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модифікація імунної відповіді на ксеногенні ембРіональні 
пРотеїни ад’ювантами мікРобного походження

методами імуноферментного аналізу та імуноблоту досліджено сироватки крові мишей лінії вALB/с, 
імунізованих ембріональними протеїнами курки в комбінації з ад’ювантами мікробного походження. аналіз 
рівня накопичення антитіл до цих протеїнів та вивчення антитілозалежної цитотоксичності лімфоцитів 
відносно клітин модельних пухлин дозволяють зробити висновок, що використання ад’ювантів мікробного 
походження – протеїновмісних метаболітів культуральної рідини (18,5 і 70 кда) та ліпідної фракції клітин 
в. subtilis B-7025; пептидоглікану клітин S. аureus сприяє вірогідному підсиленню імунної відповіді на 
фетальні антигени. результати дослідження є підґрунтям для конструювання ксеногенної протипухлинної 
вакцини.

КЛЮЧОВІ СЛОВА: ембріональні протеїни, ад’юванти, імунна відповідь, протипухлинна вакцина.

ВСТУП. Подолання імунологічної толе рант-
ності до пухлиноасоційованих антигенів (ПАА) 
є ключовим завданням імунотерапії пухлинної 
хвороби [1, 2]. Одним із підходів до його вико-
нання є розробка та застосування ксеногенних 
протипухлинних вакцин (ПВ), які містять пухлинні 
антигени організмів іншого виду [3]. Показано, 
що саме використання чужорідних аналогів ПАА 
здатне викликати імунну відповідь проти власних 
ендогенних протеїнів [4, 5]. Більш того, структурні 
відмінності ксеногенних ПАА від їх людських 
аналогів сприяють індукції специфічних про-
типухлинних реакцій не тільки на ранніх, але й 
на пізніх стадіях захворювання, коли організм 
хво рого перебуває під імуносупресивним 
впли  вом пухлини та власної імунної системи. 
То му, порівняно з гомологічними аналогами, 
ксеногенні ПВ можуть стати ефективнішими 
як для профілактики розвитку рецидивів та 
метастазів, так і для генерації процесів, що 
призводять до руйнування розвинутої пухлини 
[2, 6, 7]. 

Експресія ембріональних антигенів супрово-
джує процес трансформації нормальної кліти-
ни в злоякісну [8, 9], тому їх використання як 
“універсальних” специфічних імуногенів від-
криває нові можливості в конструюванні ксе-

ногенних ПВ [10, 11]. У попередній роботі ми 
показали, що ПВ, виготовлені на основі антигенів 
ембріональних тканин різного гістогенезу лю -
дини та глікопротеїду в. subtilis B-7025, про-
являли протипухлинну активність у мишей із 
саркомою 37 [12]. Одержано високомолекулярні 
ембріональні протеїни курки (ЕПК), які мають 
певну гомологію з поверхневими протеїнами 
клітин модельних пухлин [13] і в подальшому 
можуть бути використані як компоненти при 
конструюванні ксеногенних ПВ [14, 15]. 

Для підвищення імуногенності зазначених 
ЕПК та посилення специфічної імунної відповіді 
необхідно підібрати відповідний ефективний 
ад’ювант. Особливо перспективними на сьо-
год ні є ад’юванти мікробного походження, які 
взаємодіють з Toll-подібними рецепторами 
клітин природного імунітету та запускають про-
цес формування адаптивного імунітету, тому їх 
досить широко використовують для виготовлення 
ПВ [16, 17]. Крім того, ад’юванти, отримані з 
бактеріальних продуктів, здатні модифікувати 
ПАА, індукувати продукування широкого спектра 
цитокінів, що дозволяє суттєво зменшити дозу 
імуногена і частоту його введення [18]. 

Метою даної роботи було вивчити можливість 
підсилення імунної відповіді організму тварин на 
ксеногенні ембріональні протеїни за допомогою 
ад’ювантів різного походження. 

© Г. В. Діденко, Г. С. Лісовенко, В. М. Базась, Н. Л. Черем-
шенко, І. М. Воєйкова, О. О. Круць,  Г. П. По тебня, 2015.
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МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ. Експерименти 
проводили на мишах лінії ВАLB/с, одержаних із 
розплідника віварію Інституту експериментальної 
патології, онкології і радіобіології імені Р. Є. Ка-
вецького НАН України, сертифікованого згідно 
з вимогами, встановленими Міжнародною 
конвенцією. Дослідження проводили відповідно 
до загальноприйнятих міжнародних правил з 
біологічної етики та виконання робіт з експери-
ментальними тваринами.

