
© Êîëëåêòèâ àâòîðîâ, 2017
ÓÄÊ 616-092

Êàëèø Ñ.Â.1, Ëÿìèíà Ñ.Â.1, Ðàåöêàÿ À.À.1, Áóäàíîâà Î.Ï.2, Ìàëûøåâ È.Þ.1,2

Ïðîãðàììèðîâàíèå ïðîòèâîîïóõîëåâîãî èììóííîãî îòâåòà
in vitro è åãî èñïîëüçîâàíèå äëÿ îñòàíîâêè ïðîëèôåðàöèè
îïóõîëåâûõ êëåòîê è óâåëè÷åíèÿ ïðîäîëæèòåëüíîñòè æèçíè
ìûøåé ñ êàðöèíîìîé in vivo

1 ÔÃÁÎÓ ÂÎ «Ìîñêîâñêèé ãîñóäàðñòâåííûé ìåäèöèíñêèé ñòîìàòîëîãè÷åñêèé óíèâåðñèòåò èì. À.È. Åâäîêèìîâà» Ìèíçäðàâà Ðîññèè,

127473, ã. Ìîñêâà, Ðîññèÿ, óë. Äåëåãàòñêàÿ, ä. 20, ñòð. 1
2 ÔÃÁÍÓ «ÍÈÈ îáùåé ïàòîëîãèè è ïàòîôèçèîëîãèè» ÐÀÍ, 125315, ã. Ìîñêâà, Ðîññèÿ, óë. Áàëòèéñêàÿ, ä. 8

Öåëü — ïðåäñòàâèòü äîêàçàòåëüñòâà ïðàâîìåðíîñòè ãèïîòåçû, ÷òî êîìáèíèðîâàííûé ïóë ðåïðîãðàììèðîâàííûõ
in vitro ìàêðîôàãîâ è ëèìôîöèòîâ áóäåò ýôôåêòèâíî îãðàíè÷èâàòü ïðîëèôåðàöèþ îïóõîëåâûõ êëåòîê in vitro, à ïðè
ââåäåíèè â îðãàíèçì áóäåò ñóùåñòâåííî îãðàíè÷èâàòü ðàçâèòèå îïóõîëè in vivo. Ìåòîäèêà. Ðàçìíîæåíèå îïóõîëå-
âûõ êëåòîê èíèöèèðîâàëè in vitro ïóòåì äîáàâëåíèÿ êëåòîê êàðöèíîìû Ýðëèõà (ÊÝ) â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ
RPMI-1640. Ðàçâèòèå àñöèòíîé îïóõîëè in vivo âîñïðîèçâîäèëè ïóòåì âíóòðèáðþøíîé èíúåêöèè êëåòîê ÊÝ ìû-
øàì. Ðåçóëüòàòû. Óñòàíîâëåíî, ÷òî M3-STAT3/6-SMAD3 ìàêðîôàãè âìåñòå ñ àíòèãåí-ðåïðîãðàììèðîâàííûìè ëèì-
ôîöèòàìè îêàçûâàþò âûðàæåííûé ïðîòèâîîïóõîëåâûé ýôôåêò è in vitro, è in vivo, êîòîðûé áûë ñóùåñòâåííåå ïðî-
òèâîîïóõîëåâîãî ýôôåêòà öèñïëàòèíà. Çàêëþ÷åíèå. Ôàêòû, ñâèäåòåëüñòâóþùèå, ÷òî Ì3 ìàêðîôàãè â ñî÷åòàíèè
ñ in vitro àíòèãåí-ðåïðîãðàììèðîâàííûìè ëèìôîöèòàìè çíà÷èòåëüíî ïîäàâëÿþò ðîñò îïóõîëè in vivo, äåëàþò ïåðñ-
ïåêòèâíûì ðàçðàáîòêó êëèíè÷åñêîé âåðñèè áèîòåõíîëîãèè îãðàíè÷åíèÿ ðîñòà îïóõîëè ïóòåì ïðåäâàðèòåëüíîãî ïðî-
ãðàììèðîâàíèÿ ïðîòèâîîïóõîëåâîãî èììóííîãî îòâåòà «â ïðîáèðêå».
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Aim. To test a hypothesis that a combined pool of in vitro reprogrammed macrophages and lymphocytes will effectively
limit growth of tumor cells in vitro, and injections of these cells into the body will considerably limit development of a tumor
in vivo. Methods. Tumor growth was initiated in vitro by addition of Ehrlich carcinoma (EC) cells to the RPMI-1640 cell
culture medium and in vivo by intraperitoneal injection of EC cells into mice. Results. M3-STAT3/6-SMAD3 macrophages in
combination with antigen-reprogrammed lymphocytes exerted a pronounced antitumor effect both in vitro and in vivo, which
was superior to the effect of cisplatin. Conclusion. M3 macrophages in combination with in vitro antigen-reprogrammed
lymphocytes significantly inhibited the tumor growth in vivo. This fact justifies development of a clinical version of the tumor
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Ââåäåíèå

