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ВПЛИВ МЕТАБОЛІТІВ  
B. ANIMALIS ТА B. SUBTILIS  
ІМВ B-7724 НА ПОЛЯРИЗАЦІЙНИЙ 
СТАН МАКРОФАГІВ  
В ДОСЛІДЖЕННЯХ IN VIVO
Мета: вивчення впливу бактерій роду Bifidobacterium та позаклітинного 
метаболіту B. subtilis ІМВ B-7724 на процес поляризації макрофагів 
мишей з модельним пухлинним процесом. Об’єкт і методи: дослідження 
проведені на мишах лінії Balb/c (n = 52). В якості експериментальної 
моделі використана аденокарцинома Ерліха (АКЕ). Починаючи з 2-ї доби 
після трансплантації пухлинних клітин тваринам дослідних груп вводили 
окремо лектин В. subtilis ІМВ В-7724 (п/ш, по 1 мг/кг маси), B. animalis 
subsp. lactis BB-12 (per os, по 7×105 КУО/мишу) або їх комбінацію. На 
21- та 28-му доби росту пухлини визначали параметри функціональної 
активності макрофагів (Мф) за рівнем продукції NO, аргіназою (Arg) 
та цитотоксичною активністю. Статистичну обробку результатів 
проводили за загально прийнятими методами варіаційної статистики. 
Результати: на термінальній стадії росту АКЕ серед Мф перитонеальної 
порожнини і пухлинної тканини превалювали клітини з фенотипом М2. 
Введення лектину B. subtilis ІМВ B-7724 (як окремо, так і в комбінації з 
B. animalis) сприяло поляризації перитонеальних Мф в напрямку М1, про 
що свідчило зростання (p < 0,05) співвідношення NO/Arg в 5,2 раза (на 
21-шу добу) та в 6,9 раза (на 28-му добу). Введення окремо B. animalis 
призводило до поляризації перитонеальних Мф до фенотипу М2, про 
що свідчить значне зростання (p < 0,05) активності Arg та зменшення 
показника NO/Arg порівняно з показниками як інтактних мишей, так 
і тварин інших дослідних груп. Аналогічним чином змінювалася поляри-
зація Мф, отриманих з пухлинної тканини. Висновок: введення лектину 
B. subtilis ІМВ B-7724 окремо або в комбінації з B. animalis subsp. lactis 
BB-12 сприяло зміні поляризаційного стану Мф тварин з модельним 
пухлинним процесом. Незалежно від анатомічної ніші функціонування, 
серед Мф превалювали клітини з фенотипом та функціональними влас-
тивостями М1.

Застосування засобів біотерапії дозволяє під-
вищити ефективність специфічного лікуван-

ня пацієнтів зі злоякісними новоутвореннями за 
рахунок тривалого збереження активності осно-
вних ефекторів імунітету та формування протипух-
линної імунної відповіді. Протипухлинні реакції 
організму (в першу чергу, природного імунітету) 
відіграють значну роль в запобіганні розвитку ре-
цидивів та метастазів первинної пухлини. Тому 
ефективним може бути застосування в комплесно-
му протипухлинному лікуванні засобів, що запо-
бігають порушеннню імунної відповіді внаслідок 
прогресування пухлинного процесу або агресив-
ного впливу хіміо- та променевої терапії.

Серед нових напрямків біотерапії значну ува-
гу науковців привертають методи, спрямовані на 
зміни поляризаційного стану макрофагів (Мф), 
які є одними з основних клітин-ефекторів проти-
пухлинного імунітету, завдяки здатності цих клітин 