Об’єктом досліджень були протеїни, 
отримані з тканин курячого ембріона (7-ма 
доба гестації) методом ЕДТА-екстракції [19]. 
Імуногенність ЕПК попередньо підтверджено ме-
тодом імуноферментного аналізу (ІФА) за рівнем 
реакції сироваток крові мишей з модельними 
пухлинами [13]. Тварин тричі (з інтервалом у 3 
доби) імунізували ЕПК у монорежимі (з розрахун-
ку 0,1 мг білка на одну ін’єкцію) або в комбінації 
з досліджуваними ад’ювантами. Як ад’юванти 
використовували: протеїновмісні метаболіти 
вacillus subtilis B-7025 з м. м. 18,5 та 70 кДа 
(ПМ-18,5; ПМ-70; 0,1 мг білка/ін’єкцію) [20], 
цитотоксичний лектин з культуральної рідини 
в. subtilis B-7025 (ЦЛ; 0,16 мг/ін’єкцію) [21], суміш 
ліпідів клітин в. subtilis B-7025 (0,06 мг/ін’єкцію) 
[22], мікробні клітини БЦЖ (0,3×108 КУО/ін’єкцію) 
[23], пептидоглікан клітин staphylococcus 
аureus Wood 46 (ПГ; 0,5 мг білка/ін’єкцію) [24], 
колоїдне срібло та суспензію Fe3O4 у 2 % розчині 
полідекстрану (0,06 мг/ін’єкцію) [25]. Одна з 
дослідних груп мишей у відповідний термін 
одержувала ЕДТА-екстракт протеїнів із клітин 

саркоми 37. Контрольним інтактним тваринам 
вводили фізіологічний розчин хлориду натрію.

Через 3 доби після завершення імунізації 
(10 діб після першого введення ЕПК) оцінювали 
такі імунологічні показники: рівень накопичення 
антитіл до ЕПК методами ІФА та імуноблот-
аналізу [26]; рівень накопичення низько- і 
середньомолекулярних циркулюючих імунних 
комплексів (ЦІК) у сироватці крові [27]; цито-
токсичну та антитілозалежну цитотоксичну 
активність лімфоцитів (ЦТА лімфоцитів і АЗЦА 
лімфоцитів) відносно пухлинних клітин-мішеней 
(саркома 37) в МТТ-тесті [14]. Для більш деталь-
ного аналізу особливостей імунної відповіді на 
введення ЕПК оцінювали вплив аутологічних 
сироваток крові на ЦТА лімфоцитів за індексом 
потенціювання та рівень накопичення антитіл до 
білків клітин саркоми 37. 

Результати експериментальних досліджень 
обробляли з використанням загальноприйнятих 
методів варіаційної статистики при застосуванні 
пакетів комп’ютерної програми Origin 7.5 [28]. 

РЕЗУЛЬТАТИ Й ОБГОВОРЕННЯ. Результати 
імуноблот-аналізу свідчать про те, що макси-
мальний синтез антитіл та їх спектр на ЕПК (білок 
з м. м. близько 67 кДа) було зареєстровано у 
тварин, імунізованих ЕПК у комплексі з ПМ-18,5 
в. subtilis B-7025 (рис. 1).

Менш представлений у спектрі, але вира-
жений синтез антитіл до ЕПК спостерігали при 
використанні як ад’ювантів мікробних клітин 
БЦЖ, ПГ клітин S. аureus, суміші ліпідів клітин 

  

 

1       2     3     4     5      6       7     8      9      10    11    12

67 кДа→

45 кДа→

14,3 кДа→   

Рис. 1. Імуноблот-аналіз проти ЕПК сироваток мишей, імунізованих: 
1 – ЕПК; 2 – протеїнами з клітин саркоми 37; 3 – ЕПК із ПМ-18,5 в. subtilis B-7025; 4 – ЕПК із ПМ-70 в. subtilis B-7025; 

5 – ЕПК із мікробними клітинами БЦЖ; 6 – ЕПК із ПГ клітин S. аureus; 7 – ЕПК із сумішшю ліпідів клітин в. subtilis B-7025; 
8 – ЕПК із колоїдним сріблом; 9 – ЕПК із оксидом заліза; 10 – ЕПК із ЦЛ з культуральної рідини в. subtilis B-7025; 11 – 
інтактні тварини; 12 – контроль кон’югату.
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в. subtilis B-7025, ПМ-70 в. subtilis B-7025, 
колоїдного срібла та суспензії Fe3O4 у 2 % розчині 
полідекстрану. 

