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Введение. Длинноволновые флуоресцентные белки наиболее перспективны при исследованиях in vivo на флуо
ресцирующих моделях опухолей лабораторных животных. Если экспрессирующие флуоресцентные белки 
опухоли имеют большую иммуногенность для данной линии иммунокомпетентных мышей по сравнению с ис-
ходными, то сложно вычленить иммунную составляющую противоопухолевого действия цитотоксической те-
рапии.
Цель исследования – получение мышиных опухолевых клеточных линий 4T1, стабильно экспрессирующих 
исходный красный флуоресцентный белок TagRFP и мутантный белок TagRFP-L228A, получение опухолевых 
моделей на их основе и оценка гуморального иммунного ответа мышей линии Balb / c на такие опухоли.
Материалы и методы. Эукариотические плазмиды pcDNA3, содержащие гены, кодирующие экспрессию исход-
ного белка TagRFP (TagRFP-WT) и  белка с  мутацией L228A (TagRFP-L228A), получали из  прокариотических 
плазмид генно-инженерными методами. Индивидуальные клоны опухолевых клеток 4T1, экспрессирующие 
TagRFP-WT и TagRFP-L228A, получали путем последовательной липосомальной трансфекции клеток эукариоти-
ческими плазмидами, селекции и клонирования. Опухолевые модели получали подкожной инокуляцией суспен-
зии клеток 4T1, 4T1‑TagRFP-WT и 4T1‑TagRFP-L228A самкам мышей Balb / c. Через 4 нед оценивали иммунный 
ответ на белок TagRFP методом иммуноферментного анализа по связыванию сывороток венозной крови мышей 
с исходным белком TagRFP-WT.
Результаты. Получены плазмиды для экспрессии белков TagRFP-WT и TagRFP-L228A в эукариотических клетках и кло-
ны клеток 4T1, стабильно экспрессирующие эти белки. После инокуляции клеток 4T1‑TagRFP-WT, 4T1‑TagRFP-L228A 
и 4T1 опухоли развились у всех мышей соответствующих групп. Методом иммуноферментного анализа на план-
шетах с адсорбированным белком TagRFP-WT показано наличие у мышей Balb / c с флуоресцирующими опухо-
лями гуморального иммунного ответа на  исходный флуоресцентный белок в  отличие от  такового у  мышей 
с  опухолями 4T1. По  сравнению с  сыворотками мышей с  опухолью 4T1‑TagRFP-WT связывание с  исходным 
белком TagRFP-WT сывороток мышей с опухолями 4T1‑TagRFP-L228A уменьшается более чем в 4 раза.
Заключение. Единственная аминокислотная замена L228A в белке TagRFP приводит к существенному умень-
шению гуморального иммунного ответа на  экспрессируемый опухолями белок TagRFP-L228A по  сравнению 
с исходным TagRFP-WT. Это позволит использовать экспрессирующие TagRFP-L228A клеточные линии для соз-
дания оптимизированных опухолевых моделей для мышей Balb / c.
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Background. Long-wave fluorescent proteins (FP) exhibit significant potential for in vivo investigations involving 
fluorescent tumor models in  laboratory animals. If tumors expressing FP exhibit enhanced immunogenicity 
in  a  specific strain of  immunocompetent mice as compared with the  original tumors, it becomes challenging 
to delineate the immune component contributing to the antitumor effects of cytotoxic therapy.
Aim. To establish mouse tumor cell lines 4T1 that consistently express the original protein TagRFP and the mutant 
protein TagRFP-L228A, to  develop tumor models based on these cell lines, and to  assess the  humoral immune 
response of Balb / c mice to such tumors.
Materials and methods. Eukaryotic plasmids pcDNA3 containing genes encoding the expression of the original 
protein TagRFP (TagRFP-WT) and the L228A mutant protein (TagRFP-L228A) were obtained from prokaryotic plasmids 
by genetic engineering methods. Individual 4T1 tumor cell clones expressing TagRFP-WT and TagRFP-L228A were 
obtained by sequential liposomal transfection of cells with eukaryotic plasmids, selection, and cloning. Tumor models 
were obtained by subcutaneous inoculation of suspensions of 4T1, 4T1‑TagRFP-WT, and 4T1‑TagRFP-L228A cells into 
female Balb / c mice. After 4 weeks, the  immune response to  TagRFP protein was evaluated by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) by binding of mouse venous blood sera to the parent TagRFP-WT protein.
Results. Plasmids for the  expression of  TagRFP-WT and TagRFP-L228A proteins in  eukaryotic cells and 4T1 cell 
clones stably expressing these proteins have been obtained. After inoculation of 4T1‑TagRFP-WT, 4T1-TagRFP-L228A 
and 4T1 cells, tumors developed in  all mice of  the  corresponding groups. Using an ELISA on microplates with 
adsorbed TagRFP-WT protein, the presence of a humoral immune response to the original fluorescent protein was 
shown in Balb / c mice with fluorescent tumors, in contrast to mice with 4T1 tumors. Compared to the sera of mice 
with the  4T1‑TagRFP-WT tumors, the  binding to  the  original protein TagRFP-WT of  the  sera of  mice with the 
4T1‑TagRFP-L228A tumors decreases by more than 4 times.
Conclusion. The  single amino acid substitution L228A in  the  TagRFP protein leads to  a  significant reduction 
in  the  humoral immune response to  the  TagRFP-L228A protein expressed by tumors compared to  the  original 
TagRFP-WT. This will allow using TagRFP-L228A expressing cell lines to create optimized tumor models for Balb / c 
mice.
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Введение
Флуоресцентные белки (ФБ) используются в ка-