до швидкої зміни свої функціональних властивос-
тей в залежності від стимулів локального мікро-
оточення. Мікрооточення пухлини є складною 
екосистемою, яка включає різні популяції клітин 
і неклітинні компоненти, що здатні сприяти росту 
пухлини, інвазії, метастазуванню та, значною мі-
рою, визначають відповідь на терапію [1–3]. Серед 
імунних клітин мікрооточення, саме асоційовані з 
пухлиною Мф (ПАМ) та продуковані ними факто-
ри вважають найбільш суттєвими факторами, що 
впливають на прогресування або гальмування пух-
линного процесу. ПАМ, які складають значну час-
тину популяції імуноцитів, регулюють взаємодію 
пухлинних клітин з мікрооточенням протягом всіх 
етапів розвитку пухлини. За рахунок продукції ряду 
цитокінів Мф здатні посилювати або пригнічувати 
активність клітин-ефекторів як неспецифічного 
(природні кілерні клітини), так і специфічного 
(CD8+-, CD4+-лімфоцити) імунітету [4, 5].
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Мф мають високий ступінь пластичності та де
монструють здатність коригувати свій фенотип у 
відповідь на сигнали навколишнього середовища, 
що змінюються. Цей процес відомий як “поляри-
зація” [6]. Зазвичай Мф поділяють на два типи: 
класично активовані M1 та альтернативно акти-
вовані M2. Ця класифікація базується на особли-
востях фенотипу та функціональних властивостях 
клітин. Макрофаги M1 мають прозапальні та іму-
ностимулюючі властивості; активуються під впли-
вом ліпополісахариду (lipopolysaccharide, LPS), 
інтерферону-гамма (interferon gamma, IFN-γ), фак-
тору некрозу пухлини альфа (tumor necrosis factor 
α, TNF-α) та демонструють підвищену експресію 
антигенів головного комплексу гістосумісності 
II типу (MHC-II). Вони продукують оксид азоту 
(NO), активні форми кисню та азоту, які мають  
прямий вплив на клітини-мішені. Опосередкова- 
ний вплив на пухлинні клітини обумовлений про-
дукцією Мф М1 прозапальних факторів (інтерлей
кін-1 (IL-1), IL- 6 та IL-23), активацією Т-хелпе- 
рів 1 типу (Th1). Мф M2 мають протизапальні та 
імуносупресивні властивості; можуть бути індуко-
вані IL-4 та IL-13. Вони характеризуються висо- 
кою експресією CD206 та сприяють диференцію-
ванню Th2, секретуючи протизапальні цитокіни 
(такі як IL-10, TGF-β, Arg-1 і PGE2). Мф М2 віді-
грають важливу роль у ремоделюванні та регене
рації тканин, загоєнні ран, реваскуляризації, а 
також сприяють прогресуванню пухлини [7].

На ранніх стадіях формування пухлини біль-
шість Мф мають класично активований фенотип 
M1 та виконують протипухлинну роль. В подаль-
шому, під впливом сигналів мікросередовища, 
вони поступово поляризуються до Мф M2. ПAM 
М2 сприяють прогресії пухлини та її метастазу-
ванню через пряму імуносупресивну дію та/або 
через залучення інших типів імуносупресивних 
клітин (Treg, мієлоїдні супресивні клітини), а та-
кож шляхом моделювання позаклітинного матрик-
су пухлини або активації в пухлинних клітинах 
генів-супресорів (їх продуктів) [8, 9]. Водночас, 
слід враховувати особливу пластичність Mф М2, 
що дозволяє припустити можливість їх реполя-
ризації в М1 за допомогою засобів біотерапії [10]. 
Детальне дослідження механізмів переключення 
М1↔М2 та пошук можливих шляхів регуляції про-
цесу поляризації є одним із сучасних важливих 
напрямків оптимізації імунотерапії пацієнтів зі 
злоякісними новоутвореннями.

Останніми роками зростає кількість досліджень 
щодо визначення ролі мікробіоти у виникненні та 
прогресуванні злоякісних пухлин [11, 12] Нещо-
давні дослідження показали, що мікроорганізми 
відіграють значну роль у формуванні мікроото-
чення деяких пухлин. Було виявлено, що кишкова 
мікробіота та її метаболіти не лише підтримують 
гомеостаз кишківника, а й впливають на функціо-

нування імунних клітин, які інфільтрують пухлину. 
Дані, отримані в експериментальних та клінічних 
дослідженнях, свідчать про потенційний зв’язок 
між мікробіомом кишківника та мірооточенням 
пухлини, особливо у процесах регуляції ПАМ [13].  
Зокрема, існують дані щодо пробіотичної реполя-
ризації з протизапального стану макрофагів М2 у 
прозапальний стан М1. Було продемонстровано  
вплив Lactobacillus delbruckei sp. bulgaricus штам 
DWT1; CCM 7992 (LDB) та Streptococcus thermophi
lus штам DWT4; CCM 7992 (ST), а також пробіо-
тичного коктейлю LDB-ST на зміну поляризова-
ного стану M2 в М1 для мишачої макрофагальної 
клітинної лінії RAW 264.7 (in vitro) та перитонеаль
них і асоційованих з пухлиною Мф мишей (ex vivo, 
in vivo) [14].

