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Моделювання ксеногенних клiтинних систем на твердих

фазах з використанням пухлиноасоцiйованих

та ембрiональних антигенiв i їх застосування

в протипухлиннiй терапiї

(Представлено членом-кореспондентом НАН України В.Л. Ганулом)

The tumor cell surface (sarcoma 37) was modeled on a solid phase (aerosil) with xenogene
antigens of embryonal liver of the early period of gestation. The antitumor action of obtai-
ned preparations were investigated in therapeutic experiments. It was established that the best
survival rate was observed at the complex application of sarcoma 37 antigens and liver antigens
of the early period gestation sorbed on aerosil. It was determined that the preparations on the
basis of sarcoma 37 antigens and embryonal liver antigens of the early period gestation after
immunization of mice activated the cytotoxic reactions of macrophage and lymphocyte cell lines.

Першi повiдомлення про лiкування рiзних захворювань ембрiональними субстанцiями на-
лежать до початку XX столiття. У 1930-х рр. в протипухлиннiй терапiї вперше були засто-
сованi гомогенати й екстракти з ембрiональних тканин та органiв. Було показано [1], що
пiд впливом введених ембрiональних гомогенатiв селезiнки й тимуса в онкологiчних хворих
гальмувався рiст пухлин, а в деяких випадках вiдбувалося розсмоктування новоутворень.
Використання екстрактiв ембрiональних тканин було не менш ефективним [2]. Але при за-
стосуваннi гомогенатiв (корпускулярнi антигени) задiюється занадто широкий спектр анти-
генiв, а при використаннi екстрактiв (розчиннi антигени) сильнiше активується гуморальна
ланка iмунної вiдповiдi, роль якої в протипухлинному iмунiтетi далеко не однозначна.

Ранiше нами були розробленi та дослiдженi протипухлиннi вакцини на основi гомогена-
тiв ембрiональних тканин та бактерiальних глiкопротеїдiв, що виступали як модифiкатори
ембрiональних антигенiв та ад’юванту [3, 4]. На даному етапi роботи ми використовували
екстракти, отриманi з пухлинних та ембрiональних клiтин. Для бiльш значної активацiї
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клiтинної ланки iмунної вiдповiдi ми застосували сорбцiю поверхневих антигенiв на кор-
пускулах оксиду кремнiю (аеросил). Тому метою дослiдження було змоделювати поверхню
клiтини на твердiй фазi (аеросил), використовуючи пухлиннi антигени в комплексi з ксено-
генними ембрiональними антигенами та дослiдити їх протипухлинну дiю. Для моделювання
ксеногенних клiтинних систем ми одночасно сорбували на аеросилi повний спектр поверх-
невих антигенiв саркоми 37 (S37) i антигенiв ембрiональної печiнки до 7-го тижня гестацiї
(Sp), що, на нашу думку, повинно привести до пiдсилення протипухлинного iмунiтету шля-
хом активацiї клiтинної ланки iмунної вiдповiдi i створення депо антигену.

Методи дослiдження. Поверхневi антигени (S37 або Sp) видiляли таким шляхом.
До 106 клiтин S37 або Sp додавали 1 мкг ЕДТА i iнкубували при активному перемiшуваннi
1 год. Пiсля iнкубацiї клiтини центрифугували 15 хв при 600 g i вiдбирали надосад, який
утримував поверхневi антигени вiдповiдної тканини. В надосадi визначали концентрацiю
бiлка за методом Лоурi [5] i доводили її до 5 мг/мл шляхом дiалiзу проти ПЕГ 15000.

Для моделювання ксеногенних клiтинних систем поверхневi антигени сорбували на аеро-
силi. Були розробленi такi моделi: аеросил з антигенами саркоми 37 (Ае{S37}); аеросил з ан-
тигенами ембрiональної печiнки (Ае{Sp}); аеросил з антигенами саркоми 37 i ембрiональної
печiнки (Ае{S37 + Sp}); аеросил (Ае); контроль.

При виготовленнi комплексних ксеногенних клiтинних систем з використанням i анти-
генiв S37 i антигенiв Sp на 2 мг аеросилу сорбували по 5 мг бiлка (поверхневих антигенiв)
обох типiв клiтин. Як контроль використовували моделi з сорбованими на аеросилi антиге-
нами тiльки S37 або Sp i готували iз спiввiдношення 5 мг бiлка (поверхневi антигени S37,
або Sp) на 2 мг аеросилу.

