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(57) Спосіб отримання фактора переносу, специ-
фічного до клітин ксеногенної пухлини, що вклю-
чає використання низькомолекулярного екстракту
лімфоцитів селезінки (спленоцитів) тварин, який
відрізняється тим, що імунізацію щурів проводять
внутрішньоочеревинним введенням живих ксено-
генних пухлинних клітин мишачої карциноми леге-
ні Льюїс, а препарат фактора переносу отримують
на 14-у добу.

Корисна модель відноситься до галузі меди-
цини, зокрема - онкології, і може бути використана
для імунотерапії хворих онкологічного профілю.

Фактор переносу (ФП) (transfer factor) предста-
вляє собою трансферфакторні поліпептиди (ТФ-
поліпептиди) з низькою молекулярною масою (3-
12кД) [1] Т-клітинного походження, які здатні афін-
но зв'язуватись з гомологічним антигеном [2] і пе-
реносити клітинно-опосередковану імунну реакцію
на антиген від імунного донора до неімунного ре-
ципієнта [3]. Здатність тварин синтезувати ТФ-
поліпептиди рестриктована молекулами головного
комплексу гістосумісності, проте перенос антиген-
специфічної імунореактивності за допомогою ФП
генетично необмежений [4]. Не виключено, що
крім Т-лімфоцитів, ТФ-поліпептиди можуть проду-
кувати всі або майже всі імунокомпетентні клітини
[5]. Клінічними дослідженнями із застосуванням
ФП доведено, що такий препарат може бути ефек-
тивним засобом імунотерапії хворих з широким
спектром імунопатології, включаючи рецидивуючі
та дисеміновані інфекції [6-12]. Дослідники, що
вивчали ефективність ФП в імунотерапії онкологі-
чних хворих, застосовували препарати ФП, отри-
мані з лейкомаси донорів [13, 14] чи лейкоцитів
осіб, що перебували в контакті з онкохворими [15].
Але такі препарати не володіють пухлино специ-
фічною активністю, їх висока імунофармакологічна
активність може бути небажаною і непрогнозова-
ною при проведенні імунотерапії онкологічних хво-
рих.

За найближчий аналог обрано спосіб отри-
мання ФП з лімфоцитів щурів [Деклараційний па-

тент на корисну модель № 16938, UA. МПК А 61
К35/28. Спосіб отримання пухлиноспецифічного
фактора переносу / Ін-т онкології АМН України.
Ф.В. Фільчаков, Л.І. Бобро, К.С. Шуміліна, Ю.Я.
Гріневич (UA). - Заявка № 2005 04315. Заявл.
06.05.2005. Опубл. 15.09.2006. - Бюл. № 9, 2006]
[16], за яким низькомолекулярну речовину з лім-
фоцитів неураженої частини щурячої селезінки
отримували в період, що передує прогресивному
росту попередньо трансплантованої в її паренхіму
алогенної пухлини. Для цього в селезінку інтактних
щурів трансплантували фрагмент карциноми Ге-
рена, після чого на 7-у добу під ефірним наркозом
тварин умертвляли, видаляли неушкоджені пух-
линним процесом частини селезінки, які піддавали
механічній дезінтеграції та фільтрації крізь сито й
отримували суспензію спленоцитів. Їх руйнували
замороженням/відтаюванням до завершення лізи-
су клітин. Лізат піддавали ультрафільтрації та ста-
ндартизації за кількістю клітин та вмістом білка з
подальшою стерилізацією за допомогою мікрофі-
льтрації. Потім препарат заморожували і зберігали
до часу використання. За допомогою цієї речовини
авторам вдалося перенести імунну реакцію на
пухлинні клітини в системі in vitro та in vivo.

Позитивним у найближчого аналога є ство-
рення умов для продукування пухлиноспецифічно-
го ФП, а також використання в якості джерела ТФ-
поліпептидів лімфоцитів селезінки щурів, з якої
можна отримати їх достатню кількість.

