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Ôåíîòèïè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ìîíîöèòîïîäîáíûõ è îïóõîëåâûõ êëåòîê...

Èììóíîñóïðåññèâíûå ñâîéñòâà îïóõîëè îáåñïå÷èâàþòñÿ ñîñòàâëÿþùèìè åå ìèêðîîêðóæåíèå (ÌÎ)
êëåòêàìè èììóííîé ñèñòåìû, â òîì ÷èñëå ìàêðîôàãàìè. Ïîñëåäíèå îáåñïå÷èâàþò îïóõîëåâûì êëåòêàì
ïðèîáðåòåíèå áîëåå àãðåññèâíîãî ôåíîòèïà è ñïîñîáíîñòè ê ìåòàñòàçèðîâàíèþ. Íàèâíûé ìàêðîôàã,
ìèãðèðóÿ âíóòðü òåëà ñîëèäíîé îïóõîëè, âñòðå÷àåòñÿ ñ íîâûìè ñóáïîïóëÿöèÿìè îïóõîëåâûõ êëåòîê, è
åãî ôóíêöèè èçìåíÿþòñÿ. Â íàøåì èññëåäîâàíèè áûëà èñïîëüçîâàíà ñõåìà ïîñëåäîâàòåëüíîãî ñîêóëü-
òèâèðîâàíèÿ êëåòîê ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà A431 ñ ìîíîöèòîïîäîáíûìè êëåòêàìè ÒÍÐ-1,
ìîäóëèðóþùàÿ ïðîäâèæåíèå ìàêðîôàãà ïî îïóõîëè. Èññëåäîâàëè ñâîéñòâà ìàêðîôàãîâ è îïóõîëåâûõ
êëåòîê â çàâèñèìîñòè îò ýòàïà ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ, à îöåíèâàëè öèòîêèíîâûé ïðîôèëü ÌÎ è óðîâåíü
ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç (ÌÌÐ) 2 è 9. Ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî èìåííî ïåðâàÿ âñòðå÷à íàèâ-
íîãî ìîíîöèòà ñ îïóõîëåâûìè êëåòêàìè âûçûâàåò çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ ïðîëèôåðàòèâíûõ è ìèãðà-
öèîííûõ ñâîéñòâ êëåòîê À431, âûñâîáîæäåíèå ïðîîïóõîëåâûõ öèòîêèíîâ âî âíåêëåòî÷íîå ïðîñòðàíñò-
âî è ïîëÿðèçàöèþ ìîíîöèòîâ â M2-ôåíîòèï. Îäíèì èç àíàëèçèðóåìûõ öèòîêèíîâ, ïîÿâëåíèå êîòîðîãî
â ÌÎ çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàëî ïîñëå 1-ãî ýòàïà ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ, áûë TNF-a, èçâåñòíûé èíäóêòîð
àïîïòîçà, êîòîðûé ñïîñîáñòâîâàë ìàññîâîé ãèáåëè êëåòîê ÒÍÐ-1, â îñíîâíîì óæå ïðèîáðåòøèõ ïðîîïó-
õîëåâûé ôåíîòèï. Íàøè äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ôóíêöèÿ ìàêðîôàãîâ çàâèñèò îò öèòîêèíîâîãî
ïðîôèëÿ â ÌÎ, è ïðåäñòàâëÿþò îäèí èç ñöåíàðèåâ âçàèìîäåéñòâèÿ ðàêîâûõ è ñòðîìàëüíûõ êëåòîê â ðå-
àëüíîé îïóõîëè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ìèêðîîêðóæåíèå îïóõîëè, ìàêðîôàãè, öèòîêèíû, À431, ÒÍÐ-1.

Ïðèíÿòûå ñîêðàùåíèÿ: ÌÎ — ìèêðîîêðóæåíèå îïóõîëè, ÌÌÐ — ìàòðèêñíûå ìåòàëëîïðîòåè-
íû, TNF-a — ôàêòîð íåêðîçà îïóõîëè, IL — èíòåðëåéêèí, ÝÌÏ — ýïèòåëèàëüíî-ìåçåíõèìíûé ïåðå-
õîä, GFP — çåëåíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê, TRAIL — ëèãàíä, èíäóöèðóþùèé àïîïòîç ÷åðåç TNF.

Îïóõîëåâûå êëåòêè ïîääåðæèâàþò ñâîþ æèçíåñïî-
ñîáíîñòü âî ìíîãîì áëàãîäàðÿ íàëè÷èþ ìèêðîîêðóæåíèÿ
(ÌÎ), êîòîðîå ñîñòîèò èç ñòðîìàëüíûõ è èììóííûõ êëå-
òîê, áåëêîâ, ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, ìîëåêóë ÐÍÊ, âåçèêó-
ëÿðíûõ ÷àñòèö, ìèêðîýëåìåíòîâ è äðóãèõ êîìïîíåíòîâ
(Witz, 2008). Íåêîòîðûå êëåòêè ÌÎ ïðè êîíòàêòå ñ îïó-
õîëüþ óòðà÷èâàþò ñâîþ çàùèòíóþ ôóíêöèþ è ñòàíîâÿò-
ñÿ ïðîîïóõîëåâûìè. Ýòî ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî çëîêà÷åñò-
âåííûå îïóõîëè èçáåãàþò èììóííîé àòàêè ñî ñòîðîíû
õîçÿèíà, õîòÿ îáëàäàþò âñåìè ÷åðòàìè, íåîáõîäèìûìè
äëÿ àêòèâàöèè èììóííîãî îòâåòà: êëåòêè îïóõîëåé ÷àñòî
íåñóò ìóòàíòíûå èëè íåïðàâèëüíî ïðîöåññèðîâàííûå
áåëêè, êîòîðûå ìîãóò âûçâàòü èììóííóþ ðåàêöèþ îðãà-
íèçìà, ïðè÷åì â ðàéîíå îïóõîëè ÷àñòî ðàçâèâàåòñÿ âîñïà-
ëèòåëüíàÿ ðåàêöèÿ (Munn, Bronte, 2016).

Ñîãëàñíî îáùåïðèíÿòîé â ïîñëåäíèå ãîäû òî÷êå çðå-
íèÿ, ñïîñîáíîñòü îïóõîëè èçáåãàòü èììóííîé àòàêè ñî
ñòîðîíû õîçÿèíà îáåñïå÷èâàåòñÿ íàñåëÿþùèìè åå Ò-ëèì-
ôîöèòàìè, ìàêðîôàãàìè, äåíäðèòíûìè êëåòêàìè è äðó-
ãèìè ïðåäñòàâèòåëÿìè èììóííîé ñèñòåìû. Ïîïàäàÿ â
îïóõîëåâóþ òêàíü, ýòè êëåòêè íà÷èíàþò ñèíòåçèðîâàòü
èììóíîñóïðåññèâíûå öèòîêèíû, ÷òî ïðèâîäèò ê ïîâû-
øåíèþ êîíöåíòðàöèè ìèåëîèäíûõ ñóïðåññîðíûõ êëå-

òîê (MDSC) â îïóõîëè, ê àêòèâàöèè ðåãóëÿòîðíûõ
Ò-ëèìôîöèòîâ Fox3+ (Tregs), ïîëÿðèçàöèè îïóõîëåàññî-
öèèðîâàííûõ ìàêðîôàãîâ â Ì2-ôåíîòèï è ïîäàâëåíèþ
ïðîëèôåðàöèè Ò-êëåòîê (Razavi et al., 2016). Êðîìå òîãî,
îïóõîëåàññîöèèðîâàííûå ìàêðîôàãè ïîìèìî ñåêðåöèè
ñïîñîáñòâóþùèõ ðîñòó îïóõîëè öèòîêèíîâ ïîääåðæèâà-
þò ëîêàëüíûé íåïðåðûâíûé ïðîöåññ âîñïàëåíèÿ, êîòî-
ðûé â ñâîþ î÷åðåäü áëàãîïðèÿòñòâóåò ãåíåòè÷åñêîé íå-
ñòàáèëüíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê (Mantovani et al., 2008;
Hanahan, Weinberg, 2011).