Терапевтичні властивості (антиоксидантні, 
проапоптотичні, антипроліферативні), які мо-
жуть обумовлювати протипухлинну дію, проде-
монстровані і для представників Bifidobacterium 
spp. та Bacillus spp. [15, 16]. Хоча позитивні влас-
тивості цих мікроорганізмів добре відомі, їх роль 
у виникненні раку все ще є суперечливою, а кон-
кретний механізм за допомогою якого вони мо-
жуть стимулювати протипухлинну імунну відпо-
відь мало досліджений. Недостатньо вивченими 
також є питання можливості підсилення імуно-
модулюючої дії шляхом одночасного застосування 
різних видів бактерій (або їх метаболітів). Тому 
метою даної роботи було вивчення впливу бакте-
рій роду Bifidobacterium та позаклітинного мета-
боліту B. subtilis ІМВ B-7724 на процес поляри-
зації макрофагів мишей з модельним пухлинним  
процесом.

ОБ’ЄКТ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

Дослідження проведені на мишах лінії Balb/c 
(самки, n = 20), які були одержані з розплідни-
ка віварію Інституту експериментальної патоло- 
гії, онкології і радіобіології (ІЕПОР) ім. Р.Є. Ка-
вецького НАН України. Вік тварин складав 2,0– 
2,5 міс., маса — 19,0–22,0 г. Тварини перебували  
у стандартних умовах віварію з природним режи
мом освітлення на повноцінному раціоні харчу
вання. Утримання мишей та робота з ними здійс
нювались відповідно до стандартних міжнародних 
правил з біологічної етики та Європейської кон-
венції про захист хребетних тварин, що викорис-
товуються в експериментальних та інших науко- 
вих цілях [17].

В якості експериментальної моделі пухлини мо-
лочної залози використана солідна аденокарцинома 
Ерліха (АКЕ) [18]. Пухлинні клітини одержували 
з Банку клітинних ліній з тканин людини та тва-
рин ІЕПОР ім. Р.Є. Кавецького НАН України. 
Для перещеплення пухлин клітини АКЕ вводи-
ли внутрішньом’язево в стегно (5×105 клітин/
мишу).
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Бактеріальний лектин. Продуцентом лектину 
є спороутворюючі грампозитивні сапрофітні бак-
терії штаму B. subtilis ІMB В-7724 (задепонований 
у колекції Інституту мікробіології та вірусології  
ім. Д.К. Заболотного НАН України, Київ). Лектин 
отримували із культуральної рідини мікроорга-
нізму як описано в [19]. Готовий лектин у вигляді 
ліофілізованого порошку зберігали при темпера
турі –20°C, перед застосуванням розчиняли в фі-
зіологічному розчині 0,9% NaCl. Лектин вводили 
мишам з АКЕ підшкірно, в дозі 1 мг/кг маси, через 
день, № 10.

Штам бактерій. В роботі використовували лі-
офілізовані клітини B. animalis subsp. lactis BB-12 
(Lek Pharmaceuticals, Любляна, Словенія). Біфі-
добактерії вводили мишам з АКЕ per os, по 7×105 
КУО/мишу на введення, через добу, № 10.

Схема експерименту. Сформовано 5 груп екс-
периментальних тварин: “Лектин” — миші з пух-
линами, яким починаючи з 2-ї доби після транс
плантації пухлинних клітин вводили лектин  
В. subtilis ІМВ В-7724 (n = 8); “B. animalis” — миші 
з пухлинами, яким з 2-ї доби після трансплантації 
пухлинних клітин вводили B. animalis (n = 8); “Лек-
тин + B. аnimalis” — комбіноване введення мишам 
з АКЕ біфідобактерій та бактеріального лектину 
за описаними вище схемами (n = 8); “Контроль 
пухлинного росту (КПР)” — миші з АКЕ, введення 
0,9% NaCl (n = 8); “Інтактний контроль” –миші 
тієї ж лінії, ваги та віку без перещеплення пухли-
ни, введення 0,9% NaCl (n = 8).

На 21-шу та 28-му доби росту пухлин визначали 
функціональну активність Мф, які отримували з 
перитонеальної порожнини та пухлинної ткани-
ни як детально описано в [20]. При отриманні 
Мф з пухлинної тканини додатково аналізували 
клітинний склад прилипаючої фракції шляхом 
оцінки активності кислої неспецифічної естерази 
в клітинах методом одночасного азотосполучення 
(за Mueller та сп.). Активність ферменту в цито-
плазмі клітин, що мала характер дифузного чи 
гранулярного коричнево-червоного забарвлення, 
оцінювали за допомогою мікроскопу, що дозволи-
ло диференціювати Мф та пухлинні клітини.

