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Вакцини на основі дендритних клітин
(ДК) — одна з найбільш перспективних роз�
робок у галузі імунобіотехнології. Функціо�
нальна пластичність цих клітин дає змогу не
лише активувати адаптивну імунну відпо�
відь, а й спрямовувати її [1]. Вакцини на
основі плазмацитоїдних ДК (пДК) викорис�
товують для активації утворення регулятор�
них Т�клітин у терапії алергічних захворю�
вань і атеросклерозу [2, 3]. Вакцинні
препарати на основі мієлоїдних ДК (мДК)
успішно застосовують для профілактики ре�
цидивів особливо небезпечних інфекційних
захворювань, таких як малярія, а також для
запобігання метастазуванню й рецидивам
злоякісних новоутворень [4, 5].

Генерація ДК in vitro для створення на їх
основі вакцин зводиться до отримання фено�
типово і функціонально зрілих клітин, здат�
них процесувати і презентувати антигени.
Активація дозрівання мДК відбувається
у відповідь на прозапальні стимули, об’єд�
нані під загальною назвою «сигнали небез�

пеки» (danger�associated molecular patterns,
DAMP). 

До цієї групи належать розчинні молеку�
ли, що їх експресують клітини в процесі за�
гибелі (такі як протеїни теплового шоку,
HMG�протеїни та ін.), а також так звані па�
тогенасоційовані молекулярні патерни
(ПАМП) — бактеріальний ліпополісахарид
(ЛПС), пептидоглікан (ПГ), CpG�ДНК, фла�
гелін тощо. ДК експресують дві основнi ка�
тегорії рецепторів: антигензахоплювальні
рецептори, призначені для ендоцитозу анти�
генів iз подальшим їх процесингом і презен�
тацією в комплексі з МНС�молекулами, та
рецептори для DAMP, або ад’ювантні рецеп�
тори [6, 7]. 

Одночасна активація антигенних та
ад’ювантних рецепторів спричинює функ�
ціональне дозрівання ДК і посилює антиген�
презентацію. Ад’ювантні рецептори станов�
лять родину toll�like рецепторів (TLRs),
експресованих як на мДК, так і на пДК [8].
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Для стимуляції дозрівання дендритних клітин in vitro використовують агоністи ад’ювантних
рецепторів, зокрема й патогенасоційовані молекулярні патерни: ліпополісахарид, CpG ДНК,
пептидоглікан тощо. Метою роботи був порівняльний аналіз здатності біополімерів Staphylococcus
aureus: ліпотейхоєвої кислоти, тейхоєвої кислоти і пептидоглікану стимулювати фенотипове
і функціональне дозрівання дендритних клітин людини моноцитарного походження in vitro.
Показано, що найбільшою мірою посилення фенотипової зрілості дендритних клітин спричинювали
патогенасоційовані молекулярні патерни, у складі яких присутній ліпідний компонент.
Функціональну зрілість дендритних клітин стимулювали всі досліджені біополімери. Однак
ліпотейхоєва кислота справляла активаторний вплив у мінімальній концентрації (0,2 мкг/мл),
а пептидоглікан і тейхоєва кислота — у максимальній (2 мкг/мл). Усі зазначені біополімери
S. aureus не мали токсичного впливу на дендритні клітини і їх можна використовувати для
стимуляції фенотипового і функціонального дозрівання дендритних клітин in vitro.
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інтерлейкіни 1 і 6, також здатні сприяти
дозріванню ДК, однак вони не замінюють
впливу агоністів TLRs. Це пов’язано з тим,
що здатність ДК презентувати процесовані
антигени у комплексі з МНС ІІ молекулами
(необхідна для активації CD4+ Т�клітин) за�
лежить від присутності у складі фагосоми
лігандів TLRs [9].

