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Резюме 
 
Вопрос о локализации белка PRAME в опухолевой клетке до сих пор не разрешён. Мы создали два анти-

тела, специфично распознающие эпитопы PRAME, и с их помощью проверили локализацию данного белка в 
клетках линий K562 и mel Kor, изначально имеющих высокий уровень экспрессии гена PRAME, в клетках ли-
ний B16F10 и WI-38, трансфицированных данным геном, и исходных линий, а также в клетках, выделенных из 
костного мозга больных острыми лейкозами. Мы показали, что в клетках с высоким уровнем экспрессии 
PRAME наблюдается локализация белка как в ядре, так в цитоплазме и на клеточной мембране. При более низ-
ком уровне экспрессии данного гена локализация белка чаще наблюдалась в цитоплазме и на клеточной мем-
бране. Более того, разработанные антитела при инкубации с клетками, экспрессирующими PRAME, продемон-
стрировали цитостатический эффект. 
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Abstract 
 
The problem on the localization of the protein PRAME in cancer cell remains unclear. We have created two anti-

bodies, that specifically recognize PRAME epitopes. Using them, we have checked the localization of PRAME protein 
in some cell lines, including K562 and mel Kor, that characterized by high PRAME gene expression level, original lines 
B16F10 and WI-38, and B16F10 and WI-38, that transfected by PRAME gene. Finally, we have investigated the 
PRAME localization in acute myeloid leukemia patient's bone marrow cells. We have shown, the PRAME protein are 
localisated in nucleus, cytoplasm and plasma membrane of cells with high PRAME gene expression levels. PRAME 
protein localisation only in cytoplasm and plasma membrane in cells with lower gene expression level. Moreover, our 
antibodies demonstrated cytotoxic effect during co-incubation with PRAME+ cells. 

 
Key words: PRAME gene expression, localization, protein PRAME. 
 
Введение 
 
Антиген PRAME, экспрессируемый преиму-

щественно при меланоме, был определен как опу-

холевый антиген, распознаваемый аутологичными 
опухольспецифическими цитотоксическими Т-
лимфоцитами больных меланомой [20]. Белок 
PRAME относится к группе РТА, и его паттерн экс-
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прессии характерен для многих представителей 
этой группы [5]. Масса белка составляет 58 кДа, в 
состав входит 509 аминокислотных остатков. Ген 
PRAME локализован на 22 хромосоме [26; 34]. Зре-
лый белок PRAME блокирует передачу сигналов 
ретиноевой кислоты [20]. Так, PRAME ингибирует 
дифференцировку миелоидных клеток, зависимую 
от ретиноевой кислоты. Однако PRAME-
опосредованное ингибирование дифференцировки 
некоторых типов гемопоэтических стволовых кле-
ток не связано с метаболизмом ретиноевой кислоты 
[25]. Кроме того, предполагается, что PRAME уча-
ствует в регуляции процессов передачи апоптоти-
ческого сигнала [13; 15]. 

Большинство нормальных тканей не экс-
прессирует PRAME, но активность гена на неболь-
шом уровне характерна для сперматоцитов, клеток 
плаценты, эндометрия, яичников и надпочечников. 
Однако белок часто экспрессируется при онкологи-
ческих заболеваниях, таких как меланома (88 % 
первичных очагов), НМРЛ, РМЖ, карцинома поч-
ки, ММ и ЛГМ [1; 4; 18; 22; 23]. PRAME также экс-
прессируется у 17–42 % больных острыми лимфо-
лейкозами и у 30–64 % больных ОМЛ, а также при 
ХМЛ [7; 31]. Уровень экспрессии PRAME при бла-
стном кризе ХМЛ в основном намного выше по 
сравнению с хронической фазой заболевания [34]. 
В большинстве случаев гиперэкспрессия PRAME 
является маркером плохого прогноза, метастазиро-
вания и снижения ОВ, например, у больных РМЖ. 
С другой стороны, высокий уровень экспрессии 
PRAME при ОМЛ у детей и остром промиелоци-
тарном лейкозе у взрослых является маркером бла-
гоприятного прогноза и связан с увеличением про-
должительности жизни и большим временем до 
развития рецидива [6; 20]. Учитывая именно эту 
опухольспецифическую экспрессию, некоторые 
авторы предположили, что PRAME может быть 
использован как мишень для мониторинга МОБ 
при острых лейкозах [31]. 

Поскольку уже известно, что продукты экс-
прессии PRAME могут служить маркером МОБ и 
быть мишенью для иммунотерапии, вопрос о лока-
лизации белка в клетке и возможной связи с уров-
нем экспрессии PRAME представился нам интерес-
ным для исследования. Известно, что экспрессия 
большинства РТА на уровне белков в основном 
происходит в ядре. Ранее в нескольких лаборатори-
ях уже определяли внутриклеточную локализацию 
белка PRAME, но полученные результаты обычно 
не совпадали [27; 33; 34].  

