
УДК 616-006.04:615.371

I.А. Болюх, Г.В. Дiденко, Є. Г. Шпак, О. П. Кузьменко,

Г.С. Лiсовенко, Г. П. Потебня

Роль БТШ-пептидних комплексiв у конструюваннi

протипухлинних вакцин

(Представлено членом-кореспондентом НАН України В. Г. Нiколаєвим)

Одним iз шляхiв пiдвищення протипухлинної ефективностi аутологiчної вакцини є вве-
дення до її складу ксеногенного матерiалу, збагаченого бiлками теплового шоку (БТШ).
Доведено антигенну гомологiю БТШ з молекулярною масою 70 кДа, видiлених iз ксено-
генної ембрiональної та аутологiчної пухлинної тканини. Дослiджено протипухлинну
ефективнiсть вакцин, сконструйованих за допомогою БТШ-пептидних комплексiв рi-
зного генезу. Данi вакцини за рiвнем гальмування росту пухлинного вузла та антиме-
тастатичним ефектом виявилися бiльш ефективними, нiж вакцини, виготовленi за
традицiйною технологiєю.

Iмунотерапiя пухлин має досить тривалу iсторiю, але й досi не вирiшенi питання, важли-
вi для практичного застосування протипухлинних вакцин (ПВ) — це iмунологiчна толе-
рантнiсть органiзму до пухлинних антигенiв [1], а також поява i накопичення в органiзмi
онкологiчного хворого низки порушень системи iмунобiологiчного нагляду [2, 3]. Одним
з успiшних шляхiв ефективного впровадження вакцинотерапiї в онкологiчну практику є по-
єднане застосування разом з ПВ iмунотропних речовин природного походження [4], серед
яких особливе мiсце займають бiлки теплового шоку (БТШ).

БТШ мають унiкальнi iмуномодулюючi властивостi — по-перше, до них є рецептори на
поверхнi антигенпрезентуючих клiтин, по-друге, вони, як шаперони, беруть участь у форму-
ваннi MHC-пептидних комплексiв у пухлинних i антигенпрезентуючих клiтинах. Крiм того,
вони стабiлiзують пухлиннi антигени, утворюючи з ними мiцнi комплекси. При пухлинному
процесi комплекси БТШ з пептидами клiтини перебувають в клiтинах практично постiй-
но. Це дає пiдставу розглядати БТШ, з одного боку, як потужнi стимулятори специфiчної
iмунної вiдповiдi, з iншого — як носiї пухлинних антигенiв [5]. Вплив високої температу-
ри (42–44 ◦С) на пухлиннi клiтини (ПК) призводить до пiдвищення експресiї в них БТШ
i, як наслiдок, до пiдвищення iмуногенностi пухлинних антигенiв, що стало основою для
використання БТШ у рiзних технологiях виготовлення ПВ [6].

Ще одним способом пiдвищення ефективностi ПВ є включення до її складу екстрактiв
ксеногенних ембрiональних тканин, якi мiстять велику кiлькiсть речовин, здатних стиму-
лювати iмунокомпетентнi клiтини [7]. Основними компонентами цих екстрактiв є онкофе-
тальнi антигени, подiбнi до антигенiв пухлин рiзного генезу. На нашу думку, можливiсть
додавання ксеногенного матерiалу, збагаченого БТШ, до складу аутологiчної ПВ посилить
її iмуногеннiсть та дасть змогу створити бiльш ефективну вакцину.

Курячi ембрiональнi протеїни (КЕП) є зручним об’єктом для створення ксеногенної ПВ
завдяки доступностi матерiалу та вiдсутностi в ньому патогенних для людини вiрусiв [8].
У попереднiх дослiдженнях нами було показано, що бiлковi екстракти з курячого ембрiона
(7-ї доби гестацiї) в iмуноблот-тестi реагують iз сироватками кровi тварин з модельним
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пухлинним процесом. Це стало пiдгрунтям для дослiдження екстрактiв з курячих ембрiонiв
на наявнiсть в них БТШ, адже спроба пошуку альтернативних джерел отримання БТШ
для конструювання ефективних ПВ є важливою i актуальною задачею сучасної онкологiї.

Ми ставили за мету дослiдити антигенну гомологiю БТШ iз ксеногенної ембрiональної
та аутологiчної пухлинної тканини i вивчити протипухлинну ефективнiсть вакцин, виго-
товлених за допомогою БТШ-пептидних комплексiв, видiлених з тканин рiзного генезу.

