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ВВЕДЕНИЕ

Актуальность проблемы. Рак молочной железы (РМЖ) является наиболее распространенной

формой раковых заболеваний у женщин во всем мире. Только США 2004 году было

выявлено 215,900 новых случаев РМЖ. Эта форма раковых заболеваний стала причиной смерти

около 40,500 американцев В 2004 году, что составляет более 28% смертей от раковых

заболеваний США (American Cancer Society, Facts and Figures 2004). В Армении около 900

новых случаев инвазивного РМЖ((-IV стадий) было продиагностировано в 2004 году.

Как известно, существуют две основные стратегии ДЛЯ иммунотерапии опухолей: антиген-

неспецифическая стимуляция (цитокины, хемокины, костимуляторы и т.д.) и антиген-

специфическая стимуляция (вакцины) иммунной системы.

В настоящее время одним ИЗ наиболее актуальных ТИПОВ вакцин являются вакцины на

основе так называемых антигенов, ассоциированных с опухолью (ААО). Несколько таких

антигенов было идентифицировано для РМЖ, однако ТОЛЬКО некоторые из них обладают

иммуногенностью. Важно отметить, ЧТО большинство известных ААО, экспрессирующихся В

опухолевых клетках, обнаруживаются также в различных нормальных (неопухолевых) клетках.

Тем самым эти антигены распознаются со стороны иммунной системы как собственные

молекулы и не вызывают сильного иммунного ответа. Однако сами опухолевые клетки

обладают различными механизмами "избегания" иммунной системы, такими как низкий

уровень экспрессии антигенов главного комплекса гистосовместимости (МНС) (Cohen, 1994)

костимуляторных молекул (CD80/CD86) (June, 1994), выработка цитокинов, стимулирующих

накопление супрессорных клеток (Sinha, 2005; Agrawal, 1998; Chen, 2000) Т.Д. В этом аспекте

разработка ассоциированной с опухлью вакцины и его внедрение В практическую медицину

является актуальной задачей современной молекулярной биологии, биохимии онкологии для

эффективного лечения рака молочной железы.

Цель и задачи работы. Цель настоящей работы -- разработка и тестирование вакцины против

рака молочной железы на основе нового антигена, ассоциированного с опухолью, BORIS

(Brother of Regulator of Imprinted Sites).
Для достижения поставленной цели ходе работы планируется решение следующих задач:

I. Получение ДНК вакцины на основе гена BORIS с делетированными повторяющимися

домейнами (ZF-делетированный) ДЛЯ удаления ДНК-связывающей функции этой

молекулы.
2. Исследование клеточного гуморального иммунных ответов иммунных мышах,

включая анализ Т-клеточной пролиферации, выработки цитокинов, цитотоксической

активности CD8+ T клеток, а также выработки антител, специфичных к антигену BORIS.

3. Исследование защиты иммунизированных животных (ингибиция роста опухоли,

продление выживаемости т.д.) мышиной модели РМЖ, основанной на 4T1 клетках,

которая симулирует ситуацию РМЖ у человека.

Исследования были проведены по следующей схеме:

1. Детектирование экспрессии гена и белка BORIS В различных линиях опухолевых клеток.

2. Конструкция плазмиды, кодирующей ZF-делетированный мышиный ген BORIS (mBORIS) с
использованием метода PCR, доказательство экспрессии этой молекулы

трансформированных клетках.
3. Выбор оптимального количества 4T1 клеток, достаточных ДЛЯ образования РМЖ у 100%

неиммунизированних (наивных) мышей.

-

-
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4. Иммунизация BALB/c мышей с использованием плазмидной ДНК, собственных
или смеси с плазмидами, кодирующими молекулярные адьованты

кодирующей
(iL12 ILI8)

mBORIS чистой Объем структура работы. Диссертационная работа состоит
115

из введения,
и вклочает 16

частицах. на золотых исследований, заклочения и ВЫВОДОВ. Диссертация
насчитывающий

изложена
236

на
наименований.

страницах

5. Анализ Т-клеточного иммуного ответа, включая анализ специфичной к BORIS CD4+
рисунков, 2-таблицы и список литературы,

CD8* Т-клеточной пролиферации, выработки ЦИТОКИНОВ цитотоксичных
антигену

клеток,
и

методы ELISPOT и проточной цитометрии.
используя

6 Анализ гуморального иммуного ответа методом ELISA.
I Мониторинг роста опухоли и выживаемости иммунизированных и контрольных животныхпосле введения опухолеобразующих 4TI клеток.