Âàæäóþ ðîëü â íàðóøåíèè èììóííîãî îòâåòà ïðè
ðàçâèòèè îïóõîëè èãðàþò ìàêðîôàãè [1, 2]. Â çàâèñè-
ìîñòè îò ìèêðîîêðóæåíèÿ, ìàêðîôàãè ìîãóò ïðèîáðå-
òàòü èëè ïðîâîñïàëèòåëüíûé Ì1 ôåíîòèï, èëè àíòè-
âîñïàëèòåëüíûé Ì2 [3—7]. Ì1 ìàêðîôàãè ñîäåéñò-
âóþò óíè÷òîæåíèþ îïóõîëåâûõ êëåòîê áëàãîäàðÿ ïðî-
äóêöèè îêñèäà àçîòà (NO) [8], ïðîâîñïàëèòåëüíûõ
öèòîêèíîâ [9, 10], àêòèâàöèè íàòóðàëüíûõ êèëëåðîâ
[11] è ïðåçåíòàöèè îïóõîëåâûõ àíòèãåíîâ ëèìôîöèòàì
[12]. Îäíàêî ìíîãèå îïóõîëè ïðîäóöèðóþò ìíîãî àí-
òèâîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ, òàêèõ, êàê TGF-�,
IL-10 è IL-13 [13, 14], êîòîðûå ÷åðåç àêòèâàöèþ ôàê-
òîðîâ òðàíñêðèïöèè Ì2 ôåíîòèïà STAT3, STAT6 è
SMAD3 ïåðåïðîãðàììèðóþò àíòèîïóõîëåâûå Ì1
ìàêðîôàãè â ïðîîïóõîëåâûå Ì2 [15, 16]. Ïðè ýòîì
Ì2 ôåíîòèï ìàêðîôàãîâ ïðîäóöèðóåò áîëüøîå êîëè-
÷åñòâî àíòèâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ, ïëîõî ïðåä-
ñòàâëÿþò îïóõîëåâûå àíòèãåíû [17—19] è áëàãîäàðÿ
ýòîìó ïðîìîòèðóþò ðîñò îïóõîëè [1, 2].

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî áëîêèðîâàíèå STAT3,
STAT6 è SMAD3 ïðåäóïðåæäàåò ïðîîïóõîëåâîå
ðåïðîãðàììèðîâàíèå Ì1 ìàêðîôàãîâ. Ì1 ìàêðîôàãè
ñ çàáëîêèðîâàííûìè STAT3, STAT6 è SMAD3,
â îòëè÷èå îò èñõîäíûõ Ì1 ìàêðîôàãîâ, â îòâåò íà
äåéñòâèå ïðîîïóõîëåâûõ àíòèâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêè-
íîâ îòâå÷àëè óñèëåíèåì ïðîäóêöèè àíòèîïóõîëåâûõ
ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ è áëàãîäàðÿ ýòîìó ñî-
õðàíÿëè ñâîè àíòèîïóõîëåâûå ñâîéñòâà è çàìåäëÿëè
äåëåíèå îïóõîëåâûõ êëåòîê in vitro è óâåëè÷èâàëè
ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè ìûøåé ñ êàðöèíîìîé Ýð-
ëèõà (ÊÝ) [20]. Ìû îáîçíà÷èëè òàêîé ôåíîòèï ìàê-
ðîôàãîâ êàê ôåíîòèï ïåðåêëþ÷åíèÿ, èëè êàê Ì3 ôå-
íîòèï [16, 20].

Â èììóííîé ñèñòåìå çà ýôôåêòèâíîå óíè÷òîæåíèå
îïóõîëåâûõ êëåòîê îòâå÷àþò àíòèãåí-ñïåöèôè÷åñêèå
ëèìôîöèòû. Ìàêðîôàãè ìîãóò âûïîëíÿòü ôóíêöèè
àíòèãåí-ïðåçåíòèðóþùèõ êëåòîê è ñïîñîáñòâîâàòü
ôîðìèðîâàíèþ àíòèãåí-ñïåöèôè÷åñêèõ Ò è Th1 ëèì-
ôîöèòîâ. Îäíàêî â óñëîâèÿõ in vivo îïóõîëü íàðóøà-
åò ïðîöåññ àíòèãåí-ïðåçåíòàöèè è ôîðìèðîâàíèå àí-
òèãåí-ñïåöèôè÷åñêèõ öèòîòîêñè÷åñêèõ ëèìôîöèòîâ èç
Ò ëèìôîöèòîâ è Th1 ëèìôîöèòîâ èç Th0 ëèìôîöèòîâ
[21].

Ó÷èòûâàÿ ýòè äàííûå, ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ïðî-
âåäåíèå ïðåçåíòàöèè àíòèãåíîâ îïóõîëè äëÿ ëèìôî-
öèòîâ ñ ïîìîùüþ Ì3 ìàêðîôàãîâ in vitro, â îòñóòñò-
âèè îïóõîëåâûõ êëåòîê, ìîæåò ïðèâåñòè ê ïðîòèâî-
îïóõîëåâîìó ïðîãðàììèðîâàíèþ ëèìôîöèòîâ è ïîëó-
÷åíèþ ïóëà èììóííûõ êëåòîê (ìàêðîôàãîâ è ëèìôî-
öèòîâ) ñ âûðàæåííûìè ïðîòèâîîïóõîëåâûìè ñâîéñò-
âàìè. Ìîæíî îæèäàòü, ÷òî êîìáèíèðîâàííûé ïóë ðå-
ïðîãðàììèðîâàííûõ ìàêðîôàãîâ è ëèìôîöèòîâ áóäåò
ýôôåêòèâíî îãðàíè÷èâàòü ðîñò îïóõîëåâûõ êëåòîê in
vitro è ïðè ââåäåíèå â îðãàíèçì áóäåò ñóùåñòâåííî
îãðàíè÷èâàòü ðàçâèòèå îïóõîëè in vivo. Öåëü èññëå-
äîâàíèÿ ñîñòîÿëà â ïðîâåðêå ýòîé ãèïîòåçû.