Подібні результати було одержано і при 
оцінюванні накопичення антитіл до ЕПК мето-
дом ІФА (табл.). Показано, що у групах тварин, 
яким як ад’юванти до ЕПК вводили ПМ-18,5, 
ПМ-70 в. subtilis B-7025 та ПГ клітин S. аureus, 
титри антитіл вірогідно перевищували (p<0,05) 
відповідні показники мишей, яким вводили ЕПК 
без ад’юванту. В мишей, імунізованих ЕПК із 
мікробними клітинами БЦЖ або ЦЛ в. subtilis 
B-7025, навпаки, рівень антитіл до ЕПК був 
зниженим.

При дослідженні накопичення середньо-
молекулярних ЦІК у сироватці крові встановлено, 
що у всіх дослідних групах їх рівень був віро-
гідно (р≤0,05) більшим порівняно з інтактним 
контролем. Але тільки в мишей, імунізованих 
ЕПК із ЦЛ в. subtilis B-7025 або з оксидом заліза, 
рівень ЦІК достовірно перевищував аналогічний 
показник тварин, які одержували ЕПК без ад’ю-
ванту. Серед відмінностей між дослідними 
групами за рівнем низькомолекулярних ЦІК 
слід відзначити підвищені показники у тварин, 
імунізованих ЕПК з ліпідами в. subtilis B-7025 
або колоїдним сріблом. 

Таким чином, серед усіх досліджених ад’ю-
вантів до ЕПК за сукупністю ознак найбільш 
перспективними є ПМ-18,5 і ПМ-70 в. subtilis 
B-7025 та ПГ клітин S. аureus, які суттєво по-
ліп шують синтез антитіл до ЕПК і при цьо му 
не індукують утворення неповноцінних (мо-
но валентних) антитіл, роль яких в імунній від-
повіді розцінюють як негативну [29]. Цікаво, що 
в мишей, імунізованих білками, одержаними 

аналогічним способом із клітин саркоми 37, за 
даними ІФА, титр антитіл до ЕПК поступався 
відповідним показникам тих, що одержували ЕПК 
(0,1<p<0,05), але вірогідно перевищував рівень 
антитіл в інтактних тварин ((0,196±0,005) та 
(0,104±0,008) опт. од., p<0,05). При цьому рівень 
накопичення низько- і середньомолекулярних 
ЦІК у мишей, імунізованих ЕПК та білками пух-
линних клітин, суттєво не відрізнявся.

Імуноферментний аналіз сироваток крові 
імунізованих мишей проти протеїнів саркоми 37 
(рис. 2) показав, що результати введення ЕПК 
зовсім не поступалися таким при використанні 
для імунізації гомологічного пухлинного антигена 
(протеїнів із клітин саркоми 37), що підтвердило 
наявність певної гомології ЕПК із поверхневими 
протеїнами клітин модельної пухлини. Але 
додавання до ЕПК майже всіх досліджуваних 
ад’ювантів (крім суміші ліпідів клітин в. subtilis 
B-7025) викликало вірогідне зменшення титру 
антитіл до протеїнів із клітин саркоми 37. Це було 
характерним як для ад’ювантів бактеріального 
походження, так і для колоїдного срібла та 
оксиду заліза. Особливо різке зменшення 
досліджуваного показника зареєстровано в ми-
шей, які одержували ЕПК разом із мікробними 
клітинами БЦЖ.

Подібні закономірності було відзначено і 
при аналізі протипухлинної клітинної імунної 
відповіді. Так, при оцінюванні результатів тесту з 
визначення ЦТА лімфоцитів відносно пухлинних 
клітин-мішеней (рис. 3) можна констатувати, що 
введення ЕПК у комплексі з протеїновмісними 
метаболітами в. subtilis B-7025 (18,5 та 70 кДа) 
вірогідно знижувало (р≤0,05) цитотоксичність 
лімфоцитів (цитотоксичний індекс становив 

Таблиця – Імуноферментний аналіз сироваток крові з ЕПК у мишей, імунізованих ЕПК  
із різними ад’ювантами

Група Характеристика групи
ІФА, опт. од.

