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У роботі представлений метод виділення мононуклеарів з кісткового мозку у градієнті «тразогра-
фу», який дає змогу отримати більш ніж 40 % клітин, серед яких 28 % – CD14+-моноцити. Підібрана 
мінімальна панель фенотипічних маркерів для оцінки незрілих дендритних клітин у культурі in vitro. В 
порівняльному аспекті продемонстровано, що більш адекватним джерелом отримання дендритних 
клітин є мононуклеари на відміну від загальної суспензії клітин кісткового мозку. Встановлено, що 
диференціювання мієлоїдних попередників і моноцитів у незрілі дендритні клітини супроводжується 
втратою CD14-антигена, мінімізацією рівня експресії костимуляторної молекули СD86 і появою 
характерного для цих клітин маркера CD11b-антигена. Результати дослідження дають змогу не 
тільки оцінити якісні характеристики отриманих дендритних клітин і їх толерогенну активність 
на моделі аутоімунних захворювань в експерименті, а також намітити перспективи створення їх 
запасів у низькотемпературних банках для клінічного використання.
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ВСТУП

Дендритні клітини (ДК) є професійними 
антигенпрезентуючими клітинами і явля-
ють собою гетерогенну популяцію як за 
фенотипічними характеристиками, так і за 
функціональною активностю [1]. Вони до-
бре відомі як стимулятори імунної відповіді, 
але не менш важлива їх роль в забезпеченні 
імунного гомеостазу та запобіганні розвитку 
аутоімунних реакцій.  Підтримка периферич-
ної толерантності ДК здійснюється індукцією 
анергії Т-клітин, формуванням пулу Т-регу-
ляторних клітин з супресорною активністю і 
делецією аутореактивних клонів [2]. 

Толерогенну активність, як правило, 
пов’язують з незрілими ДК, які в незнач-
ній кількості експресують костимуляторні 
молекули і молекули головного комплексу 
гістосумісності II классу (MHCII), на відмі-
ну від зрілих (імуногенних) ДК. Водночас 
для толерогенних ДК характерна більш 

висока експресія PRRs (від англ. pathogen 
recognizing receptors), зокрема TLR2, TLR4, 
TLR6 (від англ. toll-like receptors), RLRs (від 
англ. retinoic-acid-inducible gen I (RIG-I) - like 
receptors), NLRs (від англ. nucleic-binding 
oligomerization domain (NOD) - like receptors), 
Fcg-рецепторів, комплементу, скавенджер-ре-
цепторів, рецепторів до фосфатидилсерину, 
а також наявність вираженої експресії ILT3 і 
ILT4 (від англ. immunoglobulin like transcript) 
молекул, що беруть участь в індукції толе-
рантності [3,4]. Незрілі ДК (нДК) здатні за-
хоплювати екзогенні антигени, але мають від-
носно слабку імуностимулюючу активність 
[5]. Показано, що Т-клітини, культивовані 
з ними, можуть набувати рефрактерність до 
алогенних антигенних стимулів, в тому числі 
отриманих від зрілих ДК [6]. Важливою пере-
вагою застосування толерогенних ДК є при-
гнічення проліферації Т-клітин, специфічних 
до конкретного антигена (антигенів), чого 
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неможливо досягти на сьогоднішній день 
іншими методами імунотерапії, наприклад із 
застосуванням мезенхімальних стовбурових 
клітин [7].

Перспектива застосування ДК у клінічній 
практиці зумовлює необхідність відпрацюван-
ня стандартного методу їх отримання. Нині 
описано два найбільш поширених джерела от-
римання ДК in vitro. Перший - з мононуклеарів 
або моноцитів периферичної крові, другий - з 
гемопоетичних попередників кісткового мозку. 
Найчастіше в клініці ДК отримують з монону-
клеарів крові, виділених у градієнті щільності 
Ficoll-Paque Premium, Hystopaque-1077, уро-
графіну або верографіну [8]. Dohnal і співавт. 
[9] показали, що спосіб виділення мононукле-
арів або моноцитів більшою мірою визначає 
кількість одержаних ДК, однак, статистично 
значущих відмінностей в їх фенотипі і функ-
ціональній активності не виявлено.

