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Проведено вивчення функцiональної актив-
ностi (метаболiчної, цитотоксичної, аргi-

назної та продукцiї активних форм кисню) мак-
рофагiв мишей з високоангiогенним варiантом 
карциноми легенi Льюїс (LLC/R9). Показано, 
що макрофаги мишей з LLC/R9 проявляють 
ознаки альтернативної активацiї. Бiологiчнi 
властивостi LLC/R9 асоцiюються з поляриза-
цiєю макрофагiв у напрямi фенотипу М2.

Ключовi слова: VEGF, активацiя макрофагiв, фено-
тип М1 та М2.

ВСТУП
Науковi досягнення в онкологiї показали, 

що розумiння механiзмiв неконтрольованого 
росту та прогресiї пухлинних клiтин неможли-
ве без глибокого аналiзу їх взаємодiї з нормаль-
ними клiтинами органiзму. Взаємодiя пухлин-
них клiтин з компонентами їх мiкрооточення 
(ендотелiальними клiтинами, нейтрофiлами 
та лiмфоцитами, моноцитами/макрофагами, 
фiбробластами/мiофiбробластами тощо), що 
реалiзується за рахунок мiжклiтинних контак-
тiв або розчинних медiаторiв, вiдiграє критич-
ну роль у бiльшостi процесiв, що обумовлюють 
чи супроводжують iнвазiю та метастазування 
злоякiсних пухлин [1, 2, 4]. 

Моноцити/макрофаги складають одну з 
найбiльших (пухлиноасоцiйованi макрофа-
ги (ПАМ) складають до 80% лейкоцитiв стро-
ми солiдних пухлин) фракцiй нормальних клi-
тин органiзму, якi iнфiльтрованi в пухлину. Цi 

клiтини є плюрипотентними, функцiональна 
спрямованiсть яких залежить вiд тканинного 
цитокiнового мiкрооточення. В умовах пухлин-
ного росту макрофаги можуть як перешкоджа-
ти, так i сприяти розвитку злоякiсного ново-
утворення. Вiдомо, що прозапальна активацiя 
макрофагiв робить їх дiєвими ефекторами про-
типухлинного iмунiтету [8, 10]. Однак моноци-
ти, якi залучаються в зону пухлинного росту i 
проходять диференцiювання пiд впливом роз-
чинних факторiв, що їх продукують злоякiс-
нi клiтини, зазнають альтернативної активацiї 
i перетворюються на толерогеннi макрофаги [7, 
15, 20]. При цьому пiд впливом гiпоксiї, харак-
терної для пухлинних тканин, вони посилюють 
продукцiю транскрипцiйних факторiв, таких як 
HIF-1,-2 та NF-kappa B, що, в свою чергу, при-
зводить до посиленого синтезу i секрецiї бiо-
логiчно активних сполук (VEGF, IL-1, TNF та 
iн.), якi сприяють процесам мiтогенезу, iнвазiї, 
метастазування та пухлинного ангiогенезу [12, 
14, 18]. Крiм того, колонiзуючи зону росту пух-
лини, такi макрофаги поляризують розвиток 
адаптивної протипухлинної iмунної вiдповiдi 
за Th2 типом, що також сприяє прогресiї пух-
линного процесу [8, 10].

Незважаючи на те, що багатьма дослiджен-
нями було продемонстровано, що залежно вiд 
органiзму та характеру злоякiсного процесу 
мононуклеарнi фагоцити по-рiзному вплива-
ють на рiст i метастазування пухлин [9, 13, 19], 
питання про взаємозв’язок мiж бiологiчними 
властивостями злоякiсних пухлин та функцiо-
нальним станом макрофагiв залишається вiд-
критим. 

