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ДОСЛІДЖЕННЯ ПРОДУКЦІ АНТИТІЛ ДО ЛЕКТИНУ BACILLUS SUBTILIS В-7025 У МИШЕЙ В
НОРМІ ТА ПРИ ПУХЛИННОМУ РОСТІ

ДОСЛІДЖЕННЯ ПРОДУКЦІ АНТИТІЛ ДО ЛЕКТИНУ 
BACILLUS SUBTILIS В-7025 У МИШЕЙ В НОРМІ ТА ПРИ 
ПУХЛИННОМУ РОСТІ -  Вивчено рівень антитіл, специфіч­
них до цитотоксичного лектину з культурально рідини Bacillus 
subtilis В-7025, у здорових мишей та мишей із карциномою 
Ерліха. Титр специфічних антитіл IgG в сироватці крові здо­
рових мишей, визначений за допомогою імуноферментного 
аналізу, був досить високим при різних способах введення 
лектину. У мишей із пухлинним ростом превентивне введен­
ня лектину не супроводжувалось антитілоутворенням, однак 
у терапевтичній схемі його введення відзначались високі рівні 
антилектинових антитіл. Отримані дані свідчать, що у ми­
шей із раком Ерліха знижується гуморальна імунна відповідь 
на антиген, введений до прищепленя пухлинних клітин, але

можна посилювати, застосовуючи лектин з терапевтичною 
метою.

ИССЛЕДОВАНИЕ ПРОДУКЦИИ АНТИТЕЛ К ЛЕКТИНУ 
BACILLUS SUBTILIS В-7025 У МЫШЕЙ В НОРМЕ И ПРИ 
ОПУХОЛЕВОМ РОСТЕ -  Изучен уровень антител, специфи­
ческих к цитотоксическому лектину из культуральной жидко­
сти Bacillus subtilis В-7025, у здоровых мышей и мышей из 
карциномой Ерлиха. Титр специфических антител IgG в сы­
воротке крови здоровых мышей, определенный с помощью 
иммуноферментного анализа, был высоким при различных 
схемах введения лектина. У мышей из опухолевым ростом 
превентивное введение лектина не сопровождалось антите­
лообразованием, однако в терапевтической схеме его введе­
ния определялись высокие уровни антилектиновых антител. 
Полученные данные указывают, что у мышей с раком Эрли­
ха понижается гуморальный иммунный ответ на антиген, 
введенный до прививки опухолевых клеток, и его можно уси­
лить, используя лектин с терапевтической целью.

INVESTIGATION OF PRODUCTION OF A NTIBODIES 
AGA INST BACILLUS SUB TILIS B-7025 LECTIN IN HEALTHY 
MICE AND MICE WITH TUMOR -  The level of antibodies against 
the cytotoxic leclin from Bacillus subtilis В-7025сиИ:игаІ fluid in 
healthy mice and mice with transplanted Ehrlich’s carcinoma was 
studied. The antilectin IgG titre in healthy mice serum determined 
by ELISA was sufficiently elevated by various schemes of lectin 
application. The preventive application of lectin for mice with tumor 
was not accompanied with specific antibody produce, but enhanced 
levels of the antilectin antibodi es were detected upon therapeutic 
scheme of lectin use. The obtained data indicate that humoral 
immunity to antigen injected before tumor cell transplantation is 
reduced in mice with Ehrlich’s carcinoma, but it could be possible to 
enhance it by therapeutic application of lectin.
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ВСТУП Важливу роль антитіл у протипухлинному 
імунітеті довів Р. В. Петров [7]. Він встановив, що спе­
цифічні до антигенів пухлин антитіла з одного боку

можуть проявляти захисний ефект, проте в інших ви­
падках вони здатні стимулювати ріст пухлини. Це відбу­
вається через те, що одним із механізмів уникнення 
пухлиною імунного нагляду є “маскування” за допо­
могою антитіл. Саме тому на сьогодні вважається, що 
роль неспецифічних клітинних чинників організму є 
важливою у протипухлинній імунній відповіді [10]. У 
той же час, при деяких онкологічних захворюваннях 
відбувається зниження реакці гуморального специ­
фічного імунітету та синтезу антитіл в цілому, що, як 
встановлено, асоційовано із прогресією пухлинного 
росту та небезпекою розвитку супровідних інфекцій­
них ускладнень [18, 11]. Тому можливість модулюва­
ти специфічну ланку імунно системи при пухлинно­
му рості є важливим аспектом застосування проти­
пухлинно терапі .