Научная новизна. Диссертационная работа посвящена разработке
эффективности на основе нового ААО - BORIS (Brother of Regulator

вакцины
of Imprinted

и тестированию
Антиген

ее

BORIS, впервые обнаруженный описанный В лаборатории Др. Лобаненкова В

Sites).
NIH

Institute of Health) 2002 году, представляет собой ДНК-связывающий белок,
(National

повторяющийся домейн (11 zing-finger (ZF)), сходный с фактором транскрипции CTCF,
имеющий

отличающийся от него аминокислотным составом N- и С-концов.
но

Экспрессия гена BORIS была обнаружена клетках многих опухолей
РМЖ, рак предстательной железы, ЯИЧНИКОВ, печени, желудка, мозга и т.д. Более

человека,
200

включая

линий раковых клеток было изучено методом RT-PCR, где транскрипция гена BORIS
первичных

была
обнаружена в большинстве линий раковых клеток и почти В 100% клеток РМЖ.В отличие от большинства других ААО, BORIS не экспрессирустся нормальных(неопухолевых) тканях у женщин тем самым явлется чужеродным антигеном, способным
вызвать сильный иммунный ответ. у мужчин BORIS экспрессируется только нормальныхяичках период полового созревания. Так как ЯИЧНИКИ являются иммуно-привилегированим
органом, TO есть недосягаем для иммунных клеток, вполне возможно, что и BORIS

будет распознаваться иммунной системой как чужеродный антиген, тем
у мужчин

самым
ВОЗМОЖНОСТЬ использования этой молекулы для эффективной и безопаеной

давая

ТИПОВ опухолей. терапии других

Научно-практическая значимость  работы. Результаты
понимания механизмов противоопухолевой терапии,
применения Cancer Testis антигенов для борьбы с опухолевыми
могут лечь основу новых клинических испытаний на
безопасной и эффективной противоопухолевой вакцины для

данной
частности,

пациентах
человека.

работы новые
позможности

заболеваниями. Более

с РМЖ ДЛЯ

аспекты
успешного

того, они
создания

Апробация _работы. Материалы диссертации обсуждались на
Молекулярной Медицины (Хантингтон Бич, Калифорния, США) и Института

семинарах
Старения

Института
Мозга

при Калифорнийском Университете в Ирвайне (Ирвайн, Калифорния, США), докладывались намеждународной конферецции "Translationa, Cancer Intmalinology" (Мэриленд, США), на третьейМеждународной конференции "CTCF/BORIS" (Южная Каролина, США), на Annual Meeting ofThe American Association of Immunologists (AAI) (Массачусетс, США), на заседании Ученого
совета Института биохимии НАН РА.
Работа выполнена Отделе Иммунологии Института Молекулярной Медицины (Хантингтон
Бич, Калифорния, США)

Публикации. Основные результаты исследований отражены в 5 научных публикациях.
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МАТЕРИАЛЫ МЕТОДЫ

В работе были использованы восьми-десятиLaboratories.
Демениии

Мериленд, США), которые содержались
недельные

В
самки мышей BAL.//c (Jackson

при Университете Калифорнии Ирвайн согласно
виварии

требованиям
Института Старения Мозга и

методами
Экспрессия белка BORIS В различных опухолевых тканях и клетках

IACUC.

куриные антитела
иммуногистохимии, проточной цитометрии RT-PCR. Для

анализировалась

для детекции молекулы
специфичные

BORIS.
к антигену BORIS были использованы как

двух
первичные

первых методов
Для метода RT-PCR были использованы следующие праймеры:

антитела

57-CACTGAAAGCTCTG
Конструкция плазмиды,

AGGCTTTCCTTGGTCTGCCTC (Reverse).