Так, в работе Tajeddine et al. локализацию 
белка PRAME определяли как ядерную и перинук-
леарную. Wadelin et al. обнаружили в основном 
ядерную и цитоплазматическую локализацию. В 
работе Proto-Siqueira et al. локализация PRAME оп-
ределена как цитоплазматическая и мембранная. 
Как видно, полученные результаты противоречат 
друг другу, поэтому вопрос об истинной локализа-
ции белка PRAME в клетке остался открытым. 

Учитывая, что одно антитело распознаёт 
единственный эпитоп антигена, мы предположили, 

что применение МКА к разным антигенным детер-
минантам белка PRAME позволит выявить больше 
его эпитопов и точнее определить его локализацию 
в клетке. 

 
Материалы и методы 
 
Работа с клеточными линиями 
В работе использовали клетки эритромиело-

идного лейкоза K562, эмбриональные легочные 
фибробласты человека WI-38, клетки меланомы 
человека mel Kor и клетки меланомы мыши 
B16F10. Культуры клеток инкубировали при +37 °С 
в СО2-инкубаторе на среде RPMI-1640, содержащей 
2 мМ глутамина, 10 мМ HEPES, 10 % эмбриональ-
ной телячьей сыворотки (ЭТС), 40 мкг/мл гентами-
цина сульфата. Клетки WI-38, B16F10 и mel Kor 
пересевали при достижении конфлюэнтного моно-
слоя с помощью 0,02 %-ного р-ра Версена и 0,25 %-
ного р-ра трипсина. 

 
Изготовление экспрессирующих векторов  
и трансфекция 
За сутки до трансфекции клетки фибробла-

стов WI-38 сеяли по 3,2×106 в культуральные фла-
коны (25 см3). Трансфекцию с плазмидами pCEP4 и 
pCEP4-PRAME проводили по инструкции к препа-
рату TransFast Transfection Reagent в среде без сы-
воротки. Через 48 часов после постановки реакции 
к клеткам добавляли селективный антибиотик гиг-
ромицин В по 30 мкг/мл. После трансфекции в по-
лученных линиях B16F10-pCEP4, B16F10-pCEP4-
PRAME, WI-38-pCEP4 и WI-38-pCEP4-PRAME оп-
ределяли экспрессию гена PRAME. За сутки до 
трансфекции клетки B16F10 сеяли по 1,3×106 в 
культуральные флаконы (25 см3). Постановку реак-
ции трансфекции с плазмидами pCEP4 и pCEP4-
PRAME проводили по инструкции производителя, 
прилагаемой к препарату Metafectene Pro. Транс-
фекцию проводили в среде с сывороткой. Через 48 
часов после постановки реакции к клеткам добав-
ляли селективный антибиотик гигромицин В по 30 
мкг/мл среды. 

 
Валидация экспрессии гена PRAME 
Выделение РНК проводилось гуанидин тио-

ционат хлороформ-фенольным методом из суспен-
зий клеточных культур, а также из клеток костного 
мозга и периферической крови больных острыми 
лейкозами (не M3-вариант) [12]. Реакцию обратной 
транскрипции проводили с использованием набора 
случайных нуклеотидных гексамеров в качестве 
праймеров и обратной транскриптазы M-MLV 
(Fermentas, США). 

Количественное определение экспрессии ге-
на PRAME в культурах клеток, а также клетках ко-
стного мозга больных острыми лейкозами, прово-
дилось методом ПЦР в реальном времени по тех-
нологии TaqMan с использованием специфических 
праймеров и флуоресцентных зондов на приборе IQ 
Cycler (BioRad, США). Флуоресцентный сигнал 
определяли при 60 °С с использованием фильтров 
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для FAM. В качестве контрольного гена использо-
вали Abl. В качестве положительных контролей 
(стандартов) использовали разведения плазмид с 
известным числом копий, с вставкой участка соот-
ветствующего гена. На одноканальном секвенаторе 
ABIPrizm 310 определили специфичность прошед-
шей реакции ПЦР (Applied Biosystems, США). 

 
Получение МКА 
Мышей линии Balb/c трехкратно с двухне-

дельными интервалами иммунизировали очищен-
ным белком PRAME в дозе 50 мкг/мышь. Получе-
ние белка проводили по разработанной нами мето-
дике [9] Слияние клеток селезенки мышей с мие-
ломными клетками и дальнейшее субклонирование 
гибридом проводили согласно стандартным мето-
дикам [10]. Последующий отбор гибридомных кло-
нов проводили с помощью твердофазного иммуно-
ферментного анализа согласно стандартным мето-
дикам, используя белок PRAME. Дополнительный 
отбор гибридом, секретирующих антитела прово-
дили методом Вестерн-блоттинга, использую ли-
нию клеток К562 с высоким уровнем экспрессии 
PRAME. Были получены две гибридомные линии, 
секретирующие МКА 5D3F2 и 6H8F12. В дальней-
шем МКА получали из асцитной жидкости мышей, 
имеющих в брюшной полости клетки соответст-
венной гибридомы; при этом иммуноглобулиновую 
фракцию получали высаливанием белков сульфа-
том аммония с последующим диализом. 