Бактеріальні токсини було визнано як найпотужніші 
ад’юванти при використанні х у складі вакцин. Таки­
ми, наприклад, є лабільний токсин Bordetella pertussis 
та холерний токсин (ХТ), термолабільний ентероток- 
син Е. co li, коклюшний токсин, zonula occludens  toxin 
(zot) продукований Vibrio cholerae , котрі здатні підви­
щувати імуногенність специфічних компонентів вак­
цин та посилювати антитілоутворення у організмі на 
введений одночасно антиген. Недавніми досліджен­
нями було виявлено, що лектини рослинного похо­
дження здатні активувати специфічний гуморальний 
імунітет в якості імуномодуляторних речовин та лише 
у деяких з них виявлена протипухлинна активність. 
Вплив лектинів на імунну систему включає активацію 
фагоцитарних клітин, природних кілерних клітин, 
Т- та В-клітинно відповіді, підвищення синтезу ци- 
токінів. Доведено, що деякі лектини посилюють син­
тез специфічних антилектинових антитіл, а також ан­
титіл до гетерологічного антигену. Так, показано, що 
лектини Griffonia simplicifolia  та аглютиніни пшеничних 
висівок стимулюють синтез специфічних антитіл кла­
су G до кон’юговано із ними пероксидази хрону. По­
дібно до цього лектин омели викликає у мишей про­
дукцію специфічних імуноглобулінів (IgA у секретах 
слизових, IgG1, Ig+2а, IgG2Q -  у сироватці крові) вже 
після друго імунізаці інтраназальним шляхом. При за­
стосуванні його одночасно із овальбуміном, лектин 
омели стимулює також продукцію антиовальбуміно- 
вих антитіл. Також лектини омели апробовані як індук­
тори антитілоутворення до глікопроте нів вірусу про­
стого герпесу. В онкологічних хворих введення пре­
паратів лектинів омели також генерувало високі титри 
специфічних антилектинових антитіл IgG 1 та IgG3 [12]. 
Таким чином, припускається, що даний лектин здат­
ний індукувати антигенспециф ічну гуморальну 
відповідь та може бути використаний для посилення
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гуморально імунно відповіді при патологічних ста­
нах. Однак застосування бактеріальних токсинів-лек- 
тинів та деяких рослинних лектинів (типу рибосомних 
інактиваторів) у клініці є проблематичним, оскільки 
обмежується х токсичними властивостями.

Лектин, виділений із культурально рідини сапро­
фітно бактері B a c illu s  s u b t il is  В-7025, відомий як ком­
понент протипухлинних вакцин виробництва ІЕПОР 
ім. Р. Є. Кавецького [6, 17]. Даний лектин характери­
зується цитотоксичною дію проти злоякісних клітин та 
здатний підвищувати х імуногенність. Показано, що 
застосування вакцин на основі лектину посилює анти- 
тілозалежні реакці імунно системи, такі як протипух­
линна активність сироватки крові, антитілозалежна 
клітинна цитотоксичність, індукує накопичення анти- 
тілоутворюючих клітин в селезінці, розеткоутворюю- 
чих клітин у відповідь на гетерологічний тест-анти­
ген, що свідчить про активацію гуморально імунно 
відповіді [8, 1]. Однак можливість даного лектину ге­
нерувати утворення специфічних до нього антитіл за­
лишається не дослідженою. Зважаючи на вищесказа­
не, метою нашого дослідження стало визначення титрів 
специфічних антилектинових антитіл у інтактних ми­
шей та в мишей при пухлинному рості, імунізованих 
лектином B a c illu s  s u b t il is  В-7025.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ У роботі дотримувались 
міжнародних рекомендацій щодо проведення меди- 
ко-біологічних досліджень з використанням тварин 
згідно з Європейською конвенцією. У дослідах вико­
ристовували мишей-самиць ліні Balb/с віком 2-2,5 
місяці, середньо маси 21-25 г розводки віварію Інсти­
туту експериментально патологі , онкологі та радіо- 
біологі ім. Р. Є. Кавецького НАН Украни. Тварин ут­
римували в стандартних умовах віварію з вільним до­
ступом до води та корму.