Дослідження включали визначення рівня про-
дукції NO, активності аргінази (Arg), розрахунок 
співвідношення цих показників (NO/Arg), а також 
оцінку специфічної цитотоксичної активності Мф, 
отриманих з перитонеальної порожнини та пух-
линної тканини.

Цитотоксичну активність Мф по відношенню 
до сингенних пухлинних клітин визначали in vitro 
методом МТТ-тесту [21]. В 96-лункові плоскодонні 
планшети (“Applied Biosystems”, США) вносили по 
100 мкл суспензії Мф (4×106 клітин/мл) та відпо-
відних клітин-мішеней (КМ) (2×105 клітин/мл) у 
повному поживному середовищі. В контрольних 
лунках містились лише КМ, або лише Мф. Всі про-

би ставили в 3-х паралелях. Планшети інкубували 
в термостаті протягом 18 год. в стандартних умовах 
(37оС, 5% СО2, 100% вологості). Після закінчення 
інкубації додавали 20 мкл розчину МТТ (“Sigma”, 
США) з концентрацією 5 мг/мл, інкубували ще 
4 год. Для візуалізації результатів реакції культу-
ральне середовище видаляли, додавали 120 мкл  
КОН (2 моль/л) і 140 мкл 50% розчину ДМСО 
(“Serva”, CША). Вимірювання оптичної густини 
проводили на мультилунковому спектрофотомет
рі StatFax 2100 (США) при λ = 540 нм з викорис-
танням диференційного фільтру при λ = 630 нм. 
Результати розраховували за формулою:

ІЦ =
ОГМФ + ОГКМ –ОГМФ+КМ ·100%,

ОГМФ + ОГКМ

де ОГМФ — оптична густина в пробах з клітинами-
ефекторами; ОГКМ — оптична густина в пробах 
з КМ; ОГМФ+КМ — оптична густина в дослідних 
лунках.

Рівні продукції NO вимірювали за стандартною 
реакцією Гріса [22]. Суспензію Мф (1×106 клі- 
тин/мл) в повному поживному середовищі вно-
сили по 200 мкл у 96-лункові планшети (“Applied 
Biosystems”, США), інкубували протягом 24 год 
за стандартних умов. Кожну пробу досліджували 
у 3 паралелях. Кількість NO визначали за нако-
пиченням нітриту (як стабільного метаболіту NO) 
в реакції Гріса. Аліквоту культурального супер-
натанту (100 мкл) змішували з рівним об’ємом 
реагенту Гріса (“Acros Organics”, United Kindom) 
та інкубували протягом 1 год при кімнатній тем-
пературі в темряві. Продукти реакції оцінювали 
на мультилунковому спектрофотометрі StatFax 
2100 (США) при λ = 550 нм. Рівень NO визначали 
за калібрувальною кривою, побудованою з вико-
ристанням стандартних розчинів нітриту натрію. 
Рівень NO виражали в ммоль NO2/106 клітин.

Активність Arg визначали за швидкістю утво-
рення сечовини [22]. Реакцію зупиняли додаванням 
суміші кислот (Н2SO4 : H3PO4 : H2O). Для колори-
метричного визначення сечовини до суміші до-
давали α-ізонітрозопропіофенон (“Sigma”, США)  
та інкубували упродовж 30 хв при 95°С та 30 хв — при 
4°С. Концентрацію сечовини визначали спектро- 
фотометрично при λ = 550 нм. Активність Arg роз-
раховували за методикою [23]. Дані виражені в 
од./106 клітин. Одна одиниця аргіназної актив-
ності дорівнює кількості ферменту, що гідролізує 
1 мкмоль аргініну за 1 хв.

Статистичну обробку результатів проводили за 
загальноприйнятими методами варіаційної ста-
тистики з використанням GraphPad Prism 8.0.1 
(Graphpad Software Inc., США). Вірогідність різ-
ниці між контрольними та дослідними групами 
оцінювали за t-критерієм Стьюдента. Вірогідною 
вважали різницю між порівнюваними показни-
ками при p < 0,05.
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РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Результати оцінки впливу B. animalis subsp. lactis 
BB-12 та лектину B. subtilis ІМВ B-7724 на дина-
міку росту АКЕ докладно описані нами в статті 
[24]. Було показано, що введення лектину B. sub
tilis IMB B-7724, як окремо, так і в комбінації з 
B. animalis, призводило до суттєвого гальмування 
росту пухлин (відповідно на 55,0 та 50,5%), а також 
до збільшення тривалості життя (відповідно на  
61,4 та 50,0%) порівняно з показниками нелікова-
них тварин з АКЕ. Застосування окремо B. animalis 
вираженого ефекту не мало.