честве генетически кодируемых флуоресцентных 
маркеров для визуализации биологических процессов, 
происходящих в живых клетках, тканях и организмах. 
Длинноволновые (красные и дальне-красные) флуо-
ресцентные белки [1] наиболее перспективны при ис-
следованиях in vivo на лабораторных животных [2, 3]. 
Использование таких ФБ предоставляет возможность 
изучения опухолевых узлов в удаленных от поверх-
ности тела лабораторных животных органах и тканях 
благодаря большему пропусканию света тканями 
животных в этом диапазоне спектра за счет низкого 
поглощения и рассеяния в нем. Это особенно важно 
при использовании флуоресцирующих моделей мета-
стазирующих опухолей [4]. Красный флуоресцентный 

белок TagRFP отличается высоким коэффициентом 
экстинкции и длительным временем жизни флуорес-
ценции. Он широко используется в качестве генети-
чески кодируемого сенсора как  сам по  себе, так 
и в составе более сложных генетически кодируемых 
сенсоров, например, для  детекции каспаза-3‑зави-
симого апоптоза в клетках флуоресцирующих опухо-
лей [5].

В последние годы значительное внимание уделя-
ется иммунной составляющей противоопухолевого 
эффекта, в  том числе при  изучении химиотерапии 
[6], фотодинамической терапии [7–9].

Исходно многие опухолевые модели на  основе 
экспрессирующих ФБ опухолевых клеточных линий 
создавались преимущественно для  иммунодефи
цитных мышей Nude или  SCID [10]. Это давало 



38 Оригинальные статьи | Original reports

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian journal of biotherapy 	 3'2025  том 24    vol. 24

возможность использовать широкий спектр опухо-
левых моделей, включая те, которые основаны на 
клеточных линиях человеческих опухолей, но такой 
подход не рассматривал проблему влияния на резуль-
таты исследований иммунного ответа на экспрессиру-
ющийся в опухолевых клетках ФБ. При использовании 
в качестве опухолевых моделей ФБ-экспрессирующих 
опухолей сингенных иммунокомпетентных мышей 
оказалось, что  многие ФБ иммуногенны для  мы-
шей-хозяев. В связи с этим, например, экспрессиру-
ющую зеленый флуоресцентный белок GFP клеточ-
ную линию аденокарциномы толстой кишки мыши 
CT-26 можно было использовать у иммунокомпе-
тентных мышей (Balb / c) для изучения ранних стадий 
метастатического роста у мышей, в частности для от-
слеживания экстравазации опухолевых клеток. Од-
нако оценку долгосрочного метастатического роста 
такой опухоли целесообразно проводить на иммуно-
дефицитных мышах [11].