Ê ñïèñêó öèòîêèíîâ, êîíöåíòðàöèÿ êîòîðûõ âîçðàñ-
òàåò â ÌÎ, îòíîñÿòñÿ èíòåðëåéêèíû IL-1b, IL-6, IL-8,
IL-10 è ôàêòîðû TGF-1b è TNF-a. Ïðîâîñïàëèòåëüíûé
öèòîêèí IL-1b áëàãîäàðÿ àêòèâàöèè ñèãíàëüíîãî ïóòè
IL-1b/IL-1RI/b-êàòåíèí ïðîâîöèðóåò ýïèòåëèàëüíî-ìå-
çåíõèìíûé ïåðåõîä (ÝÌÏ) îïóõîëåâûõ êëåòîê (Jime-
nez-Gardino et al., 2017). Äðóãîé ïðîâîñïàëèòåëüíûé öè-
òîêèí, IL-6, ÿâëÿåòñÿ ðåçèäåíòîì ÌÎ áîëüøîãî êîëè÷åñò-
âà îïóõîëåé, â ÷àñòíîñòè íåìåëêîêëåòî÷íîãî ðàêà
ëåãêîãî (Abulaiti et al., 2013), ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû
(Chang et al., 2013), ïðîñòàòû (Giri et al., 2001), ïîäæåëó-
äî÷íîé æåëåçû (Lesina et al., 2011) è îïóõîëåé äðóãîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ. IL-6 ÷åðåç ñâîé ðåöåïòîð IL-6R è Ja-
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nus-ñèãíàëüíûé ïóòü àêòèâèðóåò STAT3, à ýòî ïðèâîäèò ê
óñèëåííîé ïðîëèôåðàöèè îïóõîëåâûõ êëåòîê, ïðèîáðåòå-
íèþ èìè óñòîé÷èâîñòè ê ïðîòèâîîïóõîëåâûì ïðåïàðà-
òàì, èíäóêöèè ÝÌÏ è â êîíå÷íîì èòîãå âåäåò ê óñèëå-
íèþ ìåòàñòàçèðîâàíèÿ (Mace et al., 2013; Domingues et al.,
2017).

IL-8, êîòîðûé òàêæå çàìå÷åí â ÌÎ îïóõîëåé ðàçíîãî
ãèñòîãåíåçà, ìîæåò âûñâîáîæäàòüñÿ èç îïóõîëåàññîöèè-
ðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ, ïîïàâøèõ ïîä âëèÿíèå îïóõîëè,
è ñàìèõ îïóõîëåâûõ êëåòîê (Domingues et al., 2017). IL-8
ðåêðóòèðóåò â îïóõîëåâûé î÷àã íîâûå íàèâíûå êëåòêè
èììóííîé ñèñòåìû, ñòèìóëèðóåò àíãèîãåíåç îïóõîëè
(Suarez-Carmona et al., 2015) è ÝÌÏ îïóõîëåâûõ êëåòîê
(Sanmamed et al., 2014).

Åùå îäíèì ôàêòîðîì, ðåãóëèðóþùèì ÌÎ, ÿâëÿåòñÿ
TNF-a, ïëåéîòðîïíûé öèòîêèí, êîòîðûé èãðàåò êëþ÷å-
âóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè àïîïòîçà, îïóõîëåâîãî àíãèîãåíåçà,
âîñïàëåíèÿ è èììóíèòåòà. TNF-a ìîæåò èãðàòü êàê ïðî- ,
òàê è ïðîòèâîîïóõîëåâóþ ðîëü (Ham et al., 2016). Ïðîäó-
öèðóåìûé êëåòêàìè ÌÎ, TNF-a ñòèìóëèðóåò ýêñïðåññèþ
äðóãèõ öèòîêèíîâ, ïðîìåæóòî÷íûõ ïðîäóêòîâ àêòèâíûõ
ôîðì êèñëîðîäà, îêñèäà àçîòà è ïðîñòàãëàíäèíîâ (Balk-
will, 2009). TNF-a ó÷àñòâóåò ïî÷òè íà âñåõ ýòàïàõ êàíöå-
ðîãåíåçà è âûïîëíÿåò ðàçëè÷íûå ôóíêöèè, çàâèñÿùèå îò
òèïà îïóõîëè è ÌÎ: ïðè âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ TNF-a
êîððåëèðóåò ñ ðåãðåññèåé îïóõîëè, à ïðè ïðîäîëæèòåëü-
íî íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ, íàïðîòèâ, ñïîñîáñòâóåò ïðî-
ãðåññèè îïóõîëè, ñòèìóëèðóÿ ýêñïðåññèþ äðóãèõ ôàêòî-
ðîâ ðîñòà è öèòîêèíîâ (Balkwill, 2009).

Ëþáàÿ ñîëèäíàÿ îïóõîëü ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îáúåì-
íîå îáðàçîâàíèå, è íàèâíûé ìàêðîôàã, ìèãðèðóÿ âíóòðü
òåëà îïóõîëè, âñòðå÷àåòñÿ ñ íîâûìè è íîâûìè ïîïóëÿ-
öèÿìè îïóõîëåâûõ êëåòîê. ×òî ïðîèñõîäèò ñ ìàêðîôà-
ãàìè ïî ìåðå èõ ïðîäâèæåíèÿ ïî îïóõîëåâîé òêàíè, êàê
ìåíÿåòñÿ èõ ôåíîòèï, êàê ìåíÿåòñÿ öèòîêèíîâûé ïðî-
ôèëü ÌÎ è êàê íà ýòè ñîáûòèÿ ðåàãèðóþò îïóõîëåâûå
êëåòêè? Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî íàéòè îòâåòû íà
ýòè âîïðîñû.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà À431
è êëåòêè ìîíîöèòàðíîé ëåéêåìèè ÒÍÐ-1 (ñóñïåíçèîííàÿ
êóëüòóðà) áûëè ïîëó÷åíû èç Êîëëåêöèè êóëüòóð êëåòîê
ïîçâîíî÷íûõ Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã). Êëåòêè îáåèõ êëåòî÷íûõ ëèíèé êóëüòèâèðîâàëè â
ñðåäå DMEM (Gibco, ÑØÀ) ñ ñîäåðæàíèåì 4.5 ìã/ìë
ãëþêîçû, 2 ìÌ L-ãëþòàìèíà, 10 % ôåòàëüíîé áû÷üåé ñû-
âîðîòêè (Gibco, ÑØÀ) è 0.05 ìã/ìë ãåíòàìèöèíà (Áèîëîò,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) â àòìîñôåðå 6 % ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ. Ìîíî-
öèòîïîäîáíûå êëåòêè ÒÍÐ-1 òðàäèöèîííî èñïîëüçóþò â
êà÷åñòâå ìîäåëè íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ìàêðîôàãîâ
(Ñòàðèêîâà è äð., 2005).