Метою роботи було порiвняльне дослiд-
ження функцiональної активностi макрофа-
гiв мишей з перещепленими пухлинами одного 
генезу, якi вiдрiзняються бiологiчними влас-
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тивостями, а саме: пролiферативним, ангiоген-
ним та метастатичним потенцiалами. Для цього 
в роботi було використано два варiанти карци-
номи легенi Льюїс — LLC та LLC/R9, якi iс-
тотно вiдрiзняються за вищевказаними харак-
теристиками, а також за характером їх впливу 
на фiзiологiчнi системи органiзму тварин [3, 
5]. При цьому LLC/R9 характеризується висо-
ким ангiогенним потенцiалом, на користь чого 
свiдчить значно вищий рiвень продукцiї VEGF 
(ключового iндуктора ангiогенезу) цими клi-
тинами порiвняно з клiтинами LLC. Незважа-
ючи на високий ангiогенний потенцiал, варiант 
LLC/R9 має втричi нижчий рiвень метастазу-
вання, анiж LLC. Крiм того, суттєво не вiдрiз-
няючись за швидкiстю росту в умовах in vitro (у 
фазi експоненцiйного росту), за темпами рос-
ту in vivo варiант LLC/R9 значно випереджає 
варiант LLC, що свiдчить про високу залежнiсть 
його росту вiд пухлинного ангiогенезу [21-22]. 

МАТЕРIАЛИ ТА МЕТОДИ 
ДОСЛIДЖЕННЯ

Дослiдження змiн функцiональної актив-
ностi макрофагiв черевної порожнини мишей у 
процесi росту LLC та LLC/R9 проведенi на ми-
шах-самицях лiнiї С57В1/6 середньої маси 18-
23 г вiком 2-2,5 мiсяця розведення вiварiю Iнс-
титуту експериментальної патологiї, онкологiї 
та радiобiологiї iм. Р.Є.Кавецького НАН Украї-
ни. В якостi експериментальних пухлинних мо-
делей було використано два варiанти карцино-
ми легенi Льюїса: вихiдну лiнiю LLC та варiант 
LLC/R9, отриманий шляхом експерименталь-
ної прогресiї вихiдного штаму LLC в напрямi 
формування лiкарської резистентностi до цис-
платину in vivo. Для перещеплення тваринам 
пухлиннi клiтини LLC i LLC/R9 культивува-
ли in vitro в повному поживному середовищi 
за стандартних умов. Клiтини пiсля механiч-
ного зняття iз флаконiв для культивування ре-
суспендували у фiзiологiчному розчинi та iно-
кулювали мишам внутрiшньом’язево (0,1 мл 
суспензiї клiтин, яка мiстила 1,0*106 клiтин).

Матерiал для дослiдження вiдбирали на 8, 
14, 20 та 26 добу пiсля перещеплення, де виз-
начали показники киснезалежної активностi 
в НСТ-тестi, рiвень продукцiї активних форм 
кисню (АФК), цитотоксичної та аргiназної ак-
тивностi макрофагiв перитонеальної порожни-
ни мишей з LLC i LLC/R9 у порiвняннi з iнтак-
тними мишами.

Клiтини перитонеального змиву (КПЗ) от-
римували без попереднього стимулювання з че-

ревної порожнини мишей. Для цього в черевну 
порожнину тварин вводили 5 мл середовища 199 
чи фосфатного буферного розчину (ФБР) (рН 
7,2-7,4) з 5 ОД/мл гепарину i проводили масаж 
передньої стiнки черевної порожнини протягом 
10 хв. Потiм вiдбирали суспензiю КПЗ, що ут-
ворилася, i ще двiчi промивали черевну порож-
нину свiжими порцiями середовища 199. Отри-
манi КПЗ двiчi вiдмивали вiд гепарину (400g, 
10 хв.), суспендували в 1 мл середовища RPMI 
1640 з додаванням 10% ембрiональної телячої 
сироватки чи в безбарвному сольовому розчинi 
Хенкса («Sigma», США) (у залежностi вiд ви-
мог подальшої постановки конкретної мето-
дики). Пiдраховували кiлькiсть життєздатних 
КПЗ. Для отримання перитонеальних макро-
фагiв суспензiю КПЗ розливали алiквотами по 
3,5 мл у пластиковi чашки Петрi дiаметром 6 см 
та iнкубували протягом 45 хв. у термостатi при 
37 С. Суспензiю неадгезованих КПЗ зливали та 
двiчi обережно промивали чашки Петрi теплим 
розчином Хенкса. Далi вносили розчин Хенк-
са з 0,02% ЕДТА i ставили чашки Петрi на лiд 
(10-15 хв.). Пiсля цього змивали з дна фракцiю 
адгезованих клiтин, переважно представлених 
перитонеальними макрофагами. Суспензiю пе-
ритонеальних макрофагiв осаджували шляхом 
центрифугування (400g, 10 хв.) i суспендува-
ли в поживному середовищi чи ФБР. Пiдрахо-
вували кiлькiсть життєздатних КПЗ шляхом їх 
фарбування трипановим синiм i доводили кон-
центрацiю до 1*106/мл. 