(титр сироватки 
1:20)

ЦІК (середньо-
молекулярні), 

опт. од.

ЦІК (низько-
молекулярні), 

опт. од.
1 Ембріональні протеїни курки (ЕПК) 0,221±0,015* 0,156±0,033* 0,390±0,042*
2 Протеїни з клітин саркоми 37 0,196±0,005* 0,193±0,065* 0,439±0,002*, **
3 ЕПК з ПМ в. subtilis B-7025  

(м. м. 18,5 кДа)
0,333±0,025*, ** 0,143±0,034* 0,387±0,029*

4 ЕПК з ПМ в. subtilis B-7025  
(м. м. 70 кДа)

0,327±0,009*, ** 0,145±0,021* 0,455±0,024*

5 ЕПК з мікробними клітинами БЦЖ 0,171±0,017*, ** 0,211±0,037* 0,529±0,102*
6 ЕПК з ПГ клітин S. аureus 0,331±0,07*, ** 0,187±0,033* 0,463±0,012*
7 ЕПК із сумішшю ліпідів клітин  

в. subtilis B-7025
0,210±0,027* 0,231±0,068* 0,491±0,016*, **

8 ЕПК з колоїдним сріблом 0,247±0,006* 0,188±0,005* 0,475±0,004*, **
9 ЕПК з оксидом заліза 0,229±0,014* 0,296±0,025*, ** 0,371±0,013*
10 ЕПК з ЦЛ в. subtilis B-7025 0,183±0,010*, ** 0,234±0,008*, ** 0,367±0,052*
11 Інтактний контроль 0,104±0,008 0,032±0,002 0,131±0,010

Примітка. * – p<0,05 порівняно з інтактним контролем; ** – p<0,05 порівняно з показником мишей 1-ї групи, які одер-
жували ЕПК у монорежимі.
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(8,45±0,88) і (11,14±0,31) % проти (34,19±4,41) % 
в інтактному контролі), тоді як використання 
біль шості інших ад’ювантів не приводило 
до ві рогідних змін ЦТА лімфоцитів. Лише 
в ми шей, імунізованих ЕПК із ЦЛ в. subtilis 
B-7025, спостерігали тенденцію (0,1<p<0,05) 
до підвищення ЦТА лімфоцитів порівняно з 
показником групи тварин, які одержували ЕПК 
без ад’юванту.

На відміну від цього при дослідженні АЗЦА 
лімфоцитів (рис. 4) було встановлено, що лише 
у групах тварин, які отримували ЕПК та ЕПК 
із пептидогліканом S. аureus, цитотоксична 
активність була меншою за показники інтактного 
контролю (цитотоксичний індекс становив 
(25,35±5,47) % (р≤0,05) та (41,80±3,02) % 
відповідно проти (51,99±5,10) % в інтактному 
контролі). У всіх інших експериментальних 
групах спостерігали тенденцію до підвищення 

АЗЦА лімфоцитів (0,1<p<0,05). Особливо це 
стосувалось мишей, імунізованих ЕПК разом 
із ПМ (18,5 кДа) та ЦЛ B. subtilis B-7025, БЦЖ, 
колоїдним сріблом та оксидом заліза. 

Порівняння АЗЦА лімфоцитів при введенні 
разом з ЕПК практично всіх застосованих 
ад’ювантів з аналогічним показником тварин, 
які одержували ЕПК без ад’юванту, свідчить про 
вірогідне зростання досліджуваного показника 
(р≤0,05). Більш того, при використанні з ЕПК 
майже всіх ад’ювантів мікробного походження 
(крім ПГ клітин S. аureus), а також колоїдного 
срібла та оксиду заліза відповідні показники 
АЗЦА лімфоцитів перевищували результати 
введення пухлинних антигенів.

Для більш детального аналізу особливостей 
імунної відповіді на введення ембріональних та пух-
линних антигенів оцінювали вплив аутологічних 
сироваток крові мишей на цитотоксичність 

Рис. 2. Імуноферментний аналіз сироваток крові проти протеїнів саркоми 37 у мишей, імунізованих ЕПК із різними 
ад’ювантами (* – р≤0,05 порівняно з інтактними тваринами).