Äëÿ òîãî ÷òîáû èìèòèðîâàòü ïðîöåññ ïðîäâèæåíèÿ
ìàêðîôàãà âíóòðè îïóõîëåâîé òêàíè è, âîçìîæíî, äëÿ
ïðèîáðåòåíèÿ èìè íîâîãî ôåíîòèïà ìû ïðèìåíèëè ìî-
äåëü in vitro ïîýòàïíîãî «îáó÷åíèÿ» ìàêðîôàãîâ. Êëåòêè
À431 âûñåâàëè â ÷àøêè Ïåòðè 10 ñì â êîíöåíòðàöèè
60 òûñ./ìë íàêàíóíå ýêñïåðèìåíòà. Ïîñëå òîãî êàê êëåò-
êè ïðèêðåïëÿëèñü êî äíó ÷àøêè, âíîñèëè êëåòêè ÒÍÐ-1 â
ñîîòíîøåíèè 1 : 1. Ñîêóëüòèâèðîâàíèå ïðîâîäèëè 24 ÷,
ïîñëå ÷åãî îáó÷åííûå ìàêðîôàãè (1-é ýòàï) ïåðåñàæè-
âàëè ê ñâåæèì êëåòêàì À431, ïîñåÿííûì íàêàíóíå, â àíà-
ëîãè÷íûõ ñîîòíîøåíèÿõ (ðèñ. 1). Äëÿ òîãî ÷òîáû âûäåð-

æàòü ñîîòíîøåíèå 1 : 1 íà âñåõ ýòàïàõ ñîêóëüòèâèðîâà-
íèÿ, íà 1-ì ýòàïå ñîâìåñòíîå êóëüòèâèðîâàíèå ïðîâîäèëè
â òðåõ ÷àøêàõ Ïåòðè, íà 2-ì — â äâóõ è íà 3-åì — â îä-
íîé. Ñóñïåíçèîííûå êëåòêè ÒÍÐ-1 ñîáèðàëè ñ ïîìîùüþ
ïèïåòèðîâàíèÿ. Ïðè êàæäîì ïåðåñåâå ñ÷èòàëè ÷èñëî
ìåðòâûõ êëåòîê â êóëüòóðå ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ òðè-
ïàíîâûì ñèíèì è êàìåðû Íüþáàóýðà. Ïîñëå êàæäîãî ýòà-
ïà îòäåëüíî ñîáèðàëè êëåòêè À431, ÒÍÐ-1 è êîíäèöèîíè-
ðîâàííóþ ñðåäó, â êîòîðîé ïðîâîäèëè ñîêóëüòèâèðîâà-
íèå, çàìîðàæèâàëè è õðàíèëè ïðè –80 îÑ. Âñåãî áûëî
ïðîâåäåíî ïî 6 ïîâòîðîâ êàæäîãî ýòàïà.

Ñ î ä å ð æ à í è å ö è ò î ê è í î â IL-1b, IL-6, IL-8 è
TNF-a â êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäå ïîñëå êàæäîãî èç
òðåõ ýòàïîâ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê îöåíèâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ìóëüòèïëåêñíîãî èììóíîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà íà
ìàãíèòíûõ ìèêðîñôåðàõ è òåõíîëîãèè MilliPlex ñîãëàñíî ðå-
êîìåíäàöèÿì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ (Merñk, Ãåðìàíèÿ). Mil-
liplex Human Cytokine Magnetic Panel HCYTOMAG-60K
áûëà ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíà êîìïàíèåé Merk. Áûëî ïðî-
âåäåíî äâà íåçàâèñèìûõ èçìåðåíèÿ öèòîêèíîâîãî ïðîôè-
ëÿ êóëüòóðàëüíîé ñðåäû.

À ê ò è â í î ñ ò ü Ì Ì Ð êëåòîê À431 â ïðîöåññå ñîâ-
ìåñòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ìàêðîôàãàìè îöåíèâàëè ñ
ïîìîùüþ çèìîãðàôèè. Äëÿ ýòîãî ïîñëå êàæäîãî èç òðåõ
ýòàïîâ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ óäàëÿëè ñóñïåíçèîííûå êëåò-
êè ÒÍÐ-1, êëåòêè À431 òùàòåëüíî ïðîìûâàëè PBS è âíî-
ñèëè áåññûâîðîòî÷íóþ ñðåäó, â êîòîðîé êëåòêè êóëüòè-
âèðîâàëè â òå÷åíèå 18 ÷. Ñðåäó îòáèðàëè, öåíòðèôóãèðî-
âàëè ïðè 3000 g 5 ìèí è ñìåøèâàëè ñ áóôåðîì äëÿ ïðîá,
ñîäåðæàùèì SDS. Àêðèëàìèäíûå ãåëè äëÿ ýëåêòðîôîðå-
çà ïîëèìåðèçîâàëè â ïðèñóòñòâèè 1 ìã/ìë æåëàòèíà. Ïðî-
áû ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó â ïîëó÷åííûõ ãåëÿõ è îò-
ìûâàëè îò SDS 2.5%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà X-100
2 ðàçà ïî 30 ìèí. Çàòåì ãåëè èíêóáèðîâàëè â ðåàêöèîí-
íîì áóôåðå (50 ìÌ Tris-HCl, pH 7.6, 0.15 M NaCl, 10 ìÌ
CaCl2 è 0.05 % Brij 35) â òå÷åíèå 12 ÷. Ïîñëå ïðîõîæäåíèÿ
ïðîòåîëèòè÷åñêîé ðåàêöèè ãåëè îêðàøèâàëè êðàñèòåëåì
Êóìàññè ñèíèì R-250 è âûÿâëÿëè íåîêðàøåííûå çîíû ñ
ìîë. ìàññîé, ñîîòâåòñòâóþùåé MMP-2 è ÌÌÐ-9.