Важливим є підбір специфічних фак-
торів диференціювання, що беруть участь у 
регуляції процесів генерації ДК у культурі. 
Ключовими цитокінами, які застосовуються 
in vitro, є гранулоцитарно-макрофагальний 
колонієстимулюючий фактор (ГМ-КСФ) і 
інтерлейкін-4 (ІЛ-4) [10]. ГМ-КСФ підтримує 
життєздатність і проліферацію мієлоїдних 
попередників, стимулює їх диференціювання 
в гранулоцити і макрофаги [11,12]. Найчасті-
ше ГМ-КСФ використовують у поєднанні 
з ІЛ-4 з огляду на їх синергізм в індукції 
диференціювання нДК з моноцитів [13,14]. 
Разом з ними для диференціювання моно-
цитів у ДК використовують інші цитокіни, 
наприклад інтерферон-α (ІФН-α), фактор 
некрозу пухлини α або ІЛ-15. Було показано, 
що використання різного спектра ростових 
факторів і цитокінів для диференціювання 
ДК може призводити до отримання різних 
за фенотипом і функцією їх субпопуляцій 
[15]. Заміна ІЛ-4 на ІФН-α (в складі коктей-
лю ГМ-КСФ / ІЛ-4) призводить до швид-
кого збільшення експресії молекул MHCII, 
костимуляторних молекул CD80 і CD86, а 
також маркерів дозрівання CD40 і CD83 [15]. 

Заміна середовища на таке без цитокінів на 
кінцевому етапі культивування, призводить 
до появи ознак макрофагів у нДК [12]. Існує 
широкий спектр протоколів їх отримання, при 
цьому використовуються різні концентрації 
ГМ-КСФ і ІЛ-4 без достатньо обґрунтованої 
аргументації [15]. ГМ-КСФ використовується 
від 80 [3] до 10 нг/мл [17]. Що стосується 
ІЛ-4, то він, як правило, додається до ГМ-
КСФ у співвідношенні 1:4. Так, у багатьох 
дослідженнях були використані різні концен-
трації ІЛ-4, що дає змогу віддати перевагу 
будь-якій з них. У зв’язку з цим для вибору 
раціональної концентрації цього ростового 
фактора була здійснена оцінка його впливу на 
експерсію таких маркерів, як CD1a+, CD209+, 
CD40+, HLA-DR+, CD86+, CD80+, які свідчать 
про належність ДК до незрілого або зрілого 
пулу [16]. Автором встановлено оптимальний 
інтервал концентрації цього цитокіну для 
диференціювання ДК від 5 до 20 нг / мл, що 
дає змогу зменшити витрату ІЛ-4 від 3 до 5 
разів. Беручи до уваги відсутність чітких, 
переконливих даних про оптимальні умови 
отримання нДК та маркери, які характеризу-
ють їх незрілий фенотип, пошук методичних 
підходів досі триває.

Метою роботи було у порівняльному ас-
пекті оцінити можливість отримання незрі-
лих ДК у культурі кісткового мозку і виділе-
них з нього мононуклеарів та довести їх 
фенотипічну приналежність із застосуванням 
мінімального набору характерних маркерів.

МЕТОДИКА

Експерименти виконували на мишах лінії 
СВА/Н масою 20-24 г. Дослідження прово-
дили відповідно до «Загальних принципів 
експериментів на тваринах», схвалених V На-
ціональним конгресом з біоетики (Київ, 2013) 
і узгоджених з положеннями «Європейської 
конвенції про захист хребетних тварин, ви-
користовуваних для експериментальних та 
інших наукових цілей» (Страсбург, 1986). Всі 
процедури проводили в стерильних умовах.
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Виділення клітин кісткового мозку.  Су-
спензію клітин кісткового мозку отримува-
ли зі стегнових кісток тварин. Кінці кісток 
відрізали, діафізи двічі промивали середо-
вищем RPMI-1640 («Sigma-Aldrich», Англія) 
з додаванням 3 %-ї ембріональної телячої 
сироватки (ЕТС; «Биолот», Росія) і 2 %-го ци-
трату натрію (робоче середовище). Суспензію 
пропускали через капроновий фільтр.