Мієлоїдні ДК експресують TLRs 1–6 і 8,
більша частина яких локалізована на
клітинній поверхні. пДК експресують TLRs
7 і 9, локалізовані в клітинних компартмен�
тах [10]. Найбільшою мірою у модуляції ан�
тигенпрезентації ДК задіяні TLRs 2–5 і 8
[11]. ДК моноцитарного походження харак�
теризуються змішаним профілем експресії
TLRs [12, 13]. Природні й синтетичні
агоністи TLRs набули широкого застосуван�
ня в онкології як ад’юванти у складі проти�
пухлинних вакцин, у тому числі й вакцин на
основі ДК [14, 15]. Із цією метою використо�
вують як ліганди окремих TLRs у різних
концентраціях [16], так і комбінації різних
агоністів [17 19]. Ефективними також є
агоністи TLRs у поєднанні з анти�CD40 ан�
титілами, IFN�γ і простагландином Е [20,
21]. Одностайної думки з приводу оптималь�
ного ад’ювантного компонента для стиму�
ляції дозрівання ДК іn vitro фахівці поки що
не досягли і тому пошук його ще триває.

Метою цієї роботи була порівняльна
оцінка здатності природних лігандів TLRs:
ліпотейхоєвої кислоти Staphylococcus
aureus (ЛТК), а також тейхоєвої кислоти
(ТК) і ПГ Staphylococcus aureus Wood 46 сти�
мулювати функціональне дозрівання ДК
людини моноцитарного походження in vitro.

Матеріали і методи

ДК отримували з моноцитів периферичної
крові п’яти практично здорових осіб. Для
цього виділяли мононуклеарні лейкоцити
методом центрифугування з використанням
градієнта щільності фікол�верографіну
(ρ = 1,077). Із загального пулу мононуклеа�
рів відділяли моноцити за здатністю при�
кріплюватися до пластикової поверхні. 

Моноцити культивували впродовж 8 діб
у середовищі RPMI 1640 (Sigma, США) з до�
даванням 10% аутологічної плазми і факто�
ра дозрівання G�CSF(Grastim, Dr.Reddy`s
Laboratories Ltd, Індія) при 37 °С та 5% СО2. 

На 7�му добу культивування до ДК як до�
датковий стимул для дозрівання додавали
такі ПАМП: ПГ та ТК клітинної стінки
S. aureus Wood 46, отримані на кафедрі
мікробіології та загальної імунології Київсь�

кого національного університету імені Тара�
са Шевченка за описаними раніше методи�
ками [22, 23], а також ЛТК S. aureus і ЛПС
E. coli (Sigma, США) у концентраціях: 0,1;
0,25; 0,5; 1 та 2 мкг/мл. 

На 8�му добу культивування аналізували
фенотипові властивості клітин, а також їхні
функціональні властивості в реакції зміша�
ної культури лімфоцитів (ЗКЛ), для чого до
ДК додавали алогенні лімфоцити (ЛЦ)
у співвідношенні ДК:ЛЦ — 1:10 та інкубу�
вали впродовж 3 діб. 

Після цього визначали ДНК�статус лім�
фоцитів, що проліферували, методом про�
точної цитофлуориметрії. Після інкубації
з ДК лімфоцити інкубували в 1%�му роз�
чині Triton X�100 у забуференому фізіоло�
гічному розчині з додаванням РНК�ази
(25 мкг/мл) і ДНК�тропного барвника про�
підій�йодиду (РІ) (5 мкг/мл). 

Далі клітини відмивали і фіксували 1%�м
розчином параформальдегіду. Аналізували
проби з використанням проточного цито�
флуориметра FACScan (Becton Dickinson,
США) і програми обробки даних ModFit.

Для визначення фенотипових властивос�
тей ДК обробляли моноклональними ан�
титілами анти�CD86�FITC (Dako, Данія) та
анти�HLA�DR�PE (Сорбент, Росія) і фіксува�
ли 1%�м розчином параформальдегіду. 

Аналізували фенотип ДК, використову�
ючи проточний цитофлуориметр FACScan
(Becton Dickinson, США) і програми обробки
даних CellQuest.

