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ПРОТИПУХЛИННИЙ 
ТА ІМУНОМОДУЛЮЮЧИЙ 
ЕФЕКТ ДЕНДРИТНИХ КЛІТИН, 
НАВАНТАЖЕНИХ МАГНІТНИМ 
НАНОКОМПЛЕКСОМ, У МИШЕЙ 
З КАРЦИНОМОЮ ЛЕГЕНІ ЛЬЮЇС

Досліджено протипухлинну, антиметастатичну та імуномодулюючу дію 
комбінованої терапії, що включає введення дендритних клітин (ДК), на-
вантажених магнітним нанокомплексом (МНК), та вплив магнітного поля 
у мишей з карциномою легені Льюїс. Встановлено, що внутрішньошкірне 
введення ДК, навантажених МНК, та вплив магнітного поля зумовлювали 
значне зменшення кількості метастазів та їх об’єму у 2 рази у легенях ми-
шей порівняно з контролем і деяке зменшення маси первинної пухлини 
за рахунок вагомого зменшення кількості S-фазних клітин. Комбінована 
терапія сприяла зниженню на рівні тенденції експресії мРНК TGF-ββ у селе-
зінці та лімфатичних вузлах та значному зниженню рівня експресії мРНК 
транскрипційного фактора FoxP3 у клітинах селезінки і пахових лімфатич-
них вузлів. Одержані результати свідчать про  перспективність створення 
нових нанотехнологій із застосуванням антигенпрезентуючих ДК та феро-
магнетиків для імунотерапії раку.

На  сьогодні імунотерапія на  осно-
ві антигенпрезентуючих дендритних 
клітин (ДК) розглядається як один 
із сучасних та перспективних напрям-
ків імунотерапії раку [1–4]. Відомо, 
що ДК відіграють визначальну роль 
у  протипухлинному імунітеті, оскіль-
ки вони мають здатність активувати 
всі клітини, які належать до основних 
ефекторів протипухлинного імуніте-
ту, — CD8+ Т-клітини, Т-хелпери (Тх)-
1, натуральні кілерні клітини (НКК) 
і  НКК із властивостями Т-клітин,  — 
індукують як первинну, так і вторинну 
імунну відповідь (переважно клітинну) 
та розвиток імунологічної пам’яті [5].

Реалізація функцій ДК багато 
в  чому визначається їх локалізацією 
в  організмі та здатністю до  міграції. 
ДК захоплюють пухлинні антигени 
на  периферії та  мігрують у  вторинні 
лімфоїдні органи, де активують на-
ївні та праймовані Т-клітини [6, 7]. 
З огляду на це для подолання дефіциту 
в  презентації пухлинних антигенів 
Т-лімфоцитам та стимуляції імунної 
відповіді проти антигенів пухлини 
за  участю ДК, одержаних in  vitro, 

необхідною умовою є їхня успішна 
міграція до  лімфоїдної тканини ре-
ципієнта. У  середньому час міграції 
ДК в  організмі реципієнта становить 
24–48 год. Разом з тим відомо, що зна-
чна кількість введених ДК гине під час 
міграції, в тому числі й під дією НКК 
реципієнта. Встановлено, що дреную-
чих лімфатичних вузлів досягає близько 
5% введених ДК [8]. При цьому збіль-
шення цільової доставки ДК-вакцини 
до  лімфоїдної тканини реципієнта 
може значно підвищити ефективність 
імунотерапії.

Є поодинокі роботи, в  яких пока-
зано, що збільшення цільової достав-
ки ДК до  лімфоїдної тканини можна 
досягти за  допомогою використання 
металевих наночастинок (НЧ) під дією 
магнітного поля [9]. Слід зазначити, 
що магнітні НЧ вже широко застосо-
вуються для сортування клітин, роз-
ділення ДНК, у  магнітно-резонансній 
томографії та генній терапії [10–13].

О с т а н н і м и  р о к а м и  м а г н і т н і 
НЧ оксиду заліза привертають увагу 
онкологів як компоненти протипух-
линного магнітного нанокомплек-
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су (МНК) [14–16]. Одним із підходів, 
при  якому використовуються МНК, 
є модуляція біологічних ефектів про-
типухлинних препаратів постійним 
магнітним полем (ПМП) як складовою 
протипухлинної наносистеми спрямо-
ваного транспорту. У роботі колективу 
авторів показано, що при  поєднаній 
дії ПМП і  НЧ феромагнетика спо-
стерігається посилення ефекту ПМП, 
що проявляється у зростанні сумарного 
цито- та генотоксичного впливу цих 
чинників на пухлинні клітини [17].

