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Введение. Белок PRAME, экспрессирующийся во многих опухолях и практически отсутствующий в нормальных тканях, 
может быть подходящей мишенью для иммунотерапии рака, так как способен вызывать иммунный ответ.
Цель исследования – изучение противоопухолевого эффекта профилактической иммунизации рекомбинантным человеческим 
белком PRAME на иммунокомпетентных мышах.
Материалы и методы. В работе были использованы культура клеток меланомы мыши B16F10, мыши линии С57BL/6, кло-
нирование, трансфекция, полимеразная цепная реакция в реальном времени, анализ вестерн-блот, проточная цитофлуори-
метрия и иммуноферментный анализ.
Результаты. Были получены клетки меланомы мыши, трансфицированные плазмидой с вставкой гена PRAME человека 
и экспрессирующие соответствующий белок на высоком уровне. После нескольких предварительных иммунизаций компози-
цией, содержащей рекомбинантный белок PRAME и адъювант, у мышей значительно замедлялся рост меланомы B16F10, 
экспрессирующей человеческий антиген PRAME (торможение роста опухоли – 98,41 %), и у животных данной группы де-
тектировался высокий титр (6,14 × 10 5) специфических антител в сыворотке.
Заключение. Полученные данные позволяют предположить, что рекомбинантный белок PRAME можно рассматривать 
как перспективный антиген для противоопухолевой иммунотерапии.

Ключевые слова: рекомбинантный антиген, PRAME, иммунизация, трансфекция, меланома мыши B16F10

DOI: 10.17650/1726-9784-2018-17-3-36-42

RECOMBINaNT huMaN PRaME IMMuNIZaTION REduCES  
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Intrоduction. Human antigen PRAME is preferentially expressed in a number of different tumor types and may be a potent target for 
anti-tumor immunotherapy.
Purpose. To study anti-tumor action of immunogenic mix recombinant PRAME protein and adjuvant in mice with innate immunity.
Materials and methods. C57BL/6 female mice were used for immunization with purified human recombinant protein PRAME. Human 
PRAME gene coding sequence was cloned in mammalian expressing vector pCEP4 and resulting plasmid was introduced in mouse mel-
anoma B16F10 cells by transfection followed by RQ-PCR, Western blot and flow-cytometry analysis. Then stably PRAME-transfected 
melanoma cells were injected in mice.
Results. The mouse melanoma B16F10 cells stably expressing human PRAME protein were obtained. We demonstrate the 10-fold de-
creased tumor volume in mice with melanoma B16F10 expressing human PRAME after preventive immunization series with recombi-
nant PRAME protein. The tumor volume reducing was correlated with high titer (6.14 × 10 5) of anti-PRAME antibodies in mice sera.
Conclusion. These data indicate that recombinant protein PRAME is immunogenic and may be a potent antigen for immunotherapuet-
ics studies.
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Введение
В настоящее время традиционные методы лече-

ния рака увеличивают выживаемость пациентов, но 
они часто ассоциированы с побочными эффектами 
и далеко не всегда позволяют достичь полной ремис-
сии. Кроме того, часть пациентов с опухолями ока-
зываются резистентными к стандартной противо-
опухолевой терапии. Проблема ранних рецидивов 
также остается значимой. Ряд опухолей, такие как 
меланома и гепатоцеллюлярная карцинома, облада-
ют незначительной чувствительностью к противо-
опухолевой терапии. Таким образом, существует 
необходимость в разработке новых методов лечения 
рака, более специфичных и менее токсичных.

Исследования последних десятилетий в области 
иммунологии, а также понимание клеточных и мо-
лекулярных путей при канцерогенезе привели к раз-
работке различных иммунотерапевтических подхо-
дов для лечения опухолей [1].

В связи с открытием различных опухолевых ан-
тигенов, способных вызывать специфический иммун-
ный ответ, иммунотерапевтические методы лечения 
включают также противоопухолевую вакцинацию 
[2]. Потенциальными преимуществами иммунотера-
пии являются специфичность против опухолевых 
клеток, сниженный риск повреждения нормальных 
тканей и вероятный пролонгированный эффект. 
Ограничением такого вида терапии может быть сла-
бый иммунный ответ против антигенов опухоли. 
Соответственно, для усиления противоопухолевого 
иммунного ответа необходимо применять также 
иммуностимулирующие вещества и тщательно по-
дойти к выбору мишени для иммунотерапии.