Î ö å í ê à ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ì à ð ê å ð à ï ð î î ï ó õ î ë å -
â û õ ì à ê ð î ô à ã î â (F4/80). Íàèâíûå êëåòêè THP-1 è
êëåòêè THP-1, ñîáðàííûå ïîñëå 1-ãî ýòàïà ñîêóëüòèâèðî-
âàíèÿ, îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè ê ìàðêåðó F4/80 (Cell Sig-
naling, ÑØÀ) íà õîëîäå (4 °Ñ) â òå÷åíèå 2 ÷, ïîñëå ÷åãî
îòìûâàëè ñ ïîìîùüþ õîëîäíîãî PBS, ôèêñèðîâàëè â
4%-íîì ðàñòâîðå ôîðìàëèíà è îêðàøèâàëè âòîðè÷íûìè
àíòèòåëàìè, ìå÷åííûìè Alexa-647 (Invitrogen, ÑØÀ).
ßäðà îêðàøèâàëè ñ ïîìîùüþ 4R,6-äèàìèäèíî-2-ôåíèëèí-
äîëà (DAPI; Sigma, ÑØÀ). Äëÿ âûÿâëåíèÿ êîíòàêòà ìåæ-
äó îïóõîëåâûìè êëåòêàìè À431 è êëåòêàìè ÒÍÐ-1 (ïðåä-
ñòàâëÿþùèõ â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ìàêðîôàãè) èñïîëü-
çîâàëè êëåòêè ÒÍÐ-1, òðàíñäóöèðîâàííûå ñ ïîìîùüþ
ëåíòèâèðóñíîé êîíñòðóêöèè ãåíîì çåëåíîãî ôëóîðåñ-
öåíòíîãî áåëêà GFP. Êëåòêè À431 âûñåâàëè íà ïîêðîâ-
íûå ñòåêëà â ëóíêè 24-ëóíî÷íîé ïëàòû â êîíöåíòðàöèè
60 òûñ./ìë è íà ñëåäóþùåå óòðî âíîñèëè â ýòè æå ëóíêè
êëåòêè ÒÍÐ-1-GFP â ñîîòíîøåíèè 1 : 1. Êóëüòèâèðîâàíèå
ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 24 ÷, ïîñëå ÷åãî ñòåêëà ñ êëåòêàìè
òùàòåëüíî ïðîìûâàëè õîëîäíûì PBS è ôèêñèðîâàëè â
ðàñòâîðå 4%-íîãî ôîðìàëüäåãèäà, îêðàøèâàëè ôàëëîè-
äèíîì, ìå÷åííûì Alexa 633 (Life Technology, ÑØÀ).
ßäðà îêðàøèâàëè DAPI. Ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà TSL SP 5 (Leica, Ãåð-
ìàíèÿ) ñ èñïîëüçîâàíèåì ëàçåðîâ ñ äëèíàìè âîëí 405 è
647 íì.
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Ï ð î ò î ÷ í à ÿ ö è ò î ô ë î ó ð è ì å ò ð è ÿ. Íàèâíûå
êëåòêè THP-1 è êëåòêè THP-1, ñîáðàííûå ïîñëå òðåõ ýòà-
ïîâ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ, èíêóáèðîâàëè â ïîëíîé êóëüòó-
ðàëüíîé ñðåäå ñ àíòèòåëàìè ê F4/80 (Abcam, Âåëèêîáðè-
òàíèÿ) â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè 4 °Ñ, âòîðè÷íûìè àíòèìûøèíû-
ìè àíòèòåëàìè, ìå÷åííûìè Alexa 488 è ðåàêòèâîì
Anexin-V Alexa Fluor TM 633 (îáà Life Technology,
ÑØÀ), äëÿ îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ àïîïòîçà. Êëåòêè àíàëè-
çèðîâàëè ñ ïîìîùüþ öèòîìåòðà CytoFlex Flow (Beckman
Coulter, ÑØÀ), èñïîëüçóÿ ëàçåðû ñ äëèíàìè âîëí 488 è
647 íì.

È ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Äëÿ âûÿâëåíèÿ ìàðêåðîâ äèô-
ôåðåíöèðîâêè ìàêðîôàãîâ ñ ïðîîïóõîëåâûì ôåíîòèïîì
êëåòêè ÒÍÐ-1, ïðîøåäøèå 1-é è 2-é ýòàïû îáó÷åíèÿ, ñî-
áèðàëè, öåíòðèôóãèðîâàëè è òðèæäû ïðîìûâàëè â ðàñ-
òâîðå PBS. Ê ñóõîìó êëåòî÷íîìó îñàäêó äîáàâëÿëè ëèçè-
ðóþùèé áóôåð High RIPA: 20 ìÌ Tris-HCl, pH 7.5,
150 ìÌ NaCl, 0.1 % Òðèòîíà X-100, 0.5 % SDS, 1 % DOC,
2 ìÌ EDTA è 100-êðàòíûé ðàñòâîð èíãèáèòîðà ïðîòåàç
(Mammalian Inhibitor Protease, Sigma). Ïîñëå òðåõ öèêëîâ
çàìîðàæèâàíèÿ-îòòàèâàíèÿ ëèçàò öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè
10 000 îá/ìèí, â ñóïåðíàòàíòå îïðåäåëÿëè êîíöåíòðàöèþ
áåëêà ïî ìåòîäó Áðýäôîðä (Bradford, 1976). Ëèçàòû êëå-
òîê (ïî 20 ìêã íà äîðîæêó) èñïîëüçîâàëè äëÿ ýëåêòðîôî-
ðåçà è èììóíîáëîòèíãà. Ìåìáðàíó ïîñëåäîâàòåëüíî èí-
êóáèðîâàëè ñ àíòèòåëàìè ê àðãèíàçå 1 (Arg-1, ìàðêåðó
ìàêðîôàãîâ M2) è âòîðè÷íûìè àíòèìûøèíûìè àíòèòå-
ëàìè, ìå÷åííûìè ïåðîêñèäàçîé õðåíà (Abcam, Âåëèêîá-
ðèòàíèÿ). Äëÿ êîíòðîëÿ ðàâíîìåðíîñòè íàíåñåíèÿ áåëêî-
âûõ ïðîá èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ê GAPDH (Abcam, Âå-
ëèêîáðèòàíèÿ).

Î ö å í ê ó ì è ã ð à ö è è è ï ð î ë è ô å ð à ö è è ê ë å -
ò î ê À 4 3 1 ïðîâîäèëè ñðàçó ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ
êëåòêàìè ÒÍÐ-1 â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè ñ ïîìîùüþ
ïðèáîðà xCELLigence RTCA DP (Biosciences, Inc.). Â ëóí-
êè 16-ëóíî÷íîé Å-ïëàòû, íà äíî êîòîðûõ íàïûëåí çîëî-
òîé ýëåêòðîä, ñîïðîòèâëåíèå êîòîðîãî èçìåíÿåòñÿ â çàâè-
ñèìîñòè îò ïëîùàäè ñîïðèêîñíîâåíèÿ êëåòîê ñ ïîâåðõ-
íîñòüþ ëóíêè, âíîñèëè êëåòêè À431 (ïî 200 òûñ./ìë)
ïîñëå 1, 2 è 3-ãî ýòàïîâ ñîâìåñòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ.
Èçìåðåíèå ñîïðîòèâëåíèÿ (èìïåäàíñ) ïðîâîäèëè êàæäûå