Результати та обговорення

Вплив ПАМП на фенотипові власти$
вості ДК in vitro 

На першому етапі досліджень визначали
вплив ПАМП, застосованих у різних концент�
раціях, на фенотипові особливості ДК моноци�
тарного походження, вирощених in vitro. Зва�
жаючи на те, що з літератури відома дозова
залежність імуномодуляторної дії ПАМП [24,
25], для дослідження було обрано такі конце�
нтрації бактеріальних полімерів: 0,1; 0,2; 0,5;
1,0; 2,0 мкг/мл. Бактеріальні полімери дода�
вали до ДК наприкінці культивування, тобто
на 7�му добу. У такий термін, як правило, до�
дають субстанції, що додатково стимулюють
дозрівання ДК, зокрема ЛПС. Саме тому ЛПС
E. coli в наших дослідженнях слугував контро�
лем. Для визначення ролі ПАМП у дозріванні
ДК нами було обрано підхід вирощування ДК
in vitro лише з додаванням до моноцитів пери�
феричної крові фактора росту гранулоцитів 
G�CSF.
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Як показали результати досліджень, се�
ред трьох досліджуваних біополімерів
S. aureus більш ефективними щодо індукції
експресії поверхневих маркерів ДК CD86 та
HLA�DR виявилися ЛТК та ПГ (рис. 1). 

ЛТК — одна з невід’ємних складових
клітинної стінки грампозитивних бактерій, яка
характеризується потужною імуномодулятор�
ною і прозапальною активністю. Структурна
складність препаратів ЛТК тривалий час не доз�
воляла з’ясувати, які саме компоненти
відповідальні за прозапальну активацію ефек�
торних клітин природної резистентності. Інтен�
сивні дослідження з цього приводу за останні 10
років дали змогу виявити у структурі ЛТК
S. aureus та деяких інших грампозитивних
бактерій ліпопротеїн, відповідальний за іму�
номодуляторні властивості цього бактеріаль�
ного біополімера [26]. Окрім того, існують
дані щодо присутності в складі комерційних
препаратів ЛТК домішок ендотоксину [27].

Як видно з рис. 1, А, здатність ЛПС, ви�
користаного як контрольний ПАМП, стиму�

лювати експресію ДК HLA�DR не залежала
від концентрації препарату, тоді як експре�
сія CD86 збільшувалася зі зростанням кон�
центрації ПАМП і сягала максимального
рівня за концентрації 1–2 мкг/мл. 

Саме в цій концентрації ЛПС найчастіше
застосовують з метою стимуляції кінцевого
дозрівання ДК різного походження (моноци�
тарних і кістковомозкових) in vitro. Чітка
дозова залежність стимуляторної здатності
ЛПС була відсутня. 

За результатами наших досліджень рівень
експресії костимуляторних молекул ДК за
впливу на них ЛТК (рис. 1, В) практично не
відрізнявся від рівня в пробах клітин, сти�
мульованих ЛПС (рис. 1, А). 

А в пробах ДК, стимульованих ЛТК у низь�
кій концентрації, рівень експресії CD86 був
навіть вищим, ніж у пробах клітин, стимульо�
ваних такою самою кількістю ЛПС. Дозова за�
лежність впливу ЛТК на експерсію костимуля�
торних молекул ДК також була відсутня. 

Натомість ПГ справляв стимуляторний
вплив щодо експресії HLA�DR та CD86 у дозо�
залежний спосіб (рис. 1, С). Причому оброб�
лення ДК препаратом у найвищій концент�
рації спричиняло навіть більш виразну
стимуляцію експресії зазначених молекул
порівняно з ЛПС та ЛТК.

ТК найменшою мірою стимулювала екс�
пресію поверхневих маркерів зрілості ДК
порівняно з іншими досліджуваними бакте�
ріальними полімерами (рис. 1, D). Відміт�
ною особливістю стимуляторного ефекту ТК
було те, що експресія HLA�DR та CD86 під
впливом цього біополімеру посилювалася
однаковою мірою, тимчасом як усі вищеза�
значені ПАМП більше посилювали експресію
HLA�DR і менше — CD86. Чіткої дозової за�
лежності впливу ТК на експресію поверхне�
вих маркерів зрілості ДК не спостерігали.

Однак слід зазначити, що збільшення
концентрації препарату супроводжувалося
зниженням стимуляторного ефекту, що мо�
же бути пов’язаним з токсичністю ТК [28].

