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Національний інститут раку, Київ

ФАКТОР ПЕРЕНОСУ В ІМУНОТЕРАПІЇ 
ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЇ МЕЛАНОМИ

У  статті представлено експериментальні дані застосування фактора пере­
носу (ФП) ксеногенного походження, специфічного до антигенів меланоми 
В16 (МВ16), для отримання якого був використаний спосіб внутрішньо­
очеревинної імунізації тварин-донорів (щурів) її клітинами з подальшим 
виділенням з екстракту сенсибілізованих лімфоцитів селезінки меланома­
специфічного ФП (ФП-С). На моделі пасивного метастазування МВ16 у ми­
шей показано, що ФП-С при  одноразовому профілактичному введенні 
(за 3 доби до внутрішньовенного перещеплення МВ16) відтворює протек­
тивний антиметастатичний ефект, який проявляється у  зниженні частоти 
метастазування, зменшенні кількості та об’єму легеневих метастазів і висо­
ким індексом пригнічення метастазування. Імунотерапія мишей ФП-С, яку 
розпочинали на 3-тю добу після внутрішньовенного введення клітин МВ16, 
суттєво подовжувала тривалість життя тварин порівняно з контролем. Проте 
на моделі підшкірного росту МВ16 у мишей не виявлено впливу ФП-С на ріст 
пухлини та виживаність тварин, що вказує на  доцільність використання 
ФП в  ад’ювантному режимі. При  визначенні імунотропних властивостей 
ФП у системі in vitro та in vivo встановлено, що ксеногенний ФП-С здатний 
переносити імунореактивність до  антигенів МВ16 імунокомпетентним 
клітинам інтактних мишей. Таким чином, перенос пухлиноспецифічного 
імунітету за допомогою ФП є перспективним напрямом імунотерапії хво­
рих на меланому шкіри. Застосування ФП-С у комплексному лікуванні цієї 
категорії хворих може стати одним зі шляхів підвищення його ефективності.

ВСТУП
Результати лікування хворих на ме-

ланому шкіри залишаються незадо-
вільними через раннє метастазування, 
швидке прогресування і  досить низьку 
чутливість пухлинних клітин до  хіміо-
препаратів. Інші терапевтичні підходи, 
що використовуються в лікуванні паці-
єнтів із меланомою шкіри, у тому числі 
й  вакцинотерапія, дотепер не  виявили 
клінічно значущих результатів [1, 2].

Разом із тим особливості клінічного 
перебігу меланоми шкіри, включаючи 
випадки спонтанної регресії пухлини 
та розвиток аутоімунних порушень, зо-
крема індукованих лікуванням, свідчать 
про залучення імунних механізмів у па-
тогенез цього захворювання. Підтвер-
дженням цього є численні результати 
оцінки активності меланомаспецифіч-
них імунних реакцій у  взаємозв’язку 
з  ефективністю лікування. Така імуно-
реактивність організму відповідає раніше 
сформульованим вимогам, що висува-
ються до протоколів біотерапії на осно-
ві імуно-опосередкованої деструкції 
розповсюджених солідних пухлин  [2]. 
Зокрема, розробка і впровадження у клі-
нічну практику високотехнологічних 
методів адоптивної клітинної імуноте-
рапії, що засновані на  переносі ex  vivo 
ліній і  клонів меланомаспецифічних 
цитотоксичних Т-лімфоцитів, дозволили 
отримати об’єктивну відповідь на ліку-

вання у 50–70% хворих на генералізовану 
меланому шкіри [3–5].

Іншим підходом до адоптивного пе-
реносу протипухлинного імунітету може 
бути використання фактора переносу 
(ФП), що виділений із лімфоцитів, сен-
сибілізованих до антигенів пухлини [6]. 
Активним компонентом ФП є низькомо-
лекулярні трансферфакторні поліпепти-
ди Т-клітинного походження, які здатні 
афінно зв’язуватися з  антигеном. Про-
дукція трансферфакторних поліпептидів 
рестриктована головним комплексом 
гістосумісності, але перенос клітин-
но-опосередкованої імунної відповіді 
за  їх допомогою генетично не  обмеже-
ний. У більшості випадків в імунотерапії 
онкологічних хворих застосовують пре-
парати ФП, отримані з  лейкоцитарної 
маси практично здорових людей. Такі 
препарати здатні підвищувати деякі 
показники клітинної ланки імунної 
системи, але не  володіють доведеною 
пухлиноспецифічною активністю. На-
томість дані наукової літератури свідчать, 
що ФП певної специфічності здатний 
індукувати у реципієнта формування клі-
тинно-опосередкованих імунних реакцій 
проти пухлинних антигенів, у результаті 
чого досягається антиметастатичний 
ефект [7–10].