Для пояснення можливих причин такого впли-
ву було проведене імунологічне дослідження, яке 
включало оцінку змін поляризаційного стану Мф, 
отриманих з перитонеальної порожнини (пМф) 
та пухлинної тканини, після завершення повного 
курсу введення пробіотичних препаратів. Оцінити 
стан поляризації Мф на певних етапах пухлин-
ного процесу дозволяє визначення особливостей 
катаболізму L-аргініну (рівні продукції NО та 
активність Аrg). Розраховане за отриманими по-

казниками співвідношення NO/Аrg свідчить про 
зміни напрямку поляризації М1↔М2: підвищений 
рівень продукції NО є характерним для Мф М1; 
збільшення активності Аrg — для Мф М2.

Як показали результати дослідження, пМф 
інтактних мишей лінії Balb/c характеризувалися 
високим рівнем продукції NО (30,0 ± 2,1 NO2–/ 
106 клітин) та низькою аргіназною активністю 
(1,3 ± 0,04 од./106 клітин). Показник співвідношен-
ня NO/Аrg становив 20,6 ± 3,1 ум.од. У процесі рос-
ту пухлини у тварин, яким не проводили лікуван-
ня, відбувалася поляризація пМф у напрямку М2.  
Про це свідчить суттєве зменшення порівняно з 
інтактним контролем на 28-му добу пухлинного 
росту рівнів продукції NО (до 13,7 ± 3,9 NO2–/106 
клітин, р < 0,05) на тлі збільшення активності Аrg 
(2,8 ± 0,8 од./106 клітин, р < 0,05) (рис. 1, 2); по-
казник співвідношення NO/Аrg знижувався до 
4,9 ± 0,9 ум.од. (рис. 3).

Введення тваринам з карциномою бактеріаль-
них препаратів мало різноспрямований вплив на 
зміни функціонального стану пМф (див. рис. 1–3). 
Застосування лектину B. subtilis ІМВ B-7724 приз

Рис. 2. � Зміни активності Аrg в пМф мишей з АКЕ за умови введення B. animalis subsp. lactis BB-12 та лектину  
B. subtilis ІМВ B-7724. * — p < 0,05 порівняно з показником інтактного контролю; ** — p < 0,05 порівняно 
з показником групи КПР

Рис. 1. � Зміни рівнів продукції NО пМф мишей з АКЕ за умови введення B. animalis subsp. lactis BB-12 та лектину 
B. subtilis ІМВ B-7724. * — p < 0,05 порівняно з показником інтактного контролю; ** — p < 0,05 порівняно 
з показником групи КПР
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водило до збереження протягом всього періоду 
спостереження продукції NO та аргіназної актив-
ності на рівні інтактних мишей. Про поляризацію 
пМф в напрямку М1 свідчило також зростання 
співвідношення NO/Arg: на 21-шу добу росту цей 
показник перевищував такий у нелікованих тварин 
у 5,2 раза (p < 0,05), на 28-му — у 6,9 раза (p < 0,05). 
Аналогічні результати отримані за умови комбіно-
ваного застосування лектину та B. animalis subsp. 
lactis BB-12. Проте у тварин цієї групи активація 
Мф М1 була дещо менш вираженою: на 21-шу 
та 28-му доби показник співвідношення NO/Arg 
зростав відповідно в 3,6 та 4,4 раза порівняно з 
таким у мишей групи КПР, p < 0,05). Такий ефект, 
вірогідно, був обумовлений підвищеним рівнем 
аргіназної активності пМф тварин цієї групи. Тоб-
то, за отриманими результатами можна зробити 
висновок, що введення лектину B. subtilis ІМВ 
B-7724 як окремо, так і в комбінації з B. animalis 
сприяло поляризації пМф у напрямку М1, що і 
обумовлювало протипухлинний ефект.