Вплив ПАМП на функціональні 
властивості ДК in vitro

Можна припустити, що зрілі за фенотипо�
вими властивостями ДК є також зрілими
функціонально. Однією з ключових властивос�
тей зрілих ДК є здатність активно стимулюва�
ти розвиток специфічних до антигену клонів Т�
клітин in vivo. Після взаємодії зі зрілими ДК
Т�клітини активуються, проліферують і далі
диференціюють, утворюючи пул ефекторних
клітин. Здатність стимулювати проліферацію
лімфоцитів з боку ДК in vitro, як правило, ви�
вчають з використанням реакції ЗКЛ. 

Рис. 1. Інтенсивність флюоресценції 
поверхневих маркерів ДК:

А — стимуляція ліпополісахаридом; В — стиму�
ляція ліпотейхоєвою кислотою; С — стимуляція

пептидогліканом; D — стимуляція тейхоєвою
кислотою

A

D

C

B
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Наступний етап досліджень було присвя�
чено вивченню проліферативної активності
лімфоцитів шляхом встановлення їхнього
ДНК�статусу і визначення проліферативно�
го індексу. 

Проліферативним індексом вважають
відсоток клітин, які активно діляться і пере�
бувають в S� та G2�M�фазах клітинного циклу.
Як відомо, за умов відсутності активної імун�
ної відповіді проліферативний індекс лімфо�
цитів периферичної крові практично здорової
людини становить близько 10% клітин [29]. 

Як позитивний контроль проліферації Т�
лімфоцитів ми використовували клітини,
стимульовані Т�клітинним мітогеном —
фітогемаглютиніном (ФГА). Слід відзначи�
ти, що зростання проліферативного індексу
в популяції лімфоцитів, стимульованих
ФГА, відбувалося завдяки істотному збіль�
шенню фракції клітин у S�фазі й помірному
зростанню клітин у фазі G2�M (рис. 2). На�
томість, стимуляція проліферації Т�клітин
з боку ДК відбувалася, в основному, за раху�
нок зростання кількості клітин у G2�M�фазі
клітинного циклу і не завжди супроводжува�
лася збільшенням кількості клітин у S�фазі.
Це є відображенням відмінності механізмів
індукування проліферативної активності Т�
лімфоцитів з боку мітогенів і ДК. 

Значення проліферативних індексів
у пробах лімфоцитів, стимульованих ДК,
були нижчі за аналогічний показник у Т�клі�
тин, активованих до проліферації ФГА.
Найвищі значення проліферативного індексу
зареєстровано у пробах лімфоцитів, культи�
вованих з ДК, дозрівання яких було сти�
мульовано ТК і ПГ у максимальній концент�
рації. Максимальні проліферативні індекси
у пробах з ДК, дозрівання яких проходило у
присутності ЛПС та ЛТК, були дещо нижчими. 

Незбіжність результатів фенотипового і
функціонального стану ДК за впливу ПАМП
може пояснюватись тим, що функціональне
дозрівання ДК супроводжується не лише поси�
ленням експресії костимуляторних молекул, а
й стимуляцією їхньої секреторної активності
тощо. Можливо, ТК і ПГ більшою мірою стиму�
лювали секреторну активність ДК, що й позна�
чилося на потужнішій активації проліферації
алогенних Т�лімфоцитів. Однак це припущен�
ня потребує експериментальної перевірки. 

Детальний аналіз залежності функціональ�
ного стану ДК від концентрації ПАМП показав
таке. Функціональна активність ДК, стимульо�
ваних ЛПС, не залежала від концентрації пре�
парату (рис. 2, А). Найвищі значення проліфе�
ративного індексу спостерігали у пробах
Т�клітин, культивованих з ДК, що активували�
ся ЛПС у концентрації 0,2 мкг/мл та 2 мкг/мл.

Додатковим критерієм активації Т�лімфо�
цитів з боку ДК у реакції ЗКЛ є рівень їх апо�
птозу (індукований активацією апоптоз) [30].
Як випливає з рис. 3, кількість апоптичних клі�
тин у пробах лімфоцитів, стимульованих ФГА,
в 1,5 раза перевищувала аналогічний показник
у суспензії нестимульованих лімфоцитів. 