 
Валидация экспрессии белка PRAME 
Экспрессию белка определяли в лизатах кле-

точных линий K562, mel Kor и фибробластах чело-
века WI-38. Лизаты приготовляли с помощью 
RIPA-буфера с ингибиторами протеаз (Thermo Sci-
entific Pierce, USA). Электрофорез в 10 %-ном  по-
лиакриламидном геле проводили согласно стан-
дартной методике U.K. Laemmli. После электрофо-
реза методом полусухого электроблоттинга осуще-
ствляли перенос белков из геля на Amersham 
Hybond-P PVDF мембрану (GE Healthcare, Велико-
британия), предварительно смоченную буфером 
для электропереноса. В качестве первичных анти-
тел использовали полученные в данной работе 
МКА к белку PRAME; вторичных – антитела козы 
против антител мыши, конъюгированных с перок-
сидазой хрена (1 : 10000, Immune Jackson Research, 
США). Для визуализации белка, связавшегося с 
антителами, использовали двухкомпонентную 
ECL™ Western Blotting систему (GE Healthcare, 
Великобритания) и экспонировали мембраны с ис-
пользованием пленки Hyperfilm ECL (GE 
Healthcare, Великобритания). 

 
Определение локализации белка  
внутри клеток 
Локализация белка PRAME определялась с 

помощью иммунофлуоресцентного анализа, ис-
пользуя мышиные МКА к белку PRAME и вторич-
ные флуоресцентные антимышиные антитела. Мо-
нослойные культуры клеток инкубировали в 24- 

или 96-луночных планшетах. Клетки промывали 
PBS и добавляли 20 мкл раствора анти-PRAME 
МКА (гибридомные линии 5D3F2, 6H8F12, разве-
дение 1 : 10; 1 : 20; 1 : 50 или 1 : 100). В контроль-
ную пробу добавляли 1 %-ный раствор БСА в PBS. 
Клетки инкубировали с МКА 2 ч в темноте при 
комнатной температуре. Реакцию останавливали 
добавлением PBS и два раза клетки промывали 
PBS. Затем добавляли по 20 мкл раствора флуорес-
центных вторичных антител Alexa Flour 488 goat-
antimouse IgG (H+L) с концентрацией 5–10 мкг/мл, 
инкубировали в течение 1 ч в темноте при комнат-
ной температуре.  

После инкубации клетки два раза промывали 
раствором PBS, а затем инкубировали 15 мин с 2 
мкг/мл раствора Хёхста 33342 в темноте при ком-
натной температуре. Клетки два раза промывали 
PBS. Локализацию флуоресценции в клетках опре-
деляли с помощью микроскопа Karl Zeiss Axiovert 
40CFL, возбуждая и регистрируя зеленую флуорес-
ценцию для Alexa Flour 488 при длинах волн 495 и 
520 нм соответственно, голубую флуоресценцию 
Хёхста 33342 при 350 и 460 нм соответственно. 

Для приготовления фиксированных препара-
тов клеток К562 на предметном стекле отбирали по 
2×106 клеток. Клетки суспендировали в ЭТС и делали 
мазок на стекле, препарат сушили на воздухе, фикси-
ровали этиловым спиртом в течение 5 мин или снача-
ла этиловым спиртом 5 мин, затем ацетоном в тече-
ние 2 мин при температуре –20 °С. Клетки на пред-
метном стекле промывали раствором PBS два раза, 
после этого инкубировали в течение 30 мин с раство-
ром 0,5 %-ного тритона Х-100 при температуре +4 °С. 
Промывали PBS 3 раза, инкубировали в течение 20 
мин при комнатной температуре в темноте с 1 %-ным 
БСА в PBS и, не промывая, наносили раствор МКА 
(5D3F2 или 6H8F12, разведениях 1 : 10; 1 : 20; 1 : 50 
или 1 : 100), инкубировали 2 ч в темноте при комнат-
ной температуре во влажной камере. В контрольную 
пробу добавляли раствор 1 %-ного БСА в PBS. После 
окончания инкубации клетки два раза промывали 
PBS. Затем все препараты инкубировали с Alexa Flour 
488 goat antimouse IgG (H+L) в концентрации 5-10 
мкг/мл при комнатной температуре в течение 1 ч. По-
сле окончания инкубации с вторичными антителами 
препараты промывали два раза PBS, затем инкубиро-
вали в течение 15 мин в темноте при комнатной тем-
пературе с раствором Хёхста 10 мкг/мл. После этого 
клетки два раза промывали PBS и оценивали их 
флуоресценцию. 