В исследовании [12] представлено, что экспрес-
сия флуоресцентных белков GFP или TagRFP неко-
торыми модельными опухолями (например, после 
подкожной инокуляции соответствующих линий 
на основе клеток CT-26) коррелирует с отторжением 
опухоли начиная с  8‑го дня после инокуляции. 
При тех же условиях экспрессия этих белков опухо-
лями 4T1 и  B16‑F10 не  оказывала существенного 
влияния на развитие опухолей на основе 4T1 у мышей 
линий Balb / c и  B16‑F10 у  мышей линии C57BL / 6 
(для B16‑F10). Авторы связали это как со сравнитель-
но более высоким уровнем экспрессии флуоресцентных 
белков клетками CT-26, так и с имеющимися в лите-
ратуре сведениями о  сравнительно более высокой 
иммуногенности собственно опухолей CT-26.

В  исследовании [13] продемонстрировано, что 
скорость роста опухолей карциномы легких Льюис 
снижена после трансдукции tdTomato и люциферазы 
(tdTomato / Luc) по сравнению с исходной клеточной 
линией. Кроме того, экспрессия tdTomato / Luc опу-
холевыми клетками изменила микроокружение опу-
холи за счет увеличения лимфоцитов, инфильтриру-
ющих опухоль, при одновременном ингибировании 
супрессорных клеток миелоидного происхождения, 
индуцированных опухолью. Таким образом, показа-
но, что трансгенная экспрессия чужеродных белков 
может вызывать иммунные реакции в иммуноком-
петентных сингенных моделях трансплантированных 
опухолей, что может оказывать влияние на оценку 
эффективности экспериментальных препаратов.

A. Castano и соавт. [14] показали, что стабильная 
экспрессия зеленого ФБ EGFP (enhanced green 
fluorescent protein) в опухолях мышей подавляла рост 
опухоли и приводила к образованию цитотоксических 
Т-клеток CD8 (cluster of  differentiation 8), которые 
распознают EGFP-экспрессирующие клетки, а им-

плантация EGFP-экспрессирующих опухолей мышам 
вызывает присутствие анти-EGFP антител иммуно-
глобулина класса G в сыворотке крови. При оценке 
результатов фотодинамической терапии (ФДТ) уста-
новлено, что имеются значительные различия между 
ответом на мышиные опухоли, полученные из ста-
бильно экспрессирующих EGFP и немодифициро-
ванных опухолевых клеток RIF-1. ФДТ с произво-
дным бензопорфирина приводила к 100 % излечению 
опухолей RIF-1, экспрессирующих EGFP, что значи-
тельно отличалось от результата воздействия на не-
экспрессирующие ФБ опухоли RIF-1, где результат 
был менее значителен и продолжителен. После ФДТ 
также снижалась скорость роста флуоресцирующей 
опухоли по сравнению с нефлуоресцирующей, и было 
высказано предположение о том, что так проявляет-
ся реакция иммунной системы мыши на присутствие 
«чужеродного» белка EGFP после цитотоксической 
терапии.

Таким образом, при выраженной иммунной со-
ставляющей противоопухолевого эффекта использо-
вание ФБ в  качестве маркера опухолевых клеток 
в  экспериментальной терапии опухолей ставит во-
прос о достоверной интерпретации результатов. В том 
случае, когда экспрессирующие ФБ опухоли имеют 
бóльшую иммуногенность для данной линии имму-
нокомпетентных мышей по сравнению с исходными 
опухолями, более сложно вычленить иммунную со-
ставляющую противоопухолевого действия цитоток-
сической терапии (например, химиотерапии или ФДТ) 
и сопоставить результаты, полученные на исходной 
(нефлуоресцирующей) и флуоресцирующей моделях. 
Экспрессируемый опухолевыми клетками ФБ может 
действовать как характерный для них дополнитель-
ный чужеродный антиген, влияя как на  прививае-
мость и скорость роста опухоли, так и на дальнейшую 
реакцию иммунной системы на повторную перевив-
ку опухоли после терапевтического воздействия, 
а также на достоверность оценки терапевтического 
воздействия на опухоль.