ІФА-37 
10 доба після першої імунізації

ЦТА лімфоцитів 
10 доба після першої імунізації

Рис. 3. Цитотоксична активність лімфоцитів у мишей, імунізованих ЕПК із різними ад’ювантами. 
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лімфоцитів за індексом потенціювання. Було ви-
явлено чітку закономірність – значне зростання 
потенціюючого впливу аутологічних сироваток 
крові на цитотоксичність лімфоцитів у мишей, 
які отримували ЕПК з ад’ювантами. 

Найбільший індекс потенціювання (+724,97 %) 
спостерігали при дослідженні впливу сироваток 
крові мишей, імунізованих ЕПК із ПМ B. sub-
tilis B-7025 (18,5 кДа). Але й при імунізації 
тварин ЕПК із ПМ B. subtilis B-7025 (70 кДа) 
потенціюючий вплив сироваток крові сягав 
значної величини – +440,66 % (p<0,05). Подібного 
ефекту не зареєстровано ні при використанні 
протеїнів гомологічної пухлини (+34,26 %), ні при 
окремому введенні ЕПК (+6,11 %). Враховуючи 
вищевикладене, для конструювання ПВ на основі 
протеїнових фракцій ксеногенних ембріональних 
тканин було обрано саме ці ад’юванти. 

ВИСНОВКИ. 1. Імунна відповідь на ксеногенні 
фетальні антигени може бути суттєво підсилена 
за допомогою ад’ювантів мікробного походжен-
ня, найбільш ефективними з яких виявились 
протеїновмісні метаболіти B. subtilis B-7025 з мо-
лекулярною масою 18,5 і 70 кДа та пептидоглікан 
S. аureus.

2. Одним з основних механізмів дії ем-
брі о нальних протеїнів курки з відповідними 
ад’ю  вантами є індукція протипухлинних анти-
тіло залежних реакцій лімфоцитів – аутологічна 
сироватка крові вакцинованих тварин вірогідно 
підвищує (на 50–100 %) цитотоксичність клітин-
ефекторів.

3. Результати дослідження є підґрунтям для 
застосування відібраних ад’ювантів мікробного 
походження при конструюванні ксеногенної 
протипухлинної вакцини на основі курячих 
ембріональних протеїнів як “універсальних” 
імуногенів. 

Рис. 4. Антитілозалежна цитотоксична активність лімфоцитів у мишей, імунізованих ЕПК із різними ад’ювантами. 
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модификация иммунного ответа на ксеногенные 
эмбРиональные пРотеины адьювантами микРобного 
пРоисхождения

Резюме
методами иммуноферментного анализа и иммуноблотта исследовано сыворотки крови мышей линии 

вALB/с, иммунизированных эмбриональными протеинами курицы в комбинации с адъювантами микробного 
происхождения. анализ уровня накопления антител к этим протеинам и изучение антителозависимой 
цитотоксичности лимфоцитов по отношению к клеткам модельных опухолей разрешают сделать вы-
вод, что использование адъювантов микробного происхождения – протеиносодержащих метаболитов 
культуральной жидкости (18,5 и 70 кда) и липидной фракции клеток в. subtilis B-7025; пептидогликана 
клеток S. аureus способствует достоверному усилению иммунного ответа на фетальные антигены. 
результаты исследования являются основой для конструирования ксеногенной противоопухолевой 
вакцины.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: эмбриональные протеины, адъюванты, иммунный ответ, противоопухолевая 
вакцина.
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modificaTion of immune response To xenogeneic embryonic  
proTeins by adjuvanTs of microbial origin

Summary
Blood serum of BALB/c mice immunized with chicken embryonic proteins (CeP) in combination with adjuvants 

of microbial origin has been investigated by methods of enzyme immunoassay and immunoblotting. The analysis 
of accumulation of antibodies to ceP and the study of antibody-dependent cytotoxicity of lymphocytes against the 
tumor cells of the model suggest that the use of adjuvants of microbial origin, such as protein-containing metabolites 
of culture fluid (18.5 and 70 kda) and lipid fraction of в. subtilis B-7025 cells; S. aureus cell-wall peptidoglycan, 
contributes to credible strengthening of immune response to fetal antigens. the results of the study are the basis 
for creating xenogenic cancer vaccine.
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