

AGCTGCCCCTCAGCTTGA 

60 0,25 

CCL3 

Прямий праймер –  

CATCATTTGCTGCTGACACG 

Зворотний праймер –  

TGTGGAATCTGCCGGGAG 

60 0,25  

CCL5 

Прямий праймер –  

ACCACACCCTGCTGCTTTG 

Зворотний праймер –  

GCGGTTCTTTCGGGTGACA 

60 0,25  

 IDO 

Прямий праймер –  

TCAATGCCCCATACAACAAA 

Зворотний праймер –  

TGGCAAGACCTTACGGACATCTC 

60 0,25 

CCR7 

Прямий праймер –  

CTCCAGGCACGCAACTTTGA 

Зворотний праймер –  

CACAGGTGCTACTGGTGATGTTGA 

60 0,25 

ІЛT-3 

Прямий праймер –  

CTGTGTCAGTCACGGAGCC 

Зворотний праймер –  

GCAGGTAGTGGGAGAAGCC 

60 0,25 

GAPDH 

Прямий праймер – 

GCCAAGGTCATCCATGACAACTTTGG 

Зворотний праймер – 

GCCTGCTTCACCACCTTCTTGATGTC 

57 0,25 

 

Для проведення ПЛР використовували такий температурний режим:  

– 2 хвилини при температурі 50 ºC ; 

– ампліфікація: початок ампліфікації при температурі 94 ℃ – 8 хвилин, 

і накопичення ампліфікаційного продукту на протязі 45 циклів при 

температурі 94 ℃ – 15 секунд, 55 ℃ – 15 секунд,  72 ℃ – 30 секунд. 

– дисоціація (розділення отриманих продуктів за температурою 

плавлення): при температурі 95 ℃ – 15 секунд, 60 ℃ – 30 секунд, 95 ℃ – 15 

секунд. 
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Для контролю рівня експресії мРНК досліджуваних цитокінів та 

хемокінів вимірювали експресію мРНК (GAPDH). Після закінчення реакції 

ампліфікації проводили облік одержаних результатів згідно рекомендацій 

фірми-виробника приладу. Рівень експресії генів цитокінів оцінювали за 

допомогою методу ΔΔCt з нормуванням щодо експресії контрольного гену.  

Одержані результати обробляли статистично з використанням t-

критерія Стьюдента. Вірогідними вважали значення при рівнях р≥0,05. Закон 

нормального розподілу виборок перевіряли за допомогою статистичних 

тестів Колмогорова-Смирнова. 

 

Висновки до розділу 2 

У другому розділі прописані методи дослідження оптимізації 

генерованих дендритних клітин за допомогою біоактивних медіаторів. 

Відповідно поставленої задачі ми виклали методики дослідження 

генерованих ДК моноцитарного походження. Представлено методику 

вирощування ДК in vitro культуральним методом з додаванням різних 

факторів росту. Використано імунологічний метод для аналізу 

функціональних та фенотипових характеристик ДК, який проводили методом 

проточної цитофлуориметрії з використанням моноклональних антитіл. 

Також використані молекулярно-генетичні методи дослідження, для того 

щоб визначити регуляцію експресії генів, цитоків та хемокінів у ДК.  
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РОЗДІЛ 3 

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА 

 

3.1 Характеристика дендритних клітин моноцитарного походження 

у хворих з різними формами злоякісних новоутворень 

3.1.1 Метод ідентифікації дендритних клітин, одержаних з 

моноцитів периферичної крові хворих на злоякісні новоутворення, за їх 

цитоморфологічними ознаками 

ДК є найбільш ефективними із відомих АПК імунної системи. Вони 

характеризуються наявністю багаточисельних довгих (до 10 мкм) рухомих 

цитоплазматичних відростків, які утворюються в процесі їх активації, 

диференціювання і дозрівання. У культурі вони мають так звану 

“вуалевидну” форму. Така особлива форма та рухомість ДК допомагають їм 

здійснювати основну функцію – захвату та затримки антигену і взаємодії з Т-

клітинами. Унікальні морфологічні властивості були виявлені лише в 

нативних препаратах при фазово-контрастній мікроскопії, однак зрілі ДК не 

характеризуються адгезивними властивостями і тому при стандартних 

методах гістологічного фарбування ДК практично не виявляються. В той же 

час дані про можливість приготування цитологічних препаратів ДК, що 

дозволяють детально характеризувати їхні морфологічні особливості, в 

сучасній літературі практично відсутні. В ході виконання роботи нами був 

розроблений протокол імуноцитотохімічного фарбування ДК генерованих з 

моноцитів периферичної крові. На рис. 3.1 зображені культури ДК, 

пофарбовані DAPI (хроматин) та фалоїдином (цитоплазма). 

Даний метод дозволяє розширити можливості методів візуалізації ДК 

при їх генерації in vitro. 
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Рисунок 3.1 – Флуоресцентна мікроскопія, х 1000. Дендритні клітини, 

генеровані з моноцитів периферичної крові хворих на злоякісні 

новоутворення. Цитологічний препарат ДК моноцитарного походження 

генерованих in vitro. Хроматин пофарбований DAPI, цитоскелет 

пофарбований фалоїдином. 