Отримання мононуклеарних клітин з кіст-
кового мозку. Відправною точкою наших 
досліджень було виділення фракції моно-
нуклеарів з кісткового мозку мишей лінії 
СВА/Н з використанням розчину тразогра-
фу, аналога урографіну, який нині знято з 
виробництва. Використання цього реагента, 
разом з дорогими закордонними Ficoll-Paque 
Premium і Hystopaque-1077, зацікавило нас 
для зниження бюджетних витрат при отри-
манні мононуклеарів. Останні виділяли за 
допомогою центрифугування суспензії клітин 
КМ у градієнті розчину тразографу-76 % 
(«Yunik Farmasiyutikal Laboratoriz», Індія), 
розведеного дистильованою водоюу співвід-
ношенні 1:3. Для цього в центрифужні про-
бірки наливали по 1 мл тразографу, додавали 
по 3 мл дистильованої води і перемішували. 
Зверху нашаровували по 3 мл суспензії клітин 
кісткового мозку, центрифугували 1500 об/
хв протягом 10 хв. Фракцію клітин, що зна-
ходиться на межі розділу клітинної суспензії 
і розчину тразографу, переносили в чисту 
пробірку, ресуспендували в 3-5 мл робочого 
середовища з RPMI-1640 і центрифугували 
при 1000 об/хв упродовж 10 хв. Процедуру 
повторювали двічі. Відмиті мононуклеари 
ресуспендували в середовищі RPMI-1640 з 
10% ЕТС-ю для подальшого культивування 
і отримання нДК.

Отримання незрілих дендритних клітин in 
vitro. Загальну суспензію кісткового мозку 
або МНК культивували при 37 0С в атмос-
фері 5 %-го СО2 у пластикових чашках Петрі 
діаметром 3 см у середовищі RPMI-1640 з 

додаванням 10 %-ї ембріональної телячої 
сироватки і 1 %-го розчину антибіотиків (100 
од./мл пеніциліну, 0,1 мг/мл стрептоміцину) 
у концентрації 3-5·106 кл/мл  за методом 
Popov і співавт. [17] в нашій модифікації. У 
вихідному стані в культуральне середовище 
додавали мишачі рекомбінантні ГМ-КСФ 
(«Sigma-Aldrich», Англія) - 20 нг/мл і ІЛ-4 
(«Sigma-Aldrich», Англія) - 5 нг/мл. Далі 
через 3 доби в кожну чашку додавали нову 
порцію свіжого культурального середовища 
з ГМ-КСФ і ІЛ-4. Зростання клітин на етапах 
культивування оцінювали за допомогою інвер-
тованого мікроскопа (Axiovert 40C, «Zeiss», 
Denmark). На 7-му добу змивали неадгезовані 
і слабоадгезовані клітини, куди входять нДК, 
відмивали в 3-5 мл безбарвного розчину Хен-
кса, концентрували до 1·107 кл/мл і викори-
стовували для цитофлуориметричного аналізу.

Імунофлуоресцентне фарбування клітин 
антитілами. Вміст моноцитів CD14+ у за-
гальній суспензії кісткового мозку і виділеній 
фракції мононуклеарів, і так само отриманих 
після культивування in vitro нДК, оцінюва-
ли на проточному цитофлуориметрі «FACS 
Calibur» («Becton Dickinson», США), вико-
ристовуючи моноклональні протимишачі ан-
титіла: CD14 FITC, CD11b FITC і CD86 FITC 
і ізотип-контролі до них («BD Biosciences», 
США) згідно з інструкцією виробника. 

Статистична обробка результатів. 
Статистичний облік результатів, отриманих 
цитофлуориметричним аналізом, здійсню-
вали за допомогою програми «WinMDI 2.8.» 
(J. Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, 
CA). Їх обробляли з використанням критерію 
t-Стьюдента із застосуванням комп’ютерної 
програми МS Exсel (США). Результати 
наведені у вигляді середнього значення ± 
стандартне відхилення. Відмінності вважали 
статистично значущими при P<0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

У експериментах були використані різні по-
чаткові концентрації клітин кісткового мозку 
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для виділення фракції мононуклеарів. Як 
видно з табл. 1, оптимальна початкова кіль-
кість клітин кісткового мозку для отримання 
фракції мононуклеарів, знаходиться в діапа-
зоні 30-60·106, що дає змогу в середньому 
виділити їх 43 %.

У порівняльному аспекті для отримання 
ДК in vitro були прокультивовані загальна 
суспензія кісткового мозку і мононуклеари 
за наявності ГМ-КСФ і ІЛ-4. Комбінація цих 
чинників забезпечує утворення з моноцитів 
переважно нДК, у яких обмежена здатність до 
фагоцитозу, міграції та ефективної презента-
ції антигена. Узагальнення даних літератури 
[16,18,19] дало змогу модифікувати методи 
культивування загальної суспензії кісткового 
мозку і мононуклеарів, виділених з нього як 
описано вище.  Через 7 діб в їх культурах 
визначалися клітини морфологічно подібні 
до дендритних (рис.1). Вони були оваль-
ної або полігональної форми з ацентрично 
розташованим ядром. Розмір клітин був 
близько 20 мкм. У культурі мононуклеарів 
(див. рис.1, б) більшість клітин перебували в 
слабоадгезованій фракції, значна їх частина 
втрачала контакт з підкладкою утворюючи 
агрегати-колонії. Ці клітини є «потенційними 
кандидатами» в нДК.