З  урахуванням вищезазначеного, 
метою нашої роботи є дослідження 
протипухлинної, антиметастатичної 
та імуномодулюючої дії ДК, наванта-
жених МНК, під впливом магнітного 
поля у  мишей з  карциномою легені 
Льюїс.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ 
ДОСЛІДЖЕННЯ
В  експериментальних досліджен-

нях були використані 25 мишей лінії 
С57BL/6. Усі досліди проводили відпо-
відно до вимог локальної комісії з етики 
роботи з  лабораторними тваринами 
та принципів Європейської конвенції 
про  захист хребетних тварин, що ви-
користовуються для дослідних та інших 
наукових цілей.

В якості моделі експериментальної 
пухлини використовували карци-
ному легені Льюїс, яку перещеплю-
вали за  загальноприйнятою мето-
дикою. Клітини пухлини тваринам 
вводили внутрішньом’язово у кількості 
6•105 клітин на мишу.

Джерелом ДК були спленоцити син-
генних мишей. ДК одержували шляхом 
центрифугування спленоцитів протягом 
15 хв при  1000 об./хв у  градієнті щіль-
ності 14,5% метризаміду [18]. ДК у кіль-
кості 106 клітин/мл навантажували МНК 
шляхом інкубування протягом 24 год. 
МНК складається з  НЧ оксиду заліза 
Fe3O4 (Sigma-Aldrich) у  концентрації 
8•10−9 мкг/мл та ліофілізованих пухлин-
них клітин (ЛФПК) карциноми легені 
Льюїс у концентрації 0,05 мг/мл. МНК 
одержували шляхом механічної об-
робки ЛФПК та НЧ у мікровібромлині 
ММVE-0,005 («Гефест», РФ). Для цього 
1 мкг НЧ та ЛФПК масою 10 мг помі-
щали в камеру з кульками, що мелють. 
Тривалість обробки становила 5 хв, 
інтенсивність підводу механічної енер-
гії — 20 Вт/г.

ДК, навантажені МНК, вводили 
мишам дослідної групи внутрішньо
шкірно 3 рази у кількості 2•105 на мишу 
з   інтервалом в  3 дні,  починаючи 
з 7-го дня після інокуляції карциноми 
легені Льюїс  (рис.  1). Після введення 
ДК тварин піддавали дії магнітного 
поля протягом 1 год. Контрольній групі 
мишей перещеплювали лише карцино-
му легені Льюїс.

Через 28 днів після інокуляції пухли-
ни у тварин двох груп досліджували кіль-
кість, об’єм метастазів та масу пухлини. 
Одночасно визначали рівень експресії 
мРНК інтерферону (IFN)-γ, трансфор-
муючого фактора росту (TGF)-β, інтер-
лейкіну (IL)-4, FoxP3 у селезінці та па-
хових лімфатичних вузлах за допомогою 
методу полімеразної ланцюгової реакції 
з детекцією результатів у режимі реаль-
ного часу на  приладі 7300/7500 Real-
TimePCRSystems («Applied Bіosystems», 
США) з  використанням специфічних 
праймерів та флюорохрома SYBR Green. 
Послідовності праймерів були підібра-
ні з  використанням програми Primer 
Express® Software  v3.0 фірми «Applied 
Bіosystems» (США) та синтезовані 
останньою. Облік одержаних результа-
тів проводили згідно з рекомендаціями 
фірми  — виробника приладу. Рівень 
експресії генів цитокінів оцінювали 
за  допомогою методу ΔΔCt з  норму-
ванням щодо експресії контрольного 
гена GAPDH.

Одержані результати обробляли ста-
тистично з  використанням t-критерію 
Стьюдента. Вірогідними вважали зна-
чення при  рівнях р≤0,05. Закон нор-
мального розподілу вибірок перевіряли 
за допомогою статистичного тесту Кол-
могорова — Смирнова.