Антиген PRAME может быть перспективной ми-
шенью для иммунотерапии, так как экспрессируется 
в различных опухолях, например, при меланоме, 
немелкоклеточном раке легкого и гемобластозах [3, 4] 
и практически не экспрессируется в нормальных 
тканях. Белки с такими характеристиками относят 
к группе раково-тестикулярных антигенов [5]. Ряд ис-
следований подтверждает его иммуногенность и спо-
собность индуцировать цитотоксический Т-клеточ-
ный иммунный ответ [6–8].

Таким образом, разработка новых подходов для 
оценки иммунотерапевтического потенциала белка 
PRAME является перспективной. Исследование про-
тивоопухолевых вакцин на животных моделях опухо-
лей, экспрессирующих человеческие опухолевые ан-
тигены, часто используется в рамках предварительных 
доклинических исследований [9, 10]. Кроме того, 
используются модели опухолей с иммунизацией соб-
ственными мышиными опухолевыми антигенами [11].

В данной работе оценивается эффект иммуниза-
ции рекомбинантным белком PRAME на модели 
PRAME-экспрессирующей опухоли у мышей.

Материалы и методы
Бактериальные штаммы и клеточные линии
Использовались штаммы E. coli DH-5α, линия 

эритромиелоидного лейкоза K562, линия меланомы 
мыши B16F10.

Получение рекомбинантного белка PRAME
Рекомбинантный человеческий белок PRAME 

очищали хроматографически из клеток штамма-про-
дуцента E. coli [12] и стерилизовали фильтрацией. 
Концентрацию белка измеряли методом Брэдфорд. 
Очищенный белок сорбировали на суспензии гидро-
окиси алюминия (Brenntag Biosector) в течение 24 ч 
перед инъекцией.

Получение экспрессионного вектора
Кодирующую последовательность гена PRAME 

получали при помощи полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) с праймерами prmF и prmR (табл. 1) 
с комплементарной дезоксирибонуклеиновой кис-
лотой (ДНК), выделенной из линии клеток К562. 
ПЦР-фрагмент был клонирован в промежуточную 
плазмиду pGEM-T Easy, а затем переклонирован 
в плазмиду pCEP4 (Invitrogen) по сайтам рестрикции 
NotI. Плазмидную ДНК для последующей трансфек-
ции выделяли набором Wizard® MagneSil (Promega).

таблица 1. Последовательности праймеров, использованных в дан-
ной работе

название 5’–3’- последовательность

prmF ATGGAACGAAGGCGTTTGTGG

prmR GCACCCAGCTAGTTAGGCATGAAA

mactF (β-актин) AAGTGTGACGTTGACATCCGTAA

mactR (β-актин) TGCCTGGGTACATGGTGGTA

prmFb GACTCTTTATTTTTTCCTTAGA

prmRb CGAAAGCCGGCAGTTAGTTATT

Трансфекция клеток меланомы
Клетки меланомы мыши B16F10 выращивали 

в среде RPMI-1640, содержащей 2 мМ глутамина, 10 мМ 
HEPES, 10 % эмбриональной телячьей сыворотки 
при 5 % CO

2
. Трансфекцию проводили с помощью 

набора TransFast (Promega) по инструкции произво-
дителя; для 5 × 104 клеток брали 500 нг очищенной 
от эндотоксинов плазмидной ДНК pCEP4-PRAME. 
Методом лимитирующих разведений на селективной 
среде при концентрации гигромицина 50 мкг/мл 
отбирались клетки с максимальной и стабильной 
экспрессией гена PRAME.

Полимеразная цепная реакция в реальном времени
Экспрессию гена PRAME определяли методом 

ПЦР в реальном времени. Комплементарную ДНК 
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гена PRAME и референсного гена (бета-актин) ам-
плифицировали при помощи специфических прай-
меров prmFb и prmRb (см. табл. 1) в присутствии 
красителя SYBR Green. Реакция проводилась на обо-
рудовании Roche LightCycler® 96 System. Для оценки 
уровня экспрессии вычисляли соотношение относи-
тельных количеств копий комплементарной ДНК 
гена и референсного гена, данные значения опреде-
ляли при помощи построения стандартных кривых.

