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ЕФЕКТИ ЗАСТОСУВАННЯ ПРОТИПУХЛИННОЇ 
ГЛІКОПЕПТИДНОЇ ВАКЦИНИ НА МОДЕЛІ МЕЛАНОМИ В-16 

Визначено протипухлинну і антиметастатичну дію глікопептидної вакцини, Ті активуючий 
вплив на клітинні і гуморальні ланки адаптивного імунітету; оцінено співвідношення процесів 
проліферації та апоптозу лімфоцитів у регіонарних і коитрлатеральних щодо пухлини пери
феричних лімфовузлах. Проаналізовано зв 'язок імунологічних ефектів вакцини з протипухлинною 
й антиметастатичною активністю. 

Одним з напрямів біотерапії пухлин є засто
сування протипухлинних вакцин (ПВ) з метою 
індукції протипухлинних реакцій [1; 2; 3]. Знач
ну увагу привертають ПВ, виготовлені на основі 
цілих пухлинних клітин (ПК) або їх лізатів. До 
таких вакцин належить і розроблена в ШПОР 
HAH України глікопептидна вакцина (ГВ), виго
товлена на основі клітин аутологічної пухлини 
шляхом контрольованого ферментативного гідро
лізу, яка містить антигенні детермінанти (гліко-
пептиди з молекулярною масою 50 KD) пухлин
них КЛІТИН [4]. В експериментальних досліджен
нях на модельних пухлинах різного гістогенезу 
було продемонстровано затримку розвитку пух
лин та збільшення тривалості життя мишей, які 
отримували ГВ [5]. У дослідженнях на моделі 
низькоімуногенної карциноми легені Льюїс було 
показано, що застосування ГВ супроводжуєть
ся гальмуванням росту пухлин, яке становило 
16,8 %, та інгібіцією метастазування (на рівні 
тенденції). Активація гуморальних і клітинних 
ланок адаптивного протипухлинного імунітету 

у вакцинованих мишей на ранніх етапах пухлин
ного процесу мала транзиторний характер [6]. 
Отримано перші позитивні результати клінічного 
використання ГВ у комплексному лікуванні хво
рих з пухлинами головного мозку [7]. Накопи
чені дані вказують на доцільність подальшого 
дослідження протипухлинної ефективності ГВ, 
з'ясування її імунологічної дії, залежності ефекту 
вакцинації від вихідної імуногенності пухлинних 
клітин тощо. 

Відомо, що механізми формування специфіч
ної імунної відповіді запускаються в периферич
них лімфовузлах. Є принаймні два можливих 
наслідки активації лімфоцитів: проліферація і за
програмована загибель за механізмом апоптозу. 
Вважається, що співвідношення в умовах акти
вації цих форм відповіді слугує важливим показ
ником реакції імунної системи на антиген, ос
кільки визначає її результативність в аспекті роз
витку імунної відповіді або формування імуно
логічної толерантності [8; 9; 10]. 

Вищевикладене обґрунтувало мету нашої 
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роботи - дослідження протипухлинної, антиме-
тастатичної дії ГВ, ЇЇ впливу на характеристики 
різних ланок імунної системи (включаючи рівні 
апоптозу і проліферації лімфоцитів у реґіонарних 
і контрлатеральних щодо пухлини периферичних 
лімфовузлах) на моделі високоантигенної пух
лини - меланоми мишей В-16, тим більше, що, 
метастазування меланоми відбувається, як відо
мо, переважно лімфогенним шляхом [11]. 

