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Резюме. Дендритные клетки (ДК), сенсибилизированные опухолеассоциированными антигена-
ми, рассматриваются как перспективное средство для терапии онкологических заболеваний. Ре-
цептор CCR7 играет ключевую роль в миграции ДК в лимфоузлы и в инициации ими противоопу-
холевого иммунного ответа.

Целью работы являлось исследование влияния различных способов стимуляции созревания ДК 
на уровень экспрессии ими CCR7. 

Материалы и методы. ДК были получены из моноцитов периферической крови в среде с GM-
CSF и IL-4. Для стимуляции созревания использовали 5 различных смесей. Уровень экспрессии 
CCR7 и иных рецепторов оценивали с помощью проточной цитофлуориметрии. 

Результаты и обсуждение. Наиболее высокий уровень экспрессии данного рецептора наблю-
дался при использовании «цитокинового коктейля» (TNF+IL-1+IL-6+PGE2) или poly I:C для сти-
муляции созревания. В то же время не исключается возможность иммуносупрессивного эффекта 
PGE2 и poly I:C, что требует проведения дополнительных исследований функциональной актив-
ности ДК после стимуляции созревания.
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Введение
Иммунотерапия является одним из перспективных и динамично развивающихся современных 

направлений в лечении онкологических заболеваний. Данный способ лечения, в отличие от тра-
диционных методов химиотерапии, у которых есть побочный эффект в виде иммуносупрессии, 
направлена на стимуляцию у пациента противоопухолевого иммунного ответа. Применение пре-
паратов на основе аутогенных ДК пациента («дендритноклеточных вакцин») рассматривается как 
перспективный способ противоопухолевой иммунотерапии. Дендритноклеточные вакцины не яв-
ляются токсичными и оказывают минимальный негативный побочный эффект [1]. Иммунотерапия 
ДК применяется для лечения онкологических заболеваний в НМИЦ онкологии им. Н.Н. Петрова 
(Санкт-Петербург). Применяемая там методика также была внедрена в ГАУЗ СО «Свердловский 
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областной онкологический диспансер» [2].
Основной функцией ДК является поглощение и презентация антигена Т-лимфоцитам, что дела-

ет их ключевым звеном в активации адаптивного иммунного ответа. Помимо этого, ДК являются 
источником костимулирующих сигналов для активации иммунного ответа за счет как прямого ли-
ганд-рецепторного взаимодействия с клетками иммунной системы, так и секретируемых ими цито-
кинов. Для дендритноклеточной терапии могут использоваться клетки из различных источников, 
в частности ДК, выделяемые из мононуклеарной фракции периферической крови. Недостатком 
такого метода является очень небольшое количество выделяемых ДК, доля которых среди монону-
клеарных клеток (МНК) составляет около 1%. Также ДК могут быть получены путем искусственно 
стимулируемой дифференцировки из моноцитов периферической крови пациента или из гемопо-
этических стволовых клеток (ГСК) костного мозга. Искусственная дифференцировка позволяет 
получить существенно большие объемы клеточного материала, например, из моноцитов 100 мл 
периферической крови обычно удается получить 10-25 млн дендритных клеток. Помимо этого, 
рецепторный пейзаж таких искусственно получаемых дендритных клеток в значительной мере за-
висит от технологии дифференцировки.

Тем не менее, использование аутогенных дендритных клеток, сенсибилизированных опухолеас-
социированными антигенами, в качестве средства иммунотерапии онкологических заболеваний 
зачастую дает ограниченный клинический эффект. Снижение эффективности дендритноклеточной 
терапии обусловлено целым рядом факторов, к числу которых относят уменьшение экспрессии 
опухолевыми клетками антигенов, используемых для сенсибилизации дендритных клеток, толеро-
генный эффект опухоли, а также с низкий уровень экспрессии опухолевыми клетками рецепторов 
MHC [3]. Помимо этого, функциональная активность вводимых ДК зависит от их способности 
мигрировать в периферические лимфоузлы для вступления в контакт с Т-лимфоцитами [4].