Дослiди проводили на нелiнiйних мишах-самцях розводки вiварiю Iнституту експери-
ментальної патологiї, онкологiї i радiобiологiї iм. Р.Є. Кавецького НАН України, вiком
2 мiс., масою 18–20 г, за терапевтичною схемою. Тваринам перещеплювали в стегновий
м’яз 106 клiтин S37, лiкування починали через 3 доби пiсля перещеплення пухлини. Пре-
парати в об’ємi 0,3 мл вводили триразово пiдшкiрно в областi шиї з iнтервалом у 7 дiб
з розрахунку 2 мг аеросилу на весь курс терапiї. Тваринам контрольних груп у тi ж строки
робили iн’єкцiї фiзiологiчного розчину та аеросилу.

Лiмфоїднi клiтини отримували методом градiєнтного центрифугування суспензiї клiтин
селезiнки на фiкол–верографiнi (ρ = 1,077) [6]. Клiтини перитонеального ексудату (макро-
фаги) одержували з черевної порожнини мишей без попереднього стимулювання.

Кiлькiсть життєздатних ефекторних клiтин (ЕК) (лiмфоцити або макрофаги) пiдрахо-
вували в камерi Горяєва з використанням 0,4% розчину вiтального барвника трипанового
синього. Кiлькiсть живих клiтин пiсля видiлення становила не менше 95%. Видiленi ЕК
i клiтини-мiшенi (КМ) (клiтини аутологiчної S37) ресуспендували в середовищi Хенкса без
барвника з додаванням 10% ембрiональної телячої сироватки i 40 мкг/мл гентамiцину.

Основою для розробки постановки всiх нижченаведених типiв клiтинних реакцiй були
методи, описанi в [7, 8].

Цитотоксичну активнiсть ЕК визначали за допомогою МТТ-тесту. 100 мкл суспензiї клi-
тин S37 у концентрацiї 3 · 104 кл./лунку наносили на планшет, пiсля чого вносили 100 мкл
суспензiї ЕК (лiмфоїднi або макрофагальнi клiтини) у концентрацiї 1 · 105 кл./лунку. Спiв-
вiдношення КМ : ЕК — 1 : 3. Iнкубували в термостатi 18 год в 5% СО2, при 100% вологостi
i 37 ◦С. Пiсля закiнчення iнкубацiї в лунки додавали 20 мкл розчину МТТ у концентрацiї
5 мг/мл i iнкубували 4 год в 5% СО2, при 100% вологостi i 37 ◦С, вiдмивали двiчi фiзiоло-
гiчним розчином при 4000 хв−1 15 хв. Пiсля останнього вiдмивання додавали 120 мкл КОН
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(2 моль/л) i 140 мкл 50% розчину ДМСО. Пiсля розчинення утвореного МТТ-формазану
оптичну густину вимiрювали при λ = 540 нм на автоматичному microELISA reader. Усi
проби були в триплетах. Результати розраховували за формулою

ОГе + ОГм − ОГе+м

ОГе + ОГм

· 100%,

де ОГе — оптична густина в лунках з клiтинами-ефекторами; ОГм — оптична густина в лун-
ках з клiтинами-мiшенями; ОГе+м — оптична густина в дослiдних серiях.

Рiвень антитiлозалежної цитотоксичностi лiмфоцитiв i макрофагiв визначали таким чи-
ном. 100 мкл суспензiї клiтин S37 у концентрацiї 3 · 10

4 кл./лунку наносили на планшет,
пiсля чого вносили 10 мкл сироватки кровi, отриманої у тварин з тiєї ж групи, i iнкубували
45 хв в 5% СО2, при 100% вологостi i 37 ◦С. Пiсля iнкубацiї вносили 100 мкл суспензiї ЕК
(лiмфоїднi або макрофагальнi клiтини) у концентрацiї 1 · 10

5 кл./лунку i iнкубували в тер-
мостатi 18 год в 5% СО2, при 100% вологостi i 37 ◦С. Спiввiдношення КМ : ЕК — 1 : 3. Пiсля
закiнчення iнкубацiї в лунки додавали 20 мкл розчину МТТ у концентрацiї 5 мг/мл i iнку-
бували 4 год за таких самих умов, вiдмивали двiчi фiзiологiчним розчином при 4000 хв−1

