
Потреба у  розробці малоінвазивних методів 
ранньої діагностики залишається однією з най-
актуальніших у сучасній онкології. Незважаючи 
на наявність широкого кола діагностичних тест-
систем, які базуються на виявленні у сироватці 
крові пухлиноасоційованих антигенів (так зва-
них біомаркерів пухлинного росту), їх застосу-
вання, навіть у  комбінації з іншими методами 
діагностики, залишається малоінформативним 
та недостатнім для раннього виявлення онкозах-
ворювання [1, 2]. Останнім часом в науковій лі-
тературі все частіше з’являються дані щодо мож-
ливості створення діагностичних панелей на 
основі виявлення в сироватках крові онкохворих 
антитіл проти пухлиноасоційованих антигенів 
для проведення ранньої або диференційної діа-
гностики злоякісних новоутворень та моніто-
рингу ефективності терапії [1, 3, 4, 5]. Такі ауто-
антитіла можуть бути виявлені на ранніх стадіях 
пухлинного росту, а інколи – ще навіть до клініч-
ного прояву хвороби [2, 4, 6, 7]. Тому, на думку 
деяких вчених, їх можна розглядати як «репорте-
ри» канцерогенезу [1, 4]. Мішенями для розпіз-
навання аутоантитілами можуть бути як пухли-
ноасоційовані антигени, так і  білки-учасники 
канцерогенезу [4]. Найчастіше такі антитіла вза-
ємодіють із висококонсервативними функціо-
нальними доменами білків, тому здатні розпізна-
вати гомологічні молекули представників інших 
видів тварин. За даними літератури, ембріональ-
ні клітини курки експресують білки, гомологічні 
до пухлинних антигенів людини (білок ядерної 
пори Nup88 [8], MAGE-подібний білок [9]) та 
миші (ФНО-подібний білок) [10]. Тому метою 
нашої роботи було дослідити в сироватках крові 
мишей з різними модельними пухлинами наяв-
ність та рівень антитіл, що здатні зв’язуватись 
з ксеногенними ембріональними протеїнами кур

ки (ЕПК); виявити зв’язок між рівнем продукції 
таких антитіл та об’ємом пухлинного вузла.

Матеріали та методи

Були використані миші ліній C57Bl та Balb/c 
розведення віварію Інституту експериментальної 
патології, онкології і  радіобіології ім.  Р.  Є.  Ка
вецького НАН України. Всі дослідження прово-
дили згідно з Міжнародними правилами прове-
дення робіт з експериментальними тваринами. 

Для індукції пухлин тваринам лінії C57Bl 
внутрішньом’язово (в/м) вводили суспензію пух
линних клітин карциноми легені Льюїс (КЛЛ) 
або меланоми В-16 з розрахунку 4×105 або 5×105 
клітин/мишу відповідно; мишам лінії Balb/c 
в/м – суспензію клітин саркоми 37 (S37) або раку 
Ерліха (РЕ) з розрахунку 5×105 клітин/мишу.

Сироватки крові (СК) тварин з пухлинами 
отримували на 7-му, 14-ту, 21-шу та 28-му доби 
пухлинного росту; за необхідності СК заморо-
жували і  зберігали при –20 0С. Рівень антитіл 
(Ат) визначали методом імуноферментного ана-
лізу (ІФА), який проводили як описано в  [11]; 
СК використовували в розведенні 1:20. В СК ми-
шей з пухлинами визначали рівень Ат, що реагу-
ють з «власними» антигенами (Аг) відповідних 
пухлинних штамів, а  також перехресно реагу-
ють з ембріональними протеїнами курки (ЕПК). 
ЕПК з клітин семиденних ембріонів та пухлин- 
ні антигени (ПА) отримували шляхом ЕДТА-
екстракції [12]. Антигени вносили у 96-луночні 
планшети в концентрації 0,3 мг/мл. Для детекції 
сироваткових Ат в  ІФА використовували вто
ринні поліклональні антитіла проти імуногло
булінів миші, мічені пероксидазою (SIGMA). 
Результати реакції реєстрували на автоматич
ному рідері MicroELISA (Stat Fax 2100, США). 
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При аналізі результатів визначали коефіцієнт К: 
К = До/Дк, де До – оптична густина в лунках із 
СК мишей-пухлиноносіїв (дослід), Дк – оптична 
густина в  лунках із СК інтактних тварин. Зна
чення К>2 вважали ознакою наявності специ-
фічних антитіл.

