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Резюме. Данная статья представляет собой второе сообщение из серии статей, посвященных по-
лучению отечественного препарата макрофаг-активирующего фактора (GcMAF-RF) и оценке его 
биологических свойств. Целью данной работы являлось изучение воздействия препарата GcMAF-RF 
на М0 → М1 поляризацию макрофагов (Мф) и активацию профессиональных свойств антиген-пре-
зентирующих дендритных клеток (ДК), генерированных ex vivo, а также на ex vivo продукцию про-
воспалительных (TNFα, IL-1β, IL-6, IFNγ, IL-17, IL-18) и противовоспалительных (TGF-β, IL-4, 
IL- 10) цитокинов, факторов роста (IL-2, GM-CSF, G-CSF, VEGF) и хемокинов (MCP, IL-8) клетками 
цельной крови здоровых доноров. Мф и ДК генерировали из моноцитов (3-5 × 106/мл) прилипаю-
щей фракции мононуклеарных клеток (МНК) периферической крови здоровых доноров; при этом 
для получения Мф использовали гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фак-
тор (rhGM-CSF), а при получении ДК – GM-CSF и интерферон-α. В качестве М1-поляризующих 
сигналов использовали липополисахарид (LPS Е. coli 0114:B4) (контроль) либо препарат GcMAF-RF 
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(опыт), которые добавляли за 48 ч до окончания культивирования. Стимулирующее влияние полу-
ченных Мф и ДК на пролиферацию клеток оценивали в аллогенной смешанной культуре лейкоцитов 
(алло-СКЛ) радиометрически по включению 3H-тимидина. Индекс влияния (ИВ) Мф или ДК на 
алло-СКЛ рассчитывали как отношение пролиферативного ответа МНК в присутствии Мф или ДК к 
уровню спонтанной пролиферации МНК. Для определения продукции цитокинов клетками цельной 
крови человека ex vivo использовали образцы периферической крови 3 доноров с двумя повторностя-
ми препарата GcMAF-RF, итого 6 вариантов. Все варианты исследования проведены на активиро-
ванных митогеном и неактивированных клетках крови. Содержание цитокинов определяли методом 
твердофазного иммуноферментного анализа. Для количественной оценки воздействия GcMAF-RF 
использован индекс влияния (ИВ) как отношение продукции цитокина в присутствии GcMAF-RF к 
уровню спонтанной продукции. Показано, что препарат GcMAF-RF эффективно, как и «стандарт-
ный» активатор Мф и ДК липополисахарид (LPS), индуцирует поляризацию дифференцированных 
М0-макрофагов в М1-клетки и конечное созревание ДК, что проявляется значимым усилением их 
аллостимуляторной активности в смешанной культуре лейкоцитов (алло-СКЛ). Кроме того, препарат 
GcMAF-RF стимулирует продукцию клетками крови (гранулоцитами, лимфоцитами, моноцитами) 
широкий спектр цитокинов и хемокинов (TNFα, IL-1β, IL-6, IL-18, IL-4, IL-10, GM- CSF, G-CSF, 
VEGF, IL-8), что свидетельствует о прямом участии активатора макрофагов GcMAF-RF в различных 
иммунных процессах. Таким образом, отечественный препарат GcMAF-RF индуцирует поляризацию 
макрофагов M0 → M1, конечное созревание ДК и аллостимулирующую активность Мф и ДК, а также 
способен эффективно стимулировать циркулирующие клетки крови к синтезу цитокинов/хемокинов 
с провоспалительной и иммунорегуляторной активностью.

Ключевые слова: макрофаг-активирующий фактор (GcMAF-RF), макрофаги, дендритные клетки, цитокины
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Abstract. This article is the second communication in a series of articles devoted to the effects of a domestic 
preparation of macrophage-activating factor (GcMAF-RF) and assessment of its biological properties. The 
aim of this work was to study the effect of the GcMAF-RF upon M0 → M1 polarization of macrophages 
(Mph), and activation of the professional properties of ex vivo generated antigen-presenting dendritic cells 
(DC), as well as on ex vivo production of pro-inflammatory (TNFα, IL-1β, IL-6, IFNγ, IL-17, IL-18) and 
anti-inflammatory (TGF-β, IL-4, IL-10) cytokines, growth factors (IL-2, GM-CSF, G-CSF, VEGF) and 
chemokines (MCP, IL-8) by the whole blood cells from healthy donors.

