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Çíà÷íèé òåðàïåâòè÷íèé ïîòåíö³àë ó ë³êóâàíí³ ïàö³ºíò³â ç³ çëîÿê³ñíèìè íîâî-
óòâîðåííÿìè ñòàíîâëÿòü âàêöèíè, âèãîòîâëåí³ ç âèêîðèñòàííÿì á³ëê³â òåïëî-
âîãî øîêó (ÁÒØ). Îäíèì ³ç øëÿõ³â ï³äâèùåííÿ åôåêòèâíîñò³ àóòîëîã³÷íèõ 
ÁÒØ-âàêöèí º ìîäèô³êàö³ÿ ïóõëèíîàñîö³éîâàíèõ àíòèãåí³â öèòîòîêñè÷íèìè 
á³ëîêâì³ñíèìè ìåòàáîë³òàìè Bacillus subtilis B-7025. Ó äàí³é ðîáîò³ ïðîâå-
äåíî âèâ÷åííÿ ³íäóêö³¿ òà íàêîïè÷åííÿ ÁÒØ ç ìîëåêóëÿðíîþ ìàñîþ 70 êÄà 
â ïóõëèííèõ êë³òèíàõ çà ðàõóíîê ã³ïåðòåðì³¿, âèêëèêàíî¿ íàäâèñîêî÷àñòîòíèì 
ãåíåðàòîðîì, ³ äîñë³äæåíî ïðîòèïóõëèííó åôåêòèâí³ñòü âàêöèí, ñêîíñòðó-
éîâàíèõ íà îñíîâ³ ïóõëèííèõ êë³òèí, çáàãà÷åíèõ ÁÒØ, ³ ìåòàáîë³ò³â Bacillus 
subtilis B-7025. Äàí³ âàêöèíè çà ð³âíåì ãàëüìóâàííÿ ðîñòó ïóõëèííîãî âóçëà 
òà àíòèìåòàñòàòè÷íîþ ä³ºþ âèÿâèëèñÿ á³ëüø åôåêòèâíèìè, í³æ âàêöèíè, 
âèãîòîâëåí³ çà òðàäèö³éíîþ òåõíîëîã³ºþ.

ВСТУП

Вакцинотерапія пухлин є самостій-

ним перспективним напрямом лікування 

хворих зі злоякісними новоутвореннями, 

адже адекватний рівень імунного захисту 

здебільшого визначає успіх протипух-

линної терапії. Протипухлинні вакцини 

(ПВ) застосовують для формування спе-

цифічної імунної відповіді на пухлинні 

антигени, що суттєво підвищує ефектив-

ність лікування пацієнтів онкологічного 

профілю [1–4]. Існує ціла низка вакцин, 

сконструйованих на основі пухлинного 

матеріалу пацієнтів, модифікованого різ-

ними методами, але на шляху їх викорис-

тання виникає ряд перепон: імунологічна 

толерантність організму до пухлинних 

антигенів, можливість індукції аутоімун-

них процесів, досить низька експресія 

змінених антигенів на поверхні пухлин-

них клітин (ПК) [5–7].

Однією з успішних стратегій підви-

щення ефективності вакцинотерапії зло-

якісних пухлин є поєднане застосування 

в ПВ імунотропних речовин природного 

і синтетичного походження, серед яких 

особливе місце займають білки теплового 

шоку (БТШ) [8–10]. Відомо, що виділені 

з ПК БТШ знаходяться в комплексі з ши-

роким спектром клітинних пептидів і тео-

ретично можуть нести на собі всі антиге-

ни, притаманні даній конкретній пухлині. 

Тому імуногенність БТШ є результатом 

двох різних особливостей: пептидза-

лежної здатності викликати адоптивну 

цитотоксичну Т-лімфоцитарну відповідь 

на антигенні пептиди і пептиднезалежної 

імуномодулюючої активності [11, 12]. 