Об’єкти i методи дослiдження. Дослiдження проведенi на мишах лiнiї C57Bl (самцi,
2,5 мiс.) розводки вiварiю Iнституту експериментальної патологiї, онкологiї та радiобiоло-
гiї iм. Р.Є. Кавецького НАН України. Утримання мишей та робота з ними здiйснювались
у вiдповiдностi до мiжнародних прийнятих правил поводження з експериментальними тва-
ринами. Для вiдтворення пухлинних моделей використовували клiтини раку Ерлiха (РЕ)
та карциноми легенi Льюїс (КЛЛ), якi вводили мишам внутрiшньом’язово в праву задню
кiнцiвку в дозi 1 · 106 клiтин в 0,3 мл фiзiологiчного розчину NaCl.

Iндукцiю БТШ у пухлиннiй тканинi проводили шляхом прогрiвання пухлини (до 1 см
в дiаметрi) при 43,0 ± 0,30

◦С з експозицiєю 1 год на експериментальному генераторi
(434 МГц, “Istok”, Росiйська Федерацiя). Пухлинний матерiал одержували через 24 год пi-
сля гiпертермiї — в оптимальний термiн накопичення БТШ у тканинi [9]. Для видiлення
бiлкових екстрактiв з пухлинної та ембрiональної тканин використовували метод висолюва-
ння бiлкiв сульфатом амонiю; для подiлу отриманих бiлкових екстрактiв на окремi складовi
використано методи колонкової хроматографiї на Sephacryl S-100 [10] та iонообмiнної хро-
матографiї з використанням ДЕАЕ-целюлози [11]. Бiлковий склад фракцiй оцiнювали за
допомогою SDS-електрофорезу (метод Леммлi). Вiдбiр фракцiй здiйснювали за наявнiстю
в них БТШ з молекулярною масою 70 кДа (БТШ-70), вмiст даних бiлкiв пiдтверджува-
ли методом iмуноблот-тесту з використанням моноклональних антитiл до БТШ-70 фiрми
ENZO (США).

За допомогою продукту синтезу Bacillus subtilis B-7025 (бактерiального метаболiту з мо-
лекулярною масою 70 кДа (БМ70), який має цитотоксичну дiю по вiдношенню до пухлинних
клiтин у системi in vitro [12], та бiлкових екстрактiв з пухлин, якi зазнали впливу гiпертермiї
i без неї, а також з екстракту КЕП сконструйовано ряд вакцин. ПВ готували, виходячи iз
розрахунку за бiлком (0,3 мг екстракту ПК або КЕП та 0,3 мг вiдповiдного БМ70 B. subtilis
B-7025 на 1 мл вакцини). Iмунiзацiю тварин починали на 2-гу добу пiсля перещеплення пу-
хлини, проводили чотириразово (2-га, 5-та, 12-та та 19-та доба), разова доза ПВ становила
0,2 мг (0,8 мг на весь курс вакцинацiї).

У першому експериментi на пухлиннiй моделi РЕ було сформовано групи: 1 — контроль
пухлинного росту; 2 — вакцина на основi екстракту ПК (без гiпертермiї) та БМ70; 3 —
вакцина на основi екстракту ПК (пiдданих гiпертермiї) та БМ70; 4 — вакцина на основi
екстракту КЕП та БМ70.

В експериментi на моделi КЛЛ формували такi групи: 1 — контроль пухлинного рос-
ту; 2 — очищенi БТШ-пептиднi комплекси, отриманi з КЕП; 3 — очищенi БТШ-пептиднi
комплекси, отриманi з КЛЛ; 4 — вакцина на основi очищених БТШ-пептидних комплексiв,
отриманих з КЕП та БМ70; 5 — вакцина на основi очищених БТШ-пептидних комплексiв,
отриманих з КЛЛ та БМ70; 6 — вакцина на основi очищених БТШ-пептидних комплексiв,
отриманих з КЕП, КЛЛ та БМ70.

Порiвняння впливу ПВ на перебiг пухлинного процесу оцiнювали за показниками росту
первинного вузла, виживанiстю тварин та гальмуванням розвитку метастазiв. Розрахову-
вали iндекси iнгiбiцiї метастазування в порiвняннi з вiдповiдним контролем.
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Рис. 1. Iмуноблот-тест рiвня БТШ-70 в ЕДТА-екстрактах, отриманих з пухлини (РЕ) пiсля (1 ) i до (2 )
гiпертермiї та ембрiональних тканин курки (3 )

Результати та їх обговорення. Перший етап роботи полягав у дослiдженнi наявностi
та визначеннi рiвня БТШ-70 в екстрактi КЕП (7-ї доби гестацiї), а також порiвняннi їх
рiвня з таким в ЕДТА-екстрактах ПК пiсля гiпертермiї. Варто зазначити, що попередньо
нами було пiдтверджено наявнiсть БТШ-70 у ЕДТА-екстрактах з клiтин РЕ та показано,
що гiпертермiя пухлин сприяє збiльшенню рiвня БТШ-70 у 1,46 раза [13].