На  нашу думку, отримання ксено-
генного ФП, специфічного до антигенів 
меланоми шкіри, робить такий напрям 
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досліджень перспективним для розробки 
нового, більш ефективного методу іму-
нотерапії цієї категорії хворих. 

Мета дослідження  — експеримен-
тально обґрунтувати можливості підви-
щення ефективності лікування хворих 
на  меланому шкіри шляхом переносу 
пухлиноспецифічної імунореактивності 
за допомогою ксеногенного ФП.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ 
ДОСЛІДЖЕННЯ
Експерименти проведено на  30 не-

лінійних щурах-самцях масою 100–120 г, 
100 мишах лінії СВА масою 18–20 г роз-
ведення віварію Національного інституту 
раку та 385 мишах лінії C57BL/6 масою 
18–20 г, отриманих із віварію Інституту 
молекулярної біології та генетики Націо-
нальної академії наук України. Утриман-
ня тварин і робота з ними здійснювалися 
відповідно до  загальноприйнятих між-
народних правил проведення досліджень 
на  експериментальних тваринах. До-
слідження схвалено Комісією з  питань 
етики Національного інституту раку.

Дослідження проводили в експери-
ментальній системі, в  якій ФП, отри-
маний від тварин-донорів (у  нашому 
випадку  — щурів), мав ксеногенне по-
ходження відносно тварин-реципієнтів 
(у нашому випадку — мишей).

Для отримання меланомаспеци-
фічного ФП (ФП-С) був використаний 
спосіб внутрішньоочеревинної імунізації 
тварин клітинами ксеногенної пухлини. 
Для цього щурам одноразово внутріш-
ньоочеревинно вводили суспензію сві-
жовиділених клітин мишачої меланоми 
В16 (МВ16; 2•106 клітин на  тварину 
в  об’ємі 0,2  мл забуференого фізіоло-
гічного розчину — ЗФР). На 14-ту добу 
після імунізації з екстракту сенсибілізо-
ваних лімфоцитів селезінки щурів виді-
ляли зразок ФП-С згідно з методом [11]. 
Зразок неспецифічного ФП (ФП-Н) 
отримували з пулу лімфоцитів селезінки 
інтактних щурів таким самим способом. 
В отриманих зразках ФП досліджували 
концентрацію білка за методом Бредфор-
да [12] та зберігали при −20 °С.

Для визначення протипухлинних 
та/або антиметастатичних властивостей 
зразків ФП проведено декілька серій 
експериментів:

1 .  В и в ч е н н я  п р о т е к т и в н и х 
ефектів ФП при  його профілактич-
ному застосуванні у  мишей лінії 
С57BL/6 з  МВ16 на  моделі пасивного 
метастазування. Для цього інтактним 
мишам С57BL/6 дослідних груп за 3 доби 
до внутрішньовенного введення клітин 
МВ16 внутрішньоочеревинно вво-
дили відповідний зразок ФП у  дозі 
200 пг на тварину в об’ємі 0,2 мл ЗФР, 
мишам контрольної групи — ЗФР в ек-
вівалентному об’ємі. Антиметастатичний 
ефект оцінювали на  30-ту добу після 
перещеплення пухлини за показниками: 

частота метастазування  (%), кількість 
метастазів  (шт.), кількість метастазів 
(d≤0,5  мм) в  аваскулярній фазі рос-
ту  (%), об’єм метастазів  (мм3), індекс 
пригнічення метастазування  (%). Ви-
щезазначені показники вираховували, 
як описано [13].