Ìåòîäèêà

Ëàáîðàòîðíûå æèâîòíûå. Âñå ýêñïåðèìåíòàëü-
íûå ðàáîòû ïðîâîäèëèñü íà ìûøàõ ëèíèè C57BL/6J
è BALB/c â ñîîòâåòñâèè ñ ðóêîâîäñòâîì ÂÎÇ
(www.cioms.ch/publications/guidelines). Ìûøè áûëè
ïîëó÷åíû â ïèòîìíèêå «Àäðååâêà» (http://andreev-
ka.msk.ru). Ïðîòîêîë ýñïåðèìåíòîâ áûë îäîáðåí óíè-
âåðñèòåòñêèì Êîìèòåòîì ïî ýòèêå.

Ðåàêòèâû. Stat3 èíãèáèòîð (S3I204) (Axon
Medchem, USA, cat# 2312), Stat6 èíãèáèòîð
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(As1517499) (Axon Medchem, USA, cat# 1992),
IFN- (Invitogen, USA, cat# PMC4034), LPS (Sig-
ma-Aldrich, USA, cat# L3755), SMAD3 inhibitor
(SIS3) (Calbiochem, USA, cat# 566405), FBS
(Thermo Hyclone, UK, cat# SV30160.03), è ëåíàð-
ñòâåííàÿ ôîðìà cisplatin (TEVA, Israel).

Ìîäåëèðîâàíèå êàðöèíîìû Ýðëèõà. Îïóõîëåâûé
ðîñò èíèöèèðîâàëè ñ ïîìîùüþ âíóòðèáðþøèííîãî
ââåäåíèÿ êëåòîê êàðöèíîìû Ýðëèõà (ÊÝ). Êëåòêè
îïóõîëè áûëè ïîëó÷åíû â «Ðîññèéñêîì îíêîëîãè÷å-
ñêîì íàó÷íîì öåíòðå èì. Í.Í. Áëîõèíà». Ìûøàì
ââîäèëè 250 òûñÿ÷ îïóõîëåâûõ êëåòîê, ðàçâåäåííûõ
â 0,2 ìë ôèçèîëîãè÷åñêîãî ðàñòâîðà. Â êðèâîé ðîñòà
îïóõîëè ðàçëè÷àþò 3 ïåðèîäà:

� ëàã-ôàçà — 1-å — 5-å ñóò. ïîñëå ââåäåíèÿ îïó-
õîëåâûõ êëåòîê;

� ëîã-ôàçà — 6-å — 10-å ñóò.;
� òåðìèíàëüíûé ïåðèîä, 11-å — 15-å ñóò., çà êî-

òîðûìè ñëåäóåò ãèáåëü îðãàíèçìà.
Âûáîð ìîäåëè ÊÝ îïðåäåëÿåòñÿ òåì, ÷òî:
1. ÊÝ âîñïðîèçâîäèò ìíîãèå àñïåêòû êàíöåðîãå-

íåçà îïóõîëè ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû, ðàêà ÿè÷íèêîâ,
ðàêà òîëñòîé è ïðÿìîé êèøêè è ðàêà ïðîñòàòè÷åñêîé
æåëåçû [22, 23, 25].

2. Ìûøèíóþ ìîäåëü ÊÝ îáû÷íî èñïîëüçóþò äëÿ
îöåíêè ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ýôôåêòîâ [26, 27].

3. ÊÝ ëåãêî âîñïðîèçâîäèòñÿ ýêñïåðèìåíòàëüíî.
Ïîëó÷åíèå êóëüòóðû îïóõîëåâûõ êëåòîê. Ìû-

øåé ÷åðåç 7—9 ñóò. ïîñëå ââåäåíèÿ êëåòîê ÊÝ, äå-
êàïèòèðîâàëè ïîä ýôèðíûì íàðêîçîì, îòáèðàëè àñöè-
òè÷åñêóþ æèäêîñòü â îáúåìå 3—4,5 ìë. Àñöèòè÷å-
ñêóþ æèäêîñòü öåíòðèôóãèðîâàëè 4 ìèí ïðè
1000 îá/ìèí, ïðè 4°Ñ. Ñóïåðíàòàíò ñëèâàëè, à
ê îñàäêó äîáàâëÿëè ñðåäó RPMI-1640 áåç ñûâîðîòêè
è ðåñóñïåíçèðîâàëè. Çàòåì îòáèðàëè 10 ìêë
â ïðîáèðêè, äîáàâëÿëè 90 ìêë RPMI-1640 (ðàçâåäå-
íèå â 10 ðàçà) è ïðîèçâîäèëè ïîäñ÷åò êëåòîê â êàìåðå
Ãîðÿåâà. Ïîñëå ýòîãî äîâîäèëè êîíöåíòðàöèþ êëåòîê
èç àñöèòè÷åñêîé æèäêîñòè äî 100 òûñ. êë. â 20 ìêë.

Âûäåëåíèå ìàêðîôàãîâ. Íàòèâíûå ìàêðîôàãè (Ì0
ôåíîòèï) áûëè âûäåëåíû ó ìûøåé ïóòåì ïåðèòîíåàëü-
íîãî ñìûâà [28]. Ïîñëå âûäåëåíèÿ èç ïåðèòîíåàëüíîé
æèäêîñòè ìàêðîôàãè êóëüòèâèðîâàëè â ïèòàòåëüíîé
ñðåäå RPMI-1640, ñîäåðæàùåé 10% ôåòàëüíóþ áû-
÷üþ ñûâîðîòêó (FBS), 100 ÅÄ/ìë ïåíèöèëëèíà è
100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà ïðè 37°C â 5% CO2.