произведена посредствам сшивания
кодирующей мышиный делетированный ген BORIS была

mBORIS посредством короткого спейсера
PCR-aмплифицированных N- и С-концевых регионов гена

EcoRI под контролем hEF1-HTLV
и клонирования плазмиду pORF сайтах NcoI и

использованием EndoFree Plasmid
промотора.

maxi
Полученная

Чистота
плазмида pmBORIS была выделена с

методами УФ спектрометрии и гель-электрофореза.
кита. плазмидной ДНК была проверена

Функциональность полученной
экспрессии белка mBORIS трансфецированных

конструкции была проанализирована детекцией
Блот с использованием 10% Tris-SDS-полиакриламидног

плазмидой сно клетках методом Вестерн
BORIS антител. гель-электрофореза куриных анти-

Рекомбинантный белок mBORIS был
трансформированного плазмидой кодирующей mBORIS

очищен из BL21(DE3) штамма E.coli
колонках TALON, фракции анализировались методом

посредсвом
белкового

афинной хроматографии наSDS полиакриламидном геле. Позитивные фракции объединялись
электрофореза на 10% Tris-

помощью Centricon фильтров. концентрировались с
Мыши иммунизировались

пушки *Gene-Gun". Плазмиды кодирующие
раз две недели (четыре иммунизации) методом генной

были посажены на золотые частицы (диаметр
mBORIS, IL12, ILI8 и/или пустой вектор (pORF)

Пластиковые трубки были порезаны на -пули"
I микрон) и нанесены на пластиковые трубки.

бомбардировалась 3-мя -пулями" предворительно
и использованы ДЛЯ иммунизации. Каждая мышь

животным ВВОДИЛСЯ подкожно рекомбинантный белок
побритый

mBORIS
живот. В других экспериментах,

буффера концентрации 100 мкг/мл) смеси с адъювантом
(в 100 МКЛ фосфатно-солевого

адъювант QuilA в той же концентрации.
QuilA (20мкг/мышь), либо только

Через 8 дней после последней
вены, используя стеклянные пипетки

иммунизации кровь забиралась из ретро-орбитальной
анализировалась на наличие атни-mBORIS

с заостренным концом, выделялась сыворотка
ответ анализировался культуре

антител методом ELISA. T клеточный иммунный
инкорпорации (для анализа пролиферации

селезеночных
клеток), ELISPOT

клеток методами ("Н]тимидиновой
клеток продуцирующих ЦИТОКИНЫ IL4 IFNY) и

(для детекции общего количества
цитокины IL4 и IFNy со стороны CD4+ и CD8+ T

проточной цитометрии (для анализа продукции
активности селезеночных клеток и убийства клеток-мишеней

клеток, a так же для анализа цитотоксичной
Через 10 дней после последней иммунизации,

(опухолевых клеток)).
имплантировано 7x1034T1 клеток 50 МКЛ PBS. Объем

мышам В молочную железу было
каждые 2-3 ДНЯ после введения 4T1- клеток молочную

опухоли измерялся с помощью линейки

асфиксии,
(W")//2, где длина, a W - ширина опухоли. Мыши были

железу рассчитывался по формуле:
когда объем опухоли достигал 1.5 ст3.

терминированы методом газовой
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РЕЗУЛЬТАТЫ и ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ экспрессии_ антигена BORIS в мышиных и человеческих опухолевых клетках и
конструкция вакцины на основе мутированной формы антигена BORIS. Множество различных
опухолевых антигенов, использованных для иммунотерапии опухолей по сей день, к сожалению

клинике имели очень посредсвенный результат (Rosenberg, 2004). Потенциальным
объяснением этому может быть ТО, ЧТО предклинических испытаниях, где тестируются
вакцины, используются относительно иммуногенные модели опухоли у животных, при том, что
человеческие опухоли спонтанны и менее иммуногенны (Le Poole, 2003). Ситуацию осложняет
еще и то, что опухолевые клетки имеют способность быстро "избавляться" от антигенных
маркеров, что приводит к подению эффективности вакцины (Browning, 1997). Исходя из этого, Внашей работе мы выбрали BALB/c мышей и слабо иммуногенную, спонтанно
метастазирующую модель рака молочной железы, основанную на 4T1 клетках (Miller, 1983;
Pulaski, 1998). литературе было описано, что 4TI клетки индуцируют множество
иммунсупрессорных молекул аналогично ситуации В клинике, включая PGE-2 (Mitsuhashi,
2004), TGF-P (Kobie, 2003; Muraoka, 2002) и другие факторы (Danna, 2004). Кроме того
известно, что BALB/c мыши отличие от других пород, склонны к Th2 типу клеточного
иммунного ответа за счет увеличенной продукции Th1 ингибирующего фермента - аргиназы
(Miura, 2000). Все вышеописанное с одной стороны создает очень жесткие условия ДЛЯ
получения иммунного ответа и защиты от опухоли В этой модели, но с другой стороны делает
модель наиболее близкой к ситуации у человека.