Матеріали та методи 

Досліди проводили на статевозрілих мишах-
самках лінії С57В1 віком 2,5 міс, розведення віва
рію ШПОР HAH України на метастазуючій мо
делі пухлинного росту - меланомі В-16, яка 
підтримується пасажами на мишах С57В1 [12]. 
Пухлини індукували введенням клітин мелано
ми внутрішньом'язово в дозі 3-Ю5 клітин/мишу. 
Застосовували вакцину, виготовлену на основі 
глікопептидів клітин меланоми В-16 співробітни
ками відділу ензимології пухлин ІЕПОР HAH 
України. Вакцину готували з клітин меланоми 
В-16 шляхом ферментативного гідролізу з на
ступним хроматографічним фракціонуванням 
[13]. Отриманий препарат являв собою стериль
ну суспензію глікопептидів у етанолі. Вакцину 
зберігали при температурі 4-6 °С. Вакцинуван
ня тварин проводили до прищеплення пухлинних 
клітин, вводячи вакцину підшкірно триразово, 
з інтервалами в 7 діб, по 0,1 мл на мишу при всіх 
ін'єкціях. Мишам групи «контроль прищеплен
ня» за такою ж схемою підшкірно вводили фізіо
логічний розчин, дотримуючись схем і доз уве
дення вакцини, запропонованих співробітника
ми відділу ензимології пухлин і описаних ними 
в наукових публікаціях [4; 14]. На 28 добу після 
останньої вакцинації вакциновним і невакцино-
ваним мишам було прищеплено клітини меланоми 
В-16. 

Контролем слугували невакциновані миші, 
яким було перещеплено меланому В-16 («конт
роль прищеплення»), а також інтактні тварини. 
Перебіг росту модельної пухлини характеризу
вали за стандартними показниками: частотою 
виникнення пухлин, розмірами пухлинного вузла 
(об'єм у мм3); частотою метастазування (відсо
ток мишей, які мали метастази в легенях, у кож
ній групі), інтенсивністю метастазування (середня 
кількість метастазів на одну тварину), швидкістю 
росту метастазів (за об'ємом їх у мм 3). Ефект 
використаної ГВ оцінювали за індексом інгібіції 
метастазування (ІІМ) [15]. 

Імунологічне обстеження тварин, яке прово
дили на 7-му і 28 добу після прищеплення пух
лини, включало визначення специфічної цитоток

сичної активності (ЦТЛ), антитілозалежної клі
тинної цитотоксичності (АЗКЦ) лімфоцитів селе
зінки, специфічної цитотоксичності сироватки 
крові (СЦтСК) у тестах in vitro радіометричним 
методом. Дослідження проводили за загально
прийнятими методиками, докладно описаними 
раніше [16]. Проліферативну активність нести-
мульованих лімфоцитів у периферичних лімфо
вузлах визначали радіометричним методом за 
включенням in vitro 3Н-тимідину («Амершам», 
Англія) [16]. Апоптоз лімфоцитів у периферич
них лімфовузлах (регіонарних і контрлатераль-
них по відношенню до пухлини) визначали за 
допомогою методики диференціального зв'язу
вання з ДНК флуоресцентних барвників - акри-
диновим оранжевим («Sigma», США) і етидиу-
мом бромідом («Fluka», Швеція). Дані кількісно
го обліку представляли у вигляді індексу апоп-
тозу (ІА), який обчислювали на основі аналізу 
200 клітин у кожному препараті [17]. 

Для порівняння тварин дослідної і контроль
них груп (інтактний контроль і контроль прищеп
лення) обчислювали індекси модуляції досліджу
ваних показників (IM) [18]. 

Математичну обробку результатів проводили 
з використанням t-критерію Ст'юдента та ко
ефіцієнтів кореляції (г) [19]. 

Результати дослідження 

Застосування ГВ не впливало на частоту при
щеплення меланоми В-16 (пухлини виникали у 
73,7 ±10,1 % (14/25) вакцинованих тварин та у 
75,0 ± 9,7 % (15/25) контролю прищеплення). 
Латентний період виникнення пухлин у невакци-
нованих і вакцинованих мишей також практич
но не відрізнявся (пухлини з'явились на 9-
12 добу від прищеплення клітин). Разом з тим, 
у імунізованих тварин спостерігали виразне 
гальмування пухлинного росту: об'єм первинних 
пухлин на 14 та 21 добу був суттєво (р < 0,05) 
нижчий, ніж у контролі прищеплення (рис. 1). 