Mph and DC were generated from the monocytes (3 to 5 × 106/ml) derived from adherent fraction of peripheral 
blood mononuclear cells (MNC) of healthy donors. Granulocyte/macrophage colony-stimulating factor 
(rhGM-CSF) was used to obtain Mph, whereas DC production was induced by GM-CSF and interferon-α. 
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To provide M1 polarizing signals, bacterial lipopolysaccharide (LPS from E. coli 0114:B4) was used in controls. 
In experimental series, GcMAF-RF was added 48 h before the end of culture. The stimulating effect of the 
obtained Mph and DC upon cell proliferation was assessed in allogeneic mixed culture of leukocytes (allo-
MLC) using radiometric technique, by 3H-thymidine incorporation. The influence index (IR) of Mph or DC 
upon allo-SCL was calculated as the ratio of the proliferative response of MNCs in the presence of Mph, or DC 
to the level of spontaneous MNC proliferation. To determine the cytokine production by human whole blood 
cells ex vivo, peripheral blood samples from 3 donors with two replicate GcMAF-RF preparations were used, 
at a total of 6 points. All variants of the study were carried out with mitogen-activated and non-activated blood 
cells. The cytokine content was determined by the ELISA assays. The effects of GcMAF-RF were quantified 
as a fold increase (FI), i.e., the ratio of cytokine production in the presence of GcMAF-RF to the level of their 
spontaneous production. It was shown that the GcMAF-RF preparation was as effective, as lipopolysaccharide 
(LPS), the standard Mph and DC activator which induces polarization of differentiated M0-macrophages 
into M1 cells and final maturation of DCs, manifesting by a significant increase in their allo-stimulatory 
activity in a mixed leukocyte culture (allo-MLC). Moreover, GcMAF-RF stimulates production of numerous 
cytokines and chemokines (TNFα, IL-1β, IL-6, IL-18, IL-4, IL-10, GM-CSF, G-CSF, VEGF, IL-8), by 
blood cells (granulocytes, lymphocytes, monocytes), thus indicating direct participation of the macrophage 
activator GcMAF-RF in various immune processes. The domestic GcMAF-RF drug induces polarization of 
macrophages M0 → M1, final maturation of DCs and allostimulating activity of Mf and DCs, and is also able 
to effectively stimulate circulating blood cells to synthesize cytokines/chemokines with pro-inflammatory and 
immunoregulatory activities.

Keywords: macrophage-activating factor (GcMAF-RF), macrophages, dendritic cells, cytokines

Данная работа была выполнена при поддерж-
ке бюджетного финансирования по теме государ-
ственного задания № 0259-2021-0013.

Введение
Успехи в иммунологических исследованиях 

в значительной степени зависят от возможно-
сти использования в экспериментальной работе 
специфических факторов, эффективно влияю-
щих на характер иммунного ответа организма, и 
которые доступны в необходимых количествах. 
Одним из таких факторов является белок, акти-
вирующий макрофаги, GcMAF (group-specific 
component protein-derived macrophage activating 
factor), впервые охарактеризованный в работе 
японских исследователей [49]. GcMAF полу-
чают in vitro энзиматическим преобразованием 
витамин D3-связывающего белка плазмы кро-
ви (DBP) [3, 35, 39, 43, 49, 50, 52]. Способность 
GcMAF активировать циторедуцирующие и оп-
сонирующие функции макрофагов (элиминация 
микроорганизмов, стареющих, опухолевых и по-
врежденных клеток) широко используется в экс-
периментах на животных и в клинических иссле-
дованиях [26, 41, 46, 47, 49, 50, 51, 52]. 

В лаборатории индуцированных клеточных 
процессов ИЦиГ СО РАН совместно с ООО «АК-
ТИВАТОР МАФ» был разработан оригинальный 
способ получения DBP и разработана процедура 

его конвертации в GcMAF-RF цитоэнзимати-
ческим способом [3]. Полученный полипептид 
GcMAF-RF по своим молекулярным свойствам 
соответствует описанному в литературе белку 
GсMAF, находящемуся на стадии клинических 
испытаний в США, Британии, Израиле и Япо-
нии (Saisei Mirai, Keihan, Reno Integrative Medical 
Center, Immuno Biotech Ltd, Efranat, Catalytic 
longevity).

Макрофаги (Мф), относятся к системе клеток 
врожденного иммунитета. Выделяют два основ-
ных фенотипа макрофагов: М1/провоспалитель-
ный и М2/противовоспалительный [6, 16, 22]. 
Макрофаги выполняют в организме множество 
функций, что обусловлено их функциональной 
гетерогенностью и высокой пластичностью [23]. 
Пул резидентных Мф может пополняться за счет 
дифференцировки циркулирующих моноцитов 
при их попадании в ткани из кровотока. Ма-
крофагальный колониестимулирующий фактор 
(M-CSF) и гранулоцитарно-макрофагальный 
колониестимулирующий фактор (GM-CSF) яв-
ляются основными регуляторами дифференци-
ровки моноцитов в макрофаги. При этом M-CSF 
стимулирует дифференцировку моноцитов в 
Мф, характеризующиеся М2/противовоспали-
тельным фенотипом (про-М2 клетки), тогда как 
GМ-CSF индуцирует дифференцировку моно-
цитов в Мф с М1/провоспалительным феноти-
пом (про-М1 клетки) [19, 28]. Как про-М1, так и 
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про-М2 клетки могут быть поляризованы в Мф 
1-го или 2-го типа под влиянием различных фак-
торов микроокружения (поляризующих стиму-
лов) [42, 45]. 