Для визначення спонтанної метаболiчної ак-
тивностi в НСТ-тестi [17] отриманi перитоне-
альнi макрофаги вносили в планшет у кiлькостi 
1*105 у лунку в об’ємi 100 мкл. У дослiднi проби 
для визначення спонтанної активностi клiтин 
вносили 0,1 мл 0,2% нiтросинього тетразолiю. 
У контрольнi лунки вносили 0,1 мл повного се-
редовища. Клiтини iнкубували 1 год. при 37ºС 
у присутностi 5% СО2. Пiсля iнкубацiї планшет 
центрифугували 10 хв. при 1000 об./хв. До оса-
ду додавали 0,2 мл метанолу та повторно цент-
рифугували за тих самих умов. Пiсля видалення 
надосадової рiдини в усi лунки додавали 0,1 мл 
0,1 н KOH i 0,1 мл ДМСО. Вмiст проб акуратно 
пiпетували i проводили облiк результатiв спек-
трофотометричним методом при довжинi хвилi 
540 нм. Спонтанну активнiсть перитонельних 
макрофагiв виражали в умовних одиницях. 

Для визначення генерацiї ROS [6] макро-
фагами вiдбирали по 100 мкл суспензiї клi-
тин пiсля їх зняття з поверхнi культурального 
пластика (5*105 клiтин на зразок) у пробiрки 
для цитофлуориметра, додавали 4 мкл 20 мМ 
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дихлорфлуоресцеїнудиацетату (ДХФ) та iнку-
бували зразки протягом 30 хв. в iнкубаторi при 
37ºС. Пiсля iнкубацiї зразки тричi вiдмивали 
ФР та фiксували в 0,4% формалiнi для подаль-
шого аналiзу на цитофлуориметрi. 

Для визначення рiвня цитотоксичної ак-
тивностi клiтини-мiшенi (LLC або LLC/R9 ) 
та клiтини-ефектори (макрофаги черевної по-
рожнини) вносили в лунки 96-луночного круг-
лодонного планшета в об’ємi 100 мкл повного 
середовища за стандартною методикою (2*104 
клiтин-мiшеней i 4*105 клiтин-ефекторiв) [6]. 
Спiввiдношення мiшень/ефектор складало 1:40. 
Пiсля центрифугування при 500 g 5 хв. планшет 
iнкубували протягом 4-х год. при 37 С i 5% СО2. 
Пiдрахунок мертвих клiтин-мiшеней проводи-
ли за допомогою проточного цитофлуоримет-
ра. Для цього по закiнченнi iнкубацiї суспензiю 
клiтин переносили в окремi пробiрки i вносили 
пропiдiй-йодид у концентрацiї 2,5 мкг/мл. 

Рiвень цитотоксичної активностi пiдрахо-
вували за формулою: ЦА (%) = (Д-К)/К*100%, 
де Д — кiлькiсть мертвих клiтин-мiшеней в до-
слiднiй пробi (клiтини-мiшенi + ефектори), 
К — кiлькiсть мертвих клiтин-мiшеней в конт-
ролi (клiтини-мiшенi + середовище).