2. Дослідження впливу зразків 
ФП при  його терапевтичному засто-
суванні на  ріст МВ16 та  виживаність 
мишей лінії С57BL/6 на  моделі під-
шкірного росту пухлини. Як експери-
ментальну модель пухлинного процесу 
використали підшкірну трансплантацію 
клітин МВ16 у  ділянку стегна мишей 
лінії С57BL/6. Імунотерапію проводили 
за  двома схемами: у  першому випадку 
її розпочинали через 2 доби після пере
щеплення МВ16, при  цьому зразки 
ФП вводили внутрішньоочеревинно 
в дозі 200 пг на тварину 1 раз на тиждень 
(усього 4 ін’єкції); у  другому випадку 
зразки ФП вводили в  аналогічній дозі 
двічі на курс лікування (через 2 та 9 діб 
після перещеплення МВ16). Тварини 
контрольної групи отримували еквіва-
лентну кількість ЗФР.

У  мишей усіх груп проводили мо-
ніторинг росту пухлини за  такими по-
казниками: об’єм пухлини (мм3), індекс 
гальмування росту пухлини (%), індекс 
росту пухлини, — розрахунок яких наве-
дено [14]. Вплив зразків ФП на вижива-
ність мишей лінії С57BL/6 із підшкірною 
МВ16 оцінювали за показником серед-
ньої тривалості життя (СТЖ).

3. Дослідження впливу зразків 
ФП при  його терапевтичному засто-
суванні на  виживаність мишей лінії 
С57BL/6 з МВ16 на моделі пасивного ме-
тастазування. Для цього мишам за 24 год 
до початку імунотерапії внутрішньовен-
но вводили клітини МВ16 (у  кількості 
0,5•106 клітин на  тварину). Імунотера-
пію проводили за схемою: мишам дослід-
них груп внутрішньоочеревинно вводили 
зразок ФП у дозі 200 пг на тварину 1 раз 
на  тиждень (всього 9 ін’єкцій); мишам 
контрольної групи вводили ЗФР. Вижи-
ваність тварин оцінювали за показником 
СТЖ.

4 .  В и в ч е н н я  в п л и в у  з р а з к і в 
ФП при його терапевтичному застосуван-
ні на ріст і розвиток легеневих метастазів 
у мишей лінії С57BL/6 з МВ16 на моделі 
пасивного метастазування, як описа-
но вище. Імунотерапію розпочинали 
через 24  год після введення пухлинних 
клітин за  схемою: мишам дослідних 
груп внутрішньоочеревинно вводили 
зразки ФП у дозі 200 пг на тварину 1 раз 
на  тиждень (усього 3 ін’єкції); мишам 
контрольної групи за цією схемою вво-
дили ЗФР. Антиметастатичний ефект 
оцінювали на 20-ту добу після переще-
плення пухлини.

Дослідження впливу in  vitro зразків 
ФП на  відповідь лімфоцитів у  зміша-
ній культурі з  клітинами МВ16 про-

водили на  інтактних мишах ліній СВА 
та C57BL/6 з  використанням зразків 
у концентрації від 10 пг/мл до 5 нг/мл.

Дослідження імунотропних ефектів 
ФП in vivo виконували на 3-тю та 7-му добу 
після одноразового внутрішньоочере-
винного введення інтактним мишам 
C57BL/6 зразків ФП у дозі 200 пг на тва-
рину.

Імунну відповідь у  серіях експери-
ментів in  vitro та in  vivo вивчали в  ци-
тотоксичному та проліферативному 
тестах і за рівнем апоптозу спленоцитів 
iз використанням методу проточної ци-
тофлуориметрії [15]. Аналіз зразків про-
водили на проточному цитофлуориметрі 
FACScan («Becton Dickinson», США) 
за  допомогою програми «Cell Quest». 
Для оцінки результатів розраховували 
цитотоксичний i  проліферативний ін-
декси (%) [13].

Статистичну обробку результа-
т ів  проводили з   використанням 
програм Excel (MS Office 2003, XP) 
та STATІSTІCA 6.0 (StatSoft Inc., США). 
Результати дослідження були перевірені 
на  нормальність розподілу за  допомо-
гою критерію Шапіро — Уїлка. Для ви-
значення вірогідності розбіжностей (р) 
між показниками у досліджуваних гру-
пах при нормальному розподілі значень 
застосовували t-критерій Стьюдента. 
Для значень, розподіл яких відрізнявся 
від нормального, використовували не-
параметричний критерій Манна — Уїт-
ні [16]. Результати дослідження подано 
як M±m, де M — середнє арифметичне 
значення, m — його стандартна похиб-
ка. Розбіжності оцінювали як вірогідні 
при р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ
Ефективність імунотерапії з  вико-

ристанням ФП ксеногенного походжен-
ня, оцінювану за  антиметастатичною 
та протипухлинною дією, досліджували 
при профілактичному або терапевтично-
му застосуванні у мишей лінії С57BL/6.

