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Застосування протипухлинних вакцин (ПВ) є 
одним із потенційно потужних засобів біотерапії 
раку. Сьогодні за різними технологіями розро-
блена ціла низка ПВ [1, 2], значна кількість з 
яких проходить клінічні випробування, проте 
ефективність їх застосування залишається недо-
статньо високою. Однією з імовірних причин 
цього є толерантність імунної системи онкохво-
рого до пухлинних антигенів, які є власними і в 

переважній більшості немутованими білками 
організму [3]. Порівняно недавно в науковій лі-
тературі з’явились повідомлення про те, що 
використання як ПВ ксеногенних гомологів пух-
линних антигенів чи білків-учасників канцеро-
генезу здатне подолати імунологічну толерант-
ність до відповідних білків організму хворого 
[3–5]. Насправді, за здатністю індукувати проти-
пухлинну імунну відповідь ксеногенні гомологи 
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виявилися ефективнішими за сингенні білки 
[6–9]. Нині позитивні результати застосування 
ксеногенних ПВ вдалось отримати як в експери-
ментальних [6–9], так і клінічних дослідженнях 
[10, 11]. 

За даними літератури відомо, що ембріональ-
ні клітини курки експресують білки, гомологічні 
до пухлинних антигенів людини та миші [6, 12–
14]. Раніше нами було показано [15], що сиро-
ватки крові мишей-пухлиноносіїв перехресно 
реагують з ембріональними протеїнами курки 
(ЕПК). Можна припустити, що застосування 
ЕПК у ксеногенній системі буде здатне подолати 
імунологічну толерантність до антигенів пухли-
ни, що виражатиметься у протипухлинній актив-
ності. Тому метою цієї роботи стало дослідити 
протипухлинну ефективність та підібрати опти-
мальну схему введення ЕПК на моделі метаста-
зуючої пухлини. 

Матеріали і методи

Досліди проводили на мишах лінії C57Bl роз-
ведення віварію Інституту експериментальної 
патології, онкології і радіобіології ім. Р. Є. Ка-
вецького НАН України. Утримання мишей та 
робота з ними здійснювалась згідно з Міжнарод-
ними правилами проведення робіт з експери-
ментальними тваринами. Експеримент мав два 
етапи. На першому – добирали ефективну схе-
му вакцинації: тваринам перещеплювали пух-
линні клітини та розділяли на дослідні групи, які 
одержували ЕПК за схемами, що описані нижче. 
На другому етапі досліджували антиметастатич-
ну ефективність дібраної схеми за умов, най-
більш наближених до клінічних – тобто після 
оперативного видалення первинного пухлинно-
го вузла. 

ЕПК отримували шляхом ЕДТА-екстракції 
[16] з клітин семиденних ембріонів курки. Неза-
лежно від схеми імунізації на обох етапах екс-
перименту ЕПК вводили підшкірно в ділянку 
спини по 0,3 мл/мишу. Концентрація білка в роз-
чині становила 0,3 мг/мл.

Перший етап експерименту. Для індукції 
пухлини тваринам внутрішньом’язево вводили 
клітини карциноми легені Льюїс (КЛЛ) по 4×105 
клітин/мишу. Було використано 4 схеми введен-
ня ЕПК.

Схема № 1 (група № 1) – імунізацію розпо-
чинали через 24 год. після перещеплення пухли-
ни з повторними введеннями на 7-й і 14-й день 
після першої ін’єкції ЕПК (1-ша, 7-ма та 14-та 
доби пухлинного росту).

Схема № 2 (група № 2) – імунізацію розпо-
чинали через 48 год. після перещеплення пух-
линних клітин; наступні введення ЕПК проводи-
ли ще двічі з інтервалом у 3 доби (2-га, 5-та і 
8-ма доби пухлинного росту).

Схема № 3 (група № 3) – імунізацію розпо-
чинали через 7 діб після перещеплення пухлин-
них клітин; наступні введення ЕПК проводили з 
інтервалом у 7 діб ще двічі (7, 14, 21 доби пух-
линного росту).

Схема № 4 (група № 4) – імунізацію розпо-
чинали тоді, коли чітко пальпувався пухлинний 
вузол з наступним введенням через 3-тю та 10-ту 
діб після першої ін’єкції препарату, що відпові-
дало 12-й, 15-й, 22-й добам пухлинного росту.

Контролем (контроль пухлинного росту або 
КПР) слугували миші з КЛЛ, яких не імунізували.