In vitro ðåïðîãðàììèðîâàíèå ìàêðîôàãîâ íà
Ì3-STAT3/6, -SMAD3 ôåíîòèï. Áûëè ïîëó÷åíû ìàê-
ðîôàãè ñ Ì0 ôåíîòèïîì è ñ M3-STAT3/6-SMAD3 ôå-
íîòèïîì. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ Ì0 ôåíîòèïà ìàêðîôàãè
êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 12 ÷ c 10% FBS, à çàòåì
ñòèìóëèðîâàëè ëèïîïîëèñàõàðèäîì (ËÏÑ)
(500 íã/ìë) â òå÷åíèå 24 ÷. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ
M3-STAT3/6-SMAD3 ôåíîòèïà ìàêðîôàãè êóëüòèâèðî-

âàëè â òå÷åíèå 12 ÷ áåç FBS [4] ñ äîáàâëåíèåì IFN-�
(20 íã/ìë) [29], èíãèáèòîðà STAT3 (5 ìêã/ìë),
èíãèáèòîðà STAT6 (10 ìêã/ìë) è èíãèáèòîðà
SMAD3 (2 íìîëü/ìë) [20], à çàòåì ñòèìóëèðîâàëè
ËÏÑ â êîíöåíòðàöèè 500 íã/ìë åùå â òå÷åíèå 24 ÷.

Ëèçèñ îïóõîëåâûõ êëåòîê äëÿ ïîëó÷åíèÿ îïóõî-
ëåâûõ àíòèãåíîâ. Êîíöåíòðàöèþ êëåòîê ÊÝ â êóëü-
òóðå, ïîëó÷åííîé ïî ìåòîäó, îïèñàííîìó âûøå â ðàç-
äåëå «Ïîëó÷åíèå êóëüòóðû îïóõîëåâûõ êëåòîê» äîâî-
äèëè äî 500 òûñ. êë. â 20 ìêë. Ïîëó÷åííóþ ñóñïåí-
çèþ ïîäâåðãàëè òðåì öèêëàì çàìîðîçêè è ðàçìîðîçêè
[30], ãäå êàæäûé öèêë ñîñòîÿë èç îäíî÷àñîâîãî çàìî-
ðàæèâàíèÿ íà -80°Ñ è 10-ìèíóòíîãî ðàçìîðàæèâàíèÿ
ïðè 37°Ñ. Â ðåçóëüòàòå âñå ñòðóêòóðû êëåòîê ðàçðó-
øàëèñü è â ïîëó÷åííóþ âçâåñü ïîïàäàëè ïîâåðõíîñò-
íî-êëåòî÷íûå è âíóòðèêëåòî÷íûå îïóõîëåâûå àíòèãå-
íû.

Âûäåëåíèå ëèìôîöèò-ñîäåðæàùåé êëåòî÷íîé
ôðàêöèè èç ñåëåçåíêè. Âûäåëåíèå ëèìôîöèò-ñîäåð-
æàùåé êëåòî÷íîé ôðàêöèè èç ñåëåçåíêè ïðîâîäèëè ïî
ìåòîäó, îïèñàííîìó Goldberg S [31]. Êðàòêî: ó æè-
âîòíûõ âûäåëÿëè ñåëåç¸íêó è ðàçìåùàëè â ôàðôîðî-
âûé ïîêðûòûé ñòåêëÿííîé ãëàçóðüþ ãîìîãåíèçàòîð.
Çàòåì ê 1 ñåëåçåíêå â ãîìîãåíåçàòîðå äîáàâëÿëè 2 ìë
10-ììîëÿðíîãî ðàñòâîðà ÝÄÒÀ è ãîìîãåíèçèðîâàëè
â òå÷åíèå 2 ìèí ïðè 4°Ñ. Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ ôè-
ëüòðîâàëè ÷åðåç êàïðîíîâûé ôèëüòð (USA, Falcon,
cat 352360, 100 íì) è ïîñëå ýòîãî ôèëüòðàò öåíòðè-
ôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 4 ìèí, ïðè 1000 îá/ìèí, ïðè
4°Ñ. Íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü ñëèâàëè, äîáàâëÿëè
ïîâòîðíî 10 ììîëÿðíûé ðàñòâîð ÝÄÒÀ 4°Ñ, îáúå-
ìîì ðàâíûì èëè íåìíîãî áîëüøèì îáú¸ìà êëåòî÷íîãî
îñàäêà è âíîâü ðåñóñïåíçèðîâàëè. Ïîëó÷åííóþ ñóñ-
ïåíçèþ ïîìåùàëè íà øåéêåð íà 5 ìèí ïðè 4°Ñ. Ïî-
ñëå ýòîãî ñóñïåíçèþ öåíòðèôóãèðîâàëè 4 ìèí, ïðè
1000 îá/ìèí, ïðè 4°Ñ è îöåíèâàëè ñòåïåíü ëèçèñà
ýðèòðîöèòîâ ïî öâåòó îñàäêà. Åñëè îñàäîê áûë êðàñ-
íûé, âíîâü äîáàâëÿëè 10 ììîëÿðíûé ðàñòâîð ÝÄÒÀ
4°Ñ, îáúåìîì ðàâíûì èëè íåìíîãî áîëüøèì êëåòî÷-
íîãî îñàäêà. Ñìåñü ðåñóñïåíçèðîâàëè è ïîëó÷åííóþ
ñóñïåíçèþ ïîìåùàëè íà øåéêåð íà 5 ìèí ïðè 4°Ñ è
çàòåì öåíòðèôóãèðîâàëè 4 ìèí, ïðè 1000 îá/ìèí,
ïðè 4°Ñ. Åñëè îñàäîê íå áûë êðàñíûì — ñóïåðíà-
òàíò ñëèâàëè, çàìåíÿëè íà RPMI-1640, îáúåìîì
â 2 ðàçà áîëüøèì îáúåìà îñàäêà, è ðåñóñïåíçèðîâàëè.
Çàòåì ïðîèçâîäèëè ïîäñ÷åò êëåòîê è äîâîäèëè êîí-
öåíòðàöèþ äî 500 òûñ. êëåòîê íà 10 ìêë. Â ïîëó÷åí-
íîé èç ñåëåçåíêè êëåòî÷íîé ôðàêöèè ëèìôîöèòû ñî-
ñòàâëÿþò ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî [32].