 

3.1.2 Функціональні властивості генерованих моноцитарних 

дендритних клітин у хворих на злоякісні новоутворення 

Після культивування ex vivo ДК повинні бути життєздатними, оскільки 

можуть достатньо довго не зустріти антигенспецифічні Т-клітини в 

лімфатичних вузлах. Є дані, що при внутрішньо шкірному введенні ДК 

розвиток імунної відповіді у лімфатичних вузлах займає від 24 до 48 годин. 

Тому клінічна ефективність ДК, застосованих в якості клітинної основи для 

протипухлинної вакцини, залежить від їх потенційного виживання в 

організмі реципієнта.  

Встановлено, що дозрівання ДК полегшує їх виживання і, таким чином, 

має антиапоптотичну дію і що це відбувається переважно при посиленні 

експресії Bcl-XL та Bcl-2 [66]. Крім того, доведено, що дозрівання ДК 

захищає їх від елімінації ПКК-клітинами. Це є важливим компонентом 
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характеристики ДК, оскільки вони достатньо довго можуть не зустріти 

унікальні, ті що рідко зустрічаються антиген специфічні Т-клітини у 

лімфатичних вузлах.  

Встановлено, що популяції ДК хворих РЛ, характеризуються 

збільшенням долі незрілих/частково зрілих клітин, що свідчить про 

порушення їхнього диференціювання/дозрівання, в тому числі після 

попередніх курсів платиновмісної хіміотерапії. При цьому характеристики 

ДК, генеровані з попередників, що були одержані з різних джерел, практично 

не відрізнялися. За рівнем експресії молекул, що беруть участь у презентації 

антигена – CD86 та HLA-DR, маркеру зрілості CD83, а також за 

цитоморфологічними властивостями, ДК онкологічних хворих відносяться 

до клітин середнього ступеня зрілості, тобто є частково зрілими. 

Слід зазначити, що ступінь зрілості ДК у хворих на РЛ  зростає з 

кожним наступним введенням ДК-вакцини (див. рис. 3.2). 

 

Рисунок 3.2 – Дендритні клітини, генеровані з моноцитів периферичної 

крові хворого на рак легені на етапах проведення імунотерапії. 

 

Реалізація функцій ДК багато в чому визначається їх локалізацією в 

організмі та здатністю до міграції. Процес міграції ДК регулюється 

взаємодією хемокінів з їхніми рецепторами та різноманітними протеазами та 

відповідними рецепторами, наприклад, урокіназний плазміногенний 

активатор – система (uPA)/uPAR. Основним хемокіновим рецептором, що 

відповідає за міграцію ДК, є CCR7. Міграцію до Т-зон лімфатичних вузлів 
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забезпечують хемокіни CCL19 (ELC) і CCR21 (SLC), що розпізнаються 

рецептором CCR7. Ці хемокіни секретуються стромальними клітинами Т-зон 

лімфатичного вузла [67].  

Як показали результати досліджень, активність гена CCR7 в ДК 

онкологічних хворих практично не порушена, рівень експресії мРНК гена 

навіть дещо перевищує рівень у ДК практично здорових людей (див. рис. 

3.3). Слід зазначити, що після ІІІ-IV етапів ДК-вакцинотерапії різниці у 

рівнях експресії мРНК CCR7 в ДК онкологічних хворих та практично 

здорових людей стають статистично достовірними. 

 

Рисунок 3.3 – Рівень експресії мРНК CCR7 в генерованих дендритних 

клітинах хворих на недрібноклітинний РЛ. 

Примітка.* – p<0,05 в порівнянні зі значенням у практично здорових 

людей. 

 

Наряду зі здатністю індукувати активацію іммунокомпететних клітин, 

ДК можуть і пригнічувати імунну відповідь. Толерогенні/супресорні 

властивості ДК обумовлені різними механізмами, в тому числі здатністю ДК 

експресувати коінгібіторні молекули і рецептори (B7-H1, ІЛT-2, ІЛT-3, ІЛT-

4, CD209, CD200R і HLA-G), продукувати імуносупресивні цитокіни (ІЛ-10, 

IDO, TGF-β) і індукувати генерацію Т-рег. (СD4+СD25+) [68].  
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Толерогенні властивості ДК супроводжуються набуттям або 

посиленням експресії певних молекул, для чого необхідна активація генів 

(мРНК). Як показали результати досліджень, рівень експресії мРНК 

імуносупресивних молекул в ДК, генерованих у хворих на злоякісні 

новоутворення, підвищена у порівнянні із ДК практично здорових людей 

(для TGF-β p<0,05) (див. рис. 3.4).  

На етапах проведення вакцинотерапії рівень експресії мРНК TGF-β 

знижується до рівня у ДК практично здорових людей. Рівень експресії мРНК 

фермента IDO також суттєво знижується на ІV етапі вакцинотерапії, при 

чому її рівень є значно нижчим порівняно з таким у ДК до початку 

вакцинотерапії і рівнем у ДК практично здорових людей.   

 

Рисунок 3.4 – Рівень експресії мРНК TGF-β та IDO в генерованих 

дендритних клітинах хворих на злоякісні новоутворення. 

