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ВВЕДЕНИЕ

Дендритные клетки (ДК) обладают способ-
ностью к индукции толерантности и подавле-
нии иммунных реакций [1]. Одним из механиз-
мов, который используют ДК для поддержания 
толерогенного состояния, является продукция 
ИЛ-10 [2]. ДК, обработанные ИЛ-10, приобре-
тают толерогенный фенотип, индуцируют Трег 

и подавляют воспалительные реакции. Кроме 
того, ИЛ-10 снижает продукцию провоспали-
тельных цитокинов Т-клет ками, моноцитами 
и макрофагами [3] и способствует развитию 
анергии эффекторных Т-кле ток [4]. Таким об-
разом, активная секреция ИЛ-10 дендритными 
клетками способствует индукции толерантного 
состояния клеток иммунной системы на анти-
гены и может быть использована для получения 
денд рит но-кле точ ных вакцин, предназначен-
ных для подавления иммунного ответа, напри-
мер, при лечении аутоиммунных заболеваний, 
а также при коррекции реакции отторжения или 
реакции трансплантат против хозяина (РТПХ).

Для нагрузки ДК различными иммунорегу-
ляторными белками, в т. ч. ИЛ-10, использу-
ют методы вирусной, химической, магнитной 
и электрической трансфекции. Однако, ис-
пользование первых трех методов предполагает 
использование искусственных или вирусных 
частиц, которые требуют дополнительных ис-
следований их безопасности [5]. В связи с этим, 
использование электрической трансфекции 
(электропорации), основанной на подаче вы-
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в течение 3 суток после ЭП. По результатам работы ЭП признана эффективным методом для по-
лучения трансфицированных ДК для производства клеточных вакцин.
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соковольтного разряда в суспензию клеток, 
представляется наиболее перспективным и без-
опасным подходом для трансфекции экспрес-
сирующихся векторов.

Целью данной работы была оптимизация 
протокола электропорации (ЭП) ДК ДНК-
плаз ми дой, кодирующей ИЛ-10, для их после-
дующего применения в качестве дендритно-
кле точ ных вакцин.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали самок мышей линии 
C57Bl/6, в возрасте от 2 до 6 месяцев. Дендрит-
ные клетки получали из клеток костного мозга 
мышей линии C57Bl/6 в присутствии 20 нг/мл 
GM-CSF и 20 нг/мл IL-4.

В работе использовались ДНК-плазмиды, ко-
дирующие белок GFP и мышиный ИЛ-10.

Для проведения ЭП к 100 мкл клеток, в кон-
центрации 10–20 млн/мл, добавляли ДНК-плаз-
ми ду, и помещали в кювету для ЭП. ЭП клеток 
осуществлялась на электропораторе BTX 830 
square-wave в 2 мм кюветах (BTX).

Оценка эффективности ЭП проводилась по 
определению GFP-позитивных клеток на про-
точном цитофлуориметре BDFacsVersa. Жизне-
способность культуры оценивалась по включе-
нию пропидия йодида (PI) в трансфицированные 
клетки. Для оценки фенотипических показателей 
культура ДК окрашивалась моноклональными 
антителами: CD11c-FITC, H2b-PE, CD86-APC-
Cy7, CD80-Brilliant Violet 421. Также производи-
ли внутриклеточное окрашивание ИЛ-10.

Оценку содержания ИЛ-10 в кондиционных 
средах культур проводили методом иммунофер-
ментного анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Оптимизация условий электропорации 
дендритных клеток

Была проведена оценка эффективности ЭП 
на разных сроках культивирования ДК (0, 3 и 6 
сутки). Иммунофенотипирование показало уве-
личение количества CD11c+H2b+ дендритных 
клеток с низким уровнем экспрессии костиму-
ляторных молекул (CD80, CD86) в течение 6 су-
ток. В день 0 клетки костного мозга, несмотря 
на самую низкую гибель после ЭП (3,29%), ме-
нее всего подвергаются процедуре трансфекции 
в сравнении с ДК на 3 и 6 день культивирования 
(клеток позитивных по GFP ‒ 12,99% против 
32,17% и 27,62%, соответственно). Кроме того, 

к 6 суткам достоверно увеличивается гибель 
клеток после проведенной ЭП (10,95%) в срав-
нении с ДК на 3 сутки (5,005%).

Для определения оптимальной концентра-
ции клеток для ЭП, было проведено сравнение 
эффективности трансфекции и жизнеспособ-
ности 6-су точ ных ДК. Результаты не выяви-
ли зависимости эффективности трансфекции 
и клеточной гибели от концентрации клеток.

Так же было протестировано несколько вари-
антов сред для использования после процедуры 
электропорации. Показано, что изолированное 
добавление цитокинов (ГМ-КСФ и ИЛ-4) или 
ЛПС к свежей среде для культивирования после 
электропорации не влияет на относительное ко-
личество клеток и эффективность электропора-
ции. При использовании кондиционной среды 
совместно с цитокинами наблюдается увеличе-
ние количества целевых клеток на 25% (с 35% 
до 44%), по сравнению с другими вариантами 
культивирования. При всех исследованных ва-
риантах культивирования, наблюдаемая гибель 
клеток после электропорации была в пределах 
7% и значимо не различалась между группами.

Экспрессия ИЛ-10 трансфицированными 
клетками

Анализ внутриклеточного содержания ИЛ-10 
показал, что спустя 3 часа после ЭП ДК ДНК-
плаз мидой, кодирующей ИЛ-10, наблюдается 
двукратное увеличение количества IL-10-про-
ду ци рующих CD11C+ ДК по сравнению с кон-
трольной группой (36,6% против 19,6%).Спустя 
24 часа после электропорации, сохраняется раз-
ница между трансфицированными и контроль-
ными группами по количеству ИЛ-10-про ду ци-
рую щих CD11c+ клеток (9,4% против 2,3%).

Методом ИФА показана дозозависимая про-
дукция ИЛ-10 в культуральную среду. Так, по 
сравнению с ДК без ЭП, которые продуцируют 
IL-10 в очень низких концентрациях (4 пг/ мл), 
даже минимальное количество плазмидной ДНК 
(1 мкг/мл) способствует увеличению продукции 
IL-10 в 220 раз (до 896 пг/мл), а использование 
больших концентраций плазмиды приводит 
к гиперпродукции ИЛ-10 до 45 нг/ мл. В течение 
3 дней после ЭП концентрация ИЛ-10 остава-
лась неизменной.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Данное исследование выполнялось с целью 
оптимизации условий трансфекции клеток 
моноцитарного происхождения плазмидными 
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конструкциями для модуляции собственной 
биологической активности. Установлено, что 
электропорация является эффективным спо-
собом трансфекции ИЛ-10 в ДК и может быть 
использована для дальнейшего получения ден-
дрит но-кле точ ных вакцин.

Работа выполнена в рамках проекта РНФ 16-
15-00086.
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Dendritic cells (DC) are widely used to produce vaccines for the treatment of various types of diseas-
es, such as malignant neoplasms, autoimmune disorders, rejection and GVHD. To control the functional 
properties of DCs, they are transfected with various immunoregulatory proteins, including IL-10. In this 
paper, the optimization of the method of electrical transfection (electroporation) of DCs with a DNA 
plasmid encoding IL-10 was performed. The effi  ciency of DC electroporation (EP) reaches 45‒72% 
with cell death below 7%. The active expression of IL-10 in transfected DC was shown within 3 days after 
EP. According to the results of the work, EP was recognized as an eff ective method for obtaining trans-
fected DCs for the production of cellular vaccines.
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