Відповідно, стає вельми привабливим 

застосування аутологічних ПВ на основі 

виділених з пухлинної тканини комп-

лексів БТШ з пухлиноасоційованими 

антигенами (БТШ-пептидні комплек-

си). Однак, незважаючи на успішні 

результати імунотерапії аутологічними 

БТШ-вакцинами, важливою проблемою 

залишається недостатня імуногенність 

пухлинних антигенів.

Одним із  шляхів  підвищення 

ефективності ПВ є посилення імун-

ної відповіді на пухлиноасоційовані 

антигени за рахунок їх модифікації 

цитотоксичними білоквмісними мета-

болітами (БМ) Bacillus subtilis B-7025. 
Раніше було показано, що БМ В. sub-
tilis B-7025 підвищують імуногенність 

таких слабких онкофетальних антигенів, 

як раково-ембріональний антиген та аль-

фа-фетопротеїн, що проявляється у зна-

чному збільшенні титру антитіл до даних 

антигенів [13]. 

Ефективність вакцин, виготовлених 

з аутологічних (гомологічних) ПК шля-

хом їх обробки БМ В. subtilis B-7025, 

доведено в численних експерименталь-

них та клінічних дослідженнях [14, 15]. 

Ці дані створили підґрунтя для констру-

ювання та подальшого дослідження про-

типухлинної ефективності аутологічних 

ПВ на основі комплексу БТШ з пух-

линними антигенами, до складу яких 

в якості ад’юванту входять цитотоксичні 

БМ B. subtilis B-7025.
Мета роботи: сконструювати проти-
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ОБ’ЄКТ ТА МЕТОДИ 

ДОСЛІДЖЕННЯ

Досліди проводили на мишах-самцях 

лінії С57В1/6 (віком 2 міс, масою тіла 18–

20 г), одержаних з розплідника віварію 

Інституту експериментальної патології, 

онкології і радіобіології ім. Р.Є. Кавець-

кого НАН України, сертифікованого 

згідно з вимогами Міжнародної кон-

венції з правил гуманного поводження 

з дослідними тваринами. У якості мо-

делі пухлинного росту використовували 

карциному легені Льюїс (КЛЛ) та рак 

Ерліха (РЕ). ПК перещеплювали в стегно 

миші з розрахунку 106 клітин на тварину 

за стандартною методикою.

Для індукції БТШ проводили про-

грівання пухлини (розміром до 1 см в діа-

метрі) при температурі 43,0±0,3 °С про-

тягом 1 год на експериментальному 

генераторі (частота 434 МГц, «Іstok», 

Росія). Білки з пухлинної тканини 

(РЕ, КЛЛ), яка зазнала впливу ло-

кальної гіпертермії (ГТ), одержували 

методом ЕДТА-екстракції (ЕДТА — 

етилендіамінтетраоцтова кислота, англ. 

EDTA – ethylenediaminetetraacetic acid). 
Розділення нативних білків та оцінку 

змін в білковому складі фіксували за до-

помогою SDS-електрофорезу (sodium 

dodecyl sulfate; метод Леммлі). Для під-

твердження наявності та визначення 

рівня БТШ в екстрактах, отриманих 

з ПК, проводили імуноблот-тест, ви-

користовуючи моноклональні антитіла 

до БТШ-70 («ENZO», США).

За допомогою продуктів мікробного 

синтезу B. subtilis B-7025, які мають ци-

тотоксичну дію відносно ПК в системі 

in vitro — БМ з молекулярною масою 

70 та 18,5 кДа (БМ 70 кДа та БМ 8,5 кДа), 

та екстрактів, отриманих з пухлин 

(РЕ та КЛЛ), які зазнали впливу ГТ та без 

неї, сконструйовано декілька ПВ. Вакци-

ни готували, виходячи з розрахунку білка 

(0,3 мг екстракту ПК та 0,3 мг відповідно-

го БМ B. subtilis B-7025 на 1 мл вакцини). 