Коефіцієнт кореляції Пірсона (r) визначали з 
урахуванням поправки на величину вибірки [13].

Результати та їх обговорення

У табл. 1 представлено частоту виявлення 
в СК Ат проти відповідних ПА та ЕПК у тварин 
із різними модельними пухлинами. Як видно з 
цієї таблиці, кількість тварин, у  СК яких були 
наявні антитіла проти «власних» ПА та проти 
ЕПК, приблизно однакова і не залежала від кон-
кретної модельної пухлини. Виняток становили 
миші із S37, оскільки частота виявлення Ат про-
ти ЕПК була дещо меншою (р<0,1) порівняно із 
такою проти «власних» ПА. Слід відмітити, що 
здатність СК мишей з пухлиною (незалежно від 
штаму) перехресно розпізнавати ЕПК не зале-
жала від того, чи реагує СК з «власними» ПА.

Таблиця 1. Частота виявлення в СК мишей  
з різними модельними пухлинами Ат  

проти ПА та ЕПК

Штам 
пухлини

Частота виявлення Ат проти:

«власних» ПА, % (n) ЕПК, % (n)

S37 91,67±5,64 (22 з 24) 70,83±9,28 (17 з 24)*
РЕ 81,82±8,42 (18 з 22) 77,27±9,17 (17 з 22)

В-16 75,00±15,31 (6 з 8) 87,50±11,69 (7 з 8)

КЛЛ 83,33±7,61 (20 з 24) 79,17±8,29 (19 з 24)

* р<0,1 порівняно із кількістю тварин, СК яких реагу-
ють з «власними» ПА.

Зазначимо, що Ат як проти ПА, так і проти 
ЕПК реєстрували на ранніх етапах пухлинного 
росту – на 7-му добу (рис. 1). Зокрема, Ат проти 
ПА в СК тварин з РЕ в цей термін спостережен-
ня були виявлені у 100 % випадків (з поправкою 
Ван-дер-Вердена 87,5±11,02 %), а  перехресно-
реактивні Ат проти ЕПК – у 50,0±20,41 %; часто-
та виявлення в СК мишей з КЛЛ або В-16 Ат, які 
розпізнавали власні ПА та ЕПК, була однако- 
вою і  становила 66,67±19,25 та 66,67±27,22 % 
відповідно. У  тварин із S37 на ранніх етапах 
пухлинного росту Ат проти ПА були виявлені 
у  66,67±20,41 % випадків, а  проти ЕПК  – у 
50,0±20,41 %. Слід зазначити, що надалі кіль-
кість тварин, у СК яких виявляли Ат проти ПА 
чи ЕПК, суттєво не відрізнялась та не залежала 
ні від модельної пухлини, ні від терміну спосте-
реження.

Протягом пухлинного процесу рівень Ат про
ти ПА у мишей з пухлинами (за винятком РЕ) 
практично не відрізнявся та суттєво не зміню-
вався не залежно від виду модельної пухлини 
(рис. 2А). У мишей з РЕ було виявлено найниж-
чий рівень Ат проти ПА (на 14-ту добу р<0,05 
порівняно з тваринами, яким була перещеплена 
КЛЛ або S37, на 21-шу добу – р<0,05 порівняно 
з мишами, яким була перещеплена КЛЛ або 
В-16). 