Дані численних досліджень і деталіза-
ція імунофенотипу різних субпопуляцій 
ДК, мієлоїдний шлях їх розвитку не ви-
кликає сумніву [15]. Моноцити CD14+ є 
загальним попередником для макрофагів 
і ДК, в тому числі отриманих в експери-
ментах in vitro. Оцінки відсоткового вмісту 

клітин з маркером моноцитів (CD14) до куль-
тивування показала, що в загальній суспензії 
кісткового мозку вона була вдвічі меншою, 
ніж у виділеній фракції МНК (13,47 і 28,49 % 
відповідно, Р<0,05, рис.2)

За характерними фенотиповими маркера-
ми було оцінено приналежність отриманих 
у процесі культивування клітин до незрілих 
ДК. При цьому найбільший інтерес представ-
ляла експресія молекул, безпосередньо асо-
ційованих з їх функцією. Автори найчастіше 
оцінюють наявність молекул класів МНСI і 
МНСII, а також рецепторів, відповідальних 
за передачу костимуляторних сигналів при 
взаємодії з Т-лімфоцитами: CD40, CD80, 
CD86 і маркера термінального диференцію-
вання - CD83. Високий рівень експресії цих 
молекул характерний для зрілих ДК, здатних 
ефективно стимулювати імунні реакції і, на-
впаки, низький їх рівень зумовлює підтримку 
незрілого фенотипу ДК [16].

Комбінація ГМ-КСФ і ІЛ-4 забезпечує при 
культивуванні in vitro утворення з моноцитів 
нДК c фенотипом МНСlow, CD80-/CD86- і 
CD83- [5], проте багато авторів вказують не 
на відсутність експресії перелічених маркерів 
на нДК, а знижену їх експресію  порівняно зі 
зрілими клітинами. Показано, що наявність 
на ДК інтегрінової молекули адгезії CD11b 
визначає незрілий фенотип останніх [16]. 
Крім того, авторами [20] встановлено, що 
CD11bhighМНСlow ДК мають регуляторну ак-
тивністю і здатні пригнічувати проліферацію 
Т-клітин за рахунок секреції NO або PGE2. 
Таким чином, аналіз літератури дав змогу 

Таблиця 1. Відсотковий вміст виділених з кісткового мозку мононуклеарів у градієнті тразограф -76 %.

Кількість клітин кісткового 
мозку, х106

Вміст мононуклеарів

Абсолютний вміст, х106 Відносна кількість, %

18,00
26,00
33,00
45,30
60,00

3,96
6,68
15,6

18,33
25,00

22,00
25,70
47,00
40,46
41,67
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вибрати мінімальну панель моноклональних 
антитіл: CD14, CD11b, СD86 для визначення 
приналежності отриманих у культурі клітин 
до нДК.

Так, у 7-добових культурах кісткового 
мозку і МНК відзначалося зниження кіль-

кості CD14+ клітин порівняно з їх вмістом 
до культивування в 2,4 і 7,0 раза відповідно. 
Утворення нДК супроводжувалося також 
низьким рівнем експресії костимуляторних 
молекули CD86 і високим - CD11b-антигена 
(рис.2, 3).

Рис.1 Отримання дендритних клітин на 7-му добу культивування кісткового мозку (а) і мононуклеарів (б). Збільшення 
у 600 разів

а б

Рис.2. Гістограми, що демонструють вміст CD14+ - клітин у загальній суспензії кісткового мозку (а) і у виділеній фракції 
мононуклеарів (б) до культивування

Оптимізація методу отримання незрілих дендритних клітин
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Судячи з експресії фенотипічних мар-
керів, характерних для нДК, цілісний кістко-
вий мозок також може бути джерелом отри-
мання цих клітин разом з мононуклеарами, 
хоча і поступається за вмістом CD14+- клітин. 
Так,  у суспензії кісткового мозку перед куль-
тивуванням вміст моноцитів (CD14+-клітин) 
становив 13,47 %, а у виділеній фракції мо-
нонуклеарів був вдвічі більше (табл.2). Отри-
мані з моноцитів у процесі диференціювання 
нДК мали високу схоронність (90-95 %) по 
прорідію йодиду, проте, кількість отрима-

них ДК відрізнялася. Вміст нДК у культурі 
цільного кісткового мозку й мононуклеарів 
становив відповідно 50 і 100 % від початкової 
кількості посаджених на пластик клітин.