На другому етапі експерименту клітини 
КЛЛ вводили мишам у подушечку задньої кін-
цівки по 2,5×105 клітин/тварину. На 17-ту добу 
після перещеплення пухлинних клітин під ефір-
ним наркозом проводили оперативне видалення 
пухлинного вузла. Вакцинацію розпочинали че-
рез 24 год. після видалення пухлини, повторне 
введення ЕПК проводили ще двічі з інтервалом 
у 7 днів (схема № 1). Строки вакцинації відпові-
дали 1-й, 7-й та 14-й добам після оперативного 
видалення пухлини або 18-й, 25-й та 32-й добам 
пухлинного росту. Контролем слугували проопе-
ровані невакциновані миші.

Протипухлинну та антиметастатичну актив-
ність ЕПК оцінювали за латентним періодом та 
частотою виходу пухлин, об’ємом пухлинного 
вузла, частотою (кількість мишей з метастазами 
у легені) та інтенсивністю (середня кількість ме-
тастазів на тварину) метастазування і середнім 
об’ємом метастазів.

Об’єм пухлинного вузла розраховували за 
формулою об’єм=довжина×ширина2×0,5. 

Індекс інгібування метастазування (ІІМ) роз-
раховували за формулою 

ІІМ =
Ак × Вк – А × В

× 100 %,
Ак × Вк

де Ак і А – кількість тварин з метастазами в 
контрольній і дослідній групах; Вк і В – середня 
кількість метастазів у легенях тварин контроль-
ної і дослідної груп, відповідно [17].

Результати та їх обговорення

На першому етапі експерименту було вста-
новлено, що введення ЕПК мишам з КЛЛ не 
впливало на латентний період та частоту виходу 
пухлин: незалежно від схеми імунізації пухлини 
виникали на 8–9-ту добу після перещеплення у 
85,9–89,6 % тварин. Розмір пухлинного вузла в 
імунізованих тварин протягом усього терміну 
спостереження був менший порівняно з показ-
никами нелікованих тварин (КПР) (табл. 1); про-
те лише у мишей, імунізованих за схемою № 1, 
цей показник досяг вірогідних значень (порівня-
но з КПР р < 0,05 до 20-тої доби, та р < 0,1 з 
25-тої до 28-тої доби пухлинного росту).
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У мишей контрольної та дослідної груп на 
28-му добу пухлинного росту оцінювали показ-
ники метастазування. Згідно з одержаними да-
ними, введення ЕПК практично не впливало на 
частоту виникнення та об’єм метастазів у до-
слідних тварин (табл. 2). Середня кількість ме-
тастазів, розрахована на усіх тварин у групі, бу-
ла найнижчою у мишей, вакцинованих за схе-
мою № 1 (р < 0,1 порівняно з КПР, р < 0,05 
порівняно з тваринами групи № 2). Проте при 
обрахунку середньої кількості метастазів на ми-
шу з метастазами показники групи № 1, хоч і 
залишалися найнижчими, але різниця на рівні 
тенденції (р < 0,06) збереглася лише порівняно з 
мишами, імунізованими за схемою № 2. Відпо-
відно, найбільший ІІМ виявився у тварин групи 
№ 1 та становив 77,56 та 66,35 % на групу в ці-
лому та на мишу з метастазами, відповідно. 
Слід зазначити, що у мишей, імунізованих за 
схемою № 2, порівняно з неімунізованими тва-
ринами, спостерігали збільшення, хоча й недо-
стовірне, середнього об’єму та кількості мета-
стазів. Одержані дані вказують на можливе сти-
мулювання метастазування у мишей, які 
отримували ЕПК протягом скороченого терміну 
(2–8 доби).

Таким чином, найбільший протипухлинний 
та антиметастатичний ефект зафіксовано у ми-
шей, яких імунізували за схемою № 1 (1-ша, 7-ма 
та 14-та доби пухлинного росту). Для перевірки 
ефективності вибраної схеми за умов, найбільш 
наближених до клінічних (після оперативного 
видалення пухлини), було проведено другий 
етап експерименту. Мишам в стопу задньої кін-
цівки перещеплювали КЛЛ; на 17-ту добу після 
перещеплення пухлину видаляли. Введення 
ЕПК розпочинали на наступний день після ви-
далення пухлини і проводили за схемою № 1. На 
30-ту добу після перещеплення КЛЛ (14-та доба 
після оперативного втручання) тварин забивали 
та оцінювали частоту виникнення, середній 
об’єм та кількість метастазів.