Введення окремо B. animalis subsp. lactis BB-12 
мало протилежний ефект. На різні терміни росту 
АКЕ рівні співвідношення NO/Arg практично не 
відрізнялися від показників нелікованих тварин 
і були суттєво меншими ніж у інтактних мишей 
(див рис. 3). Причиною даного ефекту також було 
значне зростання (p < 0,05) активності Arg: в 2,6 
раза порівняно з показниками інтактних мишей; 
в 2,4 та 1,7 раза відповідно порівняно з показ-
никами мишей які отримували лектин B. subtilis 
ІМВ B-7724 окремо та в комбінації з B. animalis 
(див. рис. 2). Тобто, введення B. animalis subsp. lactis 
BB-12 окремо призводило до поляризації пМф в 
напрямку клітин з протизапальними властивос-
тями — Мф М2.

Отримані дані підтведжуються і результатами 
визначення специфічної цитотоксичної активності 
пМф. Хоча збільшення цитотоксичної активності 
пМф було виявлене у всіх мишей, які отримува-
ли бактеріальні препарати, найвищі її рівні ха-
рактерні для груп тварин, яким вводили лектин  
B. subtilis ІМВ B-7724 окремо або в комбінації з  
B. animalis (рис. 4). Що може вказувати на тривале 
збереження клітин з фенотипом М1 в пулі пМф 
мишей цих груп.

На сьогодні переконливо показано, що прева-
лювання у пухлинній тканині ПАМ М2 є поганою 
прогностичною ознакою у хворих з солідними  
злоякісними пухлинами. Зокрема, результати клі
ніко-патологічних досліджень демонструють, що 
накопичення ПАМ у тканині карциноми молочної 
залози людини корелює з негативним клінічним 
результатом та свідчить про прогресування пух-
линного процесу. Показано, що ПAM здатні ін-
дукувати ангіогенез, ремоделювати позаклітинний 
матрикс пухлини для сприяння інвазії, моделюва-
ти клітини раку молочної залози для ухилення від 

імунної системи господаря та рекрутувати імуно-
супресивні лейкоцити в мікрооточення пухлини. 
Поряд з цим також обговорюється потенційна 
роль ПAM в активації стовбурових клітин раку 
молочної залози [25, 26].

Враховуючи наведені вище відомості, наступ-
ним етапом нашого дослідження було визначення 
особливостей поляризаційного стану Мф, виді-
лених з пухлинної тканини на термінальній стадії 
пухлинного росту, за показниками катаболізму 
L-аргініну та специфічною цитоксичною актив-
ністю. Мф, отримані з пухлинної тканини мишей 
групи “КПР”, характеризувалися достатньо ви-
соким рівнем активності Аrg (1,8 ± 0,04 од./106 
клітин) та низьким рівнем продукції NО (13,8 ± 2,1 
NO2–/106 клітин); показник співвідношення NO/
Аrg становив 7,5 ± 1,0 ум.од. У групах тварин, яким 
вводили лектин B. subtilis ІМВ B-7724 окремо або 

Рис. 3. � Співвідношення NO/arg пМф мишей з АКЕ за 
умови введення B. animalis subsp. lactis BB-12 та 
лектину B. subtilis ІМВ B-7724. * — p < 0,05 порів-
няно з показником інтактного контролю; ** —  
p < 0,05 порівняно з показником групи КПР

Рис. 4. � Зміни цитотоксичної активності пМф мишей 
з АКЕ за умови введення B. animalis subsp. 
lactis BB-12 та лектину B. subtilis ІМВ B-7724. 
* — p < 0,05 порівняно з показником інтактного 
контролю; ** — p < 0,05 порівняно з показником 
групи КПР
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у комбінації з B. animalis спостерігали суттєве  
(p < 0,05 порівняно з нелікованими мишами) збіль-
шення рівнів продукції NО відповідно до 23,5 ± 2,4 
та 21,6 ± 2,3 NO2–/106 клітин, показники співвід-
ношення NO/Аrg при цьому зростали у 2,3 та 2,2 
раза (рис. 5А). При застосуванні окремо B. animalis 
такого ефекту не відмічали, всі досліджені показ-
ники статистично достовірно не відрізнялись від 
таких у групі “КПР”.

Визначення специфічної цитотоксичної актив-
ності Мф, отриманих з пухлинної тканини, пока-
зало, що максимальне її збільшення відбувалося 
також за умови введення лектину B. subtilis ІМВ 
B-7724 окремо або у комбінації з B. animalis: індекси 
цитотоксичності складали відповідно 38,0 ± 2,9 та 
41,3 ± 4,1% проти 17,3 ± 3,5% у групі КПР (рис. 5Б),  
що свідчить про превалювання в пулі Мф, виді-
лених з пухлинної тканини, клітин М1 з проти-
пухлинними властивостями. Вірогідно, це може 
бути однією з причин описаного нами раніше [24] 
гальмування росту пухлин у мишей цих груп.