Êîêóëüòèâèðîâàíèå ìàêðîôàãîâ ñ ëèçàòîì îïó-
õîëåâûõ êëåòîê, ñ ëèìôîöèò-ñîäåðæàùåé êëåòî÷-
íîé ôðàêöèåé èç ñåëåçåíêè è ñ êëåòêàìè ÊÝ in vit-
ro. Äëÿ óäîáñòâà çäåñü ìû îáîçíà÷èëè ìàêðîôàãè
áóêâîé «Ì», ëèçàò îïóõîëåâûõ êëåòîê, ñîäåðæàùèé
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îïóõîëåâûå àíòèãåíû — «À» è ëèìôîöèò-ñîäåðæà-
ùóþ êëåòî÷íóþ ôðàêöèþ ñåëåçåíêè — «Ë». Â óñëî-
âèÿõ in vitro áûëè ñôîðìèðîâàíû 4 ãðóïïû:

1. «Ì0-À-Ë» — ãðóïïà, â êîòîðîé äëÿ àíòèãåíï-
ðåçåíòàöèè èñïîëüçîâàëè Ì0 ìàêðîôàãè;

2. «Ì3-STAT3/6-SMAD3-À-Ë» — ãðóïïà, â êîòî-
ðîé äëÿ àíòèãåíïðåçåíòàöèè èñïîëüçîâàëè
Ì3-STAT3/6-SMAD3 ìàêðîôàãè;

3. «À-Ë» — ãðóïïà, â êîòîðîé êîêóëüòèâèðîâàëè
ëèçàò îïóõîëåâûõ êëåòîê ñ ëèìôîöèò-ñîäåðæàùåé
êëåòî÷íîé ôðàêöèåé ñåëåçåíêè áåç ìàêðîôàãîâ;

4. «Ë» — ãðóïïà, â êîòîðîé êóëüòèâèðîâàëè òîëüêî
ëèìôîöèò-ñîäåðæàùóþ êëåòî÷íóþ ôðàêöèþ ñåëåçåíêè
áåç ìàêðîôàãîâ è áåç ëèçàòà îïóõîëåâûõ êëåòîê.

Â ýòèõ ãðóïïàõ êîëè÷åñòâî ìàêðîôàãîâ ñîñòàâëÿëî
500 òûñ. êëåòîê, êîëè÷åñòâî ëèçàòà îïóõîëåâûõ êëåòîê
— 5 ìêë, è êîëè÷åñòâî êëåòîê ëèìôîöèò-ñîäåðæàùåé
êëåòî÷íîé ôðàêöèè ñåëåçåíêè — 500 òûñ. êëåòîê.

Ê êàæäîé èç ãðóïï äîáàâëÿëè 25 000 êëåòîê ÊÝ
è êîêóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 24 ÷. Ïîñëå ýòîãî ìàê-
ðîôàãè è îïóõîëåâûå êëåòêè áûëè ðàçäåëåíû ïî ìåòî-
äó, îïèñàííîìó ðàíåå [19]. Çàòåì îïóõîëåâûå êëåòêè
ïîäñ÷èòûâàëè è ñðàâíèâàëè ñ êîëè÷åñòâîì îïóõîëå-
âûõ êëåòîê, êîòîðûå êóëüòèâèðîâàëè áåç ìàêðîôàãîâ.
Ïðîòèâîïóõîëåâûé ïðåïàðàò öèñïëàòèí [33, 34] èñ-
ïîëüçîâàëè â êîíöåíòðàöèè 10, 20 è 40 ìêã/ìë â êà-
÷åñòâå ïðåïàðàòà ñðàâíåíèÿ.

Èíúåêöèÿ ìàêðîôàãîâ è ëèìôîöèòîâ â áðþøíóþ
ïîëîñòü. Êëåòêè ãðóïï «Ì0-À-Ë»,
«Ì3-STAT3/6-SMAD3-À-Ë»; «À-Ë» è «Ë» áûëè óäà-
ëåíû ñî äíà ëóíêè êóëüòóðàëüíîãî ïëàíøåòà ïóòåì èí-
êóáèðîâàíèÿ ïðè 37°Ñ â ïðèñóòñâèè PBS, ñîäåðæà-
ùèé 5 ìÌ ÝÄÒÀ [5]. Êîíöåíòðàöèÿ ìàêðîôàãîâ è
ëèìôîöèòîâ áûëà äîâåäåíà äî 8 õ 106 êëåòîê â 0,2 ìë
PBS. Äàëåå ìûøàì âíóòðèáðþøèííî ââîäèëè êëåòêè
ïåðå÷èñëåííûõ âûøå ãðóïï íà 1-å, 3-è, 5-å è 7-å ñóò.