Рівні Ат проти ЕПК піддавались більш вира-
женим змінам (Рис. 2Б). Так, на 7-у добу пухлин-
ного росту найвищий рівень Ат був виявлений 
у  мишей з S37 (р<0,05 порівняно з тваринами, 
яким була перещеплена В-16 або РЕ). Проте до 
28-ї доби спостереження рівень Ат у СК мишей 
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Рис. 1. Динаміка появи в СК мишей з різними модельни-
ми пухлинами Ат проти ПА (А) та ЕПК (Б)
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Рис. 2. Динаміка зміни рівня Ат проти ПА (А) та ЕПК (Б) 
в СК мишей з різними модельними пухлинами
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з S37 поступово і  достовірно (порівняно з 7-ю 
добою) знижувався. У мишей з РЕ, навпаки, на 
7-у добу пухлинного росту рівень Ат проти ЕПК 
був найнижчим (р<0,05 порівняно з мишами, 
яким була перещеплена S37), але достовірно 
зростав до 28-ї доби пухлинного росту. У мишей 
з КЛЛ або В-16 рівні Ат проти ЕПК суттєво не 
змінювались протягом часу спостереження.

Для виявлення залежності між розміром пух-
линного вузла та рівнем продукції антитіл проти 
ПА і ЕПК розраховували коефіцієнти кореляції 
(табл. 2). У мишей з РЕ ріст пухлинного вузла 
супроводжувався збільшенням рівня продукції 
антитіл як проти ПА (r=0,75; р<0,05), так і проти 
ЕПК (r=0,67; р<0,05). У  мишей з меланомою 
В-16 коефіцієнт кореляції в обох випадках не до-
сягнув достовірних значень. У тварин з КЛЛ ко-
реляційного зв’язку між об’ємом пухлини та рів-
нем продукції Ат проти ПА не спостерігали, 
проте виявили виражений кореляційний зв’язок 
(r=0,42; р<0,07) між розмірами пухлинного вуз-
ла та рівнем продукції антитіл проти ЕПК. 
Цікаво відмітити, що у тварин з S37 кореляцій-
ного зв’язку між об’ємом пухлини та рівнем 
продукції антитіл проти ПА саркоми виявлено 
не було, натомість спостерігали виражений не-
гативний зв’язок (r  =  –48, р<0,07) між ростом 
пухлини та продукцією антитіл проти ЕПК.

Таблиця 2. Коефіцієнт кореляції (r)  
між об’ємом пухлинного вузла та рівнем продукції 

антитіл проти ПА або ЕПК у тварин з різними  
модельними пухлинами

Штам  
пухлини

Об’єм пухлини та рівень продукції Ат 
проти:

«власних» ПА ЕПК

S37 0,04 -0,48**
РЕ 0,75* 0,67*

В-16 0,64 0,47
КЛЛ 0,26 0,42**

* – р<0,05;
** – р<0,07.

Таким чином, отримані нами результати 
узгоджуються з літературними даними, згідно з 
якими у СК тварин з пухлинами виявляють ан-
титіла, що здатні вступати у реакції перехрес-
ного реагування з ембріональними антигенами 
[14]. Цікавим є той факт, що в  нашому дослі-
джені були використані ксеногенні для мишей-
пухлиноносіїв ембріональні білки курки, але, 
не зважаючи на значну філогенетичну віддале-
ність, СК мишей-пухлиноносіїв все одно були 
здатні перехресно реагувати з ембріональними 
білками. 

Згідно з нашими дослідженнями, збільшення 
рівня антитіл з одночасним зростанням об’єму 
пухлини спостерігали лише для мишей з РЕ (ан-
титіла проти ПА та ЕПК) і КЛЛ (антитіла проти 
ЕПК), тобто при карциномах. Для меланоми 
В-16 рівень продукції антитіл не залежав від 
пухлинного навантаження. У випадку S37 спо-
стерігали негативну кореляцію між продукцією 
антитіл та збільшенням об’єму пухлини. Подібну 
ситуацію описують і для хворих із злоякісними 
пухлинами різних локалізацій, коли збільшення 
пухлинного об’єму не завжди супроводжується 
збільшенням частоти чи рівня виявлення Ат про-
ти пухлиноасоційованих антигенів, наприклад 
антитіла проти р53, NY-ESO-1, сурвівіну, тиро-
зинази, Muc16, PLAP частіше виявляють на 
більш пізніх стадіях пухлинного росту [3, 15], 
тоді як максимальну частоту виявлення та біль-
ші титри антитіл проти Her2/neu і  MUC1 реє-
струють на ранніх стадіях [3, 5, 16].