Таким чином, показано, що у градієн-
ті тразографу з 3-6·107 клітин кісткового 
мозку можливе виділення більш ніж 40 % 
мононуклеарів. У порівняльному аспекті 
продемостровано можливість отримання 
ДК в культурі кісткового мозку і виділених з 
нього мононуклеарів, проте в меншій кілько-
сті. Обрана мінімальна панель фенотипічних 

Рис.3. Фенотипові маркери клітин, отриманих після 7 діб культивування кісткового мозку і мононуклеарів

Таблиця 2. Показники, що характеризують отримані в культурі in vitro незрілі дендритні клітини.

Об’єкт
дослідження

Початкова 
кількість 

посадже них 
на чашку 

клітин, х106

Вміст CD14+-клітин 
на початковому етапі 

культивування

Кількість отриманих на 7-му добу незрілих 
дендритних клітин

Абсолют-
ний вміст, 

х106
%

Збережен-
ня, %

Абсолютний 
вміст, х106

Відсоток від 
посаджених на 

чашку
Кістковий 

мозок
9,20±0,64 1,24±0,10 13,47 90 4,62±0,94 50,00

Мононуклеа
ри

9,16±1,23 2,61±1,35* 28,49* 95 9,20±1,32* 100,00*

* P < 0,05 порівняно зі значеннями у кістковому мозку
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маркерів, що дозволяє довести їх приналеж-
ність до незрілих ДК. Диференціація мієло-
їдних попередників і моноцитів в незрілі ДК 
супроводжувалася втратою CD14-антигена, 
низьким рівнем експресії костимуляторної 
молекули СD86 і високим - маркерної для 
цих клітин молекули CD11b. Результати до-
слідження дають можливість оцінити якісні 
характеристики отриманих у культурі нДК 
і їх толерогенну активність на моделі ауто-
імунних захворювань в експерименті, а так 
само намітити перспективи створення запасів 
ДК у низькотемпературних банках.
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ОПТИМИЗАЦИЯ МЕТОДА ПОЛУЧЕНИЯ 
НЕЗРЕЛЫХ ДЕНДРИТНЫХ КЛЕТОК 

В работе представлен метод выделения мононуклеаров 
из костного мозга в градиенте «тразографа», который 
позволяет получить более 40% клеток, среди которых  
28 % составляли CD14+-моноциты. Подобран минималь-
ный набор фенотипических маркеров для оценки незрелых 
дендритных клеток в культуре in vitro. В сравнительном ас-
пекте показано, что более адекватным источником получе-
ния дендритных клеток являются мононуклеары в отличие 
от общей суспензии клеток костного мозга. Установлено, 
что дифференцирование миелоидных предшественников 
и моноцитов в незрелые дендритные клетки сопровожда-
ется потерей CD14-антигена, минимизацией уровня экс-
прессии костимуляторной молекулы СD86 и появлением 
характерного для этих клеток маркера CD11b-антигена. 
Результаты исследования позволяют не только оценить 
качественные характеристики полученных дендритных 
клеток и их толерогенную активность на модели аутоим-
мунных заболеваний в эксперименте, а также наметить 
перспективы создания их запасов в низкотемпературных 
банках для клинического использования.
Ключевые слова: дендритные клетки; костный мозг; 
мононуклеары; моноциты; костимуляторние молекулы.
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THE OPTIMIZATION METHOD OF 
ISOLATION OF IMMATURE DENDRITIC 
CELLS 

The method of isolation of bone marrow mononuclear cells 
in «trasograph» gradient, enabling to obtain more than 40 
% of cells, among those 28 % were CD14+-monocytes  has 
been presented. The minimum set of phenotype markers to 
assess immature dendritic cells in vitro has been selected. In 
a comparative aspect it has been shown that the most adequate 
sources of obtaining of dendritic cells are mononuclear cells in 
contrast to total cell suspension of bone marrow.  It has been 
found that the differentiation of myeloid progenitor cells  and 
monocytes into immature dendritic cells was accompanied 
with the loss of CD14 antigen , minimization of expression 
rate of co-stimulatory molecule CD86 and appearance of 
CD11b-antigen marker, which is the feature of these cells. The 
results allow not only to estimate the qualitative characteristics 
of the obtained dendritic cells and their tolerogenic activity in 
the model of autoimmune diseases, but also to underline the 
perspectives of establishing their stocks at low temperature 
banks to be used in clinics. 
Key words: dendritic cells; bone marrow; mononuclear cells, 
monocytes; co-stimulatory molecules.
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