У  першій серії експериментів ви-
вчали протективні ефекти досліджуваних 
зразків ФП при  їх профілактичному 
введенні мишам С57BL/6 на моделі па-
сивного метастазування МВ16 (за 72 год 
до  внутрішньовенного перещеплення 
пухлинних клітин) (табл. 1).

Як свідчать дані табл. 1, на 30-ту добу 
після внутрішньовенного введення 
пухлинних клітин у  контрольній групі 
та у мишей, що отримали ФП-Н, мета-
стази МВ16 в легенях виявлені у 100,0% 
тварин. Водночас у  групі тварин, яким 
попередньо вводили ФП-С, метастази 
в  легенях виникли у  66,7% випадків. 
Кількість легеневих метастазів у мишей 
цієї групи вірогідно менша, ніж у тварин 
контрольної групи та особин iз  попе-
реднім введенням ФП-Н. Крім того, 
про активне формування протективного 
імунітету у мишей, що отримали ФП-С, 
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може свідчити значне зменшення об’єму 
метастазів при порівнянні з відповідним 
показником як у тварин контрольної гру-
пи, так і особин з попереднім введенням 
ФП-Н. Разом iз тим на тлі профілактич-
ного застосування ФП-С не  відмічено 
збільшення кількості метастазів з малим 
розміром. Розбіжності в  ефективності 
досліджуваних зразків ФП добре просте-
жуються при порівнянні індексу пригні-
чення метастазування, який при попере-
дньому введенні ФП-С становить 85,0%, 
а при застосуванні ФП-Н — тільки 7,0%.

Отже, результати профілактичного 
застосування ФП на  моделі пасив-
ного метастазування МВ16 у  мишей 
лінії С57BL/6 свідчать про  здатність 
ФП-С ксеногенного походження інду-
кувати протективний ефект, на що вка-
зують зниження частоти метастазування, 
зменшення кількості та об’єму мета-
стазів і  високий індекс пригнічення 
метастазування. Відсутність впливу 
ФП-С на кількість метастазів в аваску-
лярній фазі росту при генералізації про-
цесу (30-та доба спостереження) може 
свідчити про необхідність застосування 
більш інтенсивного режиму імунотерапії 
для пролонгації отриманого ефекту або 
в комбінації з хіміотерапією [17].

У зв’язку з цим у наступних експе-
риментах вивчали протипухлинні та ан-
тиметастатичні ефекти досліджуваних 
зразків ФП при їх терапевтичному засто-
суванні у мишей лінії C57BL/6 з МВ16.

Вплив імунотерапії на  підшкірний 
ріст МВ16 у мишей C57BL/6 досліджу-
вали з використанням схем дворазового 
чи регулярного (4  рази впродовж пері-
оду спостереження) введення зразків 
ФП (рис. 1). При дворазовому введенні 
ФП у першу декаду після перещеплен-
ня МВ16 спостерігається пригнічення 
її росту: на 11-ту добу при застосуванні 
ФП-Н індекс гальмування становить 
44%, при ФП-С — 34%. У подальшому 
жоден зi зразків ФП не  гальмує ріст 
МВ16, крім того, в  термінальній фазі 
на тлі застосування ФП-Н може відбу-
ватися стимуляція її росту.

Для узагальнення протипухлинних 
ефектів імунотерапії з  урахуванням 
їх динаміки, вираженості та тривалості 
розраховували індекс росту пухлини, 
який показав, що при застосованій схе-
мі, незалежно від специфічності ФП, 
спостерігається стимуляція росту МВ16: 

індекс росту пухлини при  застосуванні 
ФП-Н становить 1,4, а  ФП-С  — 1,3. 
Крім того, як свідчать дані рис.  1, ре-
гулярне введення ФП-С мишам лінії 
C57BL/6 з  імплантованою під шкіру 
МВ16 також не  призводить до  галь-
мування її росту. Про  це свідчить роз-
рахований індекс росту пухлини, який 
становить  1,1. До  цього можна додати, 
що за  таких умов експерименту жоден 
із застосованих зразків ФП не  має 
суттєвого впливу на  СТЖ мишей лінії 
C57BL/6 з підшкірною МВ16.