Макрофаги являются одной из основных попу-
ляций клеток, формирующих опухолевую строму. 
В опухолевом очаге, в ходе прогрессии опухоли под 
действием секретируемых опухолью гуморальных 
факторов и в результате межклеточных контактов, 
происходит поляризация моноцитарных предше-
ственников в макрофаги М2/противовоспали-
тельного фенотипа. М2-макрофаги сов местно с 
миелоидными супресорными клетками (MDSC, 
myeloid-derived suppressor cells) ингибируют про-
тивоопухолевую активность эффекторных им-
мунных клеток, инфильтрирующих опухоль [33, 
36, 44]. Под действием различных стимулов ма-
крофаги способны переходить из М2 фенотипа в 
М1. Это свойство макрофагов является базовым 
при активации противоопухолевых свойств опу-
холь-инфильтрирующих фагоцитов [6]. Несмо-
тря на обилие данных об активирующем влиянии 
препарата GcMAF на зрелые макрофаги, отсут-
ствуют доказательства его влияния на процесс 
поляризации М0-макрофагов. 

Наряду с макрофагами важным компонентом 
иммунной системы млекопитающих являются 
антиген-презентирующие дендритные клетки 
(ДК), осуществляющие запуск адаптивного им-
мунного ответа [2, 14, 20, 21, 25, 30, 38]. Извест-
но, что «стандартный» активатор макрофагов, 
липополисахарид бактериальных стенок (LPS), 
также является «стандартным» активатором про-
фессиональных свойств ДК [54, 55]. В настоящем 
исследовании был проведен сравнительный ана-
лиз поляризующего действия LPS и GcMAF- RF 
на сгенерированные ex vivo М0-макрофаги, а так-
же проведена оценка активирующего влияния 
LPS и GcMAF-RF на сгенерированные ex vivo ДК 
человека.

Цитокины представляют собой низкомоле-
кулярные белки, которые продуцируются мно-
гими типами клеток и прежде всего клетками 
иммунной системы. Они обеспечивают межкле-
точные связи и управляют различными процес-
сами, происходящими в нормальных условиях 
и при патологических воздействиях. Цитокины 
обладают плейотропностью биологического дей-
ствия. Один и тот же цитокин может действовать 
на многие типы клеток, вызывая различные эф-
фекты, в зависимости от вида клеток-мишеней. 
Для цитокинов характерна взаимозаменяемость 
биологического действия [1, 15, 17, 18, 32, 40, 

53]. Выделяют несколько групп цитокинов. Это 
провоспалительные и противовоспалительные 
цитокины, факторы роста и хемокины [1, 18]. 
Цитокины, продуцируемые клетками перифери-
ческой крови, индуцируют быстрый системный 
ответ [1, 15, 17, 18, 32, 53]. В этой связи представ-
ляется интересным оценить влияние GcMAF-RF 
на продукцию цитокинов клетками цельной кро-
ви. Этот интерес также связан с тем, что предпо-
лагается интраперитонеальное введение препа-
рата, и в этой связи необходимо знать возможные 
клинически последствия такого введения, кото-
рые могут быть оценены по способности клеток 
крови секретировать определенную палитру ци-
токинов.

Целью данной работы является изучение вли-
яния препарата GcMAF-RF на поляризацию ма-
крофагов М0 фенотипа и созревание дендритных 
клеток, а также на продукцию цитокинов клетка-
ми цельной крови человека.

Материалы и методы
Получение GcMAF-RF
Витамин D3-связывающий белок (DBP) выде-

ляли из человеческой плазмы с помощью актин-
сефарозной аффинной хроматографии. Получен-
ный полипептид конвертировали в GcMAF-RF 
цитоэнзиматическим способом, разработанным 
компанией ООО «АКТИВАТОР МАФ» [3].

Получение макрофагов
Макрофаги генерировали из моноцитов 

(3-5 × 106/мл) прилипающей фракции монону-
клеарных клеток (МНК) периферической крови 
здоровых доноров в 6-луночных планшетах (TPP, 
Швейцария) в среде RPMI-1640, дополненной 
0,05 мM β-меркаптоэтанола, 2 мM пирувата на-
трия, 0,3 мг/мл L-глютамина, 1% раствором не-
заменимых аминокислот (все реактивы Sigma-
Aldrich), 100 мг/мл гентамицина в присутствии 
гранулоцитарно-макрофагального колониести-
мулирующего фактора (rhGM-CSF, 50 нг/мл, 
Sigma-Aldrich) с 10% эмбриональной телячьей 
сыворотки (FCS, «БиолоТ», Санкт-Петербург) в 
течение 7 суток при 37 °C и 5% CO2. В качестве 
М1-поляризующих сигналов использовали липо-
полисахарид (LPS Е. coli 0114:B4, Sigma-Aldrich) 
в дозе 10 мкг/мл, либо препарат GcMAF-RF в 
дозе 50 или 250 нг/мл, которые добавляли за 
48 ч до окончания культивирования. GM-CSF-
дифференцированные М0 и поляризованные М1 
макрофаги снимали с пластика 0,25% раствором 
трипсин-версена («БиолоТ», Россия), отмывали, 
определяли цитоз и жизнеспособность.
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Получение дендритных клеток
Дендритные клетки (ДК) генерировали из 