Вакцинація не впливала на частоту тварин з 
метастазами (метастази виникали у 73,7 ± 10,1 % 
(14/19) вакцинованих мишей і у 75,0 ± 9,7 % 
(15/20) -у контролі прищеплення), проте змен
шувала кількість метастазів та гальмувала їх ріст. 
Індекс інгібіції метастазування (ІІМ) становив 
40,7 %. Тобто протипухлинна ефективність ГВ 
полягає у гальмуванні росту пухлин, зменшенні 
кількості та гальмуванні росту метастазів. 

Результати дослідження специфічної лан
ки імунної системи невакцинованих (контроль 



Караман О. Μ., Ковбасюк С. Α., Воейкова I. M.,... Ефекти застосування протипухлинної глікопсптидної вакцини... 25 

Рис. 1. Зміна розміру пухлинного вузла у вакцинованих і нсвакцинованих (контроль прищеплення) 
мишей С57ВІ у динаміці (* - ρ > 0,05). 

прищеплення) та вакцинованих (дослідна група) 
мишей С57В1 показали, що у мишей дослідної 
групи на 7 добу після прищеплення пухлин дос
товірно вищою (р < 0,05 порівняно з контролем 
прищеплення) була активність АЗКЦ; на 28 добу 
у мишей, які отримували ГВ, суттєво зросла 
активність СЦтСК (р < 0,05 порівняно з 7 до
бою). Індекси цитотоксичності (Щ) ЦТЛ і АЗКЦ 
у порівнянні з попереднім терміном не зміни
лись, але були достовірно вищими за такі у кон
тролі прищеплення (р < 0,05) (рис. 2). 

У контролі прищеплення на 28 добу пухлин
ного росту Щ ЦТЛ і Щ АЗКЦ дещо знизились, 

строки спостереження, діб 

Рис 2. Модуляція імунологічних показників вакцинованих 
мишей порівняно з контролем прищеплення меланоми 

В-16 (Б) (* - ρ < 0,05). 

ІЦ CK достовірно зросла (р < 0,05 порівняно 
з 7 добою) (див. табл. 1). 

Таким чином, застосування ГВ до прищеп
лення меланоми В-16 забезпечувало вищу по
рівняно з контролем прищеплення активність і на 
пізніх термінах пухлинного процесу як ЦТЛ, так 
і АЗКЦ, що узгоджується з визначеним нами 
гальмуванням пухлинного росту та інгібіцією 
метастазування у вакцинованих мишей. Актива
ція на 28 добу СЦтСК у мишей обох груп, імо
вірно, пов'язана з високою імуногенністю мела
номи. 

Для вивчення ймовірних механізмів форму
вання імунної відповіді у застосуванні ГВ у ми
шей з меланомою В-16 оцінювали рівень апоп-
тозу та проліферації лімфоцитів у периферичних 
лімфовузлах. 

Таблиця 1. Імунологічні показники мишей С5?В1 до 
прищеплення пухлинних клітин та в динаміці росту 
меланоми В-16 

Імунологічний показник* 

(ІЦ, %) 

7 доба після 
прищеплення 

ПхК 

28 доба після 
прищеплення 

ПхК 

ЦТЛ 

АЗКЦ 

СЦтСК 

ЦТЛ 

АЗКЦ 

СЦтСК 

Група тварин: 

контроль 
прищеплення 

14,2 ±3,3 

24,2 ± 1,3 

29,6 ±1,6 

7,0 ±2,2 

18,0 ±3,0 

38,3 ±2,42 

вакци
новані 

18,3 ± 1,7 

33,0 ±2,6' 

29,7 ± 2,4 

16,0 ±2,0' 

28,3 ±3,5' 

41,7 ±1,б 2 

1 - ρ < 0,05 при порівнянні з контролем прищеплення; 
2 - ρ < 0,05 при порівнянні показників 7 та 28 доби після 

прищеплення пухлинних клітин у межах групи. 
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час після прищеплення ПхК, діб 

час після прищеплення ПхК, діб 

Рис. 3. Модуляція індексу апоптозу та проліферативної активності лімфоцитів у регінонарних та контрлатеральних 
щодо пухлини лімфовузлах у вакцинованих (А) та нсвакцинованих (Б) мишей з меланомою В-16 

порівняно з показниками інтактних тварин (* - ρ < 0,05). 