10 ìèí â òå÷åíèå 36 ÷. Îöåíêó ìèãðàöèîííûõ ñâîéñòâ
êëåòîê À431 ïîñëå ñîâìåñòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ êëåò-
êàìè ÒÍÐ-1, ïðîøåäøèìè 1, 2 èëè 3 ýòàïà îáó÷åíèÿ, ïðî-
âîäèëè ñ ïîìîùüþ êàìåð Áîéäåíà (Boyden chambers) èëè
ïëàíøåòîâ ñ äâóïîëîñòíûìè ëóíêàìè ñ ïîëóïðîíèöàå-
ìîé ïåðåãîðîäêîé, íà íèæíþþ ïîâåðõíîñòü êîòîðîé íà-
ïûëåí çîëîòîé ýëåêòðîä (äëÿ èçìåðåíèÿ ìèãðàöèîííûõ
ñâîéñòâ êëåòîê â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè). Êëåòêè
À431 ïîñëå ñîâìåñòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ îáó÷åííûìè
ÒÍÐ-1 ñåÿëè â ñðåäå áåç ñûâîðîòêè â êîíöåíòðàöèè
100 òûñ./ìë, ëèáî â âåðõíþþ ïîëîñòü ëóíêè ïëàíøåòà,
ëèáî â âåðõíþþ ïîëîñòü êàìåðû Áîéäåíà. Â íèæíþþ ïî-
ëîñòü ïîìåùàëè êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó, ñîäåðæàùóþ 10 %
ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè. Èçìåðåíèå ñîïðîòèâëåíèÿ (èìïå-
äàíñ) íà íèæíåé ñòîðîíå ïîëîñòè ïðîâîäèëè êàæäûå
10 ìèí â òå÷åíèå 24 ÷. Ðåçóëüòàòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ ïðèáîðà RTCA, Soft-
ware 1.2. Êëåòêè â êàìåðå Áîéäåíà îêðàøèâàëè êðàñèòå-
ëåì Ãèìçà, êëåòêè èç âíóòðåííåé ÷àñòè êàìåðû óäàëÿ-
ëè ñ ïîìîùüþ âàòíîé ïàëî÷êè, îñòàâøèåñÿ íà âíåøíåé
ïîâåðõíîñòè êàìåðû êëåòêè ôîòîãðàôèðîâàëè (êàìå-
ðà AxioCamERc5S; Zeiss, Ãåðìàíèÿ).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à. Àíàëèç ïðîâîäè-
ëè ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû Microsoft Excel 2010 äëÿ ìà-
ëûõ âûáîðîê. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèìè çíà÷åíèÿ-
ìè ñî ñòàíäàðòíûìè îòêëîíåíèÿìè. Ñòàòèñòè÷åñêè çíà-
÷èìûìè ñ÷èòàëè ðàçëè÷èÿ ïðè Ð < 0.05. Êàæäûé
ýêñïåðèìåíò ïîâòîðÿëè 2—4 ðàçà.

Ðåçóëüòàòû

Ñ î â ì å ñ ò í î å ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê
À 4 3 1 ñ ì î í î ö è ò î ï î ä î á í û ì è ê ë å ò ê à ì è
Ò Í Ð - 1 ï ð è â î ä è ò ê è ç ì å í å í è þ ô å í î ò è ï à ï î -
ñ ë å ä í è õ. Äëÿ òîãî ÷òîáû ïîíÿòü, âëèÿþò ëè îïóõîëå-
âûå êëåòêè â íàøåé ìîäåëè íà ñâîéñòâà è ôåíîòèï êëåòîê
ÒÍÐ-1, ìîäóëèðóþùèõ â íàøåì èññëåäîâàíèè ìàêðîôà-
ãè, ìû èññëåäîâàëè èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè êëåòîê ÒÍÐ-1
ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè. Ïðè ñîêóëüòè-
âèðîâàíèè ñ êëåòêàìè À431 êëåòêè ÒÍÐ-1 èçìåíÿþò ñâîþ
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Ðèñ. 1. Ñõåìà ïîýòàïíîãî ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê À431 ñ êëåòêàìè ÒÍÐ-1, èìèòèðóþùèìè â íàøåì èññëåäîâàíèè
ìàêðîôàãè.

Ìîíîöèòîïîäîáíûå èíòàêòíûå êëåòêè ÒÍÐ-1 âíîñèëè â ñîîòíîøåíèè 1 : 1 â êóëüòóðó êëåòîê À431 è ñîêóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 24 ÷, ïîñëå ÷åãî óæå
«îáó÷åííûå» êëåòêè ÒÍÐ-1 ñîáèðàëè è ïåðåíîñèëè â ÷àøêó ñî ñâåæèìè À431. Ïðîöåäóðó ïîâòîðÿëè åùå 2 ðàçà.



ñôåðè÷åñêóþ ôîðìó íà ðàñïëàñòàííóþ, äëÿ êîòîðîé õà-
ðàêòåðíû àäãåçèîííûå êîíòàêòû (ðèñ. 2, à). Ýòî îäíî èç
ïîäòâåðæäåíèé ìàêðîôàãàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè, òàê
êàê öèðêóëèðóþùèå â êðîâè ìîíîöèòû èìåþò îêðóãëóþ
øàðîîáðàçíóþ ôîðìó (Eligini et al., 2013).

×òîáû ïðîâåðèòü, ñîïðÿæåíû ëè èçìåíåíèÿ ìîðôîëî-
ãèè ìîíîöèòîâ ñ èõ ïåðåõîäîì ê ïðîîïóõîëåâîìó ôåíî-
òèïó, ìû èñïîëüçîâàëè êîíôîêàëüíóþ ìèêðîñêîïèþ è
ïðîòî÷íóþ öèòîôëóîðèìåòðèþ ñ îêðàñêîé êëåòîê àíòè-
òåëàìè ê ìàðêåðó ìàêðîôàãîâ Ì2 — F4/80 è ìàðêåðîì
àïîïòîçà — Annexin-V. Ýòî ïîçâîëèëî íàì îöåíèòü, êà-
êàÿ äîëÿ êëåòîê ÒÍÐ-1, ïðèîáðåòøèõ ïðîîïóõîëåâûé ôå-
íîòèï, ïîãèáëà ïî ìåõàíèçìó àïîïòîçà.

Íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî íàèâíûõ êëåòîê ÒÍÐ-1 äî ñî-
êóëüòèâèðîâàíèÿ ýêñïðåññèðóåò íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè
ìàðêåð Ì2-ôåíîòèïà F4/80 (ðèñ. 2, á, â), íî ïîñëå
1-ãî ýòàïà ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ äîëÿ êëåòîê, ïîëîæèòåëü-
íûõ ïî ýòîìó ìàðêåðó, âûðîñëà äî 61.12 %. Îäíàêî
42.04 % êëåòîê ýòîé ñóáïîïóëÿöèè áûëè êîìèòèðîâàíû ê
àïîïòîçó, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóþò äàííûå ïðîòî÷íîé öè-
òîôëóîðîìåòðèè (ðèñ. 2, â). Âîïðåêè íàøèì îæèäàíèÿì
ïî ìåðå îáó÷åíèÿ êëåòêè ÒÍÐ-1, ïðåäñòàâëÿþùèå â íà-
øåì èññëåäîâàíèè ìàêðîôàãè, íå ïðèîáðåòàëè, à òåðÿëè
ïðîîïóõîëåâûé ôåíîòèï. Ïîñëå 2-ãî ýòàïà ñîêóëüòè-
âèðîâàíèÿ 52.28 % êëåòîê íåñëè ìàðêåð F4/80 è 67.02 %
îò ýòîãî êîëè÷åñòâà âñòàëè íà ïóòü àïîïòîçà (ðèñ. 2, â).
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Ðèñ. 2. Ïðèîáðåòåíèå ÷åðò ïðîîïóõîëåâîãî ôåíîòèïà ìîíîöèòîïîäîáíûìè êëåòêàìè ÒÍÐ-1 â ðåçóëüòàòå ñîâìåñòíîãî êóëüòèâèðî-
âàíèÿ ñ ðàêîâûìè êëåòêàìè À431.