Как было показано раннее, BORIS абберантно реактивирован ВО многих человеческих и
мышиных раковых клеточных линиях и первичных опухолях (Vatolin. 2005), однако, экспрессия
мышиного гена BORIS 4TI клетках РМЖ не была проанализирована. Таким образом, чтобы
иметь возможность работать с хорошо охарактеризованной и наиболее близкой к человеческой
модели РМЖ, основанной на 4T1 клетках, первую очередь было решено проанализировать
экспрессию мышиного гена BORIS В различных мышиных раковых клетках, a именно, клетках
рака молочной железы 4T1, мастоцитомных клетках- P815, глиомных GL261 клетках и
клетках T клеточной лимфомы DILL, методами PCR и проточной цитометрии. Как и
предполагалось, мРНК гена BORIS, была обнвружена В опухолевых клетках 4T1, P815 и GL261,
но не культуре селезеночных клеток, которые были использованы как негативный контроль,
методом PCR (Фигура 1) Ген HPRT, конститутивно экспрессирующийся во всех клетках, был
использован как внутренний контроль, для приблизительной количественной оценки.

, Присутствие белка BORIS было протестировано методом проточной цитометрии, с
использованием первичных BORIS-специфичных куриных анител и вторичных FITC-меченных
антител против куриных иммуноглобулинов. Результаты проточной цитометрии подтвердили
факт наличия белка BORIS немодифицированных опухолевых клеточных линиях 4T1, P815,
GL.661 и EL-4, и его отсутствие клетках из культуры спленоцитов, обработанных и меченных
так же, как и опухолевые клетки (Фигура 2). Таким образом, мы показали, что 1) CT ген BORIS
природно экспрессируется различных немодифицированных мышиных опухолевых клетках
различной гистологической этиологии, и 2) что BORIS отсутствует В нормальных (не
опухолевых) клетках, a именно в клетках из культуры спленоцитов.
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1 2 3 4
350 bp HPRT

750 bp
է

BORIS

GL26

Фигура 1. Экспрессия МРНК гена BORIS была
обнаружена мышиных линиях опухолевых
клеток, но не контрольных селезеночных
клетках методом RT-PCR.
Линия I клетки GL261; 2 - клетки 4TI; 3
клетки P815: 4 - селезеночные клетки. Ген HPRT
был использован как внутренний контроль.

Селезеночные
клеткиI

Таким образом, мы показали, что антиген BORIS природно
мышиных. так и человеческих опухолсвых тканях, 100 отсутсвует
онухолевых) клетках, что делает молекулу идеальной мишенью
иммунотерании.

Для проведения запланированных экспериментов, с целью исклочения ДИК-связывашей
активности, ДНК-леметилирующей способности и других нативных функций полной
немодифицированной молекулы BORIS решили использовать I I 7.---делетированиую форму
мышиного антигена роли вакцины (mBORIS). Схема клонирования гена делеции
повторяющегося домейна представлена на Фигуре 4.

Ген BORIS
Nll, COOU

Фигура 4.

Ncol PCR мутированиюго
Bamlll нутем удаления

HindIll EcoRl связывающего 2A

экспрессирустся как

пормальных (не
противоонухоленой

Клонирование

гена BORIS
ДИК-

домейна.

Экспрессия белка
EL-4

Фигура 2. Экспрессия нативного белка BORIS
была обнаружена мышинных линиях
опухолевых клеток, но не контрольных
селезеночных клетках методом проточной
цитометрии. Синие стрелки контроль (клетки
метились только вторичными антителами),
красные стрелки эксперимент (клетки метились
первичными и затем ТОЛЬКО вторичными
антителами).

Как было отмечено выше, экспрессия белка BORIS была показана во многих
человеческих опухолях, при этом BORIS не был обнаружен В нормальных тканях. Мы свою
очередь протестировали экспрессию белка BORIS различных человеческих опухолевых тканяхс использованием метода иммуногистохимии и куриных антител специфичных к молекулеBORIS. Как ВИДНО из Фигуры 3, белок BORIS экспрессируется во всех исследованных
человеческих опухолевых тканях отсутствует нормальных контрольных тканях.

Поджелуд. железа Молоч. железа Кишечник Легкие Желудок

Опухолевая
гкань

Нормальная
ткань

Фигура 3. Белок BORIS экспрессируется различных человеческих опухолевых, но не в
нормальных тканях.