Отже, при терапевтичному застосу-
ванні ксеногенного ФП у  мишей лінії 
С57BL/6 з  імплантованою під  шкіру 
МВ16 пригнічення росту пухлини від-
значають лише на  ранній стадії пух-
линного процесу, надалі цей ефект 
зникає, що несприятливо позначається 
на  загальній виживаності тварин. Такі 
результати вказують на  необхідність 
максимального зменшення маси пухли-

ни в  організмі за  допомогою основних 
методів протипухлинного лікування 
перед застосуванням імунотерапії. Авто-
ри [18, 19] також отримали результати, 
що свідчать про максимальну ефектив-
ність ФП за умов його застосування після 
видалення пухлини з організму.

У наступній серії експериментів ви-
вчали протипухлинні ефекти при тера-
певтичному застосуванні ФП у  мишей 
лінії С57BL/6 на моделі пасивного мета-
стазування МВ16 (табл. 2).

Як видно з даних, наведених у табл. 2, 
на 20-ту добу після внутрішньовенного 
перещеплення МВ16, в умовах введення 
ФП-С (3 ін’єкції) частота метастазування 
є дещо нижчою, ніж у контролі (відпо-
відно 86,7 та 100,0%). Об’єм i  кількість 
метастазів у  легенях тварин цієї групи 
не  відрізняються від аналогічних по-
казників у  контрольній групі. Застосу-
вання ФП-С призводить до зменшення 
в 1,5 раза кількості метастазів в аваску-
лярній фазі росту. Індекс пригнічення 
метастазування в  цій групі становить 
18,0%. Навпаки, введення ФП-Н в ана-
логічних умовах експерименту асоці-
юється з  прогресуванням пухлинного 
процесу. Крім того, регулярне введення 
ФП-Н мишам лінії С57BL/6 (9 ін’єкцій) 
після внутрішньовенного перещеплен-
ня МВ16 не призводить до збільшення 
СТЖ тварин (39,8±4,1 доби проти 
35,1±3,1  доби в  контролі; р>0,05). На-
томість ФП-С у  цих умовах суттєво 
покращує виживаність мишей (СТЖ 
підвищується до 45,3±3,4 доби; р<0,05).

Отже, в  умовах агресивної моделі 
пасивного метастазування МВ16 у  ми-
шей лінії С57BL/6 ФП-С ксеногенного 
походження не  виявляє вираженого 
антиметастатичного ефекту при триразо-
вому введенні. Проте триваліше (9 проти 
3 ін’єкцій) застосування ФП-С вірогідно 
покращує виживаність таких тварин.

Таким чином, ФП-С ксеногенного 
походження чинить протективну дію, 
що виявляється у запобіганні або гальму-
ванні розвитку метастазів МВ16 при про-
філактичному застосуванні у  мишей 
С57BL/6. Проте за умов уже розвиненої 
пухлини ця дія нівелюється. Ефек-
тивність терапевтичного застосування 
ксеногенного ФП-С залежить від крат-
ності введення препарату, і лише за умов 
його тривалого регулярного введення 
покращується виживаність тварин. 
Такі терапевтичні ефекти застосування 

Таблиця 1.	 Вплив попереднього застосування зразків ФП на пасивне метастазування 
МВ16 при внутрішньовенному введенні її клітин мишам лінії C57BL/6

Групи тварин
Частота 

метастазу-
вання, %

Кількість 
метастазів, 

шт.

Кількість метаста-
зів в аваскулярній 
фазі (d≤0,5 мм), %

Об’єм ме-
тастазів, 

мм3

Індекс при-
гнічення 

метастазу-
вання, %

Контрольна (n=15) 100,0 19,2±6,6 58,3±7,1 27,4±7,8 –
ФП-Н (n=15) 100,0 16,3±6,7 62,7±9,5 25,4±8,8 7,0
ФП-С (n=15) 66,7 4,6±2,2*, # 51,2±17,1 4,2±2,9*, # 85,0
*Розбіжності при  порівнянні з  аналогічним показником у  контрольній групі статистично вірогід-
ні (р<0,05); #розбіжності при порівнянні з показником у групі ФП-Н статистично вірогідні (р<0,05).