В связи с этим встает задача снижения иммуно-
генности ФБ, причем ее нужно решать в рамках кон-
кретной модели на животных, поскольку один и тот 
же ФБ для одной линии иммунокомпетентных мы-
шей может быть существенно иммуногенным, а для 
другой  – нет [15]. Один из  подходов к  снижению 
иммуногенности флуоресцентных белков как гене-
тически кодируемых сенсоров состоит во внесении 
соответствующих мутаций непосредственно в после-
довательность белка. Такой подход, в частности, рас-
сматривается в  работе [16], в  которой получены 
мутанты EGFP, демонстрирующие сниженную им-
муногенность белка по  сравнению с  немодифици
рованным белком (обозначаемым в литературе как 
WT  – wild type, т. е. дикого типа) при  экспрессии 
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в опухолевых клетках, служащих для создания опу-
холевой модели у мышей линии Balb / c либо C57BL / 6. 
Например, полученный мутант EGFP Y200T оказал-
ся практически идентичным исходному EGFP по фи-
зико-химическим свойствам. При этом эксперимен-
тальные данные подтвердили, что  гуморальный 
иммунный ответ на вариант EGFP Y200T у мышей 
линии Balb / c практически отсутствует.

Ранее мы использовали искусственную нейросеть 
для предсказания наличия эпитопов главного ком-
плекса гистосовместимости I класса NetMHC-4.0 [17] 
в аминокислотной последовательности красного флу-
оресцентного белка TagRFP (рис. 1) для мышей ли-
нии Balb / c. По результатам этого поиска и в согласо-
вании с  расположением B-клеточных эпитопов, 
определенных с помощью ресурсов Ellipro [18] и Dis-
coTope 3.0 [19], для мышей линии Balb / c нами были 
выбраны возможные места одиночных мутаций для 
уменьшения связывания белка с соответствующими 
эпитопами.

Для  двукратной иммунизации мышей линии 
Balb / c использован мутантный белок TagRFP-L228А, 
полученный в результате сайт-направленного мута-
генеза в положении на C-конце TagRFP за пределами 
β-бочонка и не отличавшийся от белка TagRFP-WT 
по спектральным свойствам. С использованием им-
муноферментного анализа (ИФА) сывороток крови 
мышей показано, что замена L228A привела к умень-
шению связывания мышиных сывороток с адсорби-
рованным белком дикого типа по сравнению с им-
мунизацией исходным белком [20].

Цель данной работы – получение мышиных опу-
холевых клеточных линий 4T1, стабильно экспрес-
сирующих исходный красный ФБ TagRFP и мутант-
ный белок TagRFP-L228A, получение опухолевых 
моделей на  их  основе и  оценка гуморального им-
мунного ответа мышей линии Balb / c на такие опу-
холи.

Материалы и методы
Животные
Мыши линии Balb / c (самки возрастом 6–8 нед) 

категории SPF получены из Пущинского питомника 
лабораторных животных. Животных содержали 
в  специальном помещении по  3 особи в  клетках 
с фильтрами в защищенном шкафу Sync 4E4 (Charles 
River, Франция) с позитивным давлением, влажностью 
30–50 %, температурой 22–26 ºС, соблюдением режи-
ма «день / ночь» и свободным доступом к еде и воде.