Недоліком найближчого аналога є неможли-
вість забезпечення достатньої сенсибілізації лім-
фоцитів до антигенів пухлини ксеногенного похо-
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дження шляхом відтворення росту цієї пухлини в
лімфоїдному органі тварин через відторгнення
ксеногенного пухлинного трансплантанту.

В основу корисної моделі поставлено задачу
створення способу отримання фактора переносу,
специфічного до клітин ксеногенної пухлини, шля-
хом його виділення із лімфоцитів селезінки щурів,
яким попередньо були внутрішньоочеревинно
введені живі клітини ксеногенної пухлини - миша-
чої карциноми легені Льюїс, що дасть можливість
отримати препарат ФП проти пухлини людини для
використання в імунотерапії онкологічного хворо-
го.

Поставлена задача вирішується таким чином:
Інтактним щурам одноразово внутрішньооче-

ревинно вводять суспензію свіжовиділених (отри-
маних шляхом механічної дезінтеграції) клітин
карциноми Льюїс (КЛ) в кількості 2х106 клітин/на
тварину в об'ємі 0,2мл забуференого фізіологічно-
го розчину (ЗФР). На 14-у добу після імунізації під
ефірним наркозом тварин умертвляють та вида-
ляють селезінку. її тканину піддають механічній
дезінтеграції та фільтрації крізь капронове сито,
еритроцити лізують 0,83% розчином хлористого
амонію впродовж 8хв при +4°С. Після дворазового
відмивання в ЗФР за допомогою центрифугування
(200g, 10хв) осад лімфоцитів (5х108) ресуспенду-
ють в ЗФР та піддають п'ятиразовому заморожен-
ню/відтаюванню відповідно при -20°С/+37°С. Де-
полімеризацію всієї позаклітинної ДНК здійснюють
за допомогою інкубації з панкреатичною ДНК-азою
(1мг/мл), активованою іонами магнію впродовж
30хв при 37°, після чого зразки центрифугують при
5000g 20хв і ультрафільтрують. Ультрафільтрацію
проводять на конічних фільтрах "Centriflo-25" з
номінальною відсічною молекулярною масою 25кД
("Amicon", США) за допомогою центрифугування
протягом 25хв при 400g. Після ультрафільтрації в
кожній з фракцій визначають вміст загального біл-
ку за методом Бредфорда [17] для їх стандартиза-
ції. Отриману низькомолекулярну фракцію стери-
лізують за допомогою мікрофільтрації крізь
мембрану з діаметром пор 0,22мкм ("Millipor",
США), розфасовують в стерильні ампули і збері-
гають при -20°С для подальшого тестування.

За допомогою ФП, отриманого із спленоцитів
на 14-у добу після внутрішньоочеревинної імуніза-
ції щурів живими ксеногенними пухлинними кліти-
нами (ФП14-І), вдається перенести протипухлинні
імунні реакції на ці пухлинні клітини інтактним ми-
шам в системі in vivo.

Прикладом реалізації заявленого способу мо-
же вважатися результат отримання ФП із лімфо-
цитів селезінки щурів, яким попередньо були внут-
рішньоочеревинно введені свіжовиділені клітини
ксеногенної пухлини, та експериментальне підтве-
рдження його пухлиноспецифічної дії.

І. Інтактним щурам одноразово внутрішньо-
очеревинно ввели суспензію свіже виділених
(отриманих шляхом механічної дезінтеграції) клі-
тин КЛ в кількості 2х106 клітин/на тварину в об'ємі
0,2мл ЗФР. На 7-, 14-, 60-у добу після імунізації під
ефірним наркозом тварин умертвляли та видаля-
ли селезінку. Її тканину піддавали механічній дез-
інтеграції та фільтрації крізь капронове сито, ерит-