Таблиця 2.	 Вплив терапевтичного введення зразків ФП на розвиток метастазів у легенях мишей 
лінії С57BL/6 на моделі пасивного метастазування МВ16

Групи тва-
рин

Частота ме-
тастазуван-

ня, %

Кількість 
метастазів, 

шт.

Кількість метаста-
зів в аваскулярній 
фазі (d≤0,5 мм), %

Об’єм ме-
тастазів, 

мм3

Індекс пригнічен-
ня метастазуван-

ня, %
Контрольна
(n=15) 100,0 22,0±5,1 74,0±14,4 6,3±2,9 –

ФП-Н
(n=15) 100,0 36,1±12,8 51,6±10,8 15,8±7,3 150,0

ФП-С
(n=15) 86,7 15,6±4,9 51,2±17,1 5,2±2,8 18,0
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Рис. 1. Протипухлинний ефект 
ФП при його терапевтичному засто-
суванні у мишей лінії C57BL/6 з пере-
щепленою під шкіру МВ16
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ксеногенного ФП-С припускають за-
лучення опосередкованих механізмів, 
реалізація яких може бути зумовлена 
активацією протипухлинного імунного 
захисту організму. Для перевірки цього 
припущення було доцільним вивчити 
вплив різних зразків ксеногенного 
ФП на  імунологічні показники мишей 
у системах in vitro та in vivo.

Імуноспецифічну дію зразків 
ФП стосовно антигенів меланоми визна-
чали на основі індукції імунних реакцій 
до клітин МВ16 in vitro. У першій серії до-
слідів вивчали вплив зразків ФП на про-
ліферацію та апоптоз лімфоцитів мишей 
лінії СВА або С57BL/6 у змішаній куль-
турі з клітинами МВ16 (рис. 2).

Як видно з   даних,  наведених 
на  рис.  2, ФП-С індукує більш ін-
тенсивну проліферацію лімфоцитів 
мишей обох ліній порівняно з  ФП-Н, 
і цей ефект є дозозалежним. Проте слід 
відзначити, що в присутності як пухли-
носпецифічного, так і неспецифічного 
ФП проліферація лімфоцитів у змішаній 
культурі з  клітинами МВ16 більш ви-
ражена у мишей лінії СВА, ніж у тварин 
С57BL/6. Рівень апоптозу лімфоцитів 
мишей обох ліній при  культивуванні 
з  клітинами МВ16 залишається не-
змінним незалежно від специфічності 
та концентрації зразка ФП.

ФП-С, на відміну від ФП-Н, ефек-
тивно індукує цитотоксичність несен-
сибілізованих лімфоцитів мишей СВА 
проти клітин МВ16 (рис. 3). Цей ефект 
не  є  дозозалежним. Водночас жоден 
із досліджуваних зразків ФП не впливає 
на  цитотоксичність лімфоцитів мишей 
C57BL/6 у змішаній культурі з клітинами 
МВ16 in vitro.

Отже, в  системі in vitro  ФП-С, 
на  відміну від ФП-Н, індукує вираже-
ну проліферацію несенсибілізованих 
до антигенів меланоми лімфоцитів у від-
повідь на клітини МВ16, не впливаючи, 
як і ФП-Н, на їхній апоптоз. Інтенсив-
ність цієї відповіді залежить від геноти-
пу мишей. За  даними цитотоксичного 
тесту, в якому визначається активність 
природних кілерів, ФП-С здатний пере-
носити in  vitro реактивність до  клітин 
МВ16 несенсибілізованим лімфоцитам 
мишей лінії СВА, що підкреслює відо-
мі ад’ювантні властивості ФП  [20]. 
Відсутність такого ефекту у  мишей 
С57BL/6 може свідчити, що в такій тест-
системі in vitro не вдається повноцінно 
відтворити генерацію пухлиноспеци-
фічних цитотоксичних Т-лімфоцитів, 
на які і діє ФП-С.