моноцитов (3-5 × 106/мл) прилипающей фракции 
МНК периферической крови доноров в 6-луноч-
ных планшетах (TPP, Швейцария) в среде RPMI-
1640, дополненной 0,3 мг/мл L-глютамина, 5мМ 
HEPES-буфера, 100 мкг/мл гентамицина и 2,5% 
эмбриональной телячьей сыворотки (FCS, «Био-
лоТ», Санкт-Петербург), в присутствии GM-
CSF (40 нг/мл, Sigma-Aldrich) и интерферона-α 
(1000 Ед/мл, Роферон-А, Roche, Швейцария) при 
37 °C в СО2-инкубаторе. Для индукции конечного 
созревания ДК на 4-е сутки вносили LPS (Е. coli 
0114:B4, Sigma-Aldrich, 10 мкг/мл) либо препарат 
GcMAF-RF в дозе 50, 100, 250 и 500 нг/ мл и про-
должали культивировать в течение 24 ч.

Оценка аллостимуляторной активности Мф и 
ДК

Стимуляторную активность Мф и ДК оценива-
ли в аллогенной смешанной культуре лейкоцитов 
(алло-СКЛ), используя в качестве отвечающих  
клеток аллогенные МНК доноров (0,1 × 106/ лун-
ку), которые культивировали в 96-луночных 
круглодонных планшетах в среде RPMI-1640 в 
присутствии 10%-ной инактивированной сы-
воротки крови АВ(IV) группы при 37 °C в СО2-
инкубаторе. Стимуляторами служили либо Мф, 
либо ДК в соотношении МНК:Мф/ ДК = 10:1. 
Пролиферативный ответ оценивали на 5 сутки 
радиометрически по включению 3H-тимидина 
(1 мкКю/лунку), вносимого за 18 ч до окончания 
культивирования. Индекс влияния (ИВ) Мф или 
ДК в алло-СКЛ рассчитывали, как отношение 
пролиферативного ответа МНК в присутствии 
Мф к уровню спонтанной пролиферации МНК.

Оценка продукции цитокинов клетками цельной 
крови человека ex vivo

Для определения продукции цитокинов клет-
ками цельной крови человека ex vivo использо-
вали образцы периферической крови 3 доноров 
и 2 препарата GcMAF-RF с независимым выде-
лением, итого 6 вариантов. Пробу 2 мл крови в 
стерильных условиях вносили во флакон, содер-
жащий 8 мл стерильной поддерживающей сре-
ды (DMEM), гепарин (2.5 ЕД/мл), гентамицин 
(100 мкг/мл) и L-глютамин (0,6 мг/мл). Полу-
ченную разведенную кровь (к1/5) разделили на 
порции:

Для определения спонтанной продукции ци-
токинов использовали пробу:

– 3 мл к1/5;
Для оценки влияния препарата GcMAF-RF 

использовали пробы:

– 1 мл к1/5 + GcMAF-RF до конечной кон-
центрации 5 мкг/мл;

– 1 мл к1/5 + GcMAF-RF до конечной кон-
центрации 0,5 мкг/мл;

– 1 мл к1/5 + GcMAF-RF до конечной кон-
центрации 0,05 мкг/мл.

Для определения митоген-индуцированной 
продукции цитокинов использовали пробу:

– 1 мл к1/5 + комплекс митогенов 
(PHA-M – 4 мкг/мл, PHA-P – 4 мкг/мл, ConA – 
4 мкг/мл и LPS – 2 мкг/мл). 

Для оценки влияния препарата GcMAF-RF на 
митоген-индуцированную продукцию цитоки-
нов использовали следующие пробы:

– 1 мл к1/5 + комплекс митогенов + 
GcMAF-RF до конечной концентрации 5 мкг/ мл;

– 1 мл к1/5 + комплекс митогенов + 
GcMAF-RF до конечной концентрации 
0,5 мкг/ мл;

– 1 мл к1/5 + комплекс митогенов + 
GcMAF-RF до конечной концентрации 
0,05 мкг/ мл.

Препараты крови с добавленными активато-
рами инкубировали при 37 °C в течение суток. 
После окончания инкубации клетки крови осаж-
дали центрифугированием при 10000 G в тече-
ние 3 минут на микроцентрифуге. Отобранную 
надосадочную жидкость аликвотировали, замо-
раживали и хранили при -40 °C до проведения 
анализа. В полученном супернатанте определя-
ли концентрацию IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, 
IL- 18, IL-1β, TNFα, IFNγ, VEGF и MCP-1 мето-
дом твердофазного иммуноферментного анализа 
с использованием наборов реагентов производ-
ства АО «Вектор-Бест»; концентрацию G-CSF, 
GM-CSF, IL-17, TGF-β определяли с использо-
ванием реактивов фирмы R&D Systems (Велико-
британия).