Бактеріальний лектин (БЛ) було виділено із куль­
турально рідини штаму B .s u b ti lis , задепонованого в 
колекці Інституту мікробіологі та вірусологі НАН Ук- 
ра ни за № B -7 0 2 5  [5]. Для дослідження утворення спе­
цифічних антитіл БЛ вводили підшкірно (п/ш) або 
внутрішньовенно (в/в) триразово з інтервалом 7 днів 
бустерним способом, використовуючи зростаючі дози: 
0,02, 0,04 і 0,06 мг/тварину. Контрольним тваринам 
вводили фізіологічний розчин за аналогічною схемою. 
Титр антитіл у сироватці крові визначали з викорис­
танням методу ELISA (enzyme-linked immunosorbent 
assay) на 1 та 3 тиждень після імунізаці лектином. Си­
роватку отримували стандартним методом [4] з пери­
ферійно крові мишей.

Антитілоутворення на лектин у мишей-пухлино- 
носі в вивчали на експериментальній моделі раку 
Ерліха. Мишам ліні Balb/с в м’яз стегна прищеплюва­
ли по 0,5х106 пухлинних клітин (ПК) раку Ерліха. Тва­
ринам із прищепленою пухлиною вводили лектин в 
дозі 0,02 мг/тварину з інтервалом через добу шести­
кратно п/ш та в/в (відповідно першо та друго груп -  
терапевтична схема). Інтактним мишам третьо групи 
(профілактична схема) п/ш вводили БЛ у тій же дозі 
з інтервалом через добу чотирикратно, після чого на 
наступну добу прищеплювали ПК. Контрольним тва­
ринам із пухлиною вводили п/ш фізіологічний роз­
чин. Сироватки крові для дослідження відбирали на 
14 добу після прищеплення пухлини.

Імуноферментний аналіз проводили у 96-ти лун­
кових плоскодонних планшетах [4]. Антиген БЛ вно­
сили в концентраці 20 мкг/мл у карбонат-бікарбо- 
натному буфері (рН=9,4). У реакці використовували 
кон’югат антитіл кози проти мишачих імуноглобулінів 
(IgG), мічений пероксидазою хрону (Dakocytomation, 
Данія). Для проявлення реакці вносили розчин хро­
моген-субстрату у цитратному буфері (рН=5,4), що 
містив 0,5 мг/мл ортофенілендіаміну (-іаРгорИМеб, 
Укра на) і 0,013 % перекису водню (Фаргомед, Укра - 
на). Реакцію реєстрували, вимірюючи оптичну густину 
розчину при довжині хвилі 545 нм на мікроплейтфо- 
тометрі типу “ Reader” (МГІ “Лаботек” , Латвія).

Для визначення вірогідності показників відмінності 
між дослідом та контролем використовували t -кри- 
терій Стьюдента [9]. Достовірними вважали відмінності 
при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА X ОБГОВОРЕН­
НЯ В експериментах на інтактних мишах ліні ВаІЬ/c 
нами було застосовано підшкірний та внутрішньовен­
ний способи імунізаці лектином. За даними літерату­
ри [4], підшкірний спосіб імунізаці для бактеріальних 
похідних є ефективнішим для стимулювання продукці 
специфічних антитіл. У наших дослідженнях показа­
но, що імунізація бактеріальним лектином викликала 
утворення високих титрів специфічних до нього ан­
титіл класу G при обох способах введення (рис. 1). 
Вже на сьому добу титр специфічних IgG у сироватці 
крові мишей при підшкірному введенні БЛ (рис. 1, А) 
становив 1:1024, тоді як при внутрішньовенному 
(рис. 1, Б) способі він складав удвічі вищі показники. 
Такий рівень антитіл зберігався і на 21 добу після 
першо імунізаці у групі із п/ш введенням лектину, 
тоді як у групі з в/в його введенням титр антитіл змен­
шувався до показників тварин з п/ш імунізацією.

Для тварин із пухлинним процесом, яким вводили 
лектин за різними схемами, спостерігалась кардиналь­
но відмінна ситуація. Так, титри специфічних проти 
лектину антитіл залежали від моменту його введен­
ня. Якщо лектин вводили до прищеплення пухлинних 
клітин (третя група), рівень антитіл у сироватці крові 
на 14 добу пухлинного росту не відрізнявся від конт­
рольних значень, тоді як введення лектину після при­
щеплення пухлини призводило до активаці антитіло­
утворення. Титр антитіл у мишей-пухлиноносі в, як і у 
дослідах із інтактними мишами, також залежав від 
способу введення лектину. Так, при підшкірних 
ін’єкціях (перша група) він досягав значення 1:64, а 
при в/в (друга група) -  вдвічі менших значень 
(рис. 2). Як видно, титри антитіл у мишей з пухлиною 
були значно меншими, порівняно з титрами інтактних 
тварин, що можна пояснити застосуванням бустерно 
імунізаці у другому випадку, як найефективнішого ме­
тоду для отримання високих титрів специфічних іму­
ноглобулінів. З іншого боку, розвиток пухлинного 
процесу може пригнічувати синтез специфічних до 
лектину антитіл за рахунок різних супресорних ме­
ханізмів. Незважаючи на це, введення лектину одра­
зу після прищеплення пухлини стимулювало синтез 
антилектинових антитіл.