Опухолевая клеточная линия  
и ее культивирование
Культуру клеток рака молочной железы мышей 

4T1 (ATCC №CRL-2539) культивировали в полной 
питательной среде DMEM (Dulbecco’s Modified 
Eagle’s Medium, «ПанЭко», Россия), содержащей 
4,5 г / л глюкозы, 10 % фетальной бычьей сыворотки 
(Capricorn Scientific, Германия, происхождение сы-
воротки  – Южная Америка), 1  % L-глутамина 
(«ПанЭко», Россия), 1 % пенициллин-стрептомици-
на («ПанЭко», Россия), во влажной атмосфере при 
температуре 37 ºС с 5 % СО

2
.

Конструирование эукариотической плазмиды
Для  экспрессии в  клетках эукариот последова-

тельности исходного белка TagRFP, а также его му-
танта TagRFP-L228A клонированы в вектор pcDNA3 
по  сайтам HindIII / XhoI путем получения методом 

Рис. 2. Модель третичной структуры белка TagRFP. Голубым цветом 
выделены эпитопы, внутри которых производилась мутация, фиоле-
товым  – аминокислотный остаток лейцина, который заменяли 
на  аланин в  мутанте TagRFP-L228A. Модель создана при  помощи 
ресурса PyMOL v.2.2.0

Fig. 2. Model of the tertiary structure of the TagRFP. Epitopes within which 
the mutation was performed are highlighted in blue, the leucine amino acid 
residue which was replaced by alanine in  the  TagRFP-L228A mutant, 
is highlighted in purple. The model was created using the PyMOL v.2.2.0 
software

MVSKGGELIKENMHMKLYMEGTVNNHHFKCTSEGEGKPYEGTQ 
TMRIKVVEGGPLPFAFDILATSFMYGSRTFINHTQGIPDFFKQSF 

PEGFTWERVTTYEDGGVLTATQDTSLQDGCLIYNVKIRGVNFPSNG 
PVMQKKTLGWEANTEMLYPADGGLEGRSDMALKLVGGGH 

LICNFKTTYRSKKPAKNLKMPGVYYVD 
HRLERIKEADKETYVEQHEVAVARYCDLPSKLGHK

Рис. 1. Первичная последовательность исходного красного флуорес-
центного белка TagRFP, использованного в работе. Голубым выделена 
последовательность, входящая в  предсказанные эпитопы, внутри 
которых производились замены при получении мутанта. Подчеркну-
то место введения мутации Leu->Ala

Fig. 1. Primary sequence of  TagRFP used in  the  work. The  sequence 
included in  the predicted epitopes, within which substitutions were made 
performed at obtaining the  mutant, is  highlighted in  blue. The  site 
of introduction of the Leu->Ala mutation is underlined
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полимеразной цепной реакции фрагментов  (в каче-
стве матрицы использованы исходные гены в векто-
ре прокариотической плазмиды pET22b) с прайме-
рами (табл. 1), рестрикции их  и  вектора (HindIII 
компании SibEnzyme, Россия, XhoI Thermo Fisher 
Scientific, США) и  последующего лигирования Т4 
ДНК-лигазой (Thermo Fisher Scientific, США). Ре-
стрикция и лигирование выполнены согласно прото
колам производителя. Отсутствие случайных и нали
чие целевых замен подтверждено секвенированием 
(«Евроген», Россия).

Таблица 1. Праймеры для составления конструкций для экспрессии 
TagRFP и TagRFP-L228A в эукариотических клетках

Table 1. Primers for constructing expression constructs for TagRFP and 
TagRFP-L228A in eukaryotic cells

Праймер 
Primer

Последовательность 
Sequence

TagRFP_fw_
HindIII_K

TTT AAG CTT GCC ACC ATG GTG 
TCT AAG GGC G

TagRFP_rev_
Xho

TTA TCT CGA GTT ATT TGT GCC 
CCA GTT

TRFP228_rev_
Xho

TTA TCT CGA GTT ATT TGT GCC 
CGG CTT

Плазмиды pcDNA3, содержащие гены, кодиру-
ющие экспрессию TagRFP-WT и  TagRFP-L228A, 
нарабатывали в клетках Escherichia coli DH5a, выде-
ляли и очищали с использованием набора Plasmid 
Miniprep 2.0 («Евроген», Россия) согласно инструк-
ции производителя, включая очистку плазмидной 
ДНК от эндотоксинов с использованием входящего 
в набор раствора.