роцити лізували 0,83% розчином хлористого
амонію впродовж 8хв при +4°С. Після дворазового
відмивання в ЗФР за допомогою центрифугування
(200g, 10хв) осад лімфоцитів (5х10) ресуспенду-
вали в ЗФР та піддавали п'ятиразовому заморо-
женню/відтаюванню відповідно при -20°С/+37°С.
Деполімеризацію всієї позаклітинної ДНК здійсню-
вали за допомогою інкубації з панкреатичною ДНК-
азою (1мг/мл), активованою іонами магнію впро-
довж 30хв при 37°С, після чого зразки центрифу-
гували при 5000g 20хв і ультрафільтрували. Ульт-
рафільтрацію проводили на конічних фільтрах
"Centriflo-25" з номінальною відсічною молекуляр-
ною масою 25кД ("Amicon", США) за допомогою
центрифугування протягом 25хв при 400g. Після
ультрафільтрації вміст загального білку складав:
ФП, отриманий на 7-у добу після внутрішньооче-
ревинної імунізації щурів ксеногенними пухлинни-
ми клітинами, (ФП7-І) - 30мкг/мл; ФП14-І -
35мкг/мл; ФП, отриманий на 60-у добу після внут-
рішньоочеревинної імунізації щурів ксеногенними
пухлинними клітинами, (ФП60-І) – 65мкг/мл. Отри-
ману низькомолекулярну фракцію стерилізували
за допомогою мікрофільтрації крізь мембрану з
діаметром пор 0,22мкм ("Millipor", США), розфасо-
вували в стерильні ампули і зберігали при -20°С
для подальшого тестування.

Здатність ФП відтворювати клітинно-
опосередковану імунну реакцію - гіперчутливість
уповільненого типу до клітин КЛ підтверджується
за допомогою теста інгібіції прилипання макрофа-
гів (ІПМ). При одноразовому внутрішньоочеревин-
ному введенні інтактним мишам C57BL/6 відповід-
них зразків ФП в дозі 100пг/тварину встановлено,
що на 7-у добу після введення стабільно позитив-
ний результат в тесті ІПМ (гальмування адгезії
більш, як на 20%) реєструється при оцінці зразків
ФП7-І та ФП14-І (індекс прилипання в присутності
пухлинних антигенів складає 80% та 84% відповід-
но).

Підтвердження переносу протипухлинних іму-
нних реакцій стосовно росту КЛ за допомогою
препаратів ксеногенного ФП отримано на моделі
пасивного метастазування КЛ у мишей C57BL/6.
Для цього тваринам внутрішньоочеревинно вве-
дено відповідні зразки ФП в дозі 200пг/мишу. Че-
рез 5 діб внутрішньовенно були введені живі клі-
тини КЛ (життєздатність 95%) в дозі
0,6х106кл/мишу.  На 16-у добу після введення пух-
линних клітин дослідження показали, що в групі,
тваринам якої попередньо вводили ФП14-І, мета-
стази КЛ в легенях виявлені лише у 40% тварин,
після введення ФП7-І - у 86%, після введення
ФП60-І та ФП-препарата, отриманого із спленоци-
тів інтактних щурів (неспецифічний ФП (ФПН))  -  у
100% тварин, як і в контрольній групі. Найбільший
індекс пригнічення метастазування виявлено у
тварин після профілактичного введення ФП14-І -
98%, найменший - після введення зразків ФП7-І та
ФПН - 68%.

Ці результати свідчать про те, що зразки ФП,
отримані із спленоцитів щурів на піку імунної від-
повіді (14-а доба) на внутрішньоочеревинну імуні-
зацію живими пухлинними клітинами ксеногенного
походження (клітинами КЛ), володіють найбільш
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високою імуноспецифічною активністю, яка прояв-
ляється в здатності переносити протипухлинні
імунні реакції, на відміну від неспецифічного ФП та
зразка ФП, що отримані в період формування іму-
нологічної пам'яті (60-а доба).

Таким чином, у описаному способі донорами
ФП є щури, внутрішньоочеревинно імунізовані жи-
вими ксеногенними пухлинними клітинами. Внут-
рішньоочеревинне введення пухлинних клітин ін-
дукує імунну відповідь, на піку реалізації якої
можливо отримати із спленоцитів фактор, здатний
переносити протипухлинні імунні реакції до цих
клітин, що свідчить про отримання ФП, специфіч-
ного до клітин ксеногенної пухлини.
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