Визначення аргiназної активностi макрофа-
гiв [16] базується на здатностi аргiнази клiтин 
метаболiзувати аргiнiн до сечовини, концентра-
цiю якої можна визначити спектрофотометрич-
но i кiлькiсно охарактеризувати за допомогою 
калiбрувальної кривої. Пiд час експерименту 
для визначення активностi аргiнази вiдбирали 
однакову кiлькiсть макрофагiв (200 тис.), лi-
зували їх, додавали однакову кiлькiсть аргiнi-
ну та iнкубували сумiш протягом 1 год. при  
37 С. Далi концентрацiю сечовини, що утво-
рювалася, визначали спектрофотометрично. 
Мiрою активностi аргiнази було обрано кiль-

кiсть сечовини, яка утворювалася за годину iн-
кубацiї лiзату стандартної кiлькостi клiтин зi 
стандартною кiлькiстю доданого аргiнiну в пе-
рерахунку на 1 млн клiтин.

Статистичну обробку даних проводили з ви-
користанням t-критерiю Стьюдента за допомо-
гою програм Microsoft Excel i Microcal Origin.

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛIДЖЕННЯ  
ТА Їх ОБГОВОРЕННЯ

Об’єктом дослiдження були макрофаги че-
ревної порожнини мишей з LLC та LLC/R9 
як найбiльш вивченi та зручнi для дослiджень 
представники мононуклеарних фагоцитiв ссав-
цiв. Вони походять з мiєлоїдних попередникiв, 
розташованих у кiстковому мозку, а також у се-
лезiнцi i фетальнiй печiнцi. Мiєлоїднi попере-
дники розвиваються до стадiї промоноцитiв i 
далi диференцiюють у моноцити. Новоутворенi 
моноцити («недосвiченi» макрофаги) залиша-
ють унiкальне мiкрооточення кiсткового моз-
ку i потрапляють у кров. У циркулюючiй кровi 
вони стикаються з багаточисленними агента-
ми (цитокiнами, хемокiнами, адренергiчними i 
холiнергiчними агонiстами, гормонами, iмуног-
лобулiнами, жирними кислотами та iн.), здат-
ними чинити визначальний вплив на їх феноти-
повi i функцiональнi характеристики [11, 23]. 

 Першим аналiзованим функцiональним по-
казником перитонеальних фагоцитiв був рiвень 
спонтанного киснезалежного метаболiзму, де-
тектований за здатнiстю клiтин вiдновлювати 
нiтросинiй тетразолiй (НСТ). Даний тест є iн-
тегральним iндикатором рiвня продукування 
(як конститутивного, так i у вiдповiдь на екзо-
генний стимул) токсичних для пухлинних клi-
тин активних форм кисню (супероксид-анiон, 
пероксид водню, радикал гiдропероксиду та iн.). 

Рис. 1. Рiвень спонтанної метаболiчної активностi перито-
неальних макрофагiв мишей у процесi росту LLC/R9 (сiрi 
стовпчики) та LLC (штрихованi стовпчики). Бiлий стовпчик — 
вiдповiдний показник iнтактних тварин. 

Рис. 2. Рiвень спонтанної продукцiї активних форм кисню 
(ROS) перитонеальними макрофагами мишей у процесi росту 
LLC/R9 та LLC.
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У результатi дослiджень було показано, що 
рiвень спонтанної метаболiчної активностi пе-
ритонеальних макрофагiв мишей з високоан-
гiогенним варiантом карциноми легенi LLC/R9 
у порiвняннi з контролем був вищий (р<0,05) 
у середньому на 40% практично на всiх етапах 
пухлинного росту. При цьому у мишей з LLC 
спонтанний рiвень дихальної активностi мак-
рофагiв iстотно не змiнювався в динамiцi росту 
пухлини i не вiдрiзнявся вiд показникiв iнтакт-
них тварин (рис. 1).

Отриманi результати свiдчать про те, що 
LLC/R9 здатна справляти активаторну дiю на 
киснезалежний метаболiзм перитонеальних 
макрофагiв. 