Липосомальная трансфекция клеток 4T1
Клетки 4T1 высеивали в лунки 24‑луночных куль-

туральных планшетов в полной культуральной среде 
в количестве, достаточном для получения через 1 сут 
монослоя 70–80 % конфлуентности. Трансфекцию 
проводили с использованием реагента для липосо-
мальной трансфекции GenJect-39 (Molekta, Россия) 
согласно инструкции производителя, варьируя на-
грузку клеток по реагенту для липофекции, соотно-
шение плазмидной ДНК и реагента и время инкуба-
ции (3–18 ч). Затем среду меняли на свежую полную 
среду для культивирования.

Получение клонов клеток 4T1, экспрессирующих 
красный флуоресцентный белок TagRFP и его мутант
Спустя 1 сут после замены среды в нее добавляли 

селектирующий антибиотик генетицин (G-418) 
(NeoFroxx GmbH, Германия) сначала в концентрации 
200 мкг / мл среды, а затем постепенно эскалировали 

дозу до 1200 мкг / мл среды, повышая концентрацию 
на 200 мкг / мл каждые 3–4 дня. Полученную смесь флу-
оресцирующих клеток рассаживали методом предель-
ного разведения [21] в лунки 96‑луночного культураль-
ного планшета из расчета 1–2 клетки на лунку в полной 
ростовой среде, а затем вели мониторинг роста флуо-
ресцирующих одиночных клонов, пересаживая их 
в лунки планшетов большего размера. Затем клоны 
нарабатывали и культивировали в полной ростовой 
среде в течение нескольких пассажей, проводя монито
ринг стабильности флуоресценции целевых белков.

Инокуляция опухолевых клеток 4T1, 
экспрессирующих красный флуоресцентный 
белок TagRFP и его мутанты, мышам Balb / c
Клетки исходной клеточной линии 4T1, а также 

клонов 4T1, экспрессировавших исходный белок 
TagRFP-WT и его мутант TagRFP-L228A, наращива-
ли в культуральных флаконах площадью 75 см2 (SPL, 
Корея), затем трипсинизировали 0,25 % раствором 
Трипсин-ЭДТА («ПанЭко», Россия) с последующим 
центрифугированием и трехкратной отмывкой фос-
фатно-солевым стерильным буфером (PBS) Дульбек-
ко («ПанЭко», Россия), ресуспендировали в стериль-
ном физиологическом растворе («ПанЭко», Россия) 
исходя из  концентрации 1,5 млн клеток / 100 мкл 
и хранили на льду до инокуляции мышам (в течение 
не более получаса).

Инокуляцию опухолевых клеток проводили 
в правый бок самкам мышей линии Balb / c (возрастом 
10–12 нед) по 100 мкл клеточной суспензии на особь. 
Клетки каждой клеточной линии вводили группе  
из 3 мышей.

Подготовка планшетов для иммуноферментного 
анализа
В лунки планшета для ИФА («НИИмедполимер»,  

Россия) добавляли по 50 мкл очищенного нативного 
исходного белка TagRFP в концентрации 50 мкг / мл 
в 0,1 М карбонатном буфере, pH 8,7, инкубировали 
2 ч при температуре 37 ºС, а затем ночь при темпера-
туре 4 ºС. Далее отмывали лунки восьмикратно буфе-
ром PBST (PBS с  Твин-20): PBS, pH 7,4, 0,05  % 
Твин-20 («Диаэм», Россия). Затем в течение 2 ч инкуби
ровали планшет с 200 мкл / лунку раствором PBS-AT 
(PBST + 1 % BSA (Elabscience, КНР)), также восьми-
кратно отмывали.