Імунізацію тварин починали на 2-гу добу 

після перещеплення пухлини, проводили 

чотирьохразово (2; 5; 12; 19-та доби), 

доза ПВ становила 0,2 мг на 1 ін’єкцію 

(0,8 мг на весь курс вакцинації).

Сформовані такі групи: 1-ша — конт-

роль пухлинного росту; 2-га — вакцина 

на основі екстракту ПК (без попередньої 

ГТ) та БМ 70 кДа; 3-тя — вакцина на основі 

екстракту ПК (підданих ГТ) та БМ 70 кДа; 

4-та — вакцина на основі екстракту ПК 

(без попередньої ГТ) та БМ 18,5 кДа; 

5-та — вакцина на основі екстракту ПК 

(підданих ГТ) та БМ 18,5 кДа.

Умертвіння тварин та забір матеріалу 

проводили на 24-ту добу після переще-

плення пухлини, з дотриманням умов, 

встановлених Міжнародною конвенцією 

з правил гуманного поводження з до-

слідними тваринами. Протипухлинний 

ефект лікування оцінювали за показ-

никами виживаності тварин, індексом 

гальмування кількості та об’єму мета-

стазів у легенях. Результати експери-

ментальних досліджень опрацьовували 

з використанням загальноприйнятих 

методів варіаційної статистики із засто-

суванням пакетів комп’ютерних програм 

Origin 7.5 та Statistica 6.0 [16].

РЕЗУЛЬТАТИ 

ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

На першому етапі досліджено зміни 

в білковому спектрі екстрактів, отриманих 

з ПК, які піддавали локальній ГТ. Вста-

новлено, що пік експресії БТШ припадає 

на 24-ту годину після нагріву незалежно 

від типу пухлини. Одержано зразки пух-

линної тканини (РЕ та КЛЛ), які зазнали 

впливу локальної ГТ, для розробки опти-

мальної технології виготовлення з них 

ефективних ПВ. За допомогою методу 

SDS-електрофорезу показано, що існує 

різниця в білковому спектрі між екстра-

ктами пухлин, які зазнали впливу локальної 

ГТ та без неї. Встановлено, що в пухлинах, 

підданих локальній ГТ, значно підвищена 

концентрація білків з молекулярною масою 

близько 70; 80 та 10 кДа (рис. 1). Особливо 

підвищеною є концентрація білків з мо-

лекулярною масою 70 кДа, ці показники 

є однаковими для обох модельних пухлин.

Використання БМ  B .  sub t i l i s 
B-7025 (18,5 та 70,0 кДа) для виготовлення 

ПВ призводило до змін у білковому спектрі 

пухлин, імовірно, за рахунок часткового 

протеолізу білків пухлини (рис. 2).

Крім того, відомо, що компонент 

18 кДа має протеолітичні властивості, 

належить до класу серинових протеаз, 

оскільки його дію можна загальмувати від-

повідним блокатором (РМSF) [17].

Сконструйовані вакцини випро-

бувано в експериментах in vivo у мишей 

з перещепленими експериментальни-

ми пухлинами (РЕ та КЛЛ). Одержані 

результати показали, що ефективність 

вакцин, виготовлених на основі пухлин, 

підданих локальній ГТ з метою збагачення 

БТШ, за низкою ознак перевершувала 

такі при використанні традиційної техно-

логії їх виготовлення. Кращі показники 

гальмування росту РЕ на термінальних 

його етапах (24-та доба після переще-

плення пухлини) відзначали при введенні 

вакцини, виготовленої на основі ПК, 

підданих локальній ГТ, та БМ B. subtilis 
B-7025 з молекулярною масою 18 кДа 
(середній об’єм пухлини становив 

9,35±0,86 см3 проти 12,36±1,82 см3  у конт-

ролі; індекс гальмування — 24,35%).

При оцінці динаміки росту КЛЛ ві-

рогідних відмінностей між контро льною 

та дослідними групами не виявлено 

до 19-ї доби пухлинного росту (p>0,05), 

на 22-гу добу ця різниця стала помітною. 