Як видно з рис. З А, застосування ГВ до при
щеплення ПхК призводило до суттєвого підви
щення проліферативної активності (р < 0,05 по
рівняно з показниками інтактних тварин) лімфо
цитів периферичних (регіонарних і контрлатераль
них) лімфовузлів. AI практично не змінювався. 
На 7 добу після прищеплення меланоми В-16 
у периферичних лімфовузлах вакцинованих тва
рин AI зріс (як у регіонарних, так і в контрлате
ральних щодо пухлини лімфовузлах, ρ < 0,05) 
з одночасним зниженням проліферативної актив
ності лімфоцитів, у контрлатеральних лімфовуз
лах суттєво (р < 0,05). На 28 добу пухлинного 
росту у вакцинованих мишей AI суттєво знизився 
(р < 0,05 порівняно з 7 добою пухлинного про
цесу) з одночасним підвищенням проліфератив
ної активності лімфоцитів (р < 0,05 порівняно 
з 7 добою пухлинного процесу). Тобто процеси 
проліферації в периферичних лімфовузлах пере
важають над процесами апоптозу. У невакцино-
ваних мишей (рис. З Б) у ранні терміни пухлин
ного росту спостерігалися дещо інші зміни по
казників у регіонарних і контрлатеральних 
лімфовузлах: суттєве збільшення ΑΙ (ρ < 0,05) та 
достовірне зменшення проліферативної актив

ності (р < 0,05) в обох групах лімфовузлів. На 
28 добу спостереження AI лімфоцитів знизився 
лише в регіонарних щодо пухлини лімфовузлах 
(р < 0,05), проте залишався достовірно вищим 
за такий у інтактних тварин. Проліферативна ак
тивність лімфоцитів контрлатеральних і регіонар
них лімфовузлів у цей термін спостереження 
суттєво (р < 0,05 порівняно з 7 добою) зросла 
і була вищою за таку у інтактних. Слід також 
відзначити, що у вакцинованих мишей на 28 добу 
пухлинного процесу вищеописані зміни спосте
рігалися на системному рівні, тоді як у невак-
цинованих - мали лише місцевий характер. 

Порівнюючи індекси модуляції AI та проліфе
ративної активності лімфоцитів мишей дослідної 
групи відносно контролю прищеплення (рис. 4) 
на 7 добу у мишей, які отримували вакцину, 
спостерігали достовірне зниження (р < 0,05) 
проліферативної активності лімфоцитів у контр
латеральних лімфовузлах з одночасним суттєвим 
підвищенням (р < 0,05) такої у регіонарних. 
Однак на 28 добу у вакцинованих мишей було 
зафіксовано достовірні збільшення проліфера
тивної активності лімфоцитів у контрлатеральних 
лімфовузлах з одночасним зменшенням такої 
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час після прищеплення ПхК, діб 

Рис. 4. Модуляція індексу апоптозу та проліферативної активності лімфоцитів в регінонарних та контрлатеральних 
щодо пухлини лімфовузлах у вакцинованих мишей порівняно з контролем прищеплення меланоми В-16 (* - ρ < 0,05). 

активності в регіонарних; суттєве зменшення 
апоптичного індексу спостерігали як у регіонар-
них, так і в контрлатеральних щодо пухлини 
лімфовузлах (рис. 4). Співвідношення показ
ників проліферації та апоптозу у вакцинованих 
мишей становило в контрлатеральних лімфовуз
лах- 133 проти 94,5 у невакцинованих, в реґіо-
нарних - 124,9 проти 136,5 відповідно, тобто 
процес проліферації переважає над апоптозом 
лімфоцитів у контрлатеральних лімфовузлах вак
цинованих мишей, що свідчить про формування 
ефективнішої імунної відповіді на системному 
рівні. 