Оценка гуморального иммунного ответа на красные 
флуоресцентные белки, экспрессируемые опухолями
Через 4 нед после инокуляции опухолей отбирали 

по 10 мкл крови из хвостовой вены мышей в 100 мкл 
физиологического раствора, отстаивали при комнатной 
температуре в течение 1 ч, затем в течение ночи при тем-
пературе 4 ºC. После этого образцы центрифугировали 
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при температуре 4 ºC, сыворотку отбирали и исполь-
зовали для оценки связывания с исходным белком 
TagRFP, адсорбированным в лунках планшетов для ИФА. 
Сыворотку разводили буфером PBSAT (PBS + 0,05 % 
Твин-20 + 1 % BSA) и раститровывали в 3 раза в лун-
ках ранее подготовленного 96‑луночного иммуноло-
гического планшета с  адсорбированным TagRFP 
(2 повтора на каждую сыворотку). После инкубации 
(1 ч при температуре 37 ºC) проводили восьмикратную 
отмывку буфером PBST (PBS + 0,05 % Твин-20). В ка-
честве вторичных антител использовали антитела ко-
зы к иммуноглобулинам класса G мыши, меченные 
пероксидазой хрена (Elabscience, КНР). В лунки до-
бавляли по  100 мкл раствора вторичных антител 
в PBSAT, инкубировали в течение 1 ч при температуре 
37 ºC, затем отмывали 8 раз буфером PBST. В каждую 
лунку добавляли по 100 мкл готового раствора, содер-
жащего субстрат пероксидазы TMB (3,3’,5,5’-тетраме-
тилбензидина) и пероксид водорода («НВО Иммуно-
тех», Россия). Через 15 мин добавляли стоп-раствор 
(1 М раствор серной кислоты) по 50 мкл на лунку, при 
этом растворы в лунках меняли цвет с синего на жел-
тый. Измеряли оптическую плотность растворов в лун-
ках на длине волны 450 нм, используя мультимодаль-
ный планшетный спектрофотометр CLARIOstar Plus 
(BMG LABTECH, Германия).

Результаты и обсуждение
Свойства клонов клеток, экспрессирующих 
исходный белок TagRFP и его мутанты
После трансфекции опухолевых клеток 4T1 плаз-

мидами, кодирующими экспрессию флуоресцентно-
го белка TagRFP-WT и его мутанта TagRFP-L228A, 
не обнаружено существенных отличий в эффектив-

ности, которая составляла приблизительно 10–15 %. 
Не отмечено токсичности трансфекции для клеток, 
которая могла бы проявляться в существенной гибе-
ли клеток или изменении морфологии флуоресциру-
ющих клеток по сравнению с исходными.

Клоны имели сходную интенсивность флуорес-
ценции (рис. 3).

Для полученных клонов флуоресцирующих кле-
ток TagRFP-WT и TagRFP-L228A не наблюдали при-
знаков токсичности, вызванных экспрессией белков 
опухолевыми клетками 4T1, как  морфологически 
(отсутствие значимой доли флуоресцирующих клеток 
с измененной морфологией, а также погибших кле-
ток), так и по скорости роста клеток флуоресцирую-
щих клонов по сравнению друг с другом и с клетками 
исходной линии 4T1.

Получение опухолей 4T1, экспрессирующих 
исходный белок TagRFP и его мутант, и оценка 
гуморального ответа на экспрессируемые ими 
флуоресцентные белки
После перевивки опухоли развились у всех мы-

шей, использованных в эксперименте. При оценке 
методом ИФА сыворотки мышей с различными опу-
холями (4T1, 4T1‑TagRFP, 4T1‑TagRFP-L228A) 
на планшетах с адсорбированным белком TagRFP-WT 
показано, что все мыши с опухолями, экспрессиру-
ющими красный ФБ, развили гуморальный иммун-
ный ответ на исходный белок TagRFP (рис. 4).