Посилення киснезалежного метаболiзму 
макрофагiв у мишей з LLC/R9 знаходить своє 
пiдтвердження i в пiдвищеннi рiвня продукцiї 
ними активних форм кисню (АФК). За резуль-
татами наших дослiджень було показано, що 
рiвень продукцiї АФК перитонеальними мак-
рофагами тварин з LLC/R9 лiнiйно зростав у 
процесi росту пухлини i на 26 добу пiсля пере-
щеплення був вищий у 2,5 разу в порiвняннi з 
аналогiчним показником на 8 добу (рис. 2). 

На вiдмiну вiд тварин з LLC/R9, характер 
змiн рiвня продукцiї АФК макрофагами мишей 
у процесi росту LLC носив нелiнiйний характер 
з максимумом на 20 добу росту пухлини та змен-
шенням на 26 добу. При цьому рiвень продукцiї 
АФК у мишей з LLC/R9 на 26 добу був у 5 разiв 
вищий (р<0,01) у порiвняннi з таким у тварин 
з LLC. Таким чином, встановлено, що отриманi 
данi корелюють з даними попереднього дослiд-
ження i свiдчать про активаторний вплив LLC/
R9 на киснезалежний метаболiзм макрофагiв.

Дослiдження цитотоксичної активностi фа-
гоцитiв по вiдношенню до клiтин карциноми 
легенi Льюїса з рiзними бiологiчними власти-
востями показало, що клiтини високоангiоген-
ного варiанта бiльш чутливi до цитоцидної дiї 
перитонеальних фагоцитiв iнтактних тварин 
(табл. 1). Цитотоксична дiя макрофагiв знач-
ною мiрою опосередкована саме активними 
формами кисню. Виходячи з вищевикладених 

даних, можна було б припустити, що рiвень ци-
тотоксичної активностi перитонеальних фаго-
цитiв по вiдношенню до аутологiчних пухлин-
них клiтин у мишей з LLC/R9 має бути вищим, 
нiж у мишей з LLC. За результатами проведе-
них експериментiв було встановлено, що лише 
на початкових термiнах пухлинного росту (14 
день) цей показник у дослiдних тварин був ни-
жчий (на 55% та 28% у мишей з LLC i LLC/R9 
вiдповiдно) порiвняно з iнтактним контролем. 
У бiльш пiзнiй термiн (20-25 доба) цитоток-
сичнiсть перитонеальних макрофагiв тварин з 
LLC/R9 зростала до рiвня iнтактних тварин. У 
тварин з LLC на етапi зрiлої пухлини (20 доба) 
показник цитотоксичної активностi не вiдрiз-
нявся вiд такого у контрольних iнтактних тва-
рин, а на етапi метастазування був статистично 
достовiрно нижчим за аналогiчнi показники у 
тварин без пухлин.

Таким чином, у результатi дослiджень було 
встановлено, що на перiод iнтенсивного росту 
первинної пухлини у мишей з LLC/R9, на вiд-
мiну вiд мишей з LLC, вiдмiчена тенденцiя до 
пiдвищення рiвня цитотоксичної активностi, 
що в певнiй мiрi також корелює з попереднiми 
дослiдженнями. 

Активацiя киснезалежного метаболiзму при-
таманна макрофагам як М1, так i М2 фенотипу 
i не дозволяє характеризувати функцiональну 
поляризацiю перитонеальних фагоцитiв за рос-
том карциноми легенi Льюїса з рiзним ангiоген-
ним потенцiалом. Найбiльш iнформативним 
функцiональним показником, що вiдображує 
функцiональну спрямованiсть макрофагiв, є 
характер метаболiзму аргiнiну. Утилiзацiя мак-
рофагами аргiнiну вiдбувається за участю двох 
основних ферментiв: NO-синтетази i аргiнази. 
Посилення активностi аргiнази макрофагiв — 
ознака їх поляризацiї до М2 фенотипу [14]. 