Таким чином, результати нашого дослідження 
показали, що прогресування пухлини негативно 
впливало на функціонування резидентних Мф,  
видалених із різних анатомічних ніш (перитоне-
альної порожнини, пухлинної тканини). Незалеж-
но від місця локалізації, до 28-ї доби пухлинного 
росту Мф втрачали протипухлинні властивості 
(про що свідчать показники цитотоксичної та 
аргіназної активності, рівні продукції NO) та на-
бували фенотип М2, сприяючи прогресуванню 
пухлини. За умови введення лектину B. subtilis 
ІМВ B-7724 окремо або у комбінації з B. animalis, 
незалежно від анатомічної ніші функціонування, 
серед Мф превалювали клітини з фенотипом та 
функціональними властивостями М1. Тобто про-
демонстрований в [24] протипухлинний ефект 
може бути пов`язаний зі здатністю бактеріального 
лектину ремодулювати та підтримувати протягом 
тривалого часу на тлі росту пухлини поляризацію 

Мф в напрямку прозапального стану М1. Така 
активація може здійснюватись як прямим шляхом 
(зв`язування лектину з TLR4 на поверхні Мф), так 
і опосередкованим (індукція продукції лімфоци-
тами IFNγ) [27]. В той же час, застосування лише 
B. animalis subsp. lactis BB-12 не призводило до 
реполяризації Мф М2 в М1.

Отримані нами результати підтверджуються да-
ними експериментальних досліджень щодо імуно- 
модулюючих властивостей B. animalis subsp. lac
tis BB-12 [28–30]. Bifidobacterium BB-12 (BB-12) 
був депонований у банку клітинних культур Chr. 
Hansen у 1983 р., в даний час класифікується як  
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 та є най- 
більш дослідженим штамом, який використовуєть-
ся у комерційних цілях. Супернатант Bifidobacte
rium містить безліч активних речовин (включаючи 
полісахариди, білки та жирні кислоти), які воло-
діють антиоксидантними та імуномодулюючими 
властивостями, що дозволяє використовувати ці 
бактерії в якості пробіотика для профілактики та 
лікування ряду захворювань [28]. Корелюють з на-
шими даними відомості про те, що Bifidobacterium 
має здатність до модуляції активності Мф — індук-
ція продукції NO у “здорових” Мф та інгібування 
продукції NO в Мф, попередньо активованих за 
допомогою LPS [29]. Показано, що метаболіти 
Bifidobacterium BB-12 можуть сприяти реполяри-
зації Мф М1 в Мф М2, впливаючи на експресію 
транскрипційних факторів — STAT1 (інгібіція екс- 
пресії) та STAT6 (збільшення експресії) [28]. Від-
повідно відбувається і зміна цитокінового профілю 
цих клітин — збільшується продукція протизапаль-
ного цитокіну IL-10 на тлі зменшення рівнів про-
запальних цитокінів Th1 (IL-12 та IFNγ) [30].

З клінічної точки зору відомо, що виснаження 
штамів Bifidobacterium пов’язане з погіршенням 
здоров’я та підвищеною ймовірністю розвитку 
хронічних запальних захворювань кишківника. 
Застосування Bifidobacterium animalis subsp. lactis 

Рис. 5. � Зміни функціональної активності Мф, виділених з пухлинної тканини на 28-му добу росту АКЕ: А — по-
казник співвідношення NO/Аrg (ум.од.); Б — індекс специфічної цитотоксичної активності (%). * — p < 0,05 
порівняно з показником групи КПР; ** — p < 0,05 порівняно з показником групи B. animalis
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BB-12 в якості пробіотика призводить до змен-
шення запального процесу, поліпшення стану 
пацієнтів [31, 32].

Таким чином, результати проведеного дослід
ження можуть бути використані при розробці но-
вих підходів до лікування пацієнтів зі злоякісними 
новоутвореннями шляхом впливу на поляризацій-
ний стан макрофагів.

ВИСНОВКИ

1. Макрофаги, отримані з перитонеальної по-
рожнини та пухлинної тканини нелікованих ми-
шей з АКЕ, на 28-му добу пухлинного росту мали 
фенотип М2.