Так, у мишей, які отримували ПВ на основі 

КЛЛ (ГТ) + БМ 18,5 кДа, об’єм пухлин був 

найменшим і становив 1,22±0,23 см3 про-

ти 1,75±0,19 см3 у контро льних тварин 

(p<0,05). 

Затримку росту первинної пухлини 

відзначали також при використанні 

вакцин КЛЛ + БМ 18,5 кДа; КЛЛ + 

БМ 70 кДа та КЛЛ (ГТ) + БМ 70 кДа 

(1,48±0,28; 1,31±0,28 та 1,31±0,24 см3 від-

повідно). Слід підкреслити, що викорис-

тання ЕДТА-екстрактів ПК без ад’ювантів 

н е  с п р и ч и н я л о  п р о т и п у х л и н -

ної дії, і розміри пухлин становили 

2,11±0,34 та 1,80±0,41 см3 при введенні 

КЛЛ та КЛЛ (ГТ), що було наближеним 

до контрольного показника.

Метастазування КЛЛ в легені оціню-

вали на 24-ту добу експерименту (таблиця).

Таблиця Метастазування КЛЛ у мишей, 
що одержували вакцини на осно-
ві пухлинної тканини, підданої ГТ, 
та ад’ювантів мікробного походження

Групи мишей

Серед-

ня кількість 

метаста-

зів/тварину

Середній 

об’єм мета-

стазів/тва-

рину (мм3)
Контроль 17,17±1,62 28,76±5,09
KЛЛ + БМ 18,5 кДа 9,20±2,39* 11,40±4,97
KЛЛ (ГТ) + БМ 18,5 кДа 1,57±1,11* 2,02±1,44*
KЛЛ + БМ 70 кДа 13,67±5,23 19,50±14,05
KЛЛ (ГТ) + 
БМ 70 кДа 

15,29±3,87 17,42±4,63

*p<0,05
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Рис. 1. Електрофореграма поверх-
невих білків клітин (а) РЕ та (б) КЛЛ 
(1 — до ГТ та 2 — після ГТ)

97 —

66 —

45 —

30 —

20,1 —

14,4 —

 êÄà
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Рис. 2. Електрофоретичні про-
філі вакцин, виготовлених на осно-
ві клітин РЕ (1, 3, 5 — до ГТ; 2, 4, 
6 — після ГТ) та метаболітів B. subtilis 
B-7025 (1–2 — 70 кДа, 3–4 — 18 кДа)
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Виражений антиметастатичний ефект 

проявляли ПВ, виготовлені з викорис-

танням БМ B. subtilis B-7025 з молеку-

лярною масою 18,5 кДа, при цьому саме 

вакцина на основі екстракту з клітин 

КЛЛ, підданої гіпертермії (КЛЛ (ГТ) + 

БМ 18,5 кДа), виявилася найбільш ефек-

тивною. Середня кількість метастазів 

на тварину становила лише 1,57±1,11 при 

17,17±1,62 у контрольних тварин, а їх  

об’єм — 2,02±1,44 та 28,76±5,09 відпо-

відно (p<0,05). Антиметастатична дія 

зазначеної ПВ суттєво перевищувала таку 

подібної вакцини, виготовленої з пухлини 

без попередньої ГТ, що дозволяє зробити 

припущення про збагачення БТШ, обро-

бленої локальною ГТ пухлинної тканини.

У якості ПВ найбільш часто ви-

користовують БТШ 70 кДа, тому для 

з’ясування можливих механізмів про-

типухлинної дії розробленої вакцини 

проведено імуноблот-аналіз рівня БТШ 

70 кДа (із застосуванням моноклональ-

них антитіл до БТШ 70 кДа («ENZO», 

США)) як в ЕДТА-екстрактах, отри-

маних з ПК, підданих ГТ та без неї, так 

і у вакцинах, виготовлених з їх викорис-

танням [18, 19] (рис. 3).