Монослойные культуры клеток WI-38, WI-
38-pCEP4-PRAME, mel Kor, B16F10, B16F10-
pCEP4, B16F10-pCEP4-PRAME были посеяны по 
2×104/лунку 24-луночной платы. На следующий 
день клетки фиксировали этиловым спиртом и про-
водили инкубации с МКА так же, как и фиксиро-
ванные препараты клеток К562 Хьюстон. В отдель-
ных случаях клетки обрабатывали раствором 
TBSTB (0,5 %-ный р-р Тритона Х-100, 10 %-ная 
ЭТС в PBS). Его использовали для разведения пер-
вичных МКА, а также для отмывки клеток после их 
инкубации с антителами. 
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Клетки B16F10-pCEP4-PRAME были посея-
ны по 2×104 в 24-луночную плату в среде RPMI-
1640, содержащей 2 мМ глутамина, 10 мМ HEPES, 
10 %-ную ЭТС, 40 мкг/мл гентамицина сульфата. 
На следующий день меняли среду с добавлением 
либо 5 %-ной мышиной сыворотки от контрольных 
мышей или от мышей, иммунизированных белком 
PRAME, либо смеси 5 %-ной сыворотки от мышей, 
иммунизированных белком PRAME, с добавлением 
МКА 5D3F2 до 5 %. Эффект действия сывороток и 
МКА оценивали через сутки инкубации. Число жи-
вых и мертвых клеток определяли с помощью три-
панового синего. 

 
Результаты 
 
Специфичность полученных МКА  
к белку PRAME 
Были получены две гибридомные линии, 

секретирующие МКА 5D3F2 и 6H8F12 к белку 
PRAME. МКА специфически распознавали как 
очищенный рекомбинантный PRAME, так и белок, 
экспрессирующийся в культурах клеток. 

Проверку функциональности полученного 
экспрессионного вектора pCEP4-PRAME проводили 
по следующей схеме: фибробласты WI-38 были 
транзиторно трансфицированы этой плазмидой, и 
наличие рекомбинантного белка подтверждали ме-
тодом Вестерн-блот анализа, результаты которого 
представлены на рис. 1. Полученные МКА специ-
фически связывались с белком с молекулярной 
массой ~60 кДа, что было выявлено при иммуноб-
лотинге. Белок распознавался в лизатах клеток, 
имеющих высокий прижизненный уровень экс-
прессии гена PRAME. 

 
Локализация белка PRAME  
в опухолевых культурах клеток 
В клетках mel Kor (имеющих высокий уро-

вень экспрессии PRAME (табл.) выявили локализа-
цию PRAME преимущественно в ядре (66,5 %), в 
цитоплазме (28,5 %) и на поверхности клеток (5 %). 
При изучении кинетики связывания МКА 5D3F2 (1 
: 100) с фиксированными клетками mel Kor было 
показано, что при увеличении времени инкубации с 
30 до 120 мин усиливался внутриклеточный сигнал 
флуоресценции, и особенно – сигнал в ядрах клеток 
(рис. 2). 

В клетках линии К562 уровень экспрессия 
PRAME был очень высоким (табл.). На фиксиро-
ванных клетках K562 было показано, что получен-
ные 2 типа МКА 5D3F2 и 6H8F12 имеют в этих 
клетках разные сайты связывания. При использова-
нии МКА 5D3F2 (при разведении 1 : 100) флуорес-
ценция локализовалась в основном внутри клеток – 
в ядре (51 %), в перинуклеарном пространстве и в 
цитоплазме (49 %; рис. 3, А, Д, И). При тех же ус-
ловиях инкубации МКА 6H8F12 флуоресценция 
была обнаружена на клеточной поверхности К562 
(рис. 3, В, Ж). 

Для сравнения были использованы две кле-
точные линии, которые не экспрессируют PRAME – 

фибробласты человека WI-38 и клетки меланомы 
мыши B16F10. В клетках исходной линии WI-38 
при инкубации с МКА 5D3F2 не было обнаружено 
флуоресценции (рис 4, А, В, Д). После трансфекции 
уровень экспрессии гена PRAME в клетках WI-38-
рCEP4-PRAME был сопоставим с уровнем, наблю-
даемым в клетках mel Kor и K562 (табл.). Уровень 
флуоресцентного сигнала для белка PRAME в этих 
клетках был высок так же, как и в клетках с исход-
но высоким уровнем экспрессии гена PRAME, и 
также выявлена внутриклеточная локализация белка. 
В клетках WI-38-pCEP4-PRAME при наибольшем 
разведении МКА 5D3F2 флуоресценция наблюдалась 
в основном в ядре и цитоплазме (рис 4, Ж, И, Л) так 
же, как и для клеток К562. Ядерная локализация белка 
при использовании разведения МКА 1 : 100 наблюда-
лась во вдвое большем числе клеток, чем при разве-
дении антител 1 : 50 (рис 4, И, Л). 