РЕЗУЛЬТАТИ 
ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Відомо, що внутрішньошкірний 

шлях введення є найбільш ефектив-
ним для досягнення ДК лімфоїдної 
тканини реципієнта [19, 20]. Саме 
міграційною поведінкою може по-
яснюватися висока протипухлинна 
ефективність ДК, навантажених пух-
линними антигенами, при цьому шля-
ху їх введення. Разом з тим в організмі 
пухлиноносія міграційна активність 
ДК є значно зниженою. Тому пошук 
способів посилення доставки ДК, на-
вантажених пухлинними антигенами, 
до  лімфоїдної тканини реципієнта 
є обґрунтованим.

У нашому дослідженні внутрішньо
шкірне введення ДК, навантажених 
МНК, та вплив магнітного поля спри-
яли значному зменшенню кількості 
метастазів у легенях мишей та їх об’єму 
у  2 рази порівняно з  контролем, хоча 
p>0,05 (рис. 2). У тварин дослідної групи 
спостерігалося і деяке зменшення маси 
первинної пухлини. Такий ефект реалі-
зувався за рахунок значного зменшення 
кількості S-фазних клітин у пухлині по-
рівняно з контролем.

Серед всіх антигенпрезентуючих 
клітин ДК вважаються найбільш потуж-
ними активаторами Т-клітин, що воло-

 
Рис. 1. Схема експерименту
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Рис. 2. Протипухлинний ефект ДК, навантажених МНК, у мишей з карциномою 
легені Льюїс. *p>0,05
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діють унікальною здатністю до поляри-
зації імунної відповіді [21]. Взаємодія 
зрілих ДК і Т-лімфоцитів відбувається 
в Т-клітинних зонах вторинних лімфо-
їдних органів (у  паракортикальній зоні 
лімфатичних вузлів і  меншою мірою 
в періартеріолярній зоні білої пульпи се-
лезінки під модулюючим впливом цито-
кінів). Рівень продукції IL-4 і IFN-γ пе-
риферичними Т-лімфоцитами і їх спів-
відношення після контакту з ДК значною 
мірою визначає домінування певної 
субпопуляції Т-лімфоцитів: Тх1 або Тх2, 
від активації яких залежить характер 
імунної відповіді.

Як показали результати робіт, у тва-
рин дослідної групи імунотерапевтич-
ний вплив сприяв значному зниженню 
рівня мРНК IL-4 в селезінці та деяко-
му підвищенню рівня мРНК IFN-γ, 
що може свідчити про  поляризацію 
імунної відповіді за Тх1-типом (рис. 3). 
Така сама тенденція у зміні рівня екс-
пресії цитокінів спостерігалася і у  па-
хових лімфатичних вузлах.

Основними продуцентами цито-
кінів із  супресорними властивостями 
(IL-10 та TGF-β) є регуляторні Т-клітини 
(Трег). IL-10 та TGF-β відіграють клю-
чову роль у негативній регуляції проти-
пухлинної імунної відповіді за  рахунок 
пригнічення активації й ефекторних 
функцій Т-клітин та НКК. TGF-β є про-
тизапальним супресорним цитокіном, 
який сприяє експансії Трег та підвищує 
в  них продукцію транскрипційного 
фактора FoxP3, у  результаті чого під-
вищується їх функціональна активність 
та розвивається пухлиноасоційована 
імуносупресія [22].

У нашому дослідженні комбінована 
терапія на  основі ДК, навантажених 
МПК, та дії магнітного поля сприяла 
зниженню на рівні тенденції експресії 

мРНК TGF-β у селезінці та лімфатич-
них вузлах. Разом з  тим, застосована 
терапія значно вплинула на  рівень 
експресії мРНК транскрипційного 
фактора FoxP3. Так, його рівень поміт-
но знижувався як у клітинах селезінки, 
так і у  клітинах пахових лімфатичних 
вузлів.

У миші ядерний фактор FoxP3 екс-
пресується тільки Трег клітинами з фе-
нотипом CD4+TCRαβ+, що володіють 
супресорною активністю [23, 24]. 
Зниження рівня експресі ї  мРНК 
TGF-β та FoxP3 у  тварин дослідної 
групи може бути результатом змен-
шення кількості Трег лімфоцитів 
у мишей або зміни їх функціонального 
потенціалу і свідчити про  знижен-
ня негативного впливу Трег клітин 
на  розвиток протипухлинної імунної 
відповіді. Таким чином, зниження 
рівня експресії  мРНК цитокінів, 
що зумовлюють ріст пухлини, може 
розглядатися як один з  механізмів, 
який забезпечує реалізацію протипух-
линного ефекту імунотерапії на основі 
ДК, навантажених МНК.