Під час проведення кореляційного аналізу 
отриманих результатів досліджень (табл. 2) було 
виявлено наявність сильних статистично значу
щих кореляційних зв'язків між такими показни
ками: на 7 добу пухлинного росту - позитивний -
ЦТЛ і проліферацією лімфоцитів в репонарних 
щодо пухлини лімфатичних вузлах, АЗКЦ і про
ліферацією в периферичних лімфовузлах; на 28 
добу - від'ємний - СЦтСК і проліферацією в пе
риферичних лімфовузлах СЦтСК та апоптозом 
лімфоцитів у регіонарних; позитивний - СЦтСК 

та апоптозом лімфоцитів у контрлатеральних 
лімфовузлах у динаміці. 

Визначення кореляційних зв'язків між рівнем 
апоптозу або проліферації лімфоцитів у перифе
ричних лімфовузлах та кількістю і об'ємом ме
тастазів показало наявність вираженої від'ємної 
кореляції між кількістю і об'ємом метастазів 
і апоптозом лімфоцитів у контрлатеральних лім
фовузлах; помірної прямої кореляції між кіль
кістю і об'ємом метастазів і процесами апоптозу 
та проліферації в реґіонарних лімфовузлах (табл. 
3; 4) у ранні (7 доба) строки після перещеплення. 
А збільшення проліферативної активності в кон
трлатеральних лімфатичних вузлах на 28 добу 
спостереження обумовлює (корелює) зменшен
ня кількості та об'єму метастазів у тварин, хоча 
такий зв'язок не є статистично значущим. Коре
ляційні зв'язки між кількістю та об'ємом мета
стазів і імунологічними показниками, що харак
теризують специфічну ланку протипухлинного 
імунітету (ЦТЛ, АЗКЦ і СЦтСК), коливаються від 
негативних помірних до негативних виражених 
(табл. 3; 4). 

Високий рівень проліферації лімфоцитів як 
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Таблиця 2. Кореляція між імунологічними показниками та процесами аноптозу і проліферації в лімфовузлах 
вакцинованих мишей С57ВІ у динаміці росту меланоми В-16 

ап
оп

то
з 

п
ро

лі
ф

е
ра

ц
ія

 

ЦТЛ 

АЗКЦ 

СЦтСК 

проліферація 

ЦТЛ 

АЗКЦ 

СЦтСК 

регіонарні 

-0,013 

-0,721 

-0,447 

-0,323 

0,951* 

0,889 

-0,702 

7 доба 

контрлатеральні 

-0,711 

0,000 

0,955* 

0,102 

0,626 

0,995* 

-0,199 

регіонарні 

0,478 

0,585 

-0,842 

0,714 

-0,273 

-0,150 

-0,979* 

28 доба 

к о н т р л а т е р а л ь н і 

0,301 

0,179 

0,972* 

-0,662 

0,515 

0,619 

-0,818* 

* - статистично значущий показник. 

Таблиця 3. Кореляція між кількістю метастазів та 
імунологічними показниками, процесами аноптозу 
і проліферації в лімфовузлах вакцинованих мишей 
С В1 у динаміці пухлинного росту 

Показник 

ЦТЛ 

АЗКЦ 

СЦтСК 

Апоптоз' 

Проліферація 1 

Термін спостереження, діб: 

7 

0,305 

-0,999* 

0,441 
-0,952* 

0,707 
0,206 

28 

-0,281 

-0,471 

-0,557 
-0,212 

0,184 
-0,592 

' - у чисельнику - показники в регіонарних, у знаменнику -
в контрлатеральних щодо пухлини лімфовузлах; 

* - статистично значущий показник. 