Считается, что ключевую роль в миграции дендритных клеток играет рецептор CCR7. В част-
ности, показано, что ДК, не экспрессирующие данный рецептор, достигают лимфоузлов гораздо 
хуже, чем ДК «дикого типа» [5]. Лигандом CCR7 является хемокин CCL21, связывание которого с 
данным рецептором стимулирует миграцию ДК в лимфоузлы [6].

В связи с вышеизложенным, целью данной работы являлась сравнительная оценка уровня экс-
прессии рецептора CCR7 на ДК, полученных из моноцитов периферической крови, при использо-
вании различных способов стимуляции их созревания.

Материалы и методы
Получение ДК из моноцитов периферической крови донора путем цитокиновой стимуляции осу-

ществляли по модифицированной методике, используемой в НИИ онкологии им. Н.Н. Петрова [7]. 
Кровь в объеме 100 мл брали после получения от донора информированного согласия. Из крови 
выделяли фракцию МНК методом центрифугирования на градиенте плотности с использовани-
ем раствора «Lympholyte-H» (Cedarlane). Полученные МНК отмывали, рассаживали в культураль-
ные флаконы Т175 Nunc и переносили в СО₂-инкубатор. Через 2 часа несвязавшиеся с пластиком 
лимфоциты удаляли отмыванием, а адгезированные на поверхности пластика моноциты заливали 
дифференцировочной средой AIM-V (Thermofisher Scientific) с добавлением GM-CSF и Il-4. Диф-
ференцировка моноцитов в ДК происходила в течение 7 суток в СО₂-инкубаторе (37°С, 5% СO₂).

Полученные незрелые ДК снимали с пластика раствором TrypLE с 0,25% ЭДТА (Thermofisher 
Scientific), ресуспендировали в дифференцировочной средой AIM-V с добавлением GM-CSF и Il-4 
и рассаживали в 24-луночные культуральные планшеты (Eppendorf) с плотностью посева 100 тыс. 
клеток/см². В лунки также вносили соответствующие компоненты для стимуляции созревания ДК. 
Планшеты инкубировали в СО₂-инкубаторе в течение 3 суток, в течение которых происходило со-
зревание ДК.

После завершения инкубации открепившиеся от пластика ДК переносили в центрифужные про-
бирки. Оставшиеся на поверхности пластика клетки снимали раствором TrypLE с 0,25% ЭДТА и 
переносили в соответствующие пробирки с неадгезивными клетками. Клетки осаждали центрифу-
гированием, отмывали PBS и окрашивали антителами для проточной цитофлуориметрии [8].

Для окрашивания клеток использовали следующие антитела и красители (производство 
Biolegend):
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- анти-CD14-APC
- анти-CD11c-APC-Cy7
- анти-HLA-DR-PB
- анти-CCR7-PE
- анти-CD86-PC5.5
- анти-CD83-PC5.5
- Zombie Aqua (окрашивание на жизнеспособность).
Стимуляцию созревания ДК осуществляли с использованием следующих компонентов:
- без стимуляции созревания (контроль)
- TNF
- цитокиновый коктейль: TNF + IL-1β + IL-6 + простагландин Е2 (PGE2)
- poly I:C
- цитокиновый коктейль + poly I:C
- липополисахарид (ЛПС).
Окрашивание производили в соответствии с инструкциями производителя. Оценку уровня флуо-

ресценции окрашенных клеток осуществляли с помощью проточного цитофлуориметра Navios 10 
(Beckman Coulter). Анализ полученных данных осуществляли с помощью программного обеспе-
чения проточного цитофлуориметра. Первичное гейтирование ДК осуществляли по параметрам 
прямого и бокового светорассеяния, из полученной фракции для дальнейшего анализа выделяли 
жизнеспособные клетки (ZA–), экспрессирующие рецептор CD11c. Уровень экспрессии CCR7 оце-
нивали по доле CCR7+ ДК, а также по их средней интенсивности флуоресценции.

Статистическую обработку данных проводили с использованием пакета «Statistica 6.0». Для оцен-
ки достоверности различий между группами использовали непараметрический критерий Манна-
Уитни (двусторонний вариант), при уровне значимости p=0,05.