à — êëåòêè ÒÍÐ-1-GFP (çåëåíûé öâåò; èíôèöèðîâàíû ãåíîì çåëåíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà) ñîêóëüòèâèðîâàëè ñ êëåòêàìè À431 â òå÷åíèå 24 ÷,
ôèêñèðîâàëè è îêðàøèâàëè ôàëëîèäèíîì, ìå÷åííûì Alexa 633 (êðàñíûé öâåò). á — êëåòêè ÒÍÐ-1 ïîñëå 1-ãî ýòàïà ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ êëåòêàìè
À431 îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè ïðîòèâ ìàðêåðà ïðîîïóõîëåâîãî ôåíîòèïà F4/80 (êðàñíûé öâåò); ÿäðà êëåòîê îêðàøèâàëè DAPI (à, á, ñèíèé öâåò). â —
ãèñòîãðàììû ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè êëåòîê ÒÍÐ-1, ñîáðàííûõ ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ êëåòêàìè À431 íà 1, 2 è 3-ì ýòàïàõ è îêðàøåííûõ àíòèòå-
ëàìè ïðîòèâ ìàðêåðà ïðîîïóõîëåâîãî ôåíîòèïà F4/80 è ðåàêòèâîì Annexin-V (êîëè÷åñòâî êëåòîê ÒÍÐ-1, ïðèîáðåòøèõ ìàðêåð F4/80, âîçðàñòàåò ïîñ-
ëå 1-ãî ýòàïà ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ è äàëåå ïîíèæàåòñÿ â ñâÿçè ñ ãèáåëüþ F4/80-êëåòîê ïî ìåõàíèçìó àïîïòîçà). ã — èììóíîáëîò ëèçàòîâ êëåòîê ÒÍÐ-1 ñ

àíòèòåëàìè ïðîòèâ ìàðêåðà ïðîîïóõîëåâîãî ôåíîòèïà Arg-1 ïîñëå 1-ãî è 2-ãî ýòàïîâ ñîâìåñòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ êëåòêàìè À431.



Ê 3-ìó ýòàïó òîëüêî 17.01 % êëåòîê áûëè ïîëîæèòåëüíû-
ìè ïî F4/80 è 76.03 % îò ýòîãî êîëè÷åñòâà áûëè ïîëîæè-
òåëüíûìè ïî Annexin-V (ðèñ. 2, â).

Äàííûå îá óòðàòå êëåòêàìè ÒÍÐ-1 ïðîîïóõîëåâîãî
ôåíîòèïà ìàêðîôàãîâ Ì2 â ïðîöåññå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ
ñ àãðåññèâíûìè îïóõîëåâûìè êëåòêàìè áûëè ïîäòâåðæ-
äåíû ñ ïîìîùüþ äðóãîãî ìàðêåðà ïðîîïóõîëåâûõ ìàêðî-
ôàãîâ — Arg-1. Â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ êëåòêè ÒÍÐ-1 ýê-
ñïðåññèðóþò íåâûñîêèé óðîâåíü Arg-1 (ðèñ. 2, ã). Ïðè ñî-
êóëüòèâèðîâàíèè ñ êëåòêàìè À431 óðîâåíü Arg-1 â
êëåòêàõ ÒÍÐ-1 ðåçêî ïîâûøàåòñÿ óæå íà 1-ì ýòàïå, íî
ïðè ïîñëåäóþùèõ ýòàïàõ ïðèáëèæàåòñÿ ê êîíòðîëüíîìó
(ðèñ. 2, ã).

Ñ î â ì å ñ ò í î å ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê
À 4 3 1 ñ ê ë å ò ê à ì è Ò Í Ð - 1 ï ð è â î ä è ò ê è ç ì å í å -
í è þ ö è ò î ê è í î â î ã î ñ å ê ð å ò î ì à. Öèòîêèíîâûå ïðî-
ôèëè â ÌÎ (IL-1b, IL-6, IL-8 è TNF-a) îïðåäåëÿëè ñ ïî-
ìîùüþ ìóëüòèïëåêñíîãî èììóíîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà íà
ìàãíèòíûõ ìèêðîñôåðàõ è òåõíîëîãèè MilliPlex. Ðåçóëü-
òàòû ýòîãî ýêñïåðèìåíòà ïîêàçàëè, ÷òî âñòðå÷à îïóõîëå-
âûõ êëåòîê ñ íàèâíûìè êëåòêàìè ÒÍÐ-1, ìîäóëèðóþùè-
ìè ìàêðîôàãè (1-é ýòàï), ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó ïî-
âûøåíèþ êîëè÷åñòâà âñåõ ÷åòûðåõ öèòîêèíîâ â ñðåäå
ñîêóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê. Êî 2-ìó ýòàïó óðîâåíü öèòî-
êèíîâ âîçâðàòèëñÿ ê êîíòðîëüíîìó çíà÷åíèþ è ïî ìåðå
îáó÷åíèÿ ìàêðîôàãîâ áîëüøå íå âûðîñ.

Êðîìå öèòîêèíîâ âàæíûìè èãðîêàìè â ÌÎ ÿâëÿþòñÿ
ÌÌÐ — îñíîâíûå ôåðìåíòû, ðàñùåïëÿþùèå áåëêîâûå

êîìïîíåíòû âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Èçáûòî÷íàÿ äåãðà-
äàöèÿ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðíîé ÷åð-
òîé ïðîöåññà ìåòàñòàçèðîâàíèÿ. ÌÌÐ ñåêðåòèðóþòñÿ â
îñíîâíîì ïîä äåéñòâèåì ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ,
à ãëàâíûì èõ èñòî÷íèêîì ñ÷èòàþòñÿ àêòèâèðîâàííûå
ìàêðîôàãè, íåéòðîôèëû, ôèáðîáëàñòû, à òàêæå ýíäîòåëè-
àëüíûå è îïóõîëåâûå êëåòêè (Áåðåæíàÿ, 2009). ×òîáû ïî-
íÿòü, ïðîèñõîäèò ëè èçìåíåíèå óðîâíÿ ÌÌÐ â ñðåäå â
ïðîöåññå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê À431 ñ êëåòêàìè
ÒÍÐ-1, ìû îöåíèëè àêòèâíîñòü ÌÌÐ-2 è ÌÌÐ-9 ñ ïîìî-
ùüþ çèìîãðàôèè. Óðîâåíü àêòèâíîñòè ÌÌÐ-2 è ÌÌÐ-9
â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå, ïîëó÷åííîé â ðåçóëüòàòå ñîêóëü-
òèâèðîâàíèÿ êëåòîê À431 è ÒÍÐ-1, çíà÷èòåëüíî âîçðàñ-
òàë íà 1-ì ýòàïå è ïîñòåïåííî ïîíèæàëñÿ â ïðîöåññå îáó-
÷åíèÿ (ðèñ. 3, á).

Ñ î ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê À - 4 3 1 ñ ê ë å ò -
ê à ì è Ò Í Ð - 1 ï ð è â î ä è ò ê ó ñ è ë å í è þ ï ð î ë è ô å -
ð à ò è â í û õ è ì è ã ð à ö è î í í û õ ñ â î é ñ ò â î ï ó õ î ë å -
â û õ ê ë å ò î ê. ×òîáû ïîíÿòü, ñïîñîáíû ëè îáó÷åííûå
ìàêðîôàãè âëèÿòü íà ñâîéñòâà îïóõîëåâûõ êëåòîê, òàêèå
êàê ñïîñîáíîñòü ê ïðîëèôåðàöèè èëè ê ìèãðàöèè, ìû
ïðîâåëè òðè ýòàïà îáó÷åíèÿ êëåòîê ÒÍÐ-1 (ðèñ. 1) è ïîñëå
êàæäîãî ýòàïà èññëåäîâàëè ïðîëèôåðàòèâíûå è ìèãðàöè-
îííûå ñâîéñòâà êëåòîê À431.

Ñîêóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê À431 ñ êëåòêàìè THP-1,
ïðîøåäøèìè îáó÷åíèå ñ îïóõîëåâûìè êëåòêàìè â òå÷å-
íèå 2-ãî è 3-ãî ýòàïîâ, ñóùåñòâåííî íå âëèÿëî íà ñêî-
ðîñòü ðîñòà îïóõîëåâûõ êëåòîê (ðèñ. 4, à), îäíàêî ïîñëå
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Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå êîíöåíòðàöèè öèòîêèíîâ (à) è óðîâíÿ ÌÌÐ (á) â ñðåäå ñîâìåñòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê À431 è ÒÍÐ-1.

à — êîíäèöèîíèðîâàííóþ êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó, ñîáðàííóþ ñ êëåòîê À431 ïîñëå 1, 2 è 3-ãî ýòàïîâ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ êëåòêàìè ÒÍÐ-1, èññëåäîâà-
ëè ñ ïîìîùüþ ìóëüòèïëåêñíîãî èììóíîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà íà ìàãíèòíûõ ìèêðîñôåðàõ è òåõíîëîãèè MilliPlex. á — äàííûå çèìîãðàôèè ïîñëå 1, 2 è

3-ãî ýòàïîâ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ: Ñ — êîíòðîëüíàÿ ñðåäà, 0 — ñðåäà îò èíòàêòíûõ êëåòîê À431.



ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ íàèâíûìè ÒÍÐ-1 êëåòî÷íûé èí-
äåêñ, îòðàæàþùèé ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè êëåòîê À431,
çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàëñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòî÷íûì èí-
äåêñîì èíòàêòíûõ êëåòîê À431 (ðèñ. 4, à). Â ýêñïåðèìåí-
òàõ ïî èçó÷åíèþ ìèãðàöèîííûõ ñâîéñòâ îïóõîëåâûõ êëå-
òîê íàèâíûå THP-1 îêàçàëè íàèáîëåå çíà÷èòåëüíîå âëèÿ-
íèå íà ñïîñîáíîñòü îïóõîëåâûõ êëåòîê ê ìèãðàöèè ïî
ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè ÒÍÐ-1, ïðîøåäøèìè 2 èëè 3 ýòàïà
ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 4, á). Äàííûå, ïîëó÷åííûå ñ èñïî-
ëüçîâàíèåì êàìåðû Áîéäåíà (ðèñ. 4, â), ïîäòâåðäèëè ðåçóëü-
òàòû ýêñïåðèìåíòîâ ñ ïðèìåíåíèåì ïðèáîðà xÑELLingence:
ïîñëå ñîâìåñòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê À431 ñ íàèâíû-
ìè êëåòêàìè ÒÍÐ-1 (1-é ýòàï) ãîðàçäî áoëüøåå êîëè÷åñòâî
êëåòîê ïðîøëî ñâîçü ïîðû ïðîíèöàåìîé ìåìáðàíû è îêàçà-
ëîñü íà åå íèæíåé ñòîðîíå (ðèñ. 4, â).

Îáñóæäåíèå

Îïóõîëåàññîöèèðîâàííûå ìàêðîôàãè íåðàâíîìåðíî
ðàñïðåäåëÿþòñÿ â ïðîñòðàíñòâå îïóõîëè, êàê áûëî ïîêà-
çàíî â íåäàâíåì èññëåäîâàíèè íà îïóõîëÿõ ìîëî÷íîé æå-
ëåçû ÷åëîâåêà (Tashireva et al., 2017). Ëîêàëèçàöèÿ ìàêðî-
ôàãîâ â îïðåäåëåííûõ ñòðóêòóðàõ îïóõîëè ìîæåò âëèÿòü
íà ïîâåäåíèå îïóõîëåâûõ êëåòîê è êîððåëèðîâàòü ñ ïîâû-
øåííûì êîëè÷åñòâîì ìåòàñòàòè÷åñêèõ óçëîâ ó ïàöèåíòîâ
(Tashireva et al., 2017). Ôóíêöèÿ ìàêðîôàãîâ òàêæå çàâè-
ñèò îò èõ ëîêàëèçàöèè â ÌÎ (Budakov et al., 2017), à ýòî
çíà÷èò, ÷òî ïîâåäåíèå è äèôôåðåíöèðîâêà ìàêðîôàãîâ
îïðåäåëÿþòñÿ öèòîêèíîâûì ïðîôèëåì â òîé èëè èíîé
òî÷êå îïóõîëåâîãî óçëà (Stakheyeva et al., 2017). Â íàøèõ

ýêñïåðèìåíòàõ ìû ïîïûòàëèñü âîñïðîèçâåñòè in vitro òå
ñîáûòèÿ, êîòîðûå ïðîèñõîäÿò ñ ìàêðîôàãàìè, ïîïàâøè-
ìè â ÌÎ, ïî ìåðå èõ ïðîõîæäåíèÿ âíóòðü îïóõîëè.

Ìû îöåíèëè èçìåíåíèÿ ôåíîòèïà ìàêðîôàãîâ,
ñâîéñòâ îïóõîëåâûõ êëåòîê è ñîäåðæàíèÿ öèòîêèíîâ â
êóëüòóðàëüíîé ñðåäå ïðè ïîñëåäîâàòåëüíîì ñîêóëüòèâè-
ðîâàíèè êëåòîê À431 è ÒÍÐ-1 (ðèñ. 1). Â ðåçóëüòàòå ýêñ-
ïåðèìåíòîâ ìû âûÿñíèëè, ÷òî íàèâíûå êëåòêè ÒÍÐ-1 ïðè
ïåðâîì æå êîíòàêòå ñ îïóõîëåâûìè êëåòêàìè çíà÷èòåëü-
íî ìåíÿþò ñâîé ôåíîòèï íà ïðîîïóõîëåâûé, î ÷åì ãîâî-
ðèò ïîâûøåííàÿ ýêñïðåññèÿ ìàðêåðîâ Ì2-ôåíîòèïà
F4/80 è Arg-1 ó êëåòîê ÒÍÐ-1. Îäíàêî ìû çàìåòèëè, ÷òî
26.1 % ïîïóëÿöèè êëåòîê ÒÍÐ-1 ïîãèáàåò ïî ìåõàíèçìó
àïîïòîçà óæå ïîñëå 1-ãî ýòàïà ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ êëåò-
êàìè À431, ïðè÷åì ñðåäè êëåòîê, íåñóùèõ íà ñâîåé ïî-
âåðõíîñòè ìàðêåð F4/80, óðîâåíü àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê
åùå âûøå — 42 % (ðèñ. 2). Ñ êàæäûì ýòàïîì ñîêóëüòèâè-
ðîâàíèÿ äîëÿ àïîïòîçíûõ êëåòîê, íåñóùèõ F4/80, âîçðàñ-
òàëà è äîñòèãàëà íà 3-ì ýòàïå 76 % (ðèñ. 2). Âñëåäñòâèå
ýòîãî è îáùàÿ äîëÿ êëåòîê, íåñóùèõ ìàðêåð F4/80 â ïîïó-
ëÿöèè ÒÍÐ-1, òàêæå íåóêëîííî óìåíüøàëàñü (ðèñ. 2, á).