ïîñëå èíúåêöèè êëåòîê ÊÝ. Â èòîãå áûëî ñôîðìèðîâà-
íî 6 ãðóïï æèâîòíûõ ïî 18 êðûñ â êàæäîé:

Ãðóïïà «Îïóõîëü» — ìûøè, êîòîðûì ââåëè
êëåòêè ÊÝ;

Ãðóïïà «Îïóõîëü + Ì0-À-Ë» — ìûøè, êîòî-
ðûì ââîäèëè êëåòêè ÊÝ è êëåòêè ãðóïïû Ì0-À-Ë;

Ãðóïïà «Îïóõîëü + Ì3-STAT3/6-SMAD3-À-Ë»
— ìûøè, êîòîðûì ââîäèëè êëåòêè ÊÝ è êëåòêè
ãðóïïû Ì3-STAT3/6-SMAD3-À-Ë;

Ãðóïïà «Îïóõîëü + À-Ë» — ìûøè, êîòîðûì
ââîäèëè êëåòêè ÊÝ è êëåòêè ãðóïïû À-Ë;

Ãðóïïà «Îïóõîëü + Ë» — ìûøè, êîòîðûì ââî-
äèëè êëåòêè ÊÝ è êëåòêè ãðóïïû Ë;

Ãðóïïà «Îïóõîëü+öèñïëàòèí» — ìûøè, êîòî-
ðûì ââîäèëè êëåòêè ÊÝ è 0,05 ìë öèñïëàòèíà
(0,5 ìã/ìë) â êà÷åñòâå ïðîòèîïóõîëåâîãî ïðåïàðàòà
[33—35].

Ýôôåêò ââåäåíèÿ êëåòîê è öèñïëàòèíà îöåíèâàëè
ïî èçìåíåíèþ ïðîäîëæèòåëüíîñòè æèçíè ìûøåé ïî
ñðàâíåíèþ ñ ãðóïïîé «Îïóõîëü».

Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâà-
íèåì êðèòåðèåâ Ñòüþäåíòà—Íüþìàíà—Êåëñà.
Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ (Ì),
ó÷èòûâàþùåãî ñòàíäàðòíóþ îøèáêó ñðåäíåãî çíà÷å-
íèÿ (±SEM). Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëèñü ñòàòèñòè÷åñêè çíà-
÷èìûìè ïðè p<0,05.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

1. M3-STAT3/6-SMAD3 ìàêðîôàãè è àíòèãåí-ðå-
ïðîãðàììèðîâàííûå ëèìôîöèòû ïîëíîñòüþ îñòà-
íàâëèâàþò äåëåíèå êëåòîê êàðöèíîìû Ýðëèõà in vitro

Íà ðèñ. 1 âèäíî, ÷òî â ïðîöåññå 24-÷àñîâîãî êóëü-
òèâèðîâàíèÿ â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 10% FBS, êîëè÷å-
ñòâî îïóõîëåâûõ êëåòîê óâåëè÷èëîñü â 7 ðàç: ñ 25 000
äî 170 000 ± 11 000 êëåòîê. Êîêóëüòèâèðîâàíèå êëå-
òîê ÊÝ ñ êëåòêàìè ãðóïï «Ì0-À-Ë», «À-Ë» è «Ë»
ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî íå âëèÿëî íà ïðîëèôåðàöèþ
îïóõîëåâûõ êëåòîê.

Äîáàâëåíèå êëåòîê ãðóïïû
«Ì3-STAT3/6-SMAD3-À-Ë» ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ
îñòàíîâèëî äåëåíèå îïóõîëåâûõ êëåòîê ÊÝ. Ïðè
ýòîì âèäíî, ÷òî ïðîòèâîîïóõîëåâûé ýôôåêò êëåòîê
ãðóïïû «Ì3-STAT3/6-SMAD3-À-Ë» ñóùåñòâåííî ïðå-
âûøàë ýôôåêò ïðåïàðàòà öèñïëàòèí.

2. M3-STAT3/6-SMAD3 ìàêðîôàãè è àíòèãåí-ðå-
ïðîãðàììèðîâàííûå ëèìôîöèòû ïðîäåìîíñòðèðî-
âàëè âûðàæåííûé àíòèîïóõîëåâûé ýôôåêò in vivo

Äëÿ òîãî, ÷òîáû îöåíèòü, âîñïðîèçâîäèòñÿ ëè ïðî-
òèâîîïóõîëåâûé ýôôåêò ðåïðîãðàììèðîâàííûõ ìàê-
ðîôàãîâ è ëèìôîöèòîâ in vitro â óñëîâèÿõ in vivo, áû-
ëî îöåíåíî äåéñòâèå êëåòîê ãðóïïû
«Ì3-STAT3/6-SMAD3-À-Ë» íà ïðîäîëæèòåëüíîñòü
æèçíè ìûøåé ñ êàðöèíîìîé Ýðëèõà.
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Ðèñ. 1. Ýôôåêò Ì3-STAT3/6-SMAD3 ìàêðîôàãîâ è àíòèãåí-ðåïðîãðàììè-
ðîâàííûõ ëèìôîöèòîâ íà ðîñò îïóõîëåâûõ êëåòîê ÊÝ. ÊÝ — êëåòêè
êàðöèíîìû Ýðëèõà. Ïðåäñòàâëåíû äàííûå 5 ïîâòîðîâ. Çíà÷èìûå
ðàçëè÷èÿ ìåæäó ãðóïïàìè «ÊÝ» è «Ì3-STAT3/6-SMAD3+À+Ë» è ãðóïïàìè
«Ì0+À+Ë» è «Ì3-STAT3/6-SMAD3+À+Ë»: ** p<0,01.



Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåí ýôôåêò ââåäåíèÿ
Ì3-STAT3/6-SMAD3 ìàêðîôàãîâ è àíòèãåí-ðåïðîã-
ðàììèðîâàííûõ ëèìôîöèòîâ è öèñïëàòèíà íà ïðîäîë-
æèòåëüíîñòü æèçíè ìûøåé ñ ÊÝ â êðèâûõ âûæèâàå-
ìîñòè ïî Êàïëàíó—Ìåéåðó. Ïðîäîëæèòåëüíîñòü
æèçíè ìûøåé ãðóïïû «Îïóõîëü», êîòîðûì ââîäèëè
êëåòêè ÊÝ, ñîñòàâèëà 15,3±0,3 ñóò.; ïðîäîëæèòåëü-
íîñòü æèçíè ìûøåé ãðóïïû «Îïóõîëü + Ì0-À-Ë»
ñîñòàâèëà 13,3±0,2 ñóò. (p<0,01), ÷òî íà 13% ìåíü-
øå, ÷åì â ãðóïïå «Îïóõîëü». Ïðîäîëæèòåëüíîñòü
æèçíè ìûøåé ãðóïïû «Îïóõîëü +
Ì3-STAT3/6-SMAD3-À-Ë» ñîñòàâèëà 37,2±0,7 ñóò.
(p<0,01), ÷òî íà 143% áîëüøå, ÷åì â ãðóïïå «Îïó-
õîëü». Ïðîòèâîîïóõîëåâûé ýôôåêò êëåòîê ãðóïïû
«Ì3-STAT3/6-SMAD3-À-Ë» îêàçàëñÿ ñóùåñòâåííî
áîëåå âûðàæåííûì, ïî ñðàâíåíèþ ñ ýôôåêòîì öèñï-
ëàòèíà.

Äîáàâëåíèå êëåòîê ãðóïï «À+Ë» èëè îäíîãî àí-
òèãåíà (ãðóïïà «À»), èëè îäíèõ ëèìôîöèòîâ (ãðóïïà
«Ë») ìûøàì ñ îïóõîëüþ íå îêàçàëî ñóùåñòâåííîãî
âëèÿíèÿíèÿ íà ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè ìûøåé.

Òàêèì îáðàçîì, èíúêöèè êëåòîê ãðóïïû
«Ì3-STAT3/6-SMAD3-À-Ë» çíà÷èòåëüíî ïîâûñèëî
óñòîé÷èâîñòü ìûøåé ê ðàçâèòèþ ÊÝ. Ðåçóëüòàòû
ïðîâåäåííîãî èññëåäîâàíèÿ ïîäòâåðäèëè íàøó ãèïî-
òåçó î òîì, ÷òî îïóõîëåâûé ðîñò ìîæåò áûòü ýôôåê-
òèâíî îãðàíè÷åí ñ ïîìîùüþ Ì3 ìàêðîôàãîâ ñ èíãè-
áèðîâàííûìè ôàêòîðàìè òðàíñêðèïöèè Ì2 ôåíîòè-
ïà: STAT3, STAT6 è SMAD3 â ñî÷åòàíèè ñ àíòè-
ãåí-ðåïðîãðàììèðîâàííûìè ëèìôîöèòàìè. Ïðè èñïî-
ëüçîâàíèè Ì0 ìàêðîôàãîâ âìåñòî Ì3 ýôôåêò ãðóïïû
«Ì0-À-Ë» îêàçàëñÿ ïðîòèâîïîëîæíûì. Äîáàâëåíèå
ýòîé ãðóïïû êëåòîê ñíèçèëî ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèç-
íè ìûøåé ñ îïóõîëüþ. Ýòè äàííûå õîðîøî êîððåëëè-
ðóåò ñ ïðåäñòàâëåíèåì î ïðîîïóõîëåâîé òðàíñôîðìà-
öèè ìàêðîôàãîâ â çîíå îïóõîëè [13—16].

Ìàêðîôàãè óæå äàâíî ïðèâëåêàþò âíèìàíèå â êà-
÷åñòâå ìèøåíåé äëÿ àíòèîïóõîëåâîé òåðàïèè. Àíòè-
îïóõîëåâóþ àêòèâíîñòü ìàêðîôàãîâ ïûòàëèñü óñèëèòü
ïóòåì ñòèìóëÿöèè Toll-like ðåöåïòîðîâ è èíãèáèðîâà-
íèÿ ðåöåïòîðîâ ê TGF-� [36]; êóëüòèâèðîâàíèÿ
â ñðåäå áåç ñûâîðîòêè [5]; óñèëåíèÿ àêòèâíîñòè ãå-
íîâ, îòâå÷àþùèõ çà ýêñïðåññèþ IFN-� è IL-12 [37];
ñâÿçûâàíèÿ ïðîîïóõîëåâûõ ôàêòîðîâ èëè èõ ðåöåïòî-
ðîâ íà ìàêðîôàãàõ [38, 39] è ò.ä. Âñå ýòè ïîäõîäû
íàïðàâëåíû íà ôîðìèðîâàíèå ïðîòèâîîïóõîëåâîãî
Ì1 ôåíîòèïà, íî îïóõîëü ïåðåïðîãðàììèðóåò Ì1 ôå-
íîòèï â Ì2 [15], ÷òî ñíèæàåò ýôôåêòèâíîñòü Ì1
ìàêðîôàãîâ [40].