При аналізі рівня БТШ 70 кДа 

в ЕДТА-екстрактах, отриманих з клітин 

КЛЛ, продемонстровано, що ГТ пухлин 

призводила до значного підвищення 

рівня БТШ 70 кДа. Додавання до ЕДТА-

екстрактів пухлин при виготовленні вак-

цини БМ B. subtilis B-7025 18,5 та 70 кДа 

призводило до зниження рівня БТШ 

70 кДа, оскільки під впливом МБ відбу-

вається його розщеплення до складових 

з молекулярною масою близько 28 кДа.

При аналізі методом імуноблотингу 

рівня БТШ 70 кДа в сироватках крові 

тварин, узятих через 24 год після про-

грівання пухлин, різниці в кількості 

БТШ 70 кДа (порівняно з контроль-

ною групою) не виявлено. Одержані 

результати насамперед свідчать про те, 

що на 2-гу добу після ГТ пухлини від-

бувається зростання рівня БТШ 70 кДа 

в пухлині, але цього не виявляють у си-

роватках крові тварин — носіїв даної 

пухлини. Це, ймовірніше, пов’язано 

з коагуляцією судин у пухлині під впли-

вом ГТ, або максимальний синтез БТШ 

70 кДа у периферичній крові відзначають 

на більш пізніх етапах.

Для підтвердження отриманих ре-

зультатів проведено дослідження рівня 

БТШ 70 кДа в ЕДТА-екстрактах пухлин 

КЛЛ, підданих локальній ГТ, та вакцин, 

виготовлених на їх основі за допомогою 

БМ B. subtilis B-7025 з молекулярною 

масою 70 та 18,5 кДа (рис. 4).

При аналізі результатів імуноблот-

тесту підтверджено, що ГТ пухлини при-

зводила до підвищення рівня БТШ 70 кДа 

в ЕДТА-екстракті пухлин КЛЛ. При 

цьому БМ 70 кДа B. subtilis B-7025 у го-

товій вакцині призводить до зменшення 

рівня БТШ 70 кДа, а використання 

БМ 18,5 кДа B. subtilis B-7025 сприяє 

розщепленню БТШ 70 кДа до складових 

з молекулярною масою близько 28 кДа, 

що скоріше за все підвищує їх імуноген-

ність та призводить до більш вираженого 

протипухлинного ефекту.

У сироватках крові тварин конт-

рольної групи та тварин, які отримували 

ЕДТА-екстракти КЛЛ (підданих локаль-

ній ГТ та без термічної обробки), рівень 

БТШ 70 кДа особливо не відрізнявся. Але 

у мишей, яким вводили вакцину на осно-

ві ЕДТА-екстракту з пухлин КЛЛ, під-

даних локальній ГТ, та БМ 18,5 B. subtilis 
B-7025, у яких зареєстровано виражений 

антиметастатичний ефект, БТШ 70 кДа 

в сироватках крові був практично відсут-

нім. Із цього можна зробити попереднє 

припущення, що рівень БТШ 70 кДа 

в сироватках крові може знижуватися 

при ефективній протипухлинній терапії.