15 хв. Пiсля останнього вiдмивання додавали 120 мкл КОН (2 моль/л) i 140 мкл 50% роз-
чину ДМСО. Пiсля розчинення утвореного МТТ-формазану оптичну густину вимiрювали
при λ = 540 нм. Усi проби були в триплетах. Результати розраховували за формулою

ОГе + ОГм − ОГе+м+с

ОГе + ОГм

· 100%,

де ОГе — оптична густина в лунках з ефекторами; ОГм — оптична густина в лунках з мi-
шенями; ОГе+м+с — оптична густина в серiях з додаванням сироватки.

Для вивчення кооперацiї лiмфоцитiв i макрофагiв 100 мкл суспензiї клiтин S37 у кон-
центрацiї 3 · 10

4 кл./лунку наносили на планшет, пiсля чого вносили 100 мкл суспензiї
лiмфоїдних клiтин i 100 мкл макрофагальних клiтин у концентрацiї 1 · 10

5 кл./лунку. Спiв-
вiдношення КМ : ЕК — 1 : 3. Iнкубували в термостатi 18 год в 5% СО2, при 100% вологостi
i 37 ◦С. Пiсля закiнчення iнкубацiї в лунки додавали 20 мкл розчину МТТ у концентрацiї
5 мг/мл i iнкубували 4 год в 5% СО2, при 100% вологостi i 37 ◦С, вiдмивали двiчi фiзiоло-
гiчним розчином при 4000 хв−1 15 хв. Пiсля останнього вiдмивання додавали 120 мкл КОН
(2 моль/л) i 140 мкл 50% розчину ДМСО. Пiсля розчинення утвореного МТТ-формазану
оптичну густину вимiрювали при λ = 540 нм на автоматичному microELISA reader. Усi
проби були в триплетах. Результати розраховували за формулою

ОГе1 + ОГе2 + ОГм − ОГе1+e2+м

ОГе1 + ОГе2 + ОГм

· 100%,

де ОГе1 — оптична густина в лунках з лiмфоїдними клiтинами; ОГе2 — оптична густина
в лунках з макрофагальними клiтинами; ОГм — оптична густина в лунках з клiтинами-мi-
шенями; ОГе1+е2+м — оптична густина в дослiдних серiях.

З метою вивчення антитiлозалежної кооперацiї лiмфоцитiв i макрофагiв 100 мкл сус-
пензiї клiтин S37 у концентрацiї 3 · 104 кл./лунку наносили на планшет, пiсля чого вносили
10 мкл сироватки кровi, отриманої у тварин з тiєї ж групи i iнкубували 45 хв в 5% СО2,
при 100% вологостi i 37 ◦С. Пiсля iнкубацiї вносили 100 мкл суспензiї лiмфоїдних клiтин
i 100 мкл макрофагальних клiтин у концентрацiї 1 · 10

5 кл./лунку. Iнкубували в термостатi
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Рис. 1. Електрофореграма антигенних змивiв печiнкової тканини раннього перiоду гестацiї (1 ) i сарко-
ми 37 (2 ), отриманих за допомогою ЕДТА-екстракцiї

18 год в 5% СО2, при 100% вологостi i 37 ◦С. Пiсля закiнчення iнкубацiї в лунки додава-
ли 20 мкл розчину МТТ у концентрацiї 5 мг/мл i iнкубували 4 год за таких самих умов,
вiдмивали двiчi фiзiологiчним розчином при 4000 хв−1 15 хв. Пiсля останнього вiдмиван-
ня додавали 120 мкл КОН (2 моль/л) i 140 мкл 50% розчину ДМСО. Пiсля розчинення
утвореного МТТ-формазану оптичну густину вимiрювали при λ = 540 нм. Усi проби були
в триплетах. Результати розраховували за формулою

ОГе1 + ОГе2 + ОГм − ОГе1+e2+м+с

ОГе1 + ОГе2 + ОГм

· 100%,

де ОГе1 — оптична густина в лунках з лiмфоїдними клiтинами; ОГе2 — оптична густина
в лунках з макрофагальними клiтинами; ОГм — оптична густина в лунках з клiтинами-мi-
шенями; ОГе1+е2+м+с — оптична густина в дослiдних серiях з додаванням аутологiчної
сироватки.