Примітки:  

* - p<0,05 в порівнянні із значенням у практично здорових людей;  

о - в порівнянні із значенням до початку вакцинотерапії). 

 

Як вже зазначалося, основним цитокіном, що детермінує Тх1-

поляризуючі властивості ДК є ІЛ-12. Біоактивний ІЛ-12p70 – це гетеродимер, 

який складається з двох субодиниць р35 та р40. Наші дослідження показали, 

що стимуляція генерованих ДК за допомогою механо-активованих 

ліофілізованих пухлинних клітин , ІФН-α та ЛПС майже не вплинула на 
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рівень експресії мРНК цитокінів та кількість білка ІЛ-12 в культуральному 

середовищі ДК онкологічних хворих та практично здорових людей (див. рис. 

3.5). 

Характерним було те, що у ДК онкологічно хворих спостерігалася 

тенденція до зменшення продукції цитокіну, а у ДК практично здорових 

людей – тенденція до збільшення його продукції.  

 

Рисунок 3.5 – Рівень експресії мРНК цитокінів в генерованих 

дендритних клітинах хворих на злоякісні новоутворення (стимуляція 

пухлинним матеріалом, ІФН-α, ЛПС). 

 

Відсутність стимулюючого впливу (або навіть наявність 

пригнічуючого) на ДК комбінації цитокінів ІФН-α з ЛПС щодо продукції 

біоактивного ІЛ-12 підтверджується деякими іншими дослідниками. При 

цьому констатується, що такі ДК здатні продукувати цитокін у високій 

кількості після додаткової активації CD40L або після контакту з Т-

лімфоцитами. Така здатність генерованих ДК зберігається до 48 годин. 

Припускається, що це має біологічний сенс, оскільки не відбувається 

виснаження цитокін-продукуючої активності ДК на етапі їх генерації, а 

цитокін-продукуючі потенції реалізуються під час контакту з Т-лімфоцитами 

під час презентації антигену та активації імунної відповіді. Додатковим 
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чинником на користь застосування ІФН-α в комбінації з лігандами TLR, є 

його здатність посилювати перехресну презентацію антигенів ДК. 

Щодо рівня експресії імуносупресорного цитокіна ІЛ-10 мала місце 

інша картина. У хворих на злоякісні новоутворення активність гена майже не 

змінювалася, а у практично здорових людей спостерігалася тенденція до 

зниження його експресії. 

Таким чином, ДК генеровані з моноцитів хворих на злоякісні 

новоутворення, характеризуються наступними властивостями: за 

фенотиповими та цитоморфологічними властивостями відносяться до клітин 

середнього ступеня зрілості, що свідчить про їх життєздатність; експресують 

мРНК CCR7 на рівні ДК, одержаних у практично здорових людей; рівні 

цитокіну TGF-β та ферменту IDO, що обумовлюють регуляторну активність, 

значно вищі в ДК онкологічних хворих порівняно з ДК практично здорових 

людей, рівень експресії якого суттєво знижується на етапах проведення ДК-

вакцинотерапії; рівень продукції Тх1-поляризуючого цитокіну ІЛ-12 ДК 

онкологічних хворих, в тому числі у відповідь на стимуляцію пухлинним 

матеріалом, ІФН-α та ЛПС, несуттєво знижений порівняно з ДК практично 

здорових людей; а рівень експресії імуносупресорного цитокіну ІЛ-10 дещо 

підвищений. 

Паліативна хіміотерапія (ПХТ) з мієлосупресивною дією сприяє 

суттєвому зниженню ступеня зрілості та кількості генерованих ДК, що 

свідчить про необхідність 2-3 місячної перерви між проведенням ПХТ та 

вакцинотерапії на основі ДК у хворих на злоякісні новоутворення.   

 

3.2 Оптимізація підходів до одержання зрілих дендритних клітин 

моноцитарного походження in vitro 

Найбільш перспективним підходом до розробки імунотерапевтичних 

стратегій у хворих на злоякісні новоутворення з використанням ДК є 

конструювання на їх основі протипухлинних вакцин in vitro, ніж створення 

штучного “дендритоцитоза” після “мобілізації” in vivo. Такий підхід дозволяє 
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усунути проблему, пов’язану з негативним впливом імуносупресивних 

речовин (ІЛ-10, TGF-β, фактор росту ендотелію судин), що продукуються 

пухлинними клітинами, і негативно вливають на процеси диференціювання 

та дозрівання ДК [69].  

ДК відрізняються високою пластичністю, та, в залежності від умов 

мікрооточення, можуть досягати функціонального дозрівання та набувати 

імуногенності. Функціональна активність ДК залежить від різних факторів. 

Так, залежно від складу середовища, умов культивування клітин-

попередників, факторів дозрівання та ін. можна отримати ДК з різними 

властивостями. Одні з них будуть індукувати імунну відповідь по Тх1 / Тх2 

типу, інші, навпаки, активувати Т-рег клітини і призводити до імуносупресії 

(толерогенні ДК). Відомо, що фактори дозрівання, які додають до ДК при 

інкубації з антигеном, істотно впливають на їх здатність до міграції в 

лімфатичні вузли та презентації  антигенів Т-лімфоцитам [70]. 