Ïî ñðàâíåíèþ ñ Ì1 ìàêðîôàãàìè, Ì3 ìàêðîôàãè
ñ èíãèáèðîâàííûìè ôàêòîðàìè òðàíñêðèïöèè
STAT3, STAT6 è/èëè SMAD3 îêàçûâàëè áîëåå
âûðàæåííîå ïðîòèâîîïóõîëåâîå äåéñòâèå in vitro è
ñïîñîáñòâîâàëè óâåëè÷åíèþ ïðîäîëæèòåëüíîñòè æèç-

íè ìûøåé ñ ÊÝ [20, 40]. Áîëåå âûðàæåííûé ïðîòè-
âîîïóõîëåâûé ýôôåêò ýòèõ ìàêðîôàãîâ ïî ñðàâíåíèþ
ñ Ì1 ìîæåò áûòü ñâÿçàí ñ áîëüøåé âîñïàëèòåëüíîé
àêòèâíîñòüþ Ì3 ìàêðîôàãîâ ñ èíãèáèðîâàííûìè
STAT3, STAT6 è/èëè SMAD3 è ñïîñîáíîñòüþ ñî-
õðàíÿòü àíèòèîïóõîëåâûå ñâîéñòâà â ïðîîïóõîëåâîé
ñðåäå.

Îãðàíè÷åíèå ýôôåêòèâíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ Ì3
ìàêðîôàãîâ ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî îïóõîëü ñíèæàåò àê-
òèâíîñòü è ïåðåïðîãðàììèðóåò íå òîëüêî ìàêðîôàãè,
íî è ëèìôîöèòû [41], à èìåííî ëèìôîöèòû ÿâëÿþòñÿ
ãëàâíûìè êëåòêàìè, îòâå÷àþùèìè çà óíè÷òîæåíèå
îïóõîëè. Îïóõîëü ñíèæàåò ñïîñîáíîñòü àíòèãåí-ïðå-
çåíòèðóþùèõ êëåòîê çàõâàòûâàòü è îñóùåñòâëÿòü
ïðåçåíòàöèþ îïóõîëåâûõ àíòèãåíîâ ëèìôîöèòàì [23].
Ïîíèìàíèå ìåõàíèçìîâ îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè
ïðèâåëî íàñ ê ãèïîòåçå, ÷òî ïðåäâàðèòåëíîå ðåïðîã-
ðàììèðîâàíèå ìàêðîôàãîâ íà Ì3 ôåíîòèï è àíòè-
ãåí-çàâèñèìîå ðåïðîãðàììèðîâàíèå ëèìôîöèòîâ
â óñëîâèÿõ in vitro, â óñëîâèÿõ îòñóòñòâèÿ óãíåòàþùå-
ãî è ðåïðîãðàììèðóþùåãî äåéñòâèÿ îïóõîëè, ìîæåò
ñóùåñòâåííî óâåëè÷èòü àíòèîïóõîëåâóþ ýôôåêòèâ-
íîñòü èììóííûõ êëåòîê. Äåéñòâèòåëüíî, ðàíåå ìû ïî-
êàçàëè, ÷òî èíüåêöèè òîëüêî Ì3 ìàêðîôàãîâ ìûøàì
ñ êàðöèíîìîé Ýðëèõà, óâåëè÷èâàåò ïðîäîëæèòåëü-
íîñòü æèçíè ýòèõ ìûøåé ïðèìåðíî íà 100% [20],
òîãäà êàê â íàñòîÿùåé ðàáîòå èíüåêöèè Ì3 ìàêðîôà-
ãîâ âìåñòå ñ in vitro àíòèãåí-ðåïðîãðàììèðîâàííûìè
ëèìôîöèòàìè, óâåëè÷èâàëè ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèç-
íè òàêèõ æå ìûøåé ñ îïóõîëüþ íà 143%. Ìàêðîôàãè
ÿâëÿþòñÿ êëåòêàìè âðîæäåííîãî, à ëèìôîöèòû —
àäàïòèâíîãî èììóííîãî îòâåòà, ïîýòîìó â äàííîé ðà-
áîòå, ïî ñóòè, áûëà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà âîçìîæíîñòü
ïðîãðàììèðîâàíèÿ àíòèîïóõîëåâîãî èììóííîãî îòâåòà
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Ðèñ. 2. Ýôôåêò ââåäåíèÿ M3-STAT3/6-SMAD ìàêðîôàãîâ è àíòèãåí-ðå-
ïðîãðàììèðîâàííûõ ëèìôîöèòîâ, â ñðàâíåíèè ñ ýôôåêòîì öèñïëà-
òèíà íà ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè ìûøåé ñ ÊÝ (ïî àíàëèçó âûæèâà-
åìîñòè ïî Êàïëàíó—Ìåéåðó).



in vitro (â ïðîáèðêå), â óñëîâèÿõ îòñóòñâèÿ âëèÿíèÿ
îïóõîëè, è äàëüíåéøåãî ýôôåêòèâíîãî èñïîëüçîâàíèÿ
â óñëîâèÿõ in vivo.

Îáíàðóæåííûå â ðàáîòå ôàêòû, ÷òî Ì3 ìàêðîôà-
ãè â ñî÷åòàíèè ñ àíòèãåí-ðåïðîãðàììèðîâàííûìè
ëèìôîöèòàìè çíà÷èòåëüíî ïîäàâëÿþò ðîñò îïóõîëè,
äåëàþò ïåðñïåêòèâíûì ðàçðàáîòêó êëèíè÷åñêîé âåð-
ñèè áèîòåõíîëîãèè îãðàíè÷åíèÿ ðîñòà îïóõîëè ïóòåì
ïðåäâàðèòåëüíîãî ïðîãðàììèðîâàíèÿ àíòèîïóõîëåâîãî
èììóííîãî îòâåòà «â ïðîáèðêå».
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