Иммуноблоттинг
Экспрессию белка определяли в лизатах клеток 

B16F10, трансфицированных плазмидой с геном PRAME. 
Лизаты приготовляли при помощи RIPA-буфера 
с ингибиторами протеаз (Thermo Scientific Pierce, США). 
Электрофорез в 10 % полиакриламидном геле про-
водили по стандартной методике Laemmli [13], на 1 
дорожку наносили 50 мкг тотального белка. После 
электрофореза перенос белков из геля на Amer sham 
Hybond-P PVDF мембрану (GE Healthcare, Велико-
британия) осуществляли методом полусухого элек-
троблоттинга. В качестве первичных антител исполь-
зовали моноклональные антитела к белку PRAME, 
полученные нами ранее [12]; вторичных – антитела 
козы против антител мыши, конъюгированных с пе-
роксидазой хрена (Dako Research, США). Для визу-
ализации белка, связавшегося с антителами, исполь-
зовали двухкомпонентную систему Clarity Western 
ECL (Bio-Rad).

Проточная цитометрия
Эффективность трансфекции клеток B16F10 

оценивали на проточном цитометре ACEA NovoCyte 
(ACEA Biosciences, США). Перед окрашиванием 
белка PRAME проводилась пермеабилизация клеток 
реактивами Fixation Buffer и Intracellular Staining 
Permeabilization Wash Buffer (SONY biotechnology, 
Япония) согласно протоколу, предложенному произ-
водителем. Для окрашивания клеток использовались 
моноклональные антитела к белку PRAME [12] 
и вторичные FITC-меченные антимышиные антите-
ла (Becton Dickinson, США). В качестве контроля 
использовались B16F10, трансфицированные пустым 
вектором.

Иммунизация животных  
рекомбинантным белком
Для трансплантации опухолевых клеток исполь-

зовали иммунокомпетентных мышей-самок линии 
C57BL/6J массой тела не менее 18 г из питомника 
ООО «Столбовая, питомник лабораторных живот-
ных». Группы по 5 мышей были четырежды иммуни-
зированы внутрибрюшинно с двухнедельными ин-
тервалами рекомбинантным белком PRAME в дозе 
50 мкг на мышь с 300 мкг гидроксида алюминия 
в качестве адъюванта. Титр антител в сыворотке кро-

ви оценивался методом твердофазного иммунофер-
ментного анализа перед введением животным клеток 
опухоли, а также на 14-й и 21-й день после транс-
плантации опухолевых клеток.

Измерение опухолей
Клетки опухоли B16F10-PRAME были подкожно 

трансплантированы в дозе 2 × 105 клеток на мышь 
через 14 дней после последней иммунизации. Разме-
ры опухолей измерялись на 14, 18 и 21-й дни после 
введения клеток. Пальпируемые узлы измеряли 
и рассчитывали объем по формуле V = 0,5 × длина × 
ширина2, торможение роста опухоли (ТРО) – по фор-
муле ТРО = (V

к 
– V

о
) / V

к
 × 100 % [14], где V

к
 – средний 

объем опухоли у животных контрольной группы, по-
лучавших инъекции адъюванта; V

о
 – средний объем 

опухоли у животных контрольной группы, получав-
ших инъекции рекомбинантного белка с адъювантом 
либо без адъюванта. При статистической обработке 
применяли метод Манна–Уитни.

Иммуноферментный анализ
В лунку планшета наносили рекомбинантный 

белок PRAME в концентрации 2 мкг/мл. Затем после 
отмывания вносили образцы сывороток крови мы-
шей в двукратных разведениях. В качестве вторичных 
антител использовали конъюгат антител козы с пе-
роксидазой хрена против IgG мыши (Dako Research, 
США). Проявляли реакцию раствором тетраметил-
бензидина и после остановки реакции измеряли 
оптическую плотность (ОП) при 450 нм. Титром 
сыворотки считали ее разведение, при котором зна-
чения ОП вдвое превышали контрольные значения.