Роздiлення поверхневих антигенiв проводили за методом Леммлi [9] у полiакриламiд-
ному 10% гелi. Для оцiнки результатiв електрофорезу використовували програму To-
talLab 1.10.

Статистичну обробку результатiв проводили за загальноприйнятими методами варiа-
цiйної статистики [10]. Вiрогiднiсть рiзницi мiж контрольними та дослiдними вимiрами оцi-
нювали за t-критерiєм Стьюдента. Вiрогiдною вважали рiзницю мiж порiвнюваними по-
казниками при p < 0,05. Розрахунки та побудову графiкiв виконували з використанням
прикладної програми “Origin 7.0”.

Результати дослiджень та їх обговорення. При використаннi для видiлення по-
верхневих антигенних ембрiональних та пухлинних клiтин методом ЕДТА-екстракцiї зми-
вається майже весь спектр антигенiв з поверхнi клiтин: у випадку клiтин Sp отримано
до 22 трекiв на електрофореграмi з молекулярною масою вiд 0,4 до 116 кДа, у випадку
клiтин S37 — до 23 трекiв на електрофореграмi з молекулярною масою вiд 0,39 до 98,8 кДа
(рис. 1), i в достатнiй концентрацiї. Клiтини залишаються цiлими i їх внутрiшнiй вмiст не
потрапляє в супернатант. Антигени не потребують додаткового очищення i можуть бути
одразу використанi для сорбцiї.
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Рис. 2. Вплив ксеногенних моделей на цитолiтичну активнiсть (а) та антитiлозалежну цитотоксичнiсть (б )
лiмфоцитiв.
∗ — p < 0,05

За даними дослiдження, виживанiсть тварин з прищепленою S37 у контрольнiй i Ае
групах становила 42 доби, у групах, що отримували iн’єкцiї Ае{S37} i Ае{Sp}, — 84 i 70 дiб
вiдповiдно. Найкраща виживанiсть тварин вiдмiчалася у групi, яка отримувала комплексно
сорбованi на аеросилi антигени (Ае{S37 + Sp}), — 112 дiб.

Цитотоксична активнiсть лiмфоцитiв (ЦТЛ) у групах, якi отримували iн’єкцiї Ае{S37},
Ае{S37 + Sр} i Ае{Sp}, на 14-ту добу була значно нижчою за контроль (24,19%) i мала
вiд’ємнi значення: −4,9, −8,6 i −25,34% вiдповiдно, а на 21-шу добу пiдвищувалася до зна-
чень 46,83, 31,93 i 8,02% вiдповiдно проти 29,13% у контролi (рис. 2, а). На 28-му добу
в контрольнiй групi i в групi Ае{S37} лiзис КМ лiмфоїдними клiтинами набував вiд’ємних
значень i становив −18,91 i −6,55% вiдповiдно, а в групах Ае{S37 + Sp} i Ае{Sp} пiдвищу-
вався i становив 38,32 i 15,66% вiдповiдно. В Ае групi вiдмiнностей вiд контрольних значень
не вiдмiчалось протягом усього перiоду спостереження. Таким чином, динамiка розвитку
ЦТЛ у групах, якi отримували комплекси Ае{Sp} i Ае{S37 + Sp}, збiгається, але введення
до системи антигенiв S37 сприяє посиленню ефекту.

Внесення в середовище iнкубацiї лiмфоцитiв з КМ аутологiчної сироватки (див. рис. 2, б )
в контрольнiй групi до 21-ї доби викликало зниження антитiлозалежного лiзису лiмфоци-
тами (АЗКЦ) КМ порiвняно з ЦТЛ у цiй групi, але на 28-му добу вiдбувалося пiдсилення
АЗКЦ до 30,7% (ЦТЛ -18,91%). При внесеннi аутологiчної сироватки АЗКЦ знижувався
порiвняно з ЦТЛ у групi тварин, якi отримували комплекс Ае{S37 + Sр} (28,16% про-
ти 38,32%), але пiдсилювався в групах, якi отримували комплекси Ае{S37} (15,28% проти
−6,55%) i Ае{Sр} (23,21% проти 15,66%), на 28-му добу (див. рис. 2). Динамiка змiни АЗКЦ
в Ае групi повторювала таку в контрольнiй групi.