Сопоставив результаты, полученные после 
применения различных концентраций МКА, мы 
предположили, что антитела в высокой концентра-
ции, связавшись с фиксированными клетками, в 
основном остаются на их поверхности, так как за-
бивают все возможные поры во внешней мембране. 
При меньшей концентрации антитела с большей 
лёгкостью проникают внутрь клетки, и равномерно 
связываются с эпитопами. В дальнейшем при опре-
делении локализации PRAME мы использовали 
наибольшее разведение первичных МКА (1 : 100) и 
наибольшее время инкубации с ними (2 ч). 

В клетках меланомы мыши B16F10, транс-
фицированных контрольной плазмидой pCEP4, не 
наблюдалось активности гена PRAME, и при инку-
бации с МКА флуоресценции не было обнаружено.  

В клетках B16F10-рCEP4-PRAME уровень 
экспрессии PRAME был ниже, флуоресценция – 
слабее, число клеток с ядерной локализацией – ни-
же, чем в клетках mel Kor, К562 и WI-38-рCEP4-
PRAME (табл.). 

На живых клетках B16F10-pCEP4-PRAME, 
имеющих высокий уровень экспрессии гена 
PRAME, флуоресценция с МКА 5D3F2 и 6H8F12 
была слабой и кластеризованной, на поверхности 
клеток были видны отдельные светящиеся точки. 

 
Локализация белка PRAME  
в клетках костного мозга больных 
В серии проведенных экспериментов выяс-

нили, в каких компартментах клетки больного рас-
пределяется белок PRAME в зависимости от уровня 
экспрессии гена PRAME. Согласно результатам 
анализа уровня экспрессии PRAME все больные 
были разделены на две группы (группы пациентов 
с относительно высоким и низким уровнем экс-
прессии этого гена). При проведении иммунофлуо-
ресцентного анализа были получены следующие 
данные:  

в группе пациентов с высоким уровнем экс-
прессии PRAME (0,587–6,3 % PRAME/Abl) белок 
локализовался как внутри клеток (33,3 % в ядре и 
23,3 % в цитоплазме), так и на клеточной поверх-
ности (43,3 %).  
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Таблиц а  
Выявление МКА 5D3F2 и 6H8F12 локализации белка PRAME в различных клетках 

Антитело 5D3F2 Антитело 6H8F12 

Локализация, выявленная антителом 
в клеточных компартментах, % 

Локализация, выявленная антителом 
в клеточных компартментах, % 

Клетки 

Ф
ик
са
ци
я 
кл
ет
ок

 

О
бр
аб
от
ка

 T
B

ST
B

 

Ядро Цито-
плазма 

Внешняя 
мембрана Ядро Цито-

плазма 
Внешняя 
мембрана 

И
нт
ен
си
вн
ос
ть

 ф
лу
о-

ре
сц
ен
ци
и 

У
ро
ве
нь

 э
кс
пр
ес
си
и 

ге
на

 P
R

A
M

E
* 

mel Kor + – 54 54 10 Н/Д* Н/Д Н/Д ++ 568% 

mel Kor + + 88 12 0 Н/Д Н/Д Н/Д ++ 568% 

mel Kor – – 0 0 40 Н/Д Н/Д Н/Д ± 568% 

K562 + – 51 49 0 0 0 100 ++ 541% 

WI-38 + + 0 0 0 0 0 0 – 0,0013% 

WI-38-
pCEP4-
PRAME 

+ + 80 20 0 Н/Д Н/Д Н/Д ++ 542% 

B16F10-
pCEP4 + – 0 0 0 Н/Д Н/Д Н/Д – 0% 

B16F10-
pCEP4-
PRAME 

+ – 20 80 0 Н/Д Н/Д Н/Д + 373% 

Клетки 
больного + – 0 29 71 0 4 96 ± 1,18% 

Клетки 
больного + – 100 0 0 100 0 0 + 1,75% 

Клетки 
больного + – 0 40 60 0 67 33 + 3,33% 

Клетки 
больного + – 0 0 0 0 0 0 – 0,0059% 

Клетки 
больного + – 0 88 12 0 47 53 + 0,0037% 

Клетки 
больного + – 0 34 66 0 34 66 ++ 0,0073% 

Клетки 
больного + – 0 0 0 0 0 0 – 0% 

Клетки 
больного + – 0 33 67 0 36,9 34,6 + 0% 

*Уровень экспрессии гена PRAME был рассчитан в процентах относительно гена Abl. 
** Н/Д – эксперимент не проводился.  
Фиксация клеток: «+» – клетки были фиксированы, «–» – живые клетки. Обработка TBSTB: «+» – проводилась, 
«–» – не проводилась. Интенсивность флуоресценции: «++» – оценивалась как очень высокая, «+» – высокая, 
«+–» – низкая, «–» – отсутствует.  