Встановлено, що за умов максимального ви-
далення первинного пухлинного вузла введення 
ЕПК за схемою № 1 мало сильний протиметаста-
тичний ефект (табл. 3). Так, кількість мишей з ме-
тастазами була у 2,7 рази менша у групі імунізо-
ваних тварин: частота метастазування становила 
72,73 проти 27,27 % (р < 0,05) у контрольній гру-
пі. Суттєво був загальмований і ріст метастазів в 
імунізованих тварин – їхній середній об’єм був 
майже у 60 разів менший (р < 0,05), порівняно з 

Таблиця 1. Динаміка росту КЛЛ у контрольних та імунізованих ЕПК мишей лінії C57Bl

Група тварин Доба пухлинного росту
14 18 20 25 28

КПР 75,33±15,81 195,73±34,08 236,47±38,37 391,41±63,77 391,41±63,77
№ 1 35,08±8,721 95,64±24,891 115,38±29,621 216,69±65,511* 219,19±64,361*

№ 2 53,74±14,78 145,78±39,15 155,73±37,66 289,34±60,77 297,54±52,31
№ 3 88,9±23,79 230,1±68,94 251,33±72,01 318,59±123,09 332,84±126,08
№ 4 54,99±8,85 156,5±34,98 192,56±37,45 286,72±92,49 268,75±157,33

1 – р < 0,05 порівняно з КПР; 1* – р < 0,1 порівняно з КПР.

Таблиця 2. Показники метастазування КЛЛ у контрольних та імунізованих ЕПК мишей лінії C57Bl (28-ма доба 
пухлинного росту, без видалення первинної пухлини)

Група тварин Частота метастазування, % Середній об’єм 
метастазів, мм3

Кількість метастазів
на мишу з метастазами на групу в цілому

КПР 85,71±12,37 10,11±5,39 10,4±3,4 10,4±3,4
№ 1 66,67±19,25 4,61±3,98 4,5±1,973* 3,0±1,571*,3

№ 2 85,71±12,37 51,57±25,53 29,4±10,12 29,4±10,12
№ 3 80,00±19,36 31,29±15,70 17,67±8,38 13,25±7,56
№ 4 66,67±27,22 13,18±6,24 23,0±8,49 15,33±10,3

1* – р < 0,1 порівняно з КПР; 3 – р < 0,1 порівняно з групою № 2; 3* – р < 0,06 порівняно з групою № 2.

Таблиця 3. Показники метастазування у контрольних та імунізованих мишей лінії C57Bl після оперативного 
видалення карциноми легені Льюїс

Група тварин Частота метастазування, % Середній об’єм 
метастазів, мм

Кількість метастазів
на мишу з метастазами групу в цілому

КПР 72,73±13,43 69,27±25,82 16,5±3,58 12,0±3,5
№ 1 27,27±13,431 1,16±0,921 3,67±1,081 1,0±0,581

1 – р < 0,05 порівняно з КПР.
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таким у контрольних тварин. В імунізованих ми-
шей достовірно меншою була й інтенсивність (се-
редня кількість метастазів) метастазування, яку 
розраховували як для тварин з метастазами, так і 
для усіх мишей в групі. Відповідно, високим ви-
явився й індекс інгібування метастазування, що 
сягав 91,67 % при розрахунку щодо усіх мишей з 
метастазами та 96,88 % – щодо групи в цілому.

Отже, згідно з отриманими результатами, 
найбільш оптимальною виявилась схема № 1 – 
введення ЕПК на 1-шу, 7-му та 14-ту доби після 
перещеплення пухлини або ж її оперативного 
видалення. Тобто, позитивний протипухлинний 
ефект мало раннє введення ЕПК, коли пухлинне 
навантаження на організм було найменшим, що 
узгоджується з даними літератури [2, 18]. Введен-
ня ЕПК за такою ж схемою, але відстрочене на 7 
днів після перещеплення пухлинних клітин (схе-
ма № 3), вже не мало достовірного позитивного 
ефекту. За даними дослідження [19], мікроме-
тастази КЛЛ можуть бути виявлені в легенях 
вже на 6–8-й день після перещеплення пухлин-
них клітин. Отже, введення ЕПК на етапі, коли 
процес метастазування вже розпочався, не має 
терапевтичного ефекту. Ймовірно, імунологічні 
реакції, викликані введенням ЕПК, недостатні 
або запізнілі для того, аби імунна система могла 
подолати метастатичні клітини. Можна припус-
тити, що введення ЕПК разом з імунологічним 
адьюваном виявиться ефективнішим і дасть змо-
гу принаймні стримати процес метастазування у 
випадку, коли він вже розпочався. Імунізація за 
схемою № 2, хоча й розпочиналася порівняно ра-
но – 2-га доба після перещеплення пухлинних 
клітин, проте виявилась неефективною і навіть 
такою, що потенційно здатна стимулювати мета-
стазування. Ймовірно, що введення ЕПК протя-
гом скороченого терміну (2–8-ма доба) на тлі 
зростаючого антигенного навантаження від 
збільшення пухлинної маси (це період макси-
мального росту карциноми [19]) призводить до 
перевантаження імунної системи. 