Дослiдження цитотоксичної активностi макрофагiв (ЦАМ) показало, що у всiх групах
має мiсце однакова динамiка розвитку процесу (рис. 3, а). Так, на 21-шу добу вiдмiчався
спад ЦАМ, а на 28-му добу — її пiдсилення. Встановлено, що на 21-шу добу в групах, якi
отримували комплекси Ае{S37} i Ае{S37+Sр}, ЦАМ була нижчою (9,62, 2,43% вiдповiдно),
а в групi, яка отримувала комплекс Ае{Sр}, — вищою (29,3%), нiж у контрольнiй групi
(16,92%).
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Рис. 3. Вплив ксеногенних моделей на цитотоксичну активнiсть (а) та антитiлозалежну цитотоксичнiсть (б )
макрофагiв.
∗ — p < 0,05

Рис. 4. Вплив на кооперативну взаємодiю клiтин макрофагального та лiмфоїдного рядiв (а) i введення до
системи магрофаг/лiмфоцит/КМ аутологiчної сироватки (б ).
∗ — p < 0,05

Антитiлозалежна макрофагальна активнiсть (АЗМА) (див. рис. 3, б ) при додаваннi
до системи макрофаг/КМ аутологiчної сироватки пiдвищувалася на 21-шу добу в групах,
якi отримували комплекси Ае{S37} (35,39%), Ае{S37 + Sр} (40,28%), Ае{Sр} (43,36%) i Ае
(30,44%) порiвняно з контролем (24,4%). На 28-му добу в групах, якi отримували Ае{S37}
i Ае{Sр} комплекси, АЗМА пригнiчувалась (28,23 i 14,95% лiзису КМ вiдповiдно), а в групi,
що отримувала Ае{S37 + Sр} комплекс, — пiдвищувалась (45,44%) порiвняно з контролем
(37,5%).

За результатами дослiдження кооперативного цитотоксичного ефекту макрофагiв та
лiмфоцитiв (рис. 4, а) по вiдношенню до аутологiчних КМ встановлено, що до 21-ї доби
в групах, якi отримували Ае{S37} i Ае{Sр} комплекси, лiзис КМ був нижчий, або не вiд-
рiзнявся вiд контролю. Але в групi, яка отримувала комплекс Ае{S37+Sр}, кооперативний
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цитотоксичний ефект макрофагiв та лiмфоцитiв до КМ був вищим за такий у контрольнiй
групi i становив 54 i 47,37% проти 37,14 i 20,05% вiдповiдно на 21-шу i 28-му добу. В Ае
групi вiрогiдних змiн порiвняно з контролем не вiдмiчалось.

Введення до системи макрофаг/лiмфоцит/КМ аутологiчної сироватки пiдвищило коопе-
ративний цитотоксичний ефект (див. рис. 4, б ) ефекторних клiтин на 21-шу добу в групах,
якi отримували комплекси Ае{S37}, Ае{S37 + Sр} i Ае{Sр}, до значень 56,87, 61,5 i 67,57%
вiдповiдно проти 30,91% у контролi. На 28-му добу вiдсоток лiзису КМ в контрольнiй групi
становив 54,93%, в Ае{S37 + Sр} групi — 63,27%, в групах Ае{S37}, Ае{Sр} i Ае — 44,78,
31,86 i 44,02% вiдповiдно.

Таким чином, отриманi нами результати свiдчать про те, що Ае{S37+Sр} комплекс є по-
тужним iмуностимулятором з вираженою протипухлинною активнiстю. При застосуваннi
Ае{S37 + Sр} комплексу вiдсоток виживаностi тварин з перещепленою пухлиною сарко-
ми 37, пiсля вакцинацiї, найвищий. При цьому висока активнiсть ефекторних клiтин збе-
рiгається до 28-ї доби, у той час як у групах з гiршою виживанiстю активнiсть клiтинних
реакцiй спадає. Сорбцiя антигенiв саркоми 37 та антигенiв печiнки раннього перiоду ге-
стацiї активує клiтинну цитотоксичнiсть на 21-шу та 28-му добу спостереження, бiльшою
мiрою впливаючи на лiзис ПК клiтинами макрофагального ряду, а лiмфоцити посилюють
цитотоксичний ефект.
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