У  наступній серії експеримен-
тів була досліджена здатність зразків 
ФП до  переносу імунореактивності 
на антигени МВ16 несенсибілізованому 
реципієнту in  vivo. Для цього інтакт
ним мишам лінії С57BL/6 вводили 
досліджувані зразки ФП i  вивчали 
на  3-тю та 7-му добу формування клі-
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Рис. 2. Вплив in vitro зразків ФП на  відповідь лімфоцитів селезінки інтактних 
мишей СВА та С57BL/6 у змішаній культурі з клітинами МВ16
Контроль — змішана культура лімфоцитів і клітин МВ16;
* — розбіжності при порівнянні з показником у контролі тієї самої лінії мишей (р<0,05); 
# — розбіжності при порівнянні з показником зразка ФП-Н відповідної концентрації, дослі-
дженого в культурі лімфоцитів тієї самої лінії мишей (р<0,05)
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Рис. 3. Вплив in vitro зразків ФП на цитотоксичну активність лімфоцитів селе-
зінки мишей ліній СВА та С57BL/6 у змішаній культурі з клітинами МВ16
Контроль — змішана культура лімфоцитів і клітин МВ16;
* — розбіжності при порівнянні з показником у контролі тієї самої лінії мишей статистично 
вірогідні (р<0,05)
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тинно-опосередкованих імунних реак-
цій на антигени МВ16 (рис. 4).

Лімфоцити, отримані на 3-тю добу 
після введення мишам ФП-С, відпові-
дають більш вираженою проліферацією 
на клітини МВ16, ніж лімфоцити, одер-
жані після введення ФП-Н. Такий са-
мий ефект спостерігається і на 7-му добу 
після введення зразків ФП. При цьому 
попереднє введення тваринам досліджу-
ваних зразків ФП по-різному впливає 
на рівень апоптозу лімфоцитів у зміша-
ній культурі з клітинами МВ16 in vitro. 
Так, у  процесі культивування з  кліти-
нами МВ16 in vitro серед лімфоцитів, 
отриманих на 3-тю добу після введення 
ФП-С, суттєво зменшується їх частка 
в  стані апоптозу. Реактивність лімфо-
цитів, одержаних на  7-му добу після 
введення будь-якого із  досліджуваних 
зразків ФП, у  цій тест-системі не  змі-
нюється.

В умовах цього експерименту зраз-
ки ФП незалежно від специфічності 
значно підвищують цитотоксичність 
лімфоцитів проти клітин МВ16, але 
динаміка формування цієї реактив-
ності лімфоцитів в  організмі тва-
рин на  тлі введення ФП різна. Зо-
крема, на  7-му добу після введення 
ФП-С цитотоксична активність лімфо-
цитів перевищує таку після застосуван-
ня ФП-Н у ці строки.

О т ж е ,  з р а з к и  к с е н о г е н н о г о 
ФП здатні посилювати імунореак-
тивність лімфоцитів мишей лінії 
С57ВL/6 проти клітин МВ16 при їх од-
норазовому внутрішньоочеревинно-
му введенні, що підтверджує відо-
мі ад’ювантні властивості ФП  [20]. 
На нашу думку, більш виражені ефекти 
in  vivo ФП-С можуть свідчити саме 
про  перенос за  його допомогою іму-
нореактивності на  антигени МВ16, 
що є принципово важливим висно-
вком з огляду на його антиметастатич-
ні властивості.

Таким чином, підсумовуючи отри-
мані дані, можна стверджувати, що об-
раний нами підхід щодо можливості пе-
реносу пухлиноспецифічного імунітету 
за  допомогою ФП є  перспективним 
напрямом імунотерапії хворих зі  зло-
якісними новоутвореннями і, зокрема, 
з меланомою шкіри. ФП-С ксеноген-
ного походження здатний переносити 
реципієнту імунореактивність на анти-
гени меланоми, ініціювати таким чи-
ном розвиток протипухлинної імунної 
відповіді організму та запобігати роз-
витку метастазів або гальмувати його. 
Проте досягнути ефективності такої 
імунотерапії можливо лише за  умов 
її застосування в  комплексі з  осно-
вними методами протипухлинного 
лікування.
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Рис. 4. Вплив in vivo зразків ФП на відповідь лімфоцитів селезінки інтактних ми-
шей лінії С57BL/6 у змішаній культурі з клітинами МВ16
Контроль — інтактні миші, яким не вводили зразки ФП;
* — розбіжності при порівнянні з показником у контрольній групі на відповідну добу дослі-
дження статистично вірогідні (р<0,05);
# — розбіжності при порівнянні з показником у групі ФП-Н на відповідну добу дослідження 
статистично вірогідні (р<0,05)