Слід також відзначити значну індивідуаль�
ну варіабельність значень проліферативного
індексу в межах групи здорових донорів, кров
яких було використано для досліджень. Вплив
ЛТК на функціональний статус ДК також не
мав чітко вираженої дозової залежності. Однак
максимальне значення проліферативного
індексу зарєстровано у пробах з ДК, дозрівання
яких відбувалось у присутності ЛТК у мініма�
льній концентрації (рис. 2, В). Стимуляторний
ефект ТК щодо функціональної активності ДК
у реакції ЗКЛ також не мав дозової залежності

Рис. 2. Проліферативна активність лімфоцитів
після трьох діб інкубації з алогенними ДК, 

обробленими:
А — ліпополісахаридом; В — ліпотейхоєвою

кислотою; С — пептидогліканом; 
D — тейхоєвою кислотою.

* — P< 0,05 порівняно з нестимульованим контролем; 
** — P < 0,05 порівняно з позитивним контролем
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(рис. 2, D). Натомість, вплив ПГ на функціо�
нальну активність ДК мав дозозалежний
харктер, так само, як і в разі експресії пове�
рхневих маркерів ДК.

У пробах лімфоцитів, культивованих
з ДК, що дозрівали в присутності ЛПС (рис.
3, А), середня кількість апоптичних клітин
була нижча за таку в пробах з ФГА. 

Чіткої залежності між рівнем апоптозу
і проліферативним індексом не було, однак
максимальний рівень апоптозу лімфоцитів за�
реєстровано у пробах з найвищим проліфера�
тивним індексом (лімфоцити, культивовані з
ДК, обробленими ЛПС у концентрації 2 мкг/мл). 

У пробах з ДК, що дозрівали в присутності
ЛТК (рис. 3, В) також не спостерігався зв’язок
між проліферативним індексом і рівнем апоп�
тозу лімфоцитів у реакції ЗКЛ. Однак макси�
мальний рівень апоптозу так само зафіксова�
но у пробах, де проліферативний індекс був
найвищим (концентрація ЛТК 0,2 мкг/мл).

Повністю був відсутній корелятивний
зв’язок між рівнем активації проліферації
та рівнем апоптозу і в пробах з ДК, стимульо�
ваних до дозрівання ТК (рис. 3, С). Що ж до
лімфоцитів, культивованих з ДК, дозріван�
ня яких було індуковано ПГ, то тут спос�

терігалася зворотно пропорційна залежність
між проліферативним індексом і рівнем
апоптозу лімфоцитів (рис. 3, D). 

Отримані результати вказують на те, що
рівень апоптозу лімфоцитів у реакції ЗКЛ з ДК
не відображує рівня їхньої проліферативної ак�
тивності й у цьому разі не може бути викорис�
таний для оцінки активаторного впливу ДК.

Таким чином, усі застосовані в роботі
біополімери S. aureus спричиняють феноти�
пове і функціональне дозрівання ДК людини
моноцитарного походження, що виявляєть�
ся в посиленні експресії клітинами HLA�DR
та CD86 молекул і в стимуляції проліферації
алогенних Т�лімфоцитів у ЗКЛ відповідно. 

Стимуляторний вплив ПАМП на експре�
сію ДК HLA�DR та CD86 молекул не залежав
від концентрації, за винятком ПГ, характер
стимуляторної дії якого мав чітко виражену
дозову залежність. 

Основна відмінність впливу ПГ на кліти�
ни природного імунітету, у тому числі й ДК,
від впливу решти використаних нами
ПАМП полягає у відмінності рецепторного
сигналінгу. 

ЛПС, ЛТК і ТК розпізнаються TLR2 або/і
TLR4. Трансдукція сигналу від цих рецеп�
торів відбувається із залученням адаптерно�
го протеїну MyD88 з наступною активацією
транскрипційного фактора NF�κB і MAPK. 

ПГ розпізнається TLR2 і/або цитозоль�
ними сенсорами Nod1 and Nod2, у сигналь�
ному шляху яких активація NF�κB відбу�
вається із залученням інших адаптерів
(RICK/Rip2/CARDIAK) [31]. Можливо саме
у цьому сигнальному шляху кількість сти�
мулу позначається на наслідках активації.