 
В группе пациентов с низким уровнем экс-

прессии гена PRAME (0–5,87×10-3 PRAME/Abl) бе-
лок PRAME был обнаружен в основном в цито-
плазме (36,9 %) и, в большинстве случаев, на по-
верхности клеток (34,6 %). В некоторых случаях 
(28,5 %) белок PRAME обнаружен не был (табл.). 

Цитостатическое воздействие  
моноклональных антител на клетки, 
 экспрессирующие PRAME 
Как показано выше, полученные нами 

МКА можно использовать для определения лока-
лизации белка.  
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Рис.1. Экспрессия белка PRAME в различных культурах клеток, выявляемая с помощью МКА 6H8F12: 

1 – исходные фибробласты WI-38;  
2 – фибробласты, трансфицированные контрольным вектором pCEP4;  
3 – фибробласты, трансфицированные вектором pCEP4-PRAME;  
4 – клетки К562;  
5 – очищенный рекомбинантный белок PRAME;  
m – маркер молекулярных масс 
 

 
 
 
Рис. 2. Кинетика связывания МКА 5D3F2 в разведении 1 : 100 с белком PRAME в фиксированных клетках mel 
Kor. Время инкубации клеток с МКА 5D3F2: 30 мин (А), 60 мин (Б) и 120 мин (В), и окраска вторичными анти-
телами; Г, Д и Е – окраска Хёхстом препаратов А, Б и В, соответственно. 

А. Б. В. 

Г. Д. Е. 
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Г. Б. А. В. 

Д. З. Е. Ж. 

 
Рис. 3. Локализация белка PRAME в клетках К562. Фиксированные клетки К562 инкубировали 2 ч. с МКА 
5D3F2 (А, Б, Д, Е, И, К) и 6H8F12 (В, Г, Ж, З) в разведениях 1 : 100 (А, Б, В, Г), 1 : 50 (Д, Е, Ж, З), 1 : 10 (И, К). 
Те же препараты, окрашенные Хёхстом (Б, Г, Е, З, К). Увеличение 400× – А-Г, И, К, 1000× – Д-З. 

К. И. 

 

 

Д. В. А. 

Г. Б. Е. 

Ж. Л. И. 

Рис. 4. Инкубация фиксированных клеток WI-38 и WI-38-pCEP4-PRAME c МКА 5D3F2: А-Е – клетки WI-38, 
Ж-М – WI-38-pCEP4-PRAME. А, Б, Ж, З – МКА 5D3F2 в разведении 1 : 20; В, Г, И, К – МКА 5D3F2 в разведе-
нии 1 : 50; Д, Е, Л, М – МКА 5D3F2 в разведении 1 : 100. Б, Г, Е, З, К, М – окраска ядер Хёхстом. 

З. К. М. 
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Б. А. 

Д. В. 

 
Рис. 5. Влияние МКА и сывороток крови мышей на рост клеток B16F10-pCEP4-PRAME после суток инкубации при 
различных условиях: А – клетки инкубированы с 10 %-ной ЭТС; Б – клетки инкубированы с 10 % сыворотки крови 
неиммунизированных мышей; В – клетки инкубированы с 10 % сыворотки крови мышей, иммунизированных 
PRAME, Г – клетки инкубированы с МКА 5D3F2 и с 5 % сыворотки крови мышей, иммунизированных PRAME. 

 

 
 
Рис. 6. Влияние сывороток мышей и МКА 5D3F2 на рост клеток B16F10-pCEP4-PRAME. 
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Рис. 7. Локализация белка в клетках линии mel Kor 

 
Кроме того, мы решили исследовать воздей-

ствие этих МКА на живые клетки, экспрессирую-
щие PRAME. В данном эксперименте использова-
лись сыворотки крови контрольных мышей; мы-
шей, иммунизированных белком PRAME, получен-
ным ранее [23] и МКА 5D3F2. Было показано, что 
после 24 ч инкубации рост клеток B16F10-рCEP4-
PRAME в присутствии сыворотки крови неиммуни-
зированных мышей замедлился (рис. 5, Б). После 
инкубации клеток с сывороткой крови мышей, им-
мунизированных белком PRAME, подавление роста 
клеток было более выраженным, и увеличилось 
число мертвых клеток (рис. 5, В). После инкубации 
клеток с МКА 5D3F2 внутри клеток усилилась зер-
нистость (рис. 5, Г). Дальнейшие рост и размноже-
ние таких клеток после воздействия МКА затруд-
нены. На изображении видно, что у клеток обнару-
живаются признаки их гибели. Совместная инкуба-
ция МКА и сыворотки крови иммунизированных 
мышей подавляла рост клеток почти в 5 раз по 
сравнению с контролем и увеличивала число мерт-
вых клеток в этом случае уже до 50 % (рис. 6). 