Разом з тим, відомо, що у хворих онкологічного профілю 

функціональна активність і генерація ДК з попередників, як правило, 

ускладнена, а взаємодія пухлинних клітин і ДК може зумовити загибель 

останніх внаслідок апоптозу. Проведена протипухлинна хіміо- та променева 

терапія також можуть бути причиною зниження ефективності генерації та 

ступеня зрілості ДК, що може лімітувати застосування ДК-імунотерапії у 

онкологічних хворих. Тому одним з основних вимог, які висуваються до ДК 

при клінічному використанні, слід вважати їх зрілість, а головним 

технологічним моментом генерації - оптимізація процесу дозрівання. 

Показано, що зрілі ДК активують в основному CD4+ Т-хелпери і CD8+ 

цитотоксичні лімфоцити (ЦТЛ) і «поляризують» розвиток імунної відповіді 

щодо антигенів пухлин в напрямку створення Тх1. Саме Тх1 

опосередковують розвиток реакцій клітинно-опосередкованого 

протипухлинного імунітету, вони секретують ряд цитокінів – стимуляторів 

імунного запалення і активують ряд інших ефекторних клітин (CD8+ Т-

клітин, ПКК, макрофаги, нейтрофіли). 
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Вищевикладене обґрунтовує важливість отримання ДК, що 

поляризують імунну відповідь за Тх1 - типом («тип 1 поляризуючі" ДК, 

ДК1), які індукують протипухлинні ЦТЛ і активують ПКК, та мають високу 

цитокінсекретуючу активність [71].  

3.2.1 Визначення фенотипових змін при оптимізації методу 

одержання зрілих дендритних клітин моноцитарного походження in vitro 

за допомогою інтерферону-α 

Варіюючи умови in vitro, можна одержувати ДК з визначеними 

функціональними властивостями, зокрема, із здатністю активувати 

імунологічні реакції з залученням переважно клітинної ланки імунної 

системи. Для цього до набору цитокінів, які використовуються при 

культивуванні ДК, вводять такі фактори, які здатні стимулювати їхнє 

дозрівання. Дозрівання ДК індукують різноманітні стимули, наприклад, 

прозапальні цитокіни, с-KitL та FLT3L (ліганди тирозин-кіназного 

рецептора), зв'язування рецептора CD40, взаємодія певних макромолекул 

вірусів та бактерій (двуспіральна РНК, ДНК, ЛПС, простагландин Е2 та CpG 

послідовності ДНК бактерій з певними рецепторами сімейства  TLR [72]. 

На сьогоднішній день цитокіновий «коктейль» ФНП-α, ІЛ-1-β, ІЛ-6 і 

PGE2 прийнятий в якості «золотого стандарту» для стимуляції дозрівання 

ДК. Він характеризується іcтотним недоліком – нездатністю посилювати 

продукцію ІЛ-12p70 ДК – цитокіну, який має важливе значення для індукції 

ефективної протипухлинної імунної відповіді, опосередкованої Tх1 і ЦТЛ 

[73]. Тому подальший пошук полягає у використанні альтернативних 

цитокінових коктейлів, що включають замість PGE2 ліганди TLR, зокрема, 

ЛПС і PolyI: C.  

Відносно недавно, в ряді досліджень була показана значимість ІФН-α 

для отримання функціонально активних ДК. Разом з тим, при використанні 

ІФН-α в якості додаткового стимулу дозрівання ДК як у поєднанні із 

загальноприйнятими «коктейлями» цитокінів, так і в якості моно-фактора, 

були отримані суперечливі результати. Зокрема, в одних дослідженнях було 
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показано, що екзогенний ІФН 1 типу підсилює продукцію ІЛ-12, а в інших, 

навпаки, блокує або призводить до посилення продукції ІЛ-10. Така 

суперечливість отриманих результатів може бути обумовлена відмінностями 

в протоколах генерації ДК, різним часом їх експозиції з ІФН-α, а також 

підтипом використовуваного ІФН-α [74]. 

Виходячи з цього, відправною точкою нашого дослідження стало 

порівняльне вивчення фенотипових і функціональних властивостей ЛПС – 

активованих і ЛПС + ІФН-α- активованих ДК моноцитарного походження 

практично здорових людей (рис. 3.6). 

     
 

   

Рисунок 3.6 – Мікрофотографії. Нативні дендритні клітини генеровані  у 

присутності стимулів дозрівання ‒ ЛПС та/або ІФН-α: 1 – без стимулів 

дозрівання (контроль), 2 – ІФН-α 10 тис. МО/мл, 3 –ІФН-α 100 тис. МО/мл, 4 

–ІФН-α 10 тис. МО/мл +ЛПС, 5 –ЛПС 

 

Як показали результати наших досліджень, в результаті 7-добового 

культивування в присутності ГМ-КСФ моноцити набували типові 

морфологічні риси ДК. Життєздатність ДК у всіх експериментах на кінець 

культивування становила близько 90%, при цьому клітинний вихід при всіх 

1 2 3 

4 5 
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варіантах дозрівання істотно не відрізнявся. На рис. 3.6 представлені нативні 

ДК, генеровані у присутності стимулів дозрівання ‒ ЛПС та/або ІФН-α. 