Для количественной характеристики влияния 
активаторов на продукцию цитокинов исполь-
зовали Индекс влияния (ИВ) и Цитокиновый 
индекс (ЦИ) (см. приложение 1). Индекс вли-
яния (ИВ) = продукция цитокина во флаконе с 
разбавленной кровью + препарат/спонтанная 
продукция этого цитокина (во флаконе с раз-
бавленной кровью без препарата). Цитокиновый 
индекс (ЦИ) = продукция цитокина во флаконе 
с разбавленной кровью + препарат + митоген/
митогенная продукция этого цитокина (во фла-
коне с разбавленной кровью без препарата + ми-
тоген). ИВ характеризует влияние препарата на 
неактивированные клетки крови, что имитирует 
введение препарата GcMAF-RF пациенту. ЦИ 
характеризует влияние препарата на активиро-
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ванные митогеном клетки крови, что имитирует 
либо синергичное с митогеном усиление препа-
ратом активности клеток, либо ее подавление, 
возникающее при воздействии препарата в очаге 
воспаления [8].

Статистический анализ
Статистическую обработку данных прово-

дили при помощи пакета прикладных программ 
Statistica 10.0. Для выявления значимых разли-
чий сравниваемых показателей использовали не-
параметрический W-критерий Вилкоксона (для 
связанных, парных выборок). Выявленные раз-
личия считались статистически значимыми при 
p < 0,05.

Результаты
М0 → М1 поляризация макрофагов препаратом 

GcMAF-RF
В настоящее время отработаны различные 

протоколы генерации из моноцитов крови ма-
крофагов 1-го и 2-го типа на основе использо-
вания соответствующих дифференцировочных 
факторов (GM-CSF или M-CSF) и/или поляри-
зующих стимулов. В культуре in vitro в качестве 
М1-поляризующих сигналов могут выступать 
различные инфекционные агенты (например, 
липополисахарид (LPS) или провоспалительные 
цитокины (TNFα или IFNγ, по отдельности или 
в комбинации). М1 макрофаги характеризуются 
in vitro фенотипом IL-12highIL- 23highIL-10low; они 

активно секретируют реактивные метаболи-
ты кислорода и монооксид азота (ROS и NO), а 
также воспалительные цитокины (IL- 1β, TNFα, 
IL- 6); участвуют в развитии Th1-опосредованных 
иммунных реакций, обеспечивающих устойчи-
вость к внутриклеточным патогенам и опухолям. 
Макрофаги М1/провоспалительного феноти-
па, которые высоко экспрессируют молекулы, 
вовлеченные в активацию и ко-стимуляцию 
Т-лимфоцитов (HLA-DR, CD86, CD40), а так-
же активно секретируют иммунорегулятор-
ные (IL- 12, IL-23), но не иммуносупрессорные 
(IL- 10, TGF-β) цитокины, способны наиболее 
эффективно индуцировать пролиферативный 
ответ Т-лимфоцитов на аллоантигены в СКЛ. 
Поэтому оценка аллостимуляторной активно-
сти Мф, являясь «интегральным» показателем 
их функционального потенциала, позволяет чет-
ко идентифицировать М1 фенотип макрофагов 
человека, генерированных ex vivo из моноцитов 
крови [13, 34].

В настоящем исследовании была проведена 
сравнительная оценка влияния LPS и GcMAF- RF 
на аллостимуляторную активность GM-
CSF- диф ференцированных (неполяризованных)  
М0-макро фагов. Как видно из полученных дан-
ных, добавление М1-поляризующего стиму-
ла LPS к неполяризованным Мф усиливало 
их аллостимуляторную активность (p < 0,01). 
GcMAF-RF обладал схожим эффектом, причем в 

ТАБЛИЦА 1. ВЛИЯНИЕ GcMAF-RF НА M0 → M1 ПОЛЯРИЗАЦИЮ
TABLE 1. EFFECT OF GcMAF-RF ON THE M0 → M1 POLARIZATION 

Варианты смешанной культуры 
лейкоцитов (алло-СКЛ)

Allo-MLC (variants)

Пролиферативный ответ 
Т-клеток (cpm)

T cell proliferative response (cpm)

ИВ
FI

МНК (Мононуклеарные клетки)
MNC (Mononuclear cells) alone 220 (190-310)

МНК + Mф0
MNC + Mφ0 1090 (800-2100) 5,1 (3,6-6,9)

МНК + MфLPS
MNC + MφLPS 3420 (2020-4600)** 13,5 (9,1-17,0)**

МНК + MфGcMAF-RF50
MNC + MφGcMAF-RF50

3250 (2060-3800)** 11,7 (9,5-12,9)**

МНК + MфGcMAF-RF250
MNC + MφGcMAF-RF250

1820 (1470-2600)* 8,3 (6,9-9,1)*

Примечание. Данные двух независимых экспериментов (n = 9) представлены в виде медианных значений и 
интерквартильного диапазона – Me (Q0,25-Q0,75). cpm – импульсы в минуту: ИВ – индекс влияния. МНК + Mф0 – 
отрицательный контроль; МНК + MфLPS – положительный контроль. Активаторы: LPS 10 мкг/мл; GcMAF-RF 50 и 
250 нг/мл. * р < 0,05; ** p < 0,01 – по сравнению с неполяризованными Mф0 (парный тест Вилкоксона).