 
Обсуждение 
 
Известно, что экспрессия большинства РТА 

на уровне белка происходит в основном в ядре, а в 
незначительном количестве белки локализованы в 
цитоплазме. Согласно данным, представленным 
ранее другими авторами, локализация PRAME воз-
можна как перинуклеарно, так цитоплазматическая 
и мембранная. Результаты, полученные в разных 
лабораториях, не совпадают, и это можно объяс-
нить разницей в использованных эксперименталь-
ных подходах. К примеру, в работе Tajeddine et al. 
локализацию белка PRAME определяли после его 
слияния с белком FLAG [33]. Используя МКА, вы-
работанные к FLAG, иммуноцитохимическими ме-

тодами обнаружили ядерную и перинуклеарную 
локализацию гибридного белка PRAME-FLAG. Ме-
тодом иммуноблоттинга с поликлональными анти-
телами к PRAME показали ядерную локализацию 
белка в трансфицированных клетках CHO. Wadelin 
et al. использовали зеленый флуоресцирующий бе-
лок, слитый с PRAME, для определения локализа-
ции PRAME. В клетках Hela и в лейкозных линиях 
клеток таким образом обнаружили в основном 
ядерную и цитоплазматическую локализацию [34]. 
Фирмой Abcam представлены поликлональные ан-
титела к полноразмерному белку PRAME и антите-
ла, выработанные к рекомбинантному полнораз-
мерному белку (amino acids 1-509), на N-конце ко-
торого добавлен tag, в результате чего молекуляр-
ная масса слитого белка PRAME-tag составила 
81,73 кДа. По данным фирмы-производителя с по-
мощью этих поликлональных антител локализация 
белка PRAME определяется как ядерная и мем-
бранная. Однако при независимом использовании 
антител к полноразмерному рекомбинантному бел-
ку наблюдалась перекрёстная реакция с неизвест-
ным белком массой 75 кДа [28] В ещё одной работе 
локализация PRAME определялась МКА, вырабо-
танным к рекомбинантному белку с молекулярной 
массой почти в два раза меньшей, чем нативный 
PRAME. По данным Вестерн-блоттинга эти МКА 
связывались с клеточным белком размера 33 кДа. С 
помощью иммунофлуоресценции с использованием 
МКА была определена локализация PRAME как 
мембранная и цитоплазматическая [27]. Действи-
тельно ли МКА связывались с белком PRAME или 
ему подобным белком, осталось не ясным [34]. 

Таким образом, для определения локализа-
ции PRAME использовались либо косвенные мето-
ды с использованием гибридных белков, локализа-
ция которых в клетке может отличаться от таковой, 
характерной для нативного белка, либо поликло-
нальные антитела с перекрёстной реактивностью, 
либо антитела, специфичность которых к PRAME 
не доказана. 

Для решения этого вопроса нами были полу-
чены МКА 6Н8F12 и 5D3F2 к рекомбинантному 
белку PRAME. С помощью Вестерн-блоттинга было 
доказано, что эти МКА специфически связываются 
именно с полноразмерным белком PRAME (рис. 1) 
в разных культурах клеток, имеющих высокий уро-
вень экспрессии гена исходно (клетки эритромие-
лолейкоза К562), либо после трансфекции гена 
PRAME вектором pCEP4-PRAME (фибробласты 
человека линии WI-38). 

В наших экспериментах по определению 
внутриклеточной локализации PRAME МКА 
6Н8F12 и 5D3F2 связывались с белком внутри кле-
ток и на поверхности, но 6Н8F12 имели преимуще-
ственное связывание на клеточной поверхности, а 
5D3F2 – внутри клеток. Поскольку антитело ассо-
циируется с небольшим эпитопом белка, можно 
предположить, что эпитоп PRAME, распознавае-
мый 6Н8F12, на клеточной мембране открыт, а 
внутри клеток недоступен. И наоборот – эпитопы, 
распознаваемые МКА 5D3F2, в большей степени 
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доступны для связывания антителом внутри клетки, 
чем на мембране. Фактором, способствующем дос-
тупности антигенных детерминант PRAME, может 
быть способность белка взаимодействовать с дру-
гими белками. Действительно, известен комплекс, 
образуемый PRAME и рецептором ретиноевой ки-
слоты RARα [17]. Флуоресценция на поверхности 
клеток с обоими антителами была слабее, чем 
внутриклеточная. Интенсивность флуоресценции 
клеток была прямо пропорциональна уровню экс-
прессии гена PRAME в этих клетках: чем выше 
уровень экспрессии PRAME, тем ярче флуоресцен-
ция и больше число клеток, в которых флуоресцен-
ция имела ядерную локализацию.  