Результаты и обсуждение
Получение клеток мышиной меланомы, 
экспрессирующих белок PRAME человека
Полноразмерный ген PRAME (NM_006115.4) был 

заклонирован в вектор pCEP4 для экспрессии в эука-
риотических клетках под контролем CMV-промотора. 
Методом прямого секвенирования подтверждено, 
что все составные части плазмиды и последователь-
ность, кодирующая белок PRAME, полностью соот-
ветствуют оригинальной схеме конструирования. 
После трансфекции плазмидой pCEP4-PRAME линии 
мышиной меланомы B16F10 были получены клетки, 
стабильно экспрессирующие человеческий белок 
PRAME, и определена прививочная доза 2 × 105 кле-
ток на мышь, обеспечивающая 100 % прививаемость 
для этих клеток. В полученной трансфицированной 
линии клеток мышиной меланомы B16F10 по дан-
ным ПЦР в реальном времени уровень экспрессии 
человеческого гена PRAME составлял 27,4 ± 1,6 % 
относительно референс-гена (β-актин) по результа-
там 3 измерений в течение 1 мес культивирования.
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Экспрессия человеческого белка PRAME в дан-
ной трансфицированной линии подтверждена мето-
дом иммуноблоттинга (рис. 1) и методом проточной 
цитометрии (рис. 2).

Развитие гуморального ответа
На момент трансплантации клеток опухоли, экс-

прессирующих белок PRAME, мыши были проим-
мунизированы 4 раза с двухнедельными интервалами 
рекомбинантным человеческим белком PRAME 
в растворе 0,9 % NaCl либо тем же белком в смеси 
с адъювантом. Схема эксперимента представлена 
на рис. 3. Мыши контрольной группы получали в том 
же режиме инъекции адъюванта или раствора 0,9 % 
NaCl. Таким образом, через 42 дня после первой им-
мунизации и перед прививанием опухоли в сыворотке 
мышей обнаруживался высокий титр специфических 
антител: 1,76 × 105 у мышей, иммунизированных бел-
ком, и 2,89 × 105 у мышей, иммунизированных сме-
сью белка с адъювантом (рис. 4). У животных конт-
рольных групп детектировался очень низкий уровень 
антител, сравнимый с фоновым сигналом, так как 

они не получили инъекций антигена. По мере роста 
опухоли титр антител повысился до 6,14 × 105 у жи-
вотных, иммунизированных рекомбинантным белком 
с адъювантом, и 3,07 × 105 у животных, иммунизиро-
ванных только рекомбинантным белком; разница 
между этими величинами была статистически незна-
чимой (р = 0,108). При этом у неиммунизированных 
животных контрольных групп детектировалось лишь 
небольшое увеличение титра антител, до 840, что зна-
чительно ниже, чем в опытных группах (р = 0,025). 
Появление антител к белку в сыворотке неиммуни-
зированных животных на момент завершения экспе-
римента объясняется слабым эффектом иммуниза-
ции белком, присутствующим в привитой опухоли.

Рост PRAME-экспрессирующей меланомы 
B16F10 после профилактической иммунизации 
рекомбинантным белком PRAME
Мышам, иммунизированным антигеном PRAME 

с адъювантом или изотоническим раствором NaCl, 
подкожно были трансплантированы клетки PRAME-
экспрессирующей меланомы B16F10. На рис. 5 и табл. 2 
показано, что опухоль растет быстрее у животных 
контрольных групп, иммунизированных адъювантом 
или раствором 0,9 % NaCl.

По окончании эксперимента (на 21-й день) 
в контрольных группах средний размер опухоли до-
стигал 700 мм3. Как следует из данных, представленных 
на рис. 6, на 21-й день размеры опухолей были зна-
чительно меньше у мышей, иммунизированных реком-
бинантным белком PRAME (p = 0,1113) или реком-
бинантным белком PRAME с адъювантом (p = 0,0864) 
по сравнению с группой, получившей только адъювант. 
При этом присутствие адъюванта при иммунизации 

рис. 1. Анализ экспрессии белка PRAME в культуре клеток методом 
иммуноблоттинга: 1 – К562 клетки хронического миелолейкоза (че-
ловек); 2 – меланома мыши B16F10; 3 – клетки B16F10, трансфи-
цированные контрольной плазмидой; 4 – клетки B16F10, трансфи-
цированные плазмидой с геном PRAME

1                               2                            3                                 4

рис. 2. Определение уровня экспрессии белка PRAME методом проточной цитометрии: а – клетки B16F10, трансфицированные контроль-
ной плазмидой, б – клетки B16F10, трансфицированные плазмидой с геном PRAME
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рекомбинантным белком PRAME не влияло на раз-
мер опухолей в опытных группах (p  = 1). Также за-
метно не различались контрольные группы, получив-
шие адъювант и раствор 0,9 % NaCl (p = 0,8852). 
Торможение роста опухоли рассчитывалось на мо-
мент окончания эксперимента относительно контроль-
ной группы, получавшей только адъювант, и состав-