ВИСНОВКИ

Таким чином, результати досліджен-

ня експресії БТШ у модельних пухлинах 

за умов локальної ГТ свідчать про суттєве 

зростання в них рівня БТШ 70 кДа. По-

передні спроби створення ПВ на основі 

ЕДТА-екстрактів пухлинної тканини, 

збагаченої БТШ 70 кДа, за допомогою 

ад’ювантів мікробного походження мають 

позитивні результати, що виражається 

в кращій протипухлинній та антиме-

тастатичній ефективності даних вакцин 

порівняно з вакцинами, виготовленими 

за традиційною технологією. Зниження 

рівня БТШ 70 кДа в сироватках крові 

вакцинованих мишей корелює з про-

типухлинним ефектом досліджуваних 

вакцин. Це свідчить про необхідність 

подальшої детальної розробки всіх етапів 

технології виготовлення ПВ, яка дозво-

лить зберегти переваги збагачення БТШ 

і забезпечить максимальний позитивний 

ефект вакцинації.
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Рис. 3. Імуноблот-тест рівня БТШ 
70 кДа в екстрактах пухлин та вакци-
нах, виготовлених на їх основі: 1 — 
БМ 70 кДа B. subtilis B-7025; 2 — вак-
цина КЛЛ + БМ 70 кДа; 3 — вакцина 
КЛЛ (ГТ) + БМ 70 кДа; 4 — вакцина КЛЛ 
+ БМ 18,5 кДа; 5 — вакцина КЛЛ (ГТ) + 
БМ 18,5 кДа; 6 — ЕДТА-екстракт КЛЛ; 
7 — ЕДТА-екстракт КЛЛ (ГТ); 8 — ЕДТА-
екстракт РЕ (ГТ); 9 — ЕДТА-екстракт РЕ
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Рис. 4. Імуноблот-тест рівня БТШ 
70 кДа в екстрактах пухлин (1 — КЛЛ; 
2 — КЛЛ (ГТ)) та вакцинах, виготов-
лених на їх основі, з використанням 
БМ B. subtilis B-7025 70 кДа (3— КЛЛ + 
БМ 70 кДа та 4 — КЛЛ (ГТ) + БМ 70 кДа) 
або БМ B. subtilis B-7025 18,5 кДа (5— 
КЛЛ + БММ 18,5 кДа та 6 — КЛЛ (ГТ) 
+ 18,5 кДа
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Резюме. Значительный терапевтический потенциал в ле-

чении пациентов со злокачественными новообразованиями 

представляют вакцины, изготовленные с использованием 

белков теплового шока (БТШ). Одним из путей повышения 

эффективности аутологичных БТШ-вакцин является модифи-

кация опухолеассоциированных антигенов цитотоксическими 

белоксодержащими метаболитами Bacillus subtilis B-7025. 

В данной работе проведено изучение индукции и накопления 

БТШ с молекулярной массой 70 кДа в опухолевых клетках 

за счет гипертермии, вызванной сверхвысокочастотным ге-

нератором, и исследована противоопухолевая эффективность 

вакцин, сконструированных на основе опухолевых клеток, обо-

гащенных БТШ, и метаболитов Bacillus subtilis B-7025. Данные 

вакцины по уровню торможения роста опухолевого узла и анти-

метастатическому действию оказались более эффективными, 

чем вакцины, изготовленные по традиционной технологии.

Ключевые слова: белки теплового шока, противоопухолевые 

вакцины, белоксодержащие метаболиты, опухолевые антигены.

Experimental study of heat shock proteins 
in vaccinotherapy of patients with malignancies
I.A. Boliukh, G.V. Didenko, E.G. Shpak, A.P. Kusmenko, 
G.S. Lisovenko, G.P. Potebnya
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Summary. Vaccine produced using heat shock proteins (HSP) 

have significant therapeutic potential in the treatment of malignant 

neoplasms. One of the ways to increase the effectiveness of autolo-

gous HSP vaccines is the modification of tumor-associated antigens 

by cytotoxic protein-containing metabolites Bacillus subtilis B-7025. 

This paper discribes the induction and accumulation of heat shock 

proteins with Mr 70 kDa in tumor cells for account of hyperthermia 

caused by ultrahigh frequency generator and research of the antineo-

plastic efficacy of vaccines engineered on the basis of tumor cells 

enriched by heat shock proteins and metabolites of Bacillus subtilis 

B-7025. These vaccines in terms of growth inhibition of tumor node 

and antimetastatic effects were found to be more effective than vac-

cines produced by traditional technology.

Key words: heat shock proteins, cancer vaccines, protein-

containing metabolites, tumor antigens.