Результаты и их обсуждение
Результаты оценки уровня экспрессии рецептора CCR7 (по доле CCR7+ клеток и по среднему 

уровню флуоресценции меченных антителами клеток) представлены на рисунке.
В контроле, не подвергшемся стимуляции созревания, доля CCR7+ клеток была незначительной 

(менее 15%). При использовании ЛПС как доля CCR7+, так и средний уровень флуоресценции, до-
стоверно не отличались от контрольных (p>0,05). В среде с добавлением TNF доля CCR7+ клеток 
составила почти 30%, уровень флуоресценции был также выше контрольного. Максимальный уро-
вень экспрессии данного рецептора был достигнут при стимуляции цитокиновым коктейлем и, в 
меньшей степени, polyI:C (доля CCR7+ клеток составила 73,4% и 71,8%, соответственно). В то же 
время, при сочетании коктейля с polyI:C доля CCR7+ ДК была низкой и достоверно не отличалась 
от контрольной, уровень флуоресценции также не превышал контрольный (рисунок).

Этап созревания дендритных клеток является крайне важным для определения их функциональ-
ной активности и, в частности, способности к привлечению Т-лимфоцитов, презентации им анти-
генов и к активации их пролиферации и дифференцировки. Стимуляция созревания ДК in vitro 
чаще всего осуществляется с использованием цитокинов (в том числе их смесей) или лигандов для 
Toll-подобных рецепторов (TLRs). В данной работе нами была проведена оценка влияния состава 
смесей для стимуляции созревания ДК на экспрессию ими рецептора CCR7, играющего ключевую 
роль в миграции ДК в лимфоузлы. 

Чаще всего для дифференцировки используют TNFα или цитокиновый коктейль на его основе, 
включающий в себя также IL-6, IL-1β и PGE2 [9]. В данной работе нами было показано, что, как 
TNFα, так и цитокиновый коктейль, стимулируют созревание ДК, о чем свидетельствует значи-
тельное повышение уровня экспрессии рецепторов CD86, CD83, HLA-DR по сравнению с незре-
лыми клетками (данные не представлены). Тем не менее, при использовании коктейля доля клеток, 
экспрессирующих CCR7, была более чем в 2 раза выше, чем при использовании только TNFα. По 
данным литературы, содержащийся в коктейле PGE2 усиливает стимулирующий эффект TNFα и 
одновременно значительно увеличивает уровень экспрессии ДК рецептора CCR7 [10]. 
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Рис. Экспрессия ДК рецептора CCR7 при использовании различных способов стимуляции созре-
вания. A: доля CCR7+ клеток. B: средний уровень флуоресценции за вычетом фоновой аутофлуо-
ресценции. Доля CCR7+ клеток и уровень флуоресценции при использовании коктейля + poly I:C и 
ЛПС не превышают контрольные значения, при использовании TNF, коктейля и poly I:C данные по-
казатели достоверно выше контрольных (p<0,05). С-F: репрезентативные результаты цитометрии. 
Figure. CCR7 expression under different maturation conditions. A: percentage of CCR7+ cells. B: mean 
fluorescence intensity (MFI) after autofluorescence correction. When using the cocktail + poly I:C and LPS 
the percentage of CCR7+ cells and MFI did not differ significantly from control; under poly I:C, TNF and 
cocktail these parameters were significantly higher, than in control (p<0,05). C-F: dot-plot representation 
of results of flow cytometry.
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Также в данной работе для стимуляции созревания ДК был использован poly I:C (полиинози-
новая-полицитидиловая кислота). Poly I:C является лигандом TLR3, выступая в роли структур-
ного аналога PAMP, 2-цепочечной РНК. Взаимодействие TLR3 с лигандом приводит к активации 
факторов транскрипции NF-κB, IRF3 и AP-1, что, в свою очередь, сопровождается секрецией ДК 
цитокинов (IL-6, TNF-α, IL-12) [11]. В нашей работе ДК, полученные путем стимуляции poly I:C, 
также имели высокий уровень экспрессии CCR7. При этом интересно отметить, что при ДК, для 
созревания которых использовался цитокиновый коктейль с добавлением poly I:C, имели более 
низкий уровень экспрессии CCR7.