Оскільки дозрівання ДК асоційоване з експресією молекули CD83, а 

також посиленням експресії молекул HLA-DR, CD86 і CD38 [75], оцінка 

зазначених маркерів послужила основою фенотипового аналізу (див. 

табл.2.1).  

Результати аналізу показали, що всі популяції активованих ДК 

відрізнялися від інтактних більш високим вмістом клітин зі зрілим 

фенотипом. Найбільш значуще посилення експресії костимуляторних 

молекули CD86, маркера зрілості CD83 і активаційного маркера зрілих ДК 

CD38, який функціонально залучений в експресію CD83 і індукцію ІЛ-12 та 

диференціювання Тх1, відзначено при варіантах дозрівання, що включають 

ЛПС або ЛПС + ІФН- α 100 МО / мл. Слід зазначити, рівні експресії 

молекули CD86 і антигенів гістосумісності II класу (HLA-DR) практично не 

розрізнялися в популяціях активованих ДК, що може опосердковано свідчити 

про порівняну антигенпрезентуючу активність досліджуваних клітин. 

 

Таблиця 3.1 – Фенотипова характеристика ДК, генерованих в різних 

умовах індукції дозрівання. 

Умови індукції 

дозрівання ДК 

Рівень експресії , % 

CD86 HLA-DR CD83 CD38 

Без стимулів  

дозрівання 

(контроль) 

76,74 ± 3,13 79,84 ± 4,72 67,76 ± 4,13 76,88 ± 4,27 

ІФН-α 10 тис. 

МО/мл 
83,66 ± 4,13 83,29 ± 6,07 76,25 ± 6,50 84,96 ± 3,99 

ІФН-α100 тис. 

МО/мл 
83,27 ± 6,15 82,38 ± 6,78 82,74 ± 6,72 87,03 ± 4,64 

ІФН-α 10 тис. 

МО/мл +ЛПС 
84,53 ± 4,57 83,39 ± 4,91 76,07 ± 5,67 89,07 ± 2,40* 

ІФН-α 100 тис. 

МО/мл +ЛПС 
88,13 ± 3,37* 86,72 ± 3,71 81,38 ± 4,99* 88,53 ± 3,62* 

ЛПС 88,87 ± 3,69* 87,62 ± 3,98 79,25 ± 4,77* 88,78 ± 3,94* 

Примітка. * -  p=0,015 в порівнянні зі значенням у контролі 
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Додавання ІФН до ЛПС не викликало істотного підвищення рівня 

експресії досліджуваних маркерів. Це може свідчити про майже 

максимальний рівень їх експресії після активації ЛПС, що підтверджує дані, 

отримані іншими дослідниками [76]. 

3.2.2. Визначення рівня експресії внутрішньоклітинних цитокінів у 

дендритних клітинах активованих ліпополісахаридом та інтерфероном-α 

Відомо, що ДК є джерелом ключових цитокінів, які у великій мірі 

визначають тип розвитку імунної відповіді Т-клітинами. Активація TLR4 на 

ДК супроводжується активацією сигнальних шляхів, зокрема ядерного 

фактора NF-kB і мітоген-активованої протеїнкінази (MAPKs), що призводить 

до їх дозрівання, продукції цілого ряду прозапальних цитокінів, хемокінів та 

запуску адаптивної імунної відповіді. ІФНα, володіючи плейотропною 

активністю, активують безліч сигнальних шляхів, при цьому не тільки 

стимулюють клітини, що відносяться до ефекторної ланки імунної системи, 

але й істотно впливають на систему презентації антигенів – сприяють 

підвищенню експресії поверхневих молекул на АПК, стимулюють механізм 

перехресної презентації антигенів в ДК. Під впливом ІФН в ДК посилюється 

продукція цілого ряду цитокінів ІЛ-12, ІЛ-10, ФНП- α, ІФН-γ, ІЛ-1, ІЛ-15, ІЛ-

18 і хемокінів CXCL9, CXCL10, CXCL11, MIP-1α / CCL3, MIP-1β, RANTES / 

CCL5. ІФНα приймає активну участь у підготовці та регуляції механізмів 

специфічної імунної відповіді, сприяючи його Тх1 - поляризаціі. Тому на 

наступному етапі роботи ми провели порівняльний аналіз рівня експресії 

мРНК цитокінів в культурах інтактних, ІФН-α -, ЛПС - і ІФН-α + ЛПС - 

активованих ДК. 

Ключовим регулятором клітинного імунної відповіді є ІЛ-12. Цей 

цитокін стимулює диференціювання Т-лімфоцитів в Тх1, посилює синтез 

ІФН-γ Т-клітинами. Біоактивний ІЛ-12 є гетеродімерним цитокіном, що 

складається з двох субодиниць р35 і р40, синтез яких кодується різними 

генами. Субодиниця ІЛ-12р35 конститутивно експресується у ДК, а ІЛ-12р40 

є індуцибельною. Рядом авторів показано, що ЛПС індукує у 
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мононуклеарних клітин підвищення рівня експресії обох субодиниць ІЛ-12 