В исходных клеточных линиях (WI-38, 
B16F10), не экспрессирующих PRAME, флуорес-
ценции не обнаружено. После трансфекции таких 
клеток конструкцией, содержащей последователь-
ность гена PRAME, в них также обнаруживалась 
экспрессия белка внутри клеток – в цитоплазме и в 
ядре (табл.). Возможно, в живой клетке количество 
белка PRAME влияет на его локализацию. Чем 
больше наработано белка, тем бóльшая доля белка 
переходит в клеточное ядро, и там PRAME активно 
связывается с NFY-распознаваемыми промоторами 
и энхансерами, регулируя транскрипцию других 
генов [14]. 

Интересно, что ядерная локализация PRAME 
наблюдалась нами в виде чётко различимых точек 
(рис. 7). В виде точек, как известно уже сейчас, под 
микроскопом видны так называемые ядерные тель-
ца. Ядерные тельца представляют собой сфериче-
ские структуры, образованные из транскрипцион-
ного фактора PML и оноксупрессора Sp100, кото-
рые присутствуют обязательно, и примерно сорока 
других, находящихся факультативно [24]. Функ-
ции, выполняемые ядерными тельцами, разнооб-
разны (противовирусный ответ, репарация ДНК, 
подавление опухолевого роста и множество дру-
гих), и зависят от состава белков, входящих в их 
структуру [11; 16].  

Так, PML и Sp100 вместе предотвращают 
связывание корепрессора ETS1 с ДНК, что опосре-
дованно снижает подвижность клеток и их способ-
ность к инвазии [35]. Взаимодействуя с MRN, 
ядерные точки стимулируют процесс восстановле-
ния длины теломер [21].  

Мы предполагаем, что локализация PRAME в 
ядре в виде компактных точек также возможна в 
составе этих ядерных телец. 

Мы показали, что кроме внутриклеточной 
локализации в ядре и цитоплазме, белок или его 
пептиды локализуются на поверхности клеток. 
Возможно, это именно те пептиды белка PRAME, 
которые распознаются цитотоксическими CD8+ Т-
лимфоцитами на поверхности опухолевых клеток 
[19; 29; 30]. Обнаружение локализации белка 
PRAME на поверхности клеток логично в свете то-
го, что белок является иммуногенным и распозна-
ется цитотоксическими Т-лимфоцитами. 

Таким образом, с помощью полученных на-
ми и использованных МКА к белку PRAME обна-

ружили связывание этих антител не только внутри, 
но и на поверхности клеток, что открывает воз-
можность использования полученных МКА для 
терапии опухолей. 

В экспериментах, проведенных на живых 
клетках B16F10-pCEP4-PRAME, нами показано: 
клетки, экспрессирующие PRAME, погибают в от-
вет на инкубацию со специфическими к PRAME 
МКА 5D3F2. В присутствие анти-PRAME антител 
рост этих клеток значительно замедлялся, и увели-
чивался процент мертвых клеток, что расценива-
лось как цитостатический эффект.  

Поскольку МКА не могут проникать внутрь 
живых клеток, возможно, что они связываются 
либо с какими-то рецепторами, в состав которых 
входит белок PRAME, либо с экспонированными 
на поверхности клеток пептидами белка PRAME. 
МКА распознают мишень на поверхности клеток, 
и таким образом осуществляется цитостатическое 
воздействие на клетки, экспрессирующие PRAME 
(рис. 5–6). 

Ранее нами было показано, что иммунизация 
мышей рекомбинантным белком PRAME вызывала 
значительный гуморальный ответ, который опреде-
лили по высокой экспрессии анти-PRAME IgM и 
IgG антител у иммунизированных мышей, и приво-
дила к подавлению роста опухолей in vivo [23]. 

Повышение уровня экспрессии PRAME про-
исходит при многих опухолевых заболеваниях. По-
этому в перспективе можно разработать препарат 
для направленного действия против нескольких 
видов опухолей, экспрессирующих PRAME. Огра-
ничением для применения PRAME как иммуноген-
ного белка может быть его экспрессия в стволовых 
CD34+ клетках костного мозга и периферической 
крови [32], но его экспрессия в этих клетках намно-
го ниже, чем в лейкозных клетках. 

Итак, полученные нами МКА 5D3F2 и 
6H8F12 обладают специфичностью к опухолевым 
клеткам, экспрессирующим ген PRAME, поскольку 
они оказывают цитостатическое действие на опу-
холевые клетки (трансфицированные геном PRAME 
клетки мышиной меланомы) при их непосредст-
венном взаимодействии. Нами обнаружена корре-
ляция между уровнем экспрессии гена PRAME и 
локализацией белка в клетке.  

Когда в клетке наблюдается достаточно вы-
сокий уровень экспрессии гена PRAME, белок ло-
кализован в основном в ядре и цитоплазме, если 
уровень экспрессии гена PRAME низкий, белок ло-
кализован чаще в цитоплазме и на поверхности 
клетки. Поскольку известно об иммуногенных 
свойствах PRAME, обнаружение его белков или 
пептидов на поверхности клеток говорит о возмож-
ности его использования в качестве мишени для 
терапии опухолей [2; 3; 8]. 
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