Среднее значение разведения по группе мышей 
с соответствующими опухолями, при котором связы-
вание сыворотки составляло 1 / 2 от «насыщающего» 
значения, у мышей с опухолями, экспрессирующими 
мутантный белок TagRFP-L228A, уменьшилось более 

Рис. 3. Флуоресцентные микрофотографии клонов опухолевых клеток 4T1, экспрессирующих красные флуоресцентные белки. Флуоресцент-
ный инвертированный микроскоп Nikon TE2000‑U, ×40. Вычисленная с  использованием ПО  ImageJ (NIH, США) средняя интенсивность 
флуоресценции для клеток TagRFP-WT (а) составила 77,98 ± 20,38 усл. ед., а для клеток TagRFP-L228A (б) – 69,42 ± 17,93 усл. ед.

Fig. 3. Fluorescent microphotographs of 4T1 tumor cell clones expressing red fluorescent proteins. Nikon TE2000‑U fluorescence inverted microscope, ×40. 
The average fluorescence intensity calculated using ImageJ software (NIH, USA) for TagRFP-WT cells (а) – 77.98 ± 20.38 a. u., and for TagRFP-L228A 
cells (б) – 69.42 ± 17.93 a. u.

а б
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чем в 4 раза по сравнению с таковым у мышей с опу-
холями, экспрессирующими исходный белок TagRFP. 
Таким образом, одиночная замена L228A привела 
к существенному снижению гуморального иммунно-
го ответа на экспрессируемый мутантный белок по 
сравнению с исходным.

Полученные средние значения были аппрокси-
мированы с использованием программного обеспе-
чения Microcal Origin 6.0 (Microcal Software, Inc., 
США) сигмоидальными кривыми с  параметрами, 
указанными в табл. 2.

Заключение
Таким образом, получены клеточные линии на 

основе линии 4T1, экспрессирующие красный флу-
оресцентный белок TagRFP и его мутант c единствен-
ной аминокислотной заменой TagRFP-L228A, а так-
же мышиные опухолевые модели у  мышей Balb / c 
на основе этих линий. Показано, что единственная 
аминокислотная замена в  белке приводит к  суще-
ственному уменьшению связывания с исходным ФБ 
сывороток крови мышей с флуоресцирующими опу-
холями, экспрессирующими мутантный белок, 

Рис. 4. Кривые связывания с адсорбированным в ИФА-планшетах белком TagRFP-WT сывороток крови мышей после инокуляции опухолевых 
клеток 4T1 (черный), 4T1‑TagRFP-WT (красный) и 4T1‑TagRFP-L228A (зеленый). Приведены средние значения ± стандартные отклонения

Fig. 4. Binding curves of mice blood sera to the TagRFP-WT adsorbed in ELISA microplates after inoculation with 4T1 (black), 4T1‑TagRFP-WT (red) 
and 4T1‑TagRFP-L228A (green) tumor cells. Mean values ± standard deviations are shown
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Таблица 2. Параметры аппроксимации экспериментальных кривых

Table 2. Approximation parameters for experimental curves

Показатель 
Parameter

Клетки опухоли 
Tumor cells

4T1 4T1‑TagRFP-WT 4T1‑TagRFP-L228A

χ2 0,5944 0,1032 0,132

R2 0,9789 0,9995 0,999

A1 (начальная) 
A1 (initial) 

1,668 ± 1,67 3,052 ± 0,095 3,166 ± 0,376

A2 (конечная) 
A2 (filnal) 

0,07 ± 0,003 0,137 ± 0,078 0,053 ± 0,232

Разведение при Y50 
Dilution at Y50

 – 24000 ± 4510 5550,7 ± 2880
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по  сравнению с  теми мышами, флуоресцирующие 
опухоли которых экспрессировали исходный белок. 
В частности, значительно (более чем в 4 раза) умень-
шается разведение сыворотки мышей, при котором 
связывание сыворотки составляет 1 / 2 от «насыща-
ющего» значения. Таким образом, мутация L228A 
привела к  существенному падению гуморального 

иммунного ответа на экспрессируемый мутантный 
белок по сравнению с исходным. Полученные ре-
зультаты позволят использовать клеточные линии, 
экспрессирующие мутантный белок с пониженной 
иммуногенностью TagRFP-L228A, для  создания 
оптимизированных опухолевых моделей у  мышей 
Balb / c.
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