Як видно з рис. 3, на початкових термi-
нах пiсля перещеплення рiвень аргiназної ак-
тивностi перитонеальних фагоцитiв мишей з  
LLC/R9 був знижений на 28% порiвняно з по-
казником iнтактного контролю. У перiод iн-
тенсивного росту первинної пухлини (14 доба 

ТАБЛИЦЯ 1
Рiвень цитотоксичної активностi перитонеальних макрофагiв (%)  

по вiдношенню до аутологiчних клiтин-мiшеней у процесi росту LLC та LLC/R�

Iнтактнi тварини Доба пiсля перещеплення Мишi з LLC — до LLC Мишi з LLC/R� — до LLC/R�
До LLC — 32±2,5
До LLC/R9 — 22,6±2,5

14 14,3±8,3* 16±1,5*
20 30±5,9 27,7±3,9
25 18±2,04* 21,2±7,6

Примiтка: * — рiзниця з iнтактними тваринами достовiрна (р<0,05). 
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пiсля трансплантацiї пухлинних клiтин) спос-
терiгалося достовiрне (р<0,05) пiдвищення (на 
61%) рiвня аргiназної активностi перитонеаль-
них макрофагiв мишей з високоангiогенним 
варiантом пухлини. Зважаючи на те, що LLC/
R9 значно випереджає LLC за темпами росту 
первинного вузла [13], можна припустити, що 
поляризацiя фагоцитiв у мiкрооточеннi пухли-
ни може бути одним з механiзмiв цього фено-
мену. Однак висловлене припущення потребує 
перевiрки: тестування функцiональної спрямо-
ваностi пухлиноасоцiйованих макрофагiв.

На вiдмiну вiд тварин з LLC/R9, рiвень аргi-
назної активностi макрофагiв мишей з LLC не 
мав статистично достовiрних вiдмiнностей вiд 
показника iнтактного контролю на всiх дослiд-
жених етапах росту пухлини.

ВИСНОВКИ
Отриманi данi дозволяють висунути припу-

щення, що метаболiти, продукованi в процесi 
росту LLC/R9, спричиняють полярилiзацiю 
макрофагiв до М2 фенотипу. Зважаючи на те, 
що початковим етапам росту високоангiогенно-
го варiанта карциноми легенi Льюїса притаман-
не рiзке зростання продукцiї VEGF [21], мож-
на припустити, що функцiональна поляризацiя 
циркулюючих (а можливо, не лише циркулюю-
чих) моноцитiв до М2 фенотипу є однiєю з при-
чин iнтенсивного локального росту первинного 
пухлинного вузла у мишей з LLC/R9. 
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состояния перитонеальных макрофагов мышей 
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та карциномы легкого Льюис. Киев, Украина.

Ключевые слова: VEGF, активация макрофа-
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Было проведено изучение функциональной ак-
тивности (метаболической, цитотоксической, 
аргиназной и продукции активных форм кислоро-
да) макрофагов мышей c высокоангиогенным вари-
антом карциномы легкого Льюис (LLC/R9). Пока-
зано, что макрофаги мышей LLC/R9 проявляют 
признаки альтернативной активации. Биологи-
ческие свойства LLC/R9 ассоциируются с поляри-
зацией макрофагов в сторону М2 фенотипа.

A.G.Fedorchuk. The changes of functional 
state of peritoneal macrophages in tumor-bearing 
mice during high-angiogenic Lewis lung carcino-
ma growth. Kyiv, Ukraine.

Key words: VEGF, macrophage activation, M1 
and M2 phenotype.

The comparative study of functional activities 
(metabolic, cytotoxic, arginase activities and genera-
tion of reactive oxygen species) of macrophages and 
from tumor-bearing mice with high-angiogenic variant 
of Lewis lung carcinoma (LLC/R9) was carried out. It 
was shown that macrophages from mice with LLC/R9 
manifested sings of alternative activation. The biolog-
ical properties of LLC/R9 are associated with macro-
phage polarization towards M2 phenotype.
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