[77]. У наших дослідженнях встановлено, що ІФН-α, застосований як у якості 

моно-фактора для індукції дозрівання ДК, так і в поєднанні з ЛПС, майже не 

стимулює експресію мРНК ІЛ-12р35 в ДК, за виключенням комбінації 

ЛПС+ІФН-α (10 тис. МО/мл), при застовуванні якої рівень  експресії мРНК 

ІЛ-12р35 зростав на рівні тенденції (див. рис. 3.7). Рівень експресії мРНК 

іншої субодиниці - ІЛ-12р40 також майже не змінювався, тенденцію до 

зростання експресії гена відмічено лише  після активації ДК за допомогою 

поєднання ЛПС+ІФН-α (100 тис. МО/мл). Відомо, що кількість гетеродимера 

ІЛ-12, що секретується клітиною, обмежено субодиницею р35. ІЛ-12p40 

синтезується в надлишку і може димеризуватися з утворенням гомодимеру, 

що виступає в якості антагоніста ІЛ-12, а також хемоатрактанта. 

 

Рисунок 3.7 – Рівень експресії мРНК цитокінів та  хемокінів в 

дендритних клітинах моноцитарного походження, активованих за допомогою  

ЛПС та ІФН-α. 

Популяція активованих за допомогою ЛПС+ІФН-α (10 тис. МО/мл) ДК 

характеризується більш високим рівнем експресії мРНК деяких інших Тх1 - 

прозапальних цитокінів - ІФН-γ і ФНП- α. Ці цитокіни є одними з 

найважливіших регуляторів всіх аспектів функціонування імунної системи, 
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включаючи диференціювання лімфоїдних клітин, запалення, розвиток 

адаптивної імунної відповіді, імунологічної пам'яті, імунологічної 

толерантності і т.д.  

Баланс між прозапальними і протизапальними цитокінами, що 

продукуються ДК, багато в чому визначає подальшу форму імунної відповіді, 

чи буде це переважно клітинна або гуморальна імунна відповідь. За 

допомогою продукції інгібіторних цитокінів, у великій мірі, толерогенні ДК 

опосередковують свій потенціал [78]. 

У результаті нашого дослідження було отримано, що в популяціях 

ЛПС+ІФН-α активованих ДК відзначено деяке зниження рівня  експресії ІЛ-

10 та TGF-β. Слід зазначити, що в цих популяціях ДК співвідношення рівнів 

мРНК ІЛ-12p35/ІЛ-10 також було вищим порівняно з контрольною 

популяцією, що свідчить про більш високий прозапальний потенціал таких 

ДК порівняно з іншими популяціями. Співвідношення рівнів мРНК ІЛ-

12p35/ІЛ-10 у ДК, активованих за допомогою ЛПС+ІФН-α (10 тис. МО/мл), 

перевищувало таке у контрольних ДК та ДК, активованих за допомогою 

лише ЛПС. 

Прозапальні хемокіни - ліганди CCR5, RANTES і MIP-1α (CCL5, CCL3) 

є потужними хемоатрактантами для клітин багатьох типів, регулюють 

комунікацію між CD4+, АПК і CD8+ клітинами в лімфатичних вузлах, 

сприяють інфільтрації пухлини T-лімфоцитами і НКК, підвищенню 

активності ефекторних клітин, що призводить до елімінації пухлини. У 

наших дослідженнях комбінації ЛПС+ ІФН-α сприяли значному, в 2-7  разів, 

посиленню експресії обох хемокінів активованими ДК порівняно з 

інтактними. При використанні ЛПС в якості моно-фактора експресія MIP-1α 

ДК не змінювалася, а експресія мРНК RANTES зростала у 3 рази. Слід 

зазначити, що ІФН-α сприяв лише деякій активації гена RANTES. 

У популяціях ДК, активованих ІФН-α, було відмічено деяке посилення 

рівня експресії мРНК ІЛT3, експресія яких є характерною для толерогенних 
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ДК. Разом з тим, в культурах ДК, що дозрівають під дією ІФН-α в поєднанні 

з ЛПС, було відзначено пригнічення його експресії на рівні тенденції.  

Згідно з даними літератури, ІФН- α є важливим фактором для генерації 

ДК з попередників, але його ефективність в індукції кінцевого фенотипового 

і функціонального дозрівання ДК моноцитарного походження обмежена. 

IMSvane і співавт., 2006, показали, що використання ІФН-α в якості 

стимулюючого моно-фактора призводить до генерації ДК, що 

характеризуються фенотипом напівзрілих клітин з недостатньою міграційної, 

цітокінсекретуючою та стимулюючою активністю. При цьому констатується 

необхідність не менше двох активуючих сигналів для індукції 

функціонального дозрівання ДК.  

У наших дослідженнях поєднання двох активуючих сигналів - ІФН-α і 

ЛПС не мало переваги в індукції фенотипової зрілості ДК порівняно з 

активацією тільки за допомогою ЛПС, однак істотно вплинуло на цитокін - і 

хемокінсекреторну активність ДК, обумовлюючи домінування прозапального 

потенціалу. Істотне посилення експресії ФНП-α в ІФН-α + ЛПС - 

активованих ДК порівняно з ЛПС - активованими ДК не тільки додатково 

забезпечує превалювання Тх1- цитокінів в цій популяції ДК, але, як показано 

деякими дослідниками, посилює їх потенціал до виживання, сприяючи 

регуляції експресії BAK, BCL-2 і FLIPL [79, 80]. 