Еще одним способом стимуляции созревания ДК является воздействие бактериальным ЛПС. 
Данный компонент так же, как и poly I:C, выступает в роли аналога PAMP и связывается с TLR4. 
Взаимодействие ЛПС с TLR4 сопровождается каскадом реакций, приводящих к активации NF-κB, 
что наблюдается также при воздействии на ДК TNFα [12]. Помимо этого, ЛПС инициирует ряд 
других сигнальных путей (приводящих к активации p38-MAPK, ERK1/2 и JNK), которые влияют 
на созревание и секреторную активность ДК [13]. В то же время, есть данные, что стимуляция со-
зревания ДК с помощью ЛПС сопровождается активацией генов DUSP-1 и TNFAIP3, что приводит 
к ингибированию активности NF-κB, p38-MAPK, ERK1/2 и JNK и создает механизм саморегули-
рования стимулирующей активности ЛПС в отношении ДК [12]. В данной работе стимуляция ЛПС 
не привела к существенному увеличению экспрессии CCR7.

Таким образом, наиболее высокий уровень экспрессии CCR7 на ДК был отмечен после стимуля-
ции созревания цитокиновым коктейлем и polyI:C. Максимальный уровень экспрессии рецепторов 
CD86, CD83, HLA-DR, являющихся маркерами созревания, также был выявлен на ДК стимулиро-
ванных коктейлем и polyI:C (данные не представлены). В то же время, содержащийся в цитокино-
вом коктейле PGE2 может оказывать ингибирующий эффект на активацию Т-лимфоцитов. Данный 
медиатор может ингибировать продукцию ДК хемокина CCL19, являющегося аттрактором Т-клеток 
[10]. Кроме того, PGE2 может стимулировать секрецию ДК индоламин-2,3-диоксигеназы-1 (IDO-
1). Данный фермент обладает иммуносупрессивным эффектом и подавляет активацию и проли-
ферацию Т-клеток, с одной стороны, и стимулирует появление Т-регуляторных клеток, с другой 
[14, 15]. Также есть данные, что использование poly I:C при определенных обстоятельствах может 
привести к генерации толергенных ДК с относительно низким уровнем секреции IL-12 и IL-23 и 
высоким уровнем секреции IL-10 [16]. В связи с этим, оценка функциональной активности ДК при 
различных способах стимуляции созревания требует, помимо иммунофенотипирования, проведе-
ния дополнительных исследований, в частности, оценки их секреторного профиля и способности 
к активации Т-лимфоцитов.

Выводы
1) Использование цитокинового коктейля (TNF + IL-1β + IL-6 + PGE2) или poly I:C для стимуля-

ции созревания ДК обеспечивает наиболее высокий уровень экспрессии рецептора CCR7.
2) В то же время требуется проведение дополнительных исследований функциональной актив-

ности получаемых ДК для оценки возможного ингибирующего эффекта компонентов использу-
емых смесей для стимуляции созревания на способность ДК активировать Т-клеточный иммун-
ный ответ.
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OF CCR7 BY MONOCYTE-DERIVED DENDRITIC CELLS 
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Abstract. Dendritic cells (DCs), loaded with tumor antigens, are widely investigated as a potential 
therapeutic tool for cancer treatment. CCR7 plays the key role in DCs migration to lymph nodes for the 
anti-tumor immune response activation.

The purpose of this study was to investigate the effect of different compositions for DC maturation on 
the CCR7 expression. 

Materials and methods. DCs were derived from peripheral blood monocytes in medium supplemented 
with GM-CSF and IL-4. Five different compounds were used for stimulation of DCs maturation. The 
expression of CCR7 was evaluated by flow cytometry.

Results and discussion. The highest level of CCR7 expression was seen when the ‘‘cytokine cocktail” 
(TNF+IL-1+IL-6+PGE2) or the poly I:C were used for the stimulation of cell maturation. At the same 
time, the immunosuppressive effect of PGE2 and poly I:C cannot be excluded. Therefore, additional 
investigations of functionality of DCs after induced maturation are required.
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