таблица 2. Размеры меланомы B16F10-PRAME в контрольных и опытных группах мышей

иммуноген

Срок измерения, сут. день

14 18 21 18-й 21-й

объем опухоли, мм3 тро, %

Адъювант+рекPRAME 0 0,02 ± 0,003 11,2 ± 2,5 99,97 98,41

рекPRAME 0 1,0 ± 0,4 9,6 ± 2,1 98,74 98,64

Адъювант 0 79,5 ± 20,5 703,9 ± 123,8 – –

0,9 % NaCl 19,25 ± 7,3 199,7 ± 31,2 547,1 ± 110,2 – –

рис. 4. Титр специфических антител к рекомбинантному белку 
PRAME в сыворотке мышей с меланомой B16F10-PRAME

рис. 5. Влияние профилактической иммунизации рекомбинант-
ным белком PRAME на рост PRAME-экспрессирующей меланомы 
B16F10

рис. 3. Схема профилактической иммунизации рекомбинантным 
белком PRAME. Р – иммунизация антигеном либо контрольным рас-
твором; М – введение PRAME-экспрессирующей меланомы B16F10. 
Треугольники обозначают временные точки получения результатов 
измерений
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ляло 98,41 и 98,64 % для групп, иммунизированных 
белком с адъювантом и чистым белком соответственно.

Таким образом, предварительная иммунизация мы-
шей рекомбинантным человеческим белком PRAME 
значительно замедляет развитие меланомы B16F10, 
экспрессирующей человеческий антиген PRAME.

Поскольку уровень антител у предварительно им-
мунизированных белком мышей относительно значимо 
повысился за 21 день роста PRAME-экспрессирующей 
опухоли (р = 0,745), вероятно, контакт иммунной 
системы с опухолью, несущей антиген, усиливает 
специфический гуморальный ответ. Известно, что 
клетки мышиной меланомы B16 способны вызывать 
преимущественно гуморальный и антителозависи-
мый клеточный иммунный ответ [15], так как на их 
поверхности снижена экспрессия молекул главного 
комплекса гистосовместимости [16]. Гуморальный 
ответ на антиген PRAME является важным показате-
лем, отражающим общую активацию иммунной си-
стемы, притом что в данном исследовании наиболь-
шие титры антител наблюдались в группе животных 
с самой низкой скоростью развития опухоли, несу-
щей специфический антиген. Определяет ли такой 
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рис. 6. Размеры меланомы B16F10-PRAME у мышей на 21-й день: 1 – 
рекPRAME + адъювант; 2 – рекPRAME; 3 – адъювант; 4 – физио-
логический раствор

0               2                  3                     4
Группа

иммунный ответ противоопухолевый эффект, можно 
будет узнать, проведя дополнительные экспери-
менты in vitro по изучению механизма действия 
специфических антител в отношении опухолевых 
клеток, экспрессирующих антиген PRAME.

Похожие данные были получены на модели кле-
ток карциномы кишечника CT26, стабильно транс-
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фицированной PRAME-экспрессирующей плазмидой 
[17], где также использовалась схема четырехразовой 
иммунизации животных рекомбинантным белком 
PRAME внутримышечно перед введением опухо-
левых клеток. При этом был достигнут значитель-
ный противоопухолевый эффект иммунизации 
при тех же порядках титров антител в сыворотке 
животных, что и в представленной работе. В дру-
гом исследовании [9] подобные результаты, 
но в отношении раково-тестикулярного антигена 
NY-ESO-1, были достигнуты и при двукратной 
подкожной иммунизации животных. Очевидно, 
схему иммунизации, дозу антигена и способ вве-
дения требуется подбирать экспериментально 
для каждого белка.

Раково-тестикулярный человеческий антиген 
PRAME интенсивно исследуется в качестве компо-
нента противоопухолевых вакцин как в виде реком-
бинантного белка [18, 19], где у пациентов после 
иммунизации был получен стойкий специфический 
гуморальный ответ, так и в виде синтетических 
пептидов, распознаваемых иммунной системой че-
ловека [20].

Заключение
Представленные результаты свидетельствуют 

о возможном противоопухолевом потенциале полу-
ченного рекомбинантного белка PRAME как анти-
гена для иммунизации. В дальнейшем предстоит 
продолжить детальное изучение иммунного ответа, 
в том числе Т-клеточного, на рекомбинантный белок 
PRAME на различных моделях опухолей.
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