Note. Data from two independent experiments (n = 9) are presented as median and interquartile range – Me (Q0.25-Q0.75). cpm, count 
per minute: FI, fold increase. MNC + Mφ0, negative control; MNC + MφLPS,  positive control. Activators: LPS 10 μg/ml; GcMAF-RF 
50 and 250 ng/ml. * р < 0.05; ** p < 0.01, vs unpolarized Mφ0 (Wilcoxon matched pairs test).
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дозе 50 нг/мл проявлял более выраженную М1-
поляризующую активность (p < 0,01), чем в дозе 
250 нг/мл (p < 0,05) (табл. 1). Полученные данные 
свидетельствуют, что GcMAF-RF усиливает ал-
лостимуляторную активность макрофагов анало-
гично LPS, что свидетельствует о его способно-
сти индуцировать поляризацию М0-макрофагов 
в сторону М1-фенотипа. 

Влияние GcMAF-RF на конечное созревание и 
аллостимуляторную активность ДК

ДК, являясь «профессиональными» антиген-
презентирующими клетками, не только обеспе-
чивают инициацию специфического иммунного 
ответа, но наряду с этим способны выполнять 
регуляторные функции, контролируя силу и на-
правленность иммунных реакций. Многочислен-
ные экспериментальные исследования in vivo и in 
vitro показали, что ДК, нагруженные опухолевы-
ми антигенами или антигенами инфекционных 
возбудителей, индуцируют эффективный проти-
воопухолевый и противоинфекционный иммун-
ный ответ.

Одним из интегральных показателей функ-
циональной активности ДК является их способ-
ность к стимуляции пролиферативного ответа 
аллогенных Т-лимфоцитов в СКЛ, поскольку 
аллостимуляторная активность ДК ассоцииро-

вана со степенью зрелости ДК, а также со спек-
тром и уровнем продуцируемых ими цитокинов. 
Показано, что ДК, которые генерируются из мо-
ноцитов крови в присутствии GM-CSF и интер-
ферона-альфа (IFN-ДК), обладают выраженной 
аллостимуляторной активностью [5, 10]. Такую 
способность ДК приобретают в результате конеч-
ного созревания под влиянием различных фак-
торов, таких как кондиционная среда моноци-
тов (monocyte conditioneate medium; МСМ, 30% 
v/v), лейкинферон (НПФ «Интекор», Москва), 
«Полиоксидоний», «Суперлимф», препарат дву-
цепочечной ДНК человека «Панаген»» и др. Тем 
не менее наиболее часто используемым «класси-
ческим» дозревающим стимулом является LPS [4, 
11, 12].

В настоящей работе был проведен сравни-
тельный анализ стимулирующего действия 
LPS и отечественного активатора макрофагов 
GcMAF- RF [3] на созревание и аллостимулятор-
ную активность (IFN-ДК). Для этого из моно-
цитов периферической крови генерировали ДК в 
течение 96 часов, затем культивировали их в те-
чение 24 часов в присутствии либо липополиса-
харида (LPS), либо GcMAF-RF в различных до-
зах (50, 100, 250, 500 нг/мл) (по целевому белку) 
(табл. 2).

ТАБЛИЦА 2. ВЛИЯНИЕ GcMAF-RF НА СОЗРЕВАНИЕ ДК, Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 2. EFFECT OF GcMAF-RF ON THE DC MATURATION

Варианты смешанной культуры 
лейкоцитов 
(алло-СКЛ)

Allo-MLC (variants)

Пролиферативный ответ 
Т-клеток (cpm)

T cell proliferative response (cpm)

ИВ
FI

МНК + ДК0
MNC + DC0

3980 (2670-5300)

МНК + ДКLPS 
MNC + DCLPS

6480 (6270-6690)* 1,6 (1,3-2,4) 

МНК + ДКGcMAF-RF50
MNC + DCGcMAF-RF50

6130 (5490-6760)* 1,5 (1,3-1,5) 

МНК + ДКGcMAF-RF100
MNC + DCGcMAF-RF100

6660 (6200-7120)* 1,7 (1,5-2,7) 

МНК + ДКGcMAF-RF250
MNC + DCGcMAF-RF250

7430 (7390-7480)* 1,9 (1,4-2,9) 

МНК + ДКGcMAF-RF500
MNC + DCGcMAF-RF500

5470 (5450-5490)* 1,4 (1,0-2,3) 

Примечание. Данные двух независимых экспериментов (n = 9) представлены в виде медианных значений и 
интерквартильного диапазона – Me (Q0,25-Q0,75). cpm – импульсы в минуту: ИВ – индекс влияния. МНК + ДК0 – 
отрицательный контроль; МНК + ДКLPS – положительный контроль. Активаторы: LPS 10 мкг/мл; GcMAF-RF 50, 100, 250 
и 500 нг/мл. * р < 0,05 – по сравнению с незрелыми ДК0 (парный тест Вилкоксона).