регіонарних, так і особливо контрлатеральних 
щодо первинної пухлини лімфовузлів, який збе
рігається у вакцинованих тварин на 28 добу спо
стереження, забезпечує відносно високий рівень 
функціонування протипухлинних імунних реак
цій (і ЦТЛ, і АЗКЦ), обумовлюючи більш низькі 
темпи росту перещеплених пухлин (табл. 5). 

Таким чином, враховуючи все вищевикла-
дене, можна зробити такі висновки: 

1. На моделі меланоми В-16 показано, що 
застосування аутологічної глікопептидної вакци
ни до прищеплення пухлинних клітин супровод
жується протипухлинним і антиметастатичним 
ефектами: ІІМ дорівнює 40,8 %. 

2. Попереднє введення мишам ГВ індукує до 
прищеплення пухлини суттєве посилення про
ліферації лімфоцитів лімфовузлів порівняно 
з інтактним контролем і не змінює рівень AI. 

3. Імунологічними ефектами дослідженої вак
цини у мишей з меланомою В-16 є суттєве підви
щення рівня АЗКЦ на 7 добу пухлинного росту 

Таблиця 4. Кореляція між об'ємом метастазів та іму
нологічними показниками, процесами аноптозу і про
ліферації в лімфовузлах вакцинованих мишей С.,ВІ 
у динаміці пухлинного росту 

Показник 

ЦТЛ 

АЗКЦ 

СЦтСК 

Апоптоз 1 

Проліферація 1 

Термін спостереження, діб: 

7 

0,781 

0,105 

-0 ,981* 

0,614 
-0,994* 

0,549 
0,003 

28 

-0,277 

-0,164 

-0,515 

-0,377 
-0,406 

0,380 
-0,416 

1 - у чисельнику - показники в регіонарних, у знаменнику -
в контрлатеральних щодо пухлини лімфовузлах; 

* - статистично значущий показник. 

Таблиця 5. Кореляція між розміром пухлини та іму
нологічними показниками, процесами апоптозу і про
ліферації в лімфовузлах вакцинованих мишей С ВІ 
у динаміці пухлинного росту 

Показник 

ЦТЛ 

АЗКЦ 

СЦтСК 

Апоптоз' 

Проліферація 1 

Термін спостереження, діб: 

7 

0,654 

0,998* 

-0,234 

-0,765 
-0,067 

0,857 
0,999* 

28 

-0,748 

-0,826 

0,609 

-0,940* 
0,407 

-0,433 
-0,954* 

- у чисельнику - показники в регіонарних, у знаменнику -
в контрлатеральних щодо пухлини лімфовузлах; 

* - статистично значущий показник. 

та рівня СЦтСК на 28 добу, а також запобігання 
зниженню специфічної (ЦТЛ) і антитілозалежної 
клітинної цитотоксичності (АЗКЦ) у динаміці 
процесу (на 28 добу порівняно з 7). 
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4. Застосування ГВ зумовлює формування у 
вакцинованих мишей з меланомою В-16 ефек
тивнішої імунної відповіді на системному рівні. 

5. Отримані імунологічні ефекти досліджува
ної вакцини добре узгоджуються з її протипух
линною і антиметастатичною дією, що безпосе
редньо підтверджує проведений кореляційний 
аналіз. 

6. Відповідно, такий аналіз вказує на на
явність статистично значущих кореляційних 
зв'язків між рівнем апоптозу або проліфератив-
ної активності лімфоцитів у периферичних лімфа
тичних вузлах та досліджених імунологічних 
параметрів, водночас характер і вираженість та
ких зв'язків змінюються в динаміці пухлинного 
росту. 
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EFFECTS OF A N T I T U M O R GLYCOPEPTIDE VACCINE S T U D I E D 

O N M E L A N O M A B-16 M O D E L 

The antitumor and antimetastatic action of glycopeptide vaccine was determined, as well as its 

activation influence on cellular and humoral components of adaptive immunity. The ratio of proliferation 

and apoptosis rates of lymphocytes in the regional and perypheral lymph nodes contrlateral was studied. 

The relation between immunological effects of vaccine and its antitumor and antimetastatic activity 

was analyzed. 
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