Наявність перехресно реактивних Ат проти 
ЕПК у тварин з пухлиною реєстрували на ранніх 
етапах пухлинного росту – починаючи з 7 доби. 
Про виявлення у онкологічних хворих аутоанти-
тіл проти пухлиноасоційованих антигенів на 
ранніх стадіях пухлинного росту (інколи навіть 
до клінічного прояву хвороби) повідомляють 
при раку легені, молочної залози, гепатоцелю-
лярній карциномі [2, 4, 6, 7, 16].

Частота виявлення в СК мишей з пухлиною 
Ат проти ЕПК практично не залежала від виду 
модельної пухлини: в  експерименті були вико-
ристані 2 карциноми (КЛЛ, РЕ), 1 саркома (S37) 
та 1 меланома (В-16). Перехресно реактивні ан-
титіла були виявлені у 87,5–70,83 % тварин, що 
було практично на рівні реагування проти ПА 
«власної» пухлини (за винятком S37, коли часто-
та виявлення Ат проти ЕПК була дещо менша 
(р<0,1), ніж така проти антигенів S37). За літера-
турними даними, серед хворих з пухлинами різ-
них локалізацій частота виявлення в СК Ат кла-
су G проти пухлинних антигенів р53, MUC1, 
Her2/neu, c-myc та NY-ESO-1 не перевищує 80,0, 
62,9, 55,0, 37,6 та 22,0 % відповідно [3, 15]. 
Враховуючи отримані нами результати та дані 
літератури щодо експресії ембріональними клі-
тинами курки білків, які гомологічні до пухлин-
них антигенів людини (білок ядерної пори Nup88 
[8], MAGE-подібний білок [9]), доцільно дослі-
дити наявність перехреснореактивних з ЕПК ан-
титіл у  сироватці крові хворих зі злоякісними 
пухлинами, особливо з тими, для яких характер-
на висока частота експресії онкофетальних ан-
тигенів (зокрема, рак шлунка, кишківника, під-
шлункової залози, печінки тощо). У  випадку, 
коли частота виявлення антитіл проти ЕПК у он-
кохворих виявиться достатньо високою, необ-
хідна подальша робота у зазначеному напрямку 
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з метою створення діагностичної тест-системи 
на основі ЕПК для виявлення та моніторингу пе-
ребігу пухлинного процесу. Тому, на нашу дум-
ку, перспективною виглядає експериментальна 
перевірка можливості використання ЕПК для 
конструювання діагностичних тест-систем.

Висновки

1. Частота виявлення в сироватках крові ми-
шей з модельними пухлинами антитіл, які пе
рехресно реагують з ксеногенними ембріональ
ними протеїнами курки, не залежала від штаму 
пухлини та терміну пухлинного росту. 

2. Рівень перехресно реактивних антитіл про-
ти ембріональних протеїнів курки протягом пух-
линного росту залежав від штаму модельної 
пухлини: зменшувався у мишей з саркомою 37, 
збільшувався у випадку раку Ерліха. У мишей з 
карциномою Льюїс та меланомою В-16 – досто-
вірно не змінювався.

3. Показана наявність кореляційного зв’язку 
між ростом пухлинного вузла та рівнем пере-
хресно реактивних антитіл проти ембріональних 
протеїнів курки: у мишей з раком Ерліха та кар-
циномою легені Льюїс – позитивного, у мишей 
з саркомою 37 – негативного; у тварин з мелано-
мою В-16 такий зв’язок не виявлено. 
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EXPERIMENTAL APPROACHES TO ELABORATION  
ON THE DIAGNOSTIC TEST BASED  

ON EMBRYO PROTEINS

It was shown that there are antibodies reacting with chicken embryo proteins in serum of mice bearing 
different experimental tumors. Frequency of cross reacting antibodies appearance did not depend on the 
tumor strain. Such antibodies can be detected in serum of mice on the early cancer stage; changes in 
antibodies rate during cancer progression and correlation between tumor volume and antibodies rate 
depend on the tumor strain.

Keywords: tumor, test based, proteins, antibodies.