Note. Data from two independent experiments (n = 9) are presented as median and interquartile range – Me (Q0.25-Q0.75). cpm, count 
per minute: FI, fold increase. MNC + DC0, negative control; MNC + DCLPS, positive control. Activators: LPS 10 μg/ml; GcMAF-RF 50, 
100, 250 and 500 ng/ml. * р < 0.05, vs immature DC0 (Wilcoxon matched pairs test).
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Из результатов, представленных в таблице 2, 
видно, что добавление GcMAF-RF в культуру ДК 
на этапе созревания приводило к усилению алло-
стимуляторной активности ДК, сопоставимому 
с влиянием на ДК «стандартного» индуктора со-
зревания, LPS. Максимальный эффект влияния 
GcMAF-RF отмечался при использовании дозы 
250 нг/мл. 

Влияние GcMAF-RF на продукцию цитокинов 
клетками цельной крови 

Для оценки влияния препарата GcMAF-RF на 
продукцию цитокинов клетками цельной крови 
человека свежевыделенная кровь здоровых доно-
ров обрабатывалась различными количествами 
активатора макрофагов GcMAF-RF (5,0 мкг/мл, 
0,5 мкг/мл и 0,05 мкг/мл) (приложение 1). Были 
проанализированы цитокины, относящиеся к 
группе провоспалительных, противовоспали-
тельных, факторов роста и хемокинов. Сравни-
вались: спонтанная продукция цитокинов, про-
дукция цитокинов после активации комплексом 
митогенов (см. раздел материалы и методы) и по-
сле активации препаратом GcMAF-RF. Для срав-
нительного анализа были взяты данные по акти-
вации препаратом GcMAF-RF в концентрациях 
5 мкг/мл и 0,5 мкг/мл. В случае спонтанной и 
митоген-индуцированной продукции цитокинов 
(n = 3) приводится диапазон min-max значений 
показателя (пг/мл). Для GcMAF-RF (n = 6) по-
лученные результаты представлены медианами 
и интерквартильным размахом – Me (Q0,25-Q0,75), 
что позволяет оценить, как уровни продукции 
соответствующих цитокинов в пг/мл, так и ин-
дексы влияния (ИВ) комплекса митогенов, и 
препарата GcMAF-RF (табл. 3, приложение 1). 

Показано, что препарат GcMAF-RF оказы-
вает стимулирующее влияние на продукцию 
клетками цельной крови следующих из проана-
лизированных цитокинов: провоспалительных 
(TNFα, IL- 1β, IL-6, IL-18), противовоспалитель-
ных (IL-4 и IL-10), факторов роста (GM-CSF, 
G-CSF, VEGF) и хемокинов (IL-8). Поскольку 
спонтанная продукция оценивалась по трем до-
норам и оценка эффекта выражалась в диапазоне 
минимальных-максимальных значений, то срав-
нение медианы индукции GcMAF-RF, показан-
ной для 6 вариантов, проводилось с максималь-
ным значением спонтанной продукции и эффект 
был выражен в индексе влияния (ИВ). 

Из данных таблицы 3 видно, что используемый 
в исследовании комплекс митогенов (PHA-M, 
PHA-P, ConA и LPS) индуцировал значительное 
усиление интенсивности продукции клетками 
крови практически всех анализируемых цитоки-

нов. В сравнении с митогенами GcMAF-RF так-
же характеризовался значимым, но при этом не 
таким «тотальным» стимулирующим эффектом. 
Так, из группы провоспалительных цитокинов 
GcMAF-RF в дозе 5,0 мкг/мл повышал продук-
цию TNFα, IL-1β, IL-6 и IL-18 в ~ 8, 70, 70 и 3 
раза соответственно, при этом наблюдался вы-
раженный дозозависимый эффект. В то же время 
уровень секреции IFNγ и IL-17 в ответ на акти-
вацию препаратом GcMAF-RF практически не 
изменялся.

В группе противовоспалительных цитокинов 
наиболее сильно отреагировал на воздействие 
препаратом GcMAF-RF интерлейкин IL-10, и 
в меньшей степени IL-4 (ИВ GcMAF-RF в дозе 
5,0 мкг/мл составляли в среднем 10,9 и 4,4 расч. 
ед. соответственно). 

В ответ на стимуляцию препаратом GcMAF-
RF5,0 усиливается также продукция факторов ро-
ста (GM-CSF, G-CSF, VEGF) и хемокина IL-8, 
что подтверждается значениями соответствую-
щих индексов влияния. Видно, что интенсив-
ность секреции этих цитокинов в примерно 10; 
50; 1,2 и 3,8 раза превышает максимальные зна-
чения спонтанной продукции и зависит от дозы 
вносимого GcMAF-RF (табл. 3).

Полученные результаты демонстрируют вы-
сокую стимулирующую активность препарата 
GcMAF-RF на клетки цельной крови человека в 
условиях ex vivo. 

Обсуждение
Многочисленные экспериментальные рабо-

ты, проведенные с использованием различных 
очищенных препаратов GcMAF и активирован-
ной плазмы так называемого GcMAF второго по-
коления свидетельствуют о разноплановом био-
логическом действии фактора [37, 43]. Наиболее 
многочисленные исследования посвящены про-
тивораковой активности GcMAF. В различных 
экспериментах установлено, что противоопухо-
левая активность GcMAF главным образом опос-
редована активацией макрофагов [24, 35, 49, 52].