ВИСНОВКИ
1. Комбінована терапія, що вклю-

чає введення ДК, навантажених МНК, 
та вплив магнітного поля чинять вираже-
ний антиметастатичний ефект у мишей 
з карциномою легені Льюїс.

2. Імуномодулюючий ефект ком-
бінованої терапії характеризується 
зміною балансу рівня експресії мРНК 
цитокінів IFN-γ та IL-4 в  селезінці 
тварин у  бік превалювання Тх1 поля-
ризуючого потенціалу та зменшення 
пухлино-опосередкованої імуносупресії 
за  рахунок зниження рівня експресії 
FoxP3 та TGF-β у селезінці та пахових 
лімфатичних вузлах.

3. Одержані результати свідчать 
про  перспективність створення нових 
нанотехнологій із застосуванням анти-
генпрезентуючих ДК та феромагнетиків 
для імунотерапії раку.
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Рис. 3. Вплив ДК, навантажених МНК, на  рівень експресії мРНК цитокінів 
та ядерного фактора FoxP3 у мишей з карциномою легені Льюїс. *p>0,05
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Противоопухолевый и иммуномодулирующий 
эффект дендритных клеток, нагруженных 
магнитным нанокомплексом, у мышей 
с карциномой легкого Льюис
Н.Н. Храновская1, О.В. Скачкова1, М.В. Иномистова1, 
О.Л. Макеенко2, В.Э. Орел1

1Национальный институт рака, Киев
2Национальный технический университет Украины  

«Киевский политехнический институт имени Игоря Сикорского», 
Киев

Резюме. Исследовано противоопухолевое, антиметастатическое 
и иммуномодулирующее действие комбинированной терапии, 
включающей введение дендритных клеток (ДК), нагруженных 
магнитным нанокомплексом (МНК), и влияние магнитного поля 
у мышей с карциномой легкого Льюис. Установлено, что внутрикож-
ное введение ДК, нагруженных МНК, и влияние магнитного поля 
обусловливали значительное сокращение количества метастазов 
и их объема в 2 раза в легких мышей по сравнению с контролем и не-
которое уменьшение массы первичной опухоли за счет значитель-
ного уменьшения количества S-фазных клеток. Комбинированная 
терапия способствовала снижению на уровне тенденции экспрессии 
мРНК TGF-β в селезенке и лимфатических узлах и значительному 
снижению уровня экспрессии мРНК транскрипционного фактора 
FoxP3 в клетках селезенки и паховых лимфатических узлов. Полу-
ченные результаты свидетельствуют о перспективности создания 
новых нанотехнологий с применением антигенпрезентирующих 
ДК и ферромагнетиков для иммунотерапии рака.

Ключевые слова: дендритные клетки, магнитный нанокомп
лекс, иммунотерапия, карцинома легкого Льюис.

Antitumor and immunomodulating effect 
of dendritic cells loaded with magnetic 
nanocomplex in mice with Lewis lung carcinoma
N.M. Khranovska1, O.V. Skachkova1, M.V. Inomistova1, 
O.L. Makeenko2, V.E. Orel1

1National Cancer Institute, Kyiv
2National Technical University of Ukraine «Kyiv Polytechnic Institute 

named after Igor Sikorsky», Kyiv

Summary. Antitumor, antimetastatic and immunomodula-
tory effects of combined therapy have been investigated, including 
the administration of dendritic cells (DCs) loaded with magnetic 
nanocomplex (MNC) and the effect of magnetic field in mice with 
Lewis lung carcinoma. It was found that intracutaneous adminis-
tration of DCs loaded with MNC and the effect of magnetic field 
led to a significant reduction of the metastases number in the mice 
lungs compared to control and a decrease in their volume by 2 times, 
some decrease in the mass of the primary tumor due to a significant 
decrease in the number of S-phase cells. Combination therapy 
contributed to a decrease of TGF-β mRNA expression in the spleen 
and lymph nodes and a significant decrease in the expression of the 
FoxP3 mRNA transcription factor in spleen and inguinal lymph 
node cells. The obtained results testify to the prospect of the creation 
of new nanotechnologies with the use of antigen-presenting DCs and 
ferromagnets for cancer immunotherapy.

Key words: dendritic cells, magnetic nanocomplex, immuno-
therapy, Lewis lung carcinoma.