Таким чином, комбінація факторів - ІФН-α і ЛПС дозволяє отримувати 

зрілі, Тh1 - поляризуючі ДК. Застосування Тh1 - поляризуючих ДК дозволяє 

уникнути переважної взаємодії з Т-рег. клітинами і обмежити небажану їх 

експансію, посилюючи функції таких клітин як ЦТЛ і ПКК. Ця властивість 

зрілих ДК є винятково важливою при створенні клітинних вакцин, 

спрямованих на лікування онкологічних захворювань. 

Отримані нами результати обґрунтовують можливість і 

перспективність використання комбінації чинників ІФН-α і ЛПС для 

оптимізації методів отримання зрілих ДК, придатних для застосування в 
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якості клітинної основи при створенні індивідуальних лікувальних 

протипухлинних вакцин. 

3.3. Технологія отримання Тх-1 – поляризуючих ДК моноцитарного 

походження із використанням різних біоактивних медіаторів 

У даному розділі наведена поетапна технологічна схема, яка 

складається з допоміжних робіт та основного технологічного процесу, що 

включає отримання клітин Т-хелперів-1 – поляризуючих дендритних клітин. 

В якості біоактивних медіаторів використовували інтерферон-α та 

ліпополісахарид.  
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ТЕХНОЛОГІЧНА СХЕМА 

 

  

Санітарна 

підготовка 

лабораторії 

ДР 1 

Підготовка 

персоналу 

навчання 

ДР  

1.1 

Підготовка  

буферних  

розчинів 

ДР  

4 

Кх 

Км 

Підготовка  

боксів до роботи 

20 хв 

ДР  

1.4 

Кт,  

Км 
ультрафіолет 

70 %-й розчин  

етилового спирту 

кров 
Виділення лейко-

моноцитарного  

шару з крові 

1500 об/хв, 30 хв 

ТП  

5 

Кт,  

Км 

стерильний 

посуд від ДР 3 

поживне середо- 

вище від ДР 3 

Вирощування 

дендритних клітин 

ТП  

6 

Кт,  

Км 

ріст стиму- 

люючі фактори 

від ДР 3 

готовий препарат  

до пацієнта 

Підготовка 

вентиляційного 

повітря для боксу 

Е 99,995% 

ДР  

2 

Кт,  

Км 

повітря 

чисте повітря 

до ТП 5, ТП 6 

Підготовка посуду, 

матеріалів та 

поживного 

середовища 

ДР  

3 

Км 

стерильний 

посуд 
поживне  

середовище  

RPMI-1640 

ріст стиму- 

люючі фактори 

Стерильний посуд  

до ТП 5, ТП 6 
поживне  

середовище до  

ТП 5, ТП 6 
ріст стимулюючі  

фактори до ТП 6 

буферні  

розчини буферні розчини 

до ТП 5, ТП 6 

Підготовка миючих  

та дезінфікуючих 

розчинів 
С 70% 

ДР  

1.2 

Кт,  

Кх 

ГРІН ЛАЙН  

УЛЬТРА 

70 %-й розчин  

етилового спирту 

розчини до  

ДР 1.4,  

ТП 5, ТП 6 

Підготовка  

одягу  

для персоналу 

18-25С 

ДР  

1.3 

Кт,  

Км 

стерильні 

одноразові 

халати 

латексні 

рукавички,  

маски 

одяг до  

ТП 5, ТП 6 
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ОПИС ТЕХНОЛОГІЧНОЇ СХЕМИ 

ДР. 1 Санітарна підготовка лабораторії 

ДР 1.1 Підготовка персоналу.  

Вона включає в себе навчання та здобування практичних навичок для 

роботи з тваринними культурами клітин. Перевірка компетентності 

персоналу задля уникнення проблем пов’язаних у роботі з дендритними 

клітинами. 

ДР. 1.2 Підготовка миючих та дезінфікуючих розчинів для персоналу, 

боксів, лабораторії.  

Всі поверхні лабораторного приміщення, окрім боксів всередині, 

обробляється дезінфекційним засобом «ГРІН ЛАЙН УЛЬТРА».  

ДР. 1.3 Підготовка одягу для персоналу.  

Для роботи у боксі закуповуються стерильні одноразові халати, 

латексні рукавички та маски для обличчя. Одяг після використання 

передається відповідним представникам компанії для їх знезараження та 

утилізації. 

ДР. 1.4 Підготовка боксів до роботи.  

Цей етап включає в себе обробку боксу та його поверхонь 70%-м 

розчином етилового спирту. Після обробки спиртом проводимо обов’язкову 

обробку ультрафіолетовими променями протягом 20 хв. Це забезпечує 

стерильні умови для роботи з ДК.  

ДР. 2 Підготовка вентиляційного повітря для боксу.  

Для того, щоб повітря потрапило у бокс, воно проходить декілька 

ступенів очищення. Найвищий ступінь очищення проходить через фільтр 

EU14 або ж H14. Ефективність цього фільтру становить 99,995%. Якість 

повітря становить: 353 частина ≥ 0,5 мкм/м3; 10000 частина ≥ 0,1 мкм/м3. 