Хоча роль гуморально ланки імунно системи у про­
типухлинній резистентності досі обговорюється, оче­
видно, що при певних видах пухлин спостерігається
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Рис. 1. Показники рівня антитіл до лектину Bacillus subtilis В-7025 в інтактних мишей у різні терміни з моменту першо імунізаці та 
при різних способах його введення:

А -  підшкірне введення лектину; Б -  внутрішньовенне введення лектину.
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Рис. 2. Показники рівня антитіл до лектину Bacillus subtilis В-7025 при різних способах його введення у мишей із раком Ерліха на 14 
добу з моменту прищеплення пухлини.

Примітки: 1. Перша група -  тварини, яким вводили БЛ п/ш  6-разово після прищеплення пухлини;
2. Друга група -  тварини, яким вводили БЛ в/в 6-разово після прищеплення пухлини;
3. Третя група -  тварини, яким вводили БЛ п/ш  4-разово до прищеплення пухлини;
4. Ч етверта група -  контрольні інтактні тварини.
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гальмуючий вплив на антитілогенез, тому постає не­
обхідність його активаці [13, 16]. За даними літерату­
ри, лектини володіють здатністю активувати гумораль­
ну специфічну ланку імунно системи [14, 15]. Вони вик­
ликають утворення специфічних IgG та секреторних 
імуноглобулінів А на слизових оболонках. В якості ад’- 
ювантів деякі із лектинів посилюють антитілогенез на 
введений одночасно із ними антиген [15]. Лектини 
омели є одними із найсильніших ад’ювантів для сли­
зових серед лектинів рослинного походження, які здатні 
індукувати високі титри специфічних сироваткових IgG 
та специфічних IgA в слизових. Серед речовин бакте­
ріального походження сильними активаторами антитіло- 
генезу є токсини, які виступають чинниками патоген­
ності мікроорганізмів. Щодо бактеріальних лектинів, то 
інформацію про х здатність викликати синтез специ­
фічних антитіл майже відсутня.

При застосуванні цитотоксичного лектину було 
виявлено, що за допомогою бустерно імунізаці 
підшкірним та внутрішньовенним способом введен­
ня можна отримати високі титри специфічних до лек­
тину IgG у крові. За умови застосування лектину на тлі 
пухлинного процесу в організмі рівень антитіл до лек­
тину був дещо нижчим. Профілактичне введення лек­
тину до прищеплення пухлинних клітин не викликало 
синтезу специфічних антитіл у титрах, що могли бути 
зареєстровані. Це може бути пов’язано із особливос­
тями впливу пухлини на гуморальну ланку специфіч­
ного імунітету. Адже розвиток пухлинного процесу в 
організмі, як видно, призводить до порушення про­
цесу антитілогенезу у відповідь на введення БЛ, що 
продемонстровано у випадку превентивного його за­
стосування. Незважаючи на це, тривале введення лек­
тину в терапевтичній схемі може відновлювати син­
тез імуноглобулінів у організмі із пухлиною, що 
свідчить про активацію гуморально ланки імунно си­
стеми. У попередніх дослідженнях нами було показа­
но, що лектин із B a c illu s  s u b t il is  В-7025 також здатний 
стимулювати клітини ефектори неспецифічного іму­
нітету у мишей із пухлиною. Даний лектин не прояв­
ляє токсично ді на організм. Враховуючи показаний 
нами імуномодулюючий та протипухлинний ефект 
лектину [2, 3], можна припустити, що стимулювання 
гуморально ланки специфічного імунітету на рівні з 
клітинною, є важливим механізмом імуномодулюю- 
чо ді лектинів B a c illu s  s u b t il is  при пухлинному рості.

ВИСНОВОК Цитотоксичний лектин B a c illu s  s u b tilis  
В-7025 проявляв стимулюючий вплив на специфічну 
гуморальну імунну відповідь. Він здатний генерувати 
утворення специфічних антитіл IgG як в інтактних ми­
шей, так і у мишей з прищепленою пухлиною, та ут­
римувати х титр у сироватці крові тварин на високо­
му рівні протягом тривалого часу.
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