Методом iмуноблот-тесту при дослiдженнi рiвня БТШ-70 в ЕДТА-екстрактах КЕП ви-
явлено досить високий його показник, що значно перевищував (у 1,68 раза) вiдповiдний
рiвень у ЕДТА-екстрактах тканин РЕ, якi попередньо пiддавалися локальнiй гiпертермiї
(рис. 1). Цi данi можуть слугувати переконливим доказом доцiльностi використання ем-
брiональних тканин курки як зручного джерела отримання БТШ-70 при конструюван-
нi ПВ.

За допомогою продукту мiкробного синтезу B. subtilis B-7025 (БМ70) та бiлкових екс-
трактiв пухлин (РЕ), якi зазнали впливу гiпертермiї та без неї, а також екстракту з курячих
ембрiонiв (КЕП) нами було сконструйовано ряд вакцин. Важливим завданням було про-
аналiзувати можливi змiни, якi виникають пiд дiєю бактерiального метаболiту в бiлковому
профiлi екстрактiв, та змiни рiвня БТШ. Встановлено, що БМ70 не чинить негативного
впливу на структурнiсть та функцiональну активнiсть бiлкiв ПК i не призводить до iстот-
ного зменшення кiлькостi БТШ-70 у всiх проаналiзованих екстрактах (рис. 2).

При порiвняннi протипухлинної активностi сконструйованих ПВ встановлено, що вак-
цина на основi пухлинної тканини пiсля гiпертермiї та вакцина на основi КЕП має бiльш
виражений протипухлинний ефект порiвняно з вакциною, виготовленою на основi екстракту
РЕ (без гiпертермiї), що виявлялося в затримцi розвитку первинної пухлини. Виживанiсть
тварин, яким проводили вакцинацiю, становила 90% (вакцина на основi ПК пiсля гiпер-
термiї) та 60% (вакцина на основi КЕП), що значно перевищує показники контролю, де
виживанiсть становила всього 20%.
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Рис. 2. Електрофореграми (а) та iмуноблот-тест (б ) змiн бiлкового профiлю екстрактiв тканини РЕ пiд дiєю
продукту мiкробного синтезу B. subtilis B-7025 : 1, 2 — до та пiсля гiпертермiї; 3, 4 — до та пiсля гiпертермiї
з додаванням БМ70 B. subtilis B-7025

В рамках даного дослiдження ми вважали доцiльним визначити рiвень БТШ-70 у зраз-
ках сироватки кровi та пухлинної тканини тварин, якi отримували рiзнi варiанти вакцин.
Дослiджуванi матерiали вiдбирали по закiнченнi експерименту (24-та доба пiсля перещеп-
лення пухлини). Встановлено, що у вакцинованих мишей, в яких зареєстровано виражений
протипухлинний ефект, БТШ-70 в сироватцi кровi був практично вiдсутнiм. На пiдставi
цього можна зробити попереднє припущення, що рiвень БТШ-70 в сироватцi кровi може
зменшуватися при ефективнiй протипухлиннiй терапiї. Також в ЕДТА-екстрактах пухлин-
них тканин, отриманих вiд тварин, яким проводили вакцинотерапiю, спостерiгалось значне
зниження рiвня БТШ-70 порiвняно з його рiвнем у мишей контрольної групи, що може
слугувати маркером ефективностi застосування протипухлинної терапiї.

Переконавшись у перспективностi застосування вакцин, створених за допомогою
БТШ-пептидних комплексiв, отриманих iз ксеногенного та аутологiчного матерiалу, ми
вважали доцiльним сконструювати та перевiрити протипухлинну ефективнiсть вакцини,
створеної шляхом одночасного комбiнованого використання БТШ-пептидних комплексiв
рiзного генезу. Тому наступний етап роботи складався з отримання очищених БТШ-пепти-
дних комплексiв з пухлинної тканини (КЛЛ) та екстракту курячих ембрiонiв. Для оцiнки
ступеня очищення бiлкових фракцiй, збагачених комплексами “БТШ-пептид”, що є основ-
ним показником якостi продукту, використовували методи електрофоретичного роздiлення
та iмуноблот-тесту (рис. 3).