В настоящем исследовании в качестве факто-
ра, активирующего макрофаги, был использован 
отечественный препарат GcMAF-RF®, получае-
мый из плазмы крови человека с использованием 
нового регламента, разработанного компанией 
OOO «АКТИВАТОР МАФ» [3]. Препарат выде-
ляется в биохимических условиях, основанных 
на использовании лигандов, аффинных к спец-
ифическим функциональным доменам витамин 
D3-связывающего белка. Препарат GcMAF-RF 
индуцирует фагоцитарную активность перитоне-
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альных макрофагов мыши и увеличивает продук-
цию ими монооксида азота, что является важней-
шим показателем провоспалительного вектора 
активации [3, 7].

В настоящем исследовании были охарактери-
зованы ранее неизвестные свойства активирую-
щего макрофаги препарата GcMAF-RF. 

1. Показано, что препарат GcMAF-RF так 
же эффективно, как и LPS, индуцирует поля-
ризацию GM-CSF-дифференцированных М0-
макрофагов в М1-клетки, что проявляется значи-
мым усилением их стимуляторной активности в 
алло-СКЛ. Максимальный эффект поляризации 
обнаруживается при концентрации GcMAF-RF 
50 нг/мл. Макрофаги М1-фенотипа характери-
зуются активным фагоцитозом и функциониро-
ванием киллерных систем [48], где основными 
цитолитиками выступают свободные радикалы 
кислорода и монооксид азота (NO), продуцируе-
мые активированными макрофагами. В этой свя-
зи можно предположить, что противоопухолевое 
действие GcMAF, проявляющееся в различных 
биологических системах [9, 27, 29, 31, 41, 47], свя-
зано с перепрограммированием инфильтрирую-
щих опухоль макрофагов с М2- на М1-фенотип. 
Именно эта активность GcMAF может являться 
одним из возможных механизмов ослабления 
опухоль-индуцированной иммуносупрессии и, 
как следствие, индукции эффективного противо-
опухолевого иммунного ответа.

2. Показано, что препарат GcMAF-RF ин-
дуцирует конечное созревание ДК и усиливает их 
функциональную активность в алло-СКЛ. Мак-
симальный эффект отмечался при использова-
нии GcMAF-RF в дозе 250 нг/мл и был сопоста-
вим с действием LPS – «стандартного» индуктора 
созревания ДК. Ранее в литературе были опубли-
кованы сведения о том, что GcMAF не оказывает 
активирующего влияния на ДК [52]. Полученные 
нами результаты демонстрируют более высокую 
биологическую активность оте чественного пре-
парата GcMAF-RF, что, вероятно, обусловлено 
использованием нового технологического регла-
мента его получения.

3. Показано, что препарат GcMAF-RF сти-
мулирует продукцию клетками крови (грануло-
цитами, лимфоцитами, моноцитами) широкого 
спектра цитокинов и хемокинов (TNFα, IL-1β, 
IL-6, IL-18, IL-4, IL-10, GM-CSF, G-CSF, VEGF, 
IL-8).

В целом полученные данные свидетельствуют 
о широком диапазоне биологических эффектов 
оте чественного препарата GcMAF-RF, который 
не только усиливает фагоцитарную активность 

Мф и продукцию ими монооксида азота [3], но 
также индуцирует М0 → М1 поляризацию макро-
фагов, конечное созревание и аллостимулятор-
ную активность ДК и способен эффективно сти-
мулировать синтез циркулирующими клетками 
крови цитокинов/хемокинов с провоспалитель-
ной и иммунорегуляторной активностью.

Комплексное исследование ex vivo влияния 
препарата GcMAF-RF свидетельствует о его вы-
раженном активирующем векторе воздействия 
на системы врожденного и адаптивного имму-
нитета. Тем не менее одновременная стимуляция 
продукции противовоспалительного цитоки-
на IL-10, показанная для клеток цельной крови 
здоровых доноров, может свидетельствовать о 
вариативности эффектов GcMAF-RF на имму-
нокомпетентные клетки и, как следствие, о более 
тонкой регуляции иммунных реакций.

Полученные нами данные позволяют рассма-
тривать GcMAF-RF в качестве перспективного 
препарата, обладающего широким «репертуа-
ром» биологических эффектов, наиболее значи-
мых с точки зрения его потенциального исполь-
зования для стимуляции противоопухолевого 
или противоинфекционного иммунитета.

Заключение
В настоящей работе охарактеризова-

ны ранее неизвестные свойства активиру-
ющего макрофаги препарата GcMAF-RF: 
способность индуцировать поляризацию GM-
CSF-дифференцированных М0-макрофагов в 
М1-клетки, индуцировать конечное созревание 
ДК и усиливать их функциональную активность в 
алло-СКЛ. Показано также, что GcMAF-RF спо-
собен эффективно стимулировать синтез цирку-
лирующими клетками крови цитокинов/хемоки-
нов с провоспалительной и иммунорегуляторной 
активностью. Полученные данные позволяют 
рассматривать GcMAF-RF в качестве перспек-
тивного препарата, обладающего широким «ре-
пертуаром» биологических эффектов. 
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