Показники мишей, імунізованих за схемою 
№ 4 (початок введення ЕПК після того, як чітко 
визначається пухлинний вузол), не відрізняли 
від таких КПР. Ці результати не узгоджуються з 
клінічними даними, представленими у праці 
[20], згідно з якими застосування екстракту фе-
тальних тканин людини в онкологічних пацієн-
тів з пухлинами, резистентними до традиційних 
методів терапії, супроводжувалось повним або 
частковим клінічним ефектом у 51,2 % випадків. 
За даними авторів, у частини хворих введення 
фетального екстракту супроводжувалось «стрім-
ким розпадом пухлини». Проте слід зазначити, 
що у цитованій праці були використані більші 
дози та інтенсивніші режими введення препара-
ту. В іншому дослідженні [6] введення рекомбі-

нантного очищеного курячого Tie-2 мишам із 
розвиненим пухлинним вузлом (7-ма доба) ха-
рактеризувалось гальмуванням росту пухлини, 
проте у роботі білок вводили разом з потужним 
імуноадьювантом AlOH3. Тому можна припусти-
ти, що використання інтенсивніших режимів 
введення чи адьювантів дасть змогу збільшити 
ефективність застосування ЕПК.

Застосуванн ЕПК після оперативного вида-
лення пухлинного вузла характеризувалось 
сильно вираженим антиметастатичним ефектом: 
метастази виникли лише у 27,27 % тварин (по-
рівняно із 72,73 % у контролі). Та навіть якщо 
вони й виникали, то їхній середній розмір був 
практично у 60 разів менший порівняно з конт-
ролем. Таким чином, введення ЕПК характери-
зується вираженим протипухлинним та антиме-
тастатичним ефектами; останній особливо вияв-
ляється при моделюванні клінічної ситуації. 
Отримані дані вказують на перспективність по-
дальшої роботи щодо конструювання ксеноген-
ної ПВ на основі ЕПК.

Відомо, що ембріональні клітини курки екс-
пресують низку білків, які мають високий сту-
пінь гомології порівняно з їхніми аналогами у 
людини та миші [6, 12–14]. Раніше в науковій лі-
тературі вже повідомлялося про високу проти-
пухлинну та особливо антиметастатичну актив-
ність застосування вакцин на основі курячих го-
мологів білків миші (mmp-2 на моделі карциноми 
легені Льюїс [7], Tie-2 на моделях меланоми В-16 
та гепатоми Н22 [6]). Показано, що введення ку-
рячого FGFR-1 викликає продукцію антитіл, які 
реагують з FGFR-1 миші, і це може бути вико-
ристане для створення протипухлинної вакцини 
[21]. Ймовірно, що протипухлинна та антиметас-
татична активність ЕПК принаймні частково за-
лежить від наявності у складі екстракту перера-
хованих вище білків, проте, це припущення по-
требує експериментального підтвердження. 

Раніше нами було показано, що сироватки 
крові тварин із пухлинами (7-ма доба після пере-
щеплення) реагують з ЕПК [15]. Нині прово-
диться робота щодо перевірки здатності сирова-
ток крові онкохворих реагувати з цими білками. 
Зважаючи на те, що сироватки крові мишей-
пухлиноносіїв вже на ранніх строках пухлинно-
го росту реагують з ЕПК, а введення цих білків 
характеризується високою протипухлинною та 
антиметастатичною активністю при мінімально-
му пухлинному навантаженні, ймовірно, засто-
сування тест-системи та вакцини на основі ЕПК 
буде ефективним при наявності пухлин, для яких 
відома експресія онкофетальних антигенів (рак 
печінки, шлунку, товстого кишківника тощо), 
або передракових захворювань (цироз печінки, 
різні типи гастритів, родинний аденоматозний 
поліпоз, хвороба Крона).



34 НАУКОВІ ЗАПИСКИ НаУКМА.  Том 119.  Біологія та екологія

Висновок

Оптимальною схемою імунізації на моделі 
карциноми легені Льюїс є введення ембріональ-
них протеїнів курки на 1-шу, 7-му та 14-ту доби 
після перещеплення або оперативного видален-

ня пухлини (схема № 1). Саме під час дотри-
мання цієї схеми у неоперованих мишей з КЛЛ 
зафіксовано максимальний протипухлинний 
ефект; за умов оперативного видалення пухли-
ни – виражений антиметастатичний ефект.
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T. Symchych, O. Yudina, O. Karaman, N. Fedosova, L. Didkivska, 
I. Voyeykova, G. Lisovenko, G. Potebnia

ANTITUMOR EFFECT OF CHICKEN EMBRYO PROTEINS APPLICATION ON 
LEWIS LUNG CANCER MODEL

It was shown on the Lewis lung carcinoma model that the most potent antitumor and antimetastatic 
effects of chicken embryo proteins are seen when applied on days 1, 7, and 14 after tumor transplantation 
or surgical resection. 

Keywords: chicken embryo proteins, antitumor effect, antimetastatic effect.
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