2. Введення лектину B. subtilis ІМВ B-7724 (як 
окремо, так і у комбінації з B. animalis) сприяло 
поляризації перитонеальних Мф в напрямку М1: 
співвідношення NO/Arg збільшувалось (p < 0,05) 
в 5,2 раза (на 21-шу добу) та в 6,9 раза (на 28-му 
добу) порівняно з даними у тварин, які не отри-
мували бактеріальні прапарати.

3. Введення окремо B. animalis subsp. lactis BB-
12 призводило до поляризації перитонеальних Мф 
до фенотипу М2. Про що свідчило значне зростан-
ня (p < 0,05) активності Arg: у 2,6 раза порівняно 
з показниками інтактних мишей; у 2,4 та 1,7 раза 
відповідно порівняно з показниками мишей, які 
отримували лектин B. subtilis ІМВ B-7724 окремо 
та у комбінації з B. animalis.

4. Поляризація Мф, отриманих з пухлинної 
тканини, змінювалася аналогічно такій перитоне-
альних Мф: в напрямку М1 при введенні лектину 
B. subtilis ІМВ B-7724 (окремо та у комбінації з 
B. animalis) та в напрямку М2 при застосуванні 
окремо B. animalis.

Робота виконана в рамках НДР “Вивчення 
впливу представників лактобактерій, біфідобак-
терій та умовно-патогенних представників мікро-
біоти людини на особливості реалізації механізмів 
метаболічних порушень при пухлинному процесі” 
(№ держреєстрації 0121U113840).
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EFFECT OF B. ANIMALIS AND B. SUBTILIS 
ІМВ B-7724 METABOLITES ON THE 
POLARIZATION STATE OF MACROPHAGES  
IN EXPERIMENTS IN VIVO

N.I. Fedosova, N.L. Cheremshenko, S.V. Gogol,  
A.V. Chumak, T.V. Symchych, I.M. Voyeykova,  
О.O. Lykhova, V.F. Chekhun
R.E. Kavetsky Institute of Experimental Pathology, 
Oncology and Radiobiology of the NAS of Ukraine, 
Kyiv, Ukraine

Summary. Aim: to investigate of the effect of bacteria of 
the genus Bifidobacterium and the extracellular meta
bolite B. subtilis IMV B-7724 on the process of macro
phage polarization in mice with a model tumor. Object 
and methods: the study was conducted on Balb/c mice 
(n = 52). Ehrlich adenocarcinoma (ACE) was used as 
an experimental model. Starting from the 2nd day after 
the transplantation of tumor cells, animals of the experi-
mental groups were treated with lectin of B. subtilis IMV 
B-7724 (s/c, 1 mg/kg of weight), B. animalis subsp. lactis 
BB-12 (per os, 7×105 CFU/mouse) or their combination. 
On the 21st and 28th days of tumor growth, the para
meters of the functional activity of macrophages (Mph) 
were determined by the level of NO production, arginase 
(Arg) and cytotoxic activity. Statistical processing of the 
results was performed using generally accepted methods 
of variational statistics. Results: at the terminal stage 
of ACE growth, cells with the M2 phenotype prevailed 
among the Mph of the peritoneal cavity and tumor tis-

sue. The introduction of the lectin of B. subtilis IMV 
B-7724 (both separately and in combination with B. ani- 
malis) promoted the polarization of peritoneal Mph to 
the M1 phenotype, as evidenced by an increase (p < 0.05) 
in the NO/Arg ratio by 5.2 times (on day 21) and by 
6.9 times (on day 28). The introduction of B. animalis 
alone led to the polarization of peritoneal Mph to the 
M2 phenotype, as evidenced by a significant increase 
(p < 0.05) in Arg activity and a decrease in the NO/Arg 
index compared with the indicators of both intact mice 
and animals of other experimental groups. The polari
zation of Mph obtained from tumor tissue changed in a 
similar way. Conclusions: the introduction of lectin of 
the B. subtilis IMV B-7724 alone or in combination with  
B. animalis subsp. lactis BB-12 contributed to the change 
in the polarization state of Mphs of animals with a model 
tumor. Regardless of the anatomical niche of functioning, 
cells with the phenotype and functional properties of M1 
prevailed among Mphs.

Keywords: Ehrlich adenocarcinoma, B. subtilis 
IMV B-7724 lectin, B. animalis subsp. lactis BB-12, 
macrophages, functional activity.
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