Àíàëèç öèòîêèíîâîãî ïðîôèëÿ â êóëüòóðàëüíîé ñðå-
äå ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê À431 è ÒÍÐ-1 ïîç-
âîëèë âíåñòè ÿñíîñòü â ïðè÷èíû ìàññîâîé ãèáåëè ìàêðî-
ôàãîâ. Ñîãëàñíî äàííûì ìóëüòèïëåêñíîãî àíàëèçà, ïî-
ÿâëåíèå â êëåòî÷íîé ñðåäå IL-1b, IL-6, IL-8 è TNF-a
ïðèõîäèëîñü íà 1-é ýòàï ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 3).
Âàæíî, ÷òî ñðåäè ýòèõ öèòîêèíîâ áûë TNF-a, èçâåñòíûé
ìîùíûé èíäóêòîð àïîïòîçà, çàïóñêàþùèé ïðîöåññ ïðî-
ãðàììèðîâàííîé êëåòî÷íîé ñìåðòè ÷åðåç ñîîòâåòñòâóþ-
ùèé ðåöåïòîð TRAIL (TRAIL: TNF-related apoptosis-indu-

362 Ë. Â. Ìàð÷åíêî è äð.

Ðèñ. 4. Óñèëåíèå ïðîëèôåðàòèâíûõ è ìèãðàöèîííûõ ñâîéñòâ îïóõîëåâûõ êëåòîê À431 ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ìîíîöèòîïî-
äîáíûìè êëåòêàìè ÒÍÐ-1.

Ïîñëå 1, 2 è 3-ãî ýòàïîâ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ êëåòêàìè ÒÍÐ-1 êëåòêè À431 âûñåâàëè â ëóíêè Å-ïëàò äëÿ àíàëèçà ïðîëèôåðàöèè (à) èëè CIM-ïëàò äëÿ
àíàëèçà ìèãðàöèîííûõ ñâîéñòâ (á) ïðèáîðà xCELLigence. â — äàííûå ìèãðàöèîííîãî òåñòà ñ ïîìîùüþ êàìåð Áîéäåíà è îêðàñêè ìèãðèðóþùèõ êëå-

òîê êðàñèòåëåì Ãèìçà (ñèíèé öâåò).



cing ligand) (Fiorucci et al., 2005), è óðîâåíü åãî ñîäåðæà-
íèÿ äîõîäèë äî 120 ïã/ìë. Êëåòêè ÒÍÐ-1 ýêñïðåññèðóþò
ðåöåïòîð TRAIL íà âûñîêîì óðîâíå (Wei et al., 2010;
Liu et al., 2017), è ýòî äåëàåò èõ êðàéíå ÷óâñòâèòåëüíû-
ìè ê äåéñòâèþ TNF-a. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî èìåííî âû-
áðîñ TNF-a èíäóöèðîâàë àïîïòîç â ïîïóëÿöèè êëå-
òîê ÒÍÐ-1, ïðè÷åì àïîïòîçíàÿ ïðîãðàììà ðåàëèçîâûâà-
ëàñü è íà 1-ì, è íà 2-ì, è íà 3-ì ýòàïàõ, êîãäà TNF-a â
ñðåäå óæå íå áûëî (ðèñ. 3). Âåðîÿòíî, ãèáåëü ìàêðîôàãîâ,
èçìåíèâøèõ ñâîé ôåíîòèï íà ïðîîïóõîëåâûé, è ñòàëà
ïðè÷èíîé òîãî, ÷òî ýòè êëåòêè íå ñìîãëè ïîâëèÿòü íà
ñâîéñòâà êëåòîê À431 ïðè äàëüíåéøåì ñîêóëüòèâèðîâà-
íèè. Äåéñòâèòåëüíî, è ïðîëèôåðàòèâíûå, è ìèãðàöèîí-
íûå ñïîñîáíîñòè êëåòîê À431, ñâÿçàííûå ñ ïîâûøåííûì
ñîäåðæàíèåì â ñðåäå IL-1b, IL-6 è IL-8 (ðèñ. 3), óñèëè-
ëèñü òîëüêî â ðåçóëüòàòå ïåðâîãî êîíòàêòà ìåæäó íàèâ-
íûìè îïóõîëåâûìè êëåòêàìè è ìàêðîôàãàìè (ðèñ. 4), òàê
æå êàê è óðîâåíü ÌÌÐ-2 è ÌÌÐ-9 â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå
(ðèñ. 3, á).

Ìû íå ìîæåì ñêàçàòü ñåãîäíÿ, íàñêîëüêî îïèñàí-
íûé ôåíîìåí ÿâëÿåòñÿ óíèâåðñàëüíûì, áóäåò ëè îí ïîâ-
òîðÿòüñÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè äðóãèõ ëèíèé îïóõîëåâûõ
êëåòîê. Îäíàêî ó÷èòûâàÿ òî, ÷òî îïóõîëü îáû÷íî ñîïðî-
âîæäàåòñÿ õðîíè÷åñêèì âîñïàëåíèåì (Balkwill, Mantova-
ni, 2001), ÷òî ïîçâîëÿåò åå íàçâàòü «íåçàæèâàþùåé ðà-
íîé» («non-healing wound») (Dvorak, 1986), ìîæíî îæè-
äàòü îò îïóõîëåâûõ êëåòîê ñåêðåöèè îïðåäåëåííûõ
öèòîêèíîâ, âëèÿþùèõ íà æèçíü è ñìåðòü ìàêðîôàãîâ, ïî-
ïàäàþùèõ â åå ñôåðó âëèÿíèÿ. À ýòî çíà÷èò, ÷òî ýëåìåí-
òû ÌÎ íå ìåíåå ÷åì ñàìè îïóõîëåâûå êëåòêè äîëæíû
ñòàòü ìèøåíüþ äëÿ ïðîòèâîîïóõîëåâîé òåðàïèè.

Àâòîðû áëàãîäàðÿò Ìàðèíó Ïðîõîðîâó (Merk) è Åâ-
ãåíèþ Áåëÿåâó (Alamed) çà âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ
îáîðóäîâàíèÿ MagPix è ïîìîùü â àíàëèçå ìóëüòèïëåêñ-
íûõ äàííûõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068).
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PHENOTYPIC CHARACTERISTICS OF MACROPHAGES AND TUMOR CELLS

IN THE PROCESS OF CO-CULTIVATION
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Immunosuppressive activity of a tumor is provided by the constituents of its microenvironment (TME),
immune cells, particularly macrophages MF that instead of protecting the organism render cancer cells more
aggressive and metastatically active. The solid tumor is a spacious structure and naïve MF on its way through
the tumor encounters newer cell populations and its function can be upgraded. In our study, we employed the
method of sequential co-cultivation of monocyte-like THP-1 cells with A431 human epidermoid cancer cells
and explored the changes in the behavior of both cell counterparts depending on co-cultivation stage, cytokine
profiles and metalloproteinase 2 and 9 (MMP) activity. We have found that already first meeting of MF with tu-
mor cells increases the latter proliferation and migration of the letter, release of pro-tumorigenic cytokines and
the polarization of MF to M2 phenotype. One of the most abundant cytokines induced by the co-cultivation was
tumor necrosis factor, TNF-alpha, potent inducer of apoptosis, and its release led to the massive death of THP-1
cells so that at the other stages of co-cultivation the weakened population of MF could not affect the behavior of
tumor cells. In conclusion, the function of MF in TME strongly depends on its cytokine content and the data re-
ported here figure out one of scenarios of interaction between stromal and cancer cells in a real tumor.

K e y w o r d s: tumor microenvironment, macrophage, cytokine, À431, ÒÍÐ.
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