Найбільшою мірою посилення експресії
поверхневих маркерів зрілості ДК спричи�
нювали ПАМП, у складі яких присутній
ліпідний компонент, — ЛПС та ЛТК. 

Функціональна зрілість ДК, оцінена
в наших дослідженнях за проліферативним
індексом алогенних Т�лімфоцитів у ЗКЛ,
істотно зростала за впливу генерованих ДК.
Причому всі використані біополімери золо�
тистого стафілокока справляли стимулятор�
ний вплив на функціональну активність ДК,
порівнянний із впливом ЛПС, традиційно
використовуваного у протоколах отримання
ДК in vitro природного агоністу TLRs. 

Особливості стимуляторного впливу різ�
них ПАМП полягали в тому, що для досягнення
максимальної функціональної активності
ДК ліпідвмісних ПАМП достатньо було не�
великої концентрації (0,2 мкг/мл), тимчасом
як ПГ і ТК спричинювали високий рівень
функціонального дозрівання ДК лише
в максимальних концентраціях (2 мкг/мл).

Рис. 3. Рівень апоптозу лімфоцитів після трьох
діб інкубації з алогенними ДК, обробленими:
А — ліпополісахаридом; В — ліпотейхоєвою

кислотою; С — пептидогліканом; 
D — тейхоєвою кислотою
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Staphylococcus aureus НА ФЕНОТИПИ_

ЧЕСКОЕ И ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ 
СОЗРЕВАНИЕ ДЕНДРИТНЫХ КЛЕТОК

ЧЕЛОВЕКА in vitro
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Для стимуляции созревания дендритных
клеток in vitro используются агонисты адъю�
вантных рецепторов, в частности и патогенас�
социированные молекулярные паттерны: ли�
пополисахарид, CpG ДНК, пептидогликан и
др. Целью работы был сравнительный анализ
способности биополимеров Staphylococcus
aureus: липотейхоевой кислоты, тейхоевой
кислоты и пептидогликана стимулировать фе�
нотипическое и функциональное созревание
дендритных клеток человека моноцитарного
происхождения in vitro. Показано, что в наи�
большей степени усиление фенотипической
зрелости дендритных клеток вызывали пато�
генассоциированные молекулярные паттерны,
в составе которых присутствует липидный ком�
понент. Функциональную зрелость дендрит�
ных клеток стимулировали все исследованные
биополимеры. Однако липотейхоевая кислота
активировала функции дендритных клеток
в минимальной концентрации (0,2 мкг/мл),
а пептидогликан и тейхоевая кислота —
в максимальной (2 мкг/мл). Все указанные био�
полимеры S. aureus не оказывали токсического
воздействия на дендритные клетки и могут быть
использованы для стимуляции их фенотипичес�
кого и функционального созревания дендрит�
ных клеток in vitro. 

Ключевые слова: дендритные клетки, тейхое�
вая кислота, липотейхоевая кислота, пепти�
догликан.

THE EFFECT OF Staphylococcus aureus
BIOPOLYMERS ON PHENOTYPIC AND

FUNCTIONAL MATURATION OF HUMAN
DENDRITIC CELLS in vitro
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To stimulate maturation of dendritic cells in
vitro adjuvant receptors agonists are used,
including Pathogen�Associated Molecular
Patterns: lipopolysacharide, CpG DNA, peptido�
glycan etc. The aim of the work was to perform
the comparative analysis of the ability of
biopolymers of Staphylococcus aureus: lipotei�
choic acid, teichoic acid and peptidoglycan to
stimulate phenotypic and functional maturation
of human monocyte�derived dendritic cells in
vitro. It was shown that Pathogen Associated
Molecular Patterns with lipid constituent caused
more expressed phenotypic maturity of dendritic
cells. All of the biopolymers used in the investi�
gation induced functional maturation of den�
dritic cells, but at the different concentration:
lipoteichoic acid — at the minimal concentration
(0.2 μg/ml), teichoic acid and peptidoglycan —
at the maximal (2 μg/ml). All the investigated
S. aureus biopolymers did not exert toxic effect
on dendritic cells and could be used for stimula�
tion of its maturity in vitro.

Key words: dendritic cells, teichoic acid, lipotei�
choic acid, peptidoglycan.