Протипухлинну ефективнiсть вакцин, виготовлених за допомогою очищених БТШ-пеп-
тидних комплексiв з пухлинної та ембрiональної тканин та БМ70 B. subtilis B-7025 як
ад’юванту, оцiнювали на моделi КЛЛ (рис. 4). Терапiю починали на другу добу пiсля пе-
рещеплення КЛЛ та проводили за стандартною схемою. Мишей було подiлено на групи,
що отримували як чистi БТШ-пептиднi комплекси, одержанi з екстракту КЕП або клiтин
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Рис. 3. Електрофореграма бiлкових екстрактiв КЛЛ та екстракту курячих ембрiонiв до та пiсля очищення:
1 — екстракт КЕП; 2 — екстракт КЛЛ пiсля гiпертермiї; 3 — екстракт КЕП пiсля очищення; 4 — екстракт
КЛЛ пiсля очищення

Рис. 4. Об’єм метастазiв у тварин з перещепленою карциномою легенi Льюїс (на 27-му добу), якi одержували
БТШ з аутологiчної пухлинної тканини (КЛЛ) i ксеногенної ембрiональної тканини (КЕП) або вакцини,
виготовленi на їх основi за допомогою бактерiального ад’юванту

КЛЛ, так i вакцини, виготовленi на їх основi. Одна з груп одержувала ПВ, яка одночасно
мiстила БТШ-пептиднi комплекси з аутологiчної пухлинної та ксеногенної ембрiональної
тканини.

З’ясувалося, що бiльш значним терапевтичним ефектом характеризувалася саме вакци-
на, виготовлена на основi поєднання БТШ-комплексiв, отриманих з ембрiональної та пу-
хлинної тканин, що менше виявлялося в гальмуваннi росту первинного пухлинного вузла,
однак антиметастатичний ефект був значно вираженим (див. рис. 4). Частота метастазуван-
ня КЛЛ у легенi пiсля використання зазначеної вакцини зменшувалася до 17,5% (p < 0,05).
Вiдповiднi показники в контрольнiй групi становили 100%.

При аналiзi даних середньої кiлькостi та об’єму метастазiв КЛЛ в легенях було вста-
новлено, що застосування вакцин, виготовлених на основi аутологiчних та ксеногенних
БТШ-комплексiв спричиняло iстотне зменшення вказаних показникiв порiвняно з невакци-
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нованим контролем. Iндекс iнгiбiцiї метастазування при застосуваннi комбiнованої вакцини
був найвищим i становив 95,9%.

Таким чином, вакцина, сконструйована на основi аутологiчних та ксеногенних
БТШ-комплексiв та БМ70 B. subtilis B-7025, характеризується статистично вiрогiдним галь-
муванням кiлькостi та частоти метастазування КЛЛ.

Згiдно з результатами дослiджень, бiлки, отриманi з екстракту курячих ембрiонiв, є го-
мологiчними за активними сайтами до БТШ-70, одержаних з пухлинної тканини пiсля гi-
пертермiчної обробки. При цьому рiвень БТШ-70 в ембрiональнiй тканинi був значно ви-
щим. Перевiрка ефективностi ПВ показала, що найбiльш ефективною є вакцина, сконстру-
йована на основi поєднаного використання БТШ-пептидних комплексiв (з ембрiональної
та пухлинної тканини), до яких додавали БМ70 B. subtilis B-7025. Отриманi данi свiдчать
про перспективнiсть подальшого дослiдження даного типу вакцин, а саме застосування їх
в рiзних схемах та на рiзних експериментальних моделях пухлинного росту.
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Г. П. Потебня

Роль БТШ-пептидных комплексов в конструировании

противоопухолевых вакцин

Одним из путей повышения противоопухолевой эффективности аутологичной вакцины яв-
ляется введение в ее состав ксеногенного материала, обогащенного белками теплового шо-
ка (БТШ). Даказана антигенная гомология БТШ с молекулярной массой 70 кДа из ксено-
генной эмбриональной и аутологичной опухолевой ткани. Исследована противоопухолевая
эффективность вакцин, сконструированных с помощью БТШ-пептидных комплексов раз-
личного генеза. Данные вакцины по уровню торможения роста опухолевого узла и анти-
метастатическому эффекту оказались более эффективными, чем вакцины, изготовленные
по традиционной технологии.

I. A. Boliukh, G.V. Didenko, E.G. Shpak, A. P. Kusmenko, G. S. Lisovenko,

G.P. Potebnya

Role of HSP-peptide complexes in the design of antitumor vaccines

One of the ways to improve the efficacy of autologous cancer vaccine is adding the xenogenic
material enriched with heat shock proteins (HSP) to its formula. This paper describes the antigenic
homology HSP with MM 70 kDa from xenogenic embryonal and autologous tumor tissues and the
investigation of the antitumor efficacy of vaccines designed on the basis of HSP-peptide complexes
of various geneses. These vaccines are found out to be more effective in terms of retardation of the
growth of a tumor node and the antimetastatic effect than vaccines produced under the traditional
technology.
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