ДР. 3 Підготовка посуду, матеріалів та поживного середовища.  

Для вирощування ДК закуповується одноразовий стерильний посуд, а 

саме чашки Петрі. Так само, закуповуємо поживне середовище RPMI-1640 

(“Sigma” США) та ріст стимулюючі фактори: ГМ-КСФ, ІЛ-4, ЛПС, ІФН-α.  
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ДР. 4 Підготовка буферних розчинів.  

Для чистоти дослідження усі буферні розчини закуповуємо у 

комерційної компанії «Dulbecco's phosphate-buffered saline» (DЗФР) (Gibco™) 

(США). 

ТП. 5 Виділення лейко-моноцитарного шару з крові.  

Під час цього етапу з крові виділяється лейко-моноцитраний шар, з 

якого вирощуються ДК. Відбувається декілька етапів центрифугування 

(1500 об/хв, 30 хв) з додаванням фіколу. Процес очистки від фіколу 

проводимо за допомогою центрифугування нашого розчину з додаванням 

розчину DЗФР у декілька етапів. 

ТП. 6 Вирощування дендритних клітин.  

Це основний етап під час якого у поживному середовищі з додаванням 

факторів росту дозрівають ДК. 

Очищений лейко-моноцитарного шару з крові ресуспендують у 

середовищі RPMI-1640 (12 мл). Після чого в стерильних умовах вносимо 

стрептоміцин та пеніцилін по 100 мкг/мл. Вирощуємо в анаеробному 

термостаті за температури 37ºС упродовж 2-3 год. Після чого струшували 

клітини з чашки Петрі, щоб позбавитись клітин, що не прикріпилися шляхом 

їх змивання. Потім в чашку Петрі з прикріпленими клітинами додавали 12 мл 

свіжого середовища RPMI-1640, 100 нг/мл ГМ-КСФ та 20 нг/мл ІЛ-4. 

Вирощуємо в анаеробному термостаті за температури 37ºС упродовж 3 діб. 

На 3 добу вносимо ростові фактори у тих же пропорціях, що наведено вище. 

На 7 добу дозрівання до ДК додавали 100 нг/мл ЛПС і інтерферон-α в 

концентраціях 10 тис МО/мл або 100 тис МО/мл. Вирощуємо в анаеробному 

термостаті за температури 37ºС упродовж 24 год. Після отримання ДК 

вводять пацієнтам. 
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Висновки до розділу 3 

У цьому розділі проаналізовані отримані експериментальні результати, 

що входять до кваліфікаційної роботи. Оброблені результати подані у вигляді 

рисунків та таблиць.  

 ДК виділені з хворих мають вищий рівень експресії мРНК CCR7 і 

мРНК імуносупресивних цитокінів TGF-β, ІЛ-10 та ферменту IDO, ніж ДК 

одержані у практично здорових людей. Проте рівень експресії мРНК ІЛ-12 

дещо знижений. Комбінація факторів - ІФН-α і ЛПС дозволяє отримувати 

зрілі, Тh1 - поляризуючі ДК. Отримані нами результати обґрунтовують 

можливість і перспективність використання комбінації чинників ІФН-α і 

ЛПС для оптимізації методів отримання зрілих ДК, придатних для 

застосування в якості клітинної основи при створенні індивідуальних 

лікувальних протипухлинних вакцин. 
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ВИСНОВКИ 

1. Встановлено, що ДК, генеровані з моноцитів хворих на злоякісні 

новоутворення, за фенотиповими та цитоморфологічними властивостями 

відносяться до клітин середнього ступеня зрілості, експресують вищий  

рівень мРНК CCR7 ніж  ДК, одержані у практично здорових людей;  

2. Встановлено, що рівень експресії мРНК імуносупресивних цитокінів 

TGF-β, ІЛ-10 та ферменту IDO в ДК, генерованих у хворих на РЛ, підвищена 

у порівнянні із ДК практично здорових людей (р>0.05), а рівень експерсії 

мРНК ІЛ-12 дещо знижений. 

3. Встановлено, що комбінації ЛПС+ ІФН-α сприяє Тх1 – поляризації 

генерованих ДК, не індукуючи при цьому їхні толерогенні властивості. При 

використанні комбінації ЛПС та ІФН-α (10 тис. МО/мл) спостерігалось 

збільшення рівня експресії мРНК ФНП-α (р>0.05) та незначне зменшення 

рівня експресіїї мРНК ІЛ-10, також відмічено посилення експресії мРНК 

хемокінів RANTES та МІР 1-α в 2 рази (р<0,05) у порівнянні із ЛПС.  

4. Отримані нами результати обґрунтовують доцільність і 

перспективність використання комбінації ІФН-α і ЛПС для оптимізації 

методів отримання зрілих ДК, що використовуються в якості ад’юванту при 

конструюванні протипухлинних вакцин. 

 

 

 

Вдячні за допомогу виконання експериментальної частини 

кваліфікаційної роботи завідуючій Науково-дослідного відділення 

експериментальної онкології ДНП «Національний інститут раку», проф.б.н. 

Храновській Н.М., с.н.с., к.б.н. Скачковій О.В., с.н.с., к.б.н. Горбачу О.І.  
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