Экспериментальные исследования, онкоиммунология, онкоморфология

 КЛИНИЧЕСКАЯ ОНКОЛОГИЯ, № 1 (21), 2016

86

Фактор переноса в иммунотерапии 
экспериментальной меланомы
Ф.В. Фильчаков, С.Н. Кукушкина, К.С. Шумилина, А.Д. Лён, 
Ю.А. Гриневич

Национальный институт рака, Киев

Резюме. В статье представлены экспериментальные данные 
применения фактора переноса (ФП) ксеногенного происхож-
дения, специфического к меланоме В16 (МВ16), для получения 
которого был использован способ внутрибрюшинной иммуни-
зации животных-доноров (крыс) ее клетками с последующим 
выделением из экстракта сенсибилизированных лимфоцитов 
селезенки меланомаспецифического ФП (ФП-С). На модели 
пассивного метастазирования МВ16 у мышей установлено, что 
ФП-С при однократном профилактическом введении (за 3 сут 
до внутривенной перевивки МВ16) воспроизводит протектив-
ный антиметастатический эффект, который проявляется в сни-
жении частоты метастазирования, уменьшении количества 
и объема легочных метастазов и высоким индексом угнетения 
метастазирования. Иммунотерапия мышей с ФП-С, начатая 
на 3-й день после внутривенного введения клеток МВ16, су-
щественно продлевала жизнь животных по сравнению с кон-
тролем. Однако на модели подкожного роста МВ16 у мышей 
не выявлено влияния ФП-С на рост опухоли и выживаемость 
животных, что указывает на целесообразность использования 
ФП в адъювантном режиме. При изучении иммунотропных 
свойств ФП в системе in vitro и  in vivo установлено, что ксе-
ногенный ФП-С способен переносить иммунореактивность 
к антигенам МВ16 иммунокомпетентным клеткам интактных 
мышей. Таким образом, перенос опухолеспецифического им-
мунитета с помощью ФП является перспективным направле-
нием иммунотерапии больных меланомой кожи. Применение 
ФП-С в комплексном лечении этой категории больных может 
стать одним из путей повышения его эффективности.

Ключевые слова: меланома В16, ксеногенный опухолеспе-
цифический фактор переноса, иммунотерапия, антиметаста-
тическое действие, иммунотропные эффекты.

Transfer factor in immunotherapy of experimental 
melanoma
F.V. Fil’chakov, S.M. Kukushkina, K.S. Shumilina, G.D. Lon, 
Yu.A. Grinevich

National Cancer Institute, Kyiv

Summary. The article presents experimental data of applica-
tion of xenogeneic transfer factor (TF) that is specific to antigens 
of melanoma B16 (MB16) for preparation which it has been used the 
method of intraperitoneal immunization of animals-donors (rats) 
by its cells followed by recovering of melanoma-specific TF (TF-S) 
from extract of sensitized splenic lymphocytes. On murine model 
of passive metastasis of MB16 it was established that prevention 
injection of TF-S (3 days prior to intravenous inoculation MB16) 
reproduces a  protective antimetastatic effect, which was shown 
in decrease of cases of development of metastases, of number and size 
of pulmonary metastases and in high index of metastasis inhibition. 
Immunotherapy by TF-S of mice that was started on the third day 
after the intravenous inoculation of MB16 cells significantly prolongs 
life of these animals compared with control. However on the murine 
model of subcutaneous growth of MB16 it has not been detected 
impact TF-S on tumour growth and survival of the animals that 
points to the need to use TF in adjuvant mode. At the studying 
of immune properties of TF in vitro and in vivo it was established 
that the xenogeneic TF-S is capable to transfer immune reactivity 
on antigens of MB16 to immune cells of intact animals. Thus, the 
transfer of tumour-specific immunity using FP is a perspective 
direction of immunotherapy of melanoma patients. Application 
of TF-S in treatment of these patients may be one of the ways to in-
crease its efficiency.

Key words: melanoma B16, xenogeneic tumourspecific transfer 
factor, immunotherapy, antimetastatic effect, immune effects.