BamHI

NH, соон
Ген mBORIS

Далее была сконструирована плазмида, на основе всктора PORF методом лигирования
сайтах NcoI и EcoRI под контролем hEFI-HTLV промотора. Полученная конструкция
кодирующая делетированную форму молекулы BORIS (pmBORIS), была использована ДЛЯ
трансфекции клеток СНО. Экспрессия гена mBORIS была проанализирована методом Вестери
Блот с использованием BORIS-специфичных куриных антител. Как показано на Фигуре 5.
сконструированная плазмида pmBORIS экспрессировала белок В трасфецированных клетках.

-- 132 КДа Фигура 5. Детектирование экспрессии
90 КДа белка mBORIS В СНО клетках,

is - 55 КДа трансфецированных pmBORIS или

--44 КДа
пустым вектором с использованием
полиакриламидного гель-электрофореза

- 34 КДа метода Вестсрн Блот с куриными
антитслами, специфичными к аптигену

23 КДА BORIS.

После того как была подтверждена экспрессия гена BORIS немодифицированных
нативных 4T1 клетках РМЖ и показана функциональность сконструированной нами плазмиды,
мы протестировали иммунологический и герапевтический потенциал нашей вакцины В очень
жесткой, агрессивно метастазирующей мышиной модели РМЖ, основанной на клетках 4TI
(гаплотип H2*).
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Иммунологические исследования (ДНК-пакинии Четыре групиы BAL.I/c (гаплотии
H2d, 6 мышей В каждой группе) были использованы для тсстирования mBORIS-специфичного
гуморального и клеточного иммунного ответов. Мыши одной из жепериментальных rpyill
были проиммунизированы методом "генной пушки" gene как описано (Vasilevko, 2003;
Ghochikyan, 2003), плазмидой, кодирующей mBORIS (9 мкг/мышь), которая была нанесена на
золотые частицы диаметром I микрон. как рекомендовано производителем (Bio-Rad). Вторая
окспериментальная группа мышей иммунизировалась смесью плазмид. кодирующих mBORIS (9
мкг/мышь) молекулярные адъованты ILI2 (3 мкг/мышь) It ILI8 (3 МКГ/мышь). Мы выбрали
УТИ молекулярные адьюванты, т.к. ранее было показано, что: (a) Цитокины II.12 и ILI8
дифференциально ВЛИЯЮО на продукцию IFNy главным образом В IT клетках на уровне
гранскрипции; (б) хотя IL12 в одиночку может индуцировать продукцию IFN-y, присутсвие ILI8
значительно увеличивает уровень этого важного цитокина ThI типа; (в) В присутствии IL18
необходимо лишь небольшое количество IL12 для эффективной защиты от различных патогенов
(Triccas, 2002: Tapia, 2003;. Lee, 2003; Hanlon, 2001). Карты использованных плазмид
кодирующих mBORIS мышинные интерлейкины IL-12 и IL-18 представлены В Фигуре 6.

Одна из контрольных групп иммунизировалась смесью плазмид, кодирующих только
молекулярные адъюванты (IL12 и ILI8) на золотых частицах той же концентрации. Мыши из
всех групп иммунизировались 4 раза с интервалом 2 недели. Вторая контрольная группа
мышей оставалась неиммунизированной (наивный контроль).

Через семь дней после последней (четвертой) иммунизации 200-250 МКЛ крови было
отобрано из ретро-орбитальной вены ДЛЯ детекции гуморального иммунного ответа; далее
мыши были терминированы, селезенки были выделены и использованы ПЛЯ петекции
клеточного иммунного ответа.

the I
(1085)

mil.18

nBORI
I EcoRl

(1951)

PORF-MBORIS EcoRl PORF-mil.-12 PIRES-mIL.-IS
IRES

(4273bp) (1733) (6 9kb)

poly

сравненио с двумя контрольными групиами (P<0.01 грушиы pmBORIS/pIL.12/1..88

группы pmBORIS).

12 Фитура 7. Пролиферация селезспочных

10 показана методом поглощенияв Представленный иидекс стимуляциен (SI)
8 следующим образом: ис после инкубатии клеток с

протеином mBORIS минус ис после I
(

отсутствие аттигена. ис клеток после иммунизатии

pmiOORIS/pILIZ/LLI8 pmIOORIS статистически

2
-- достоверно выше, чем у контролытых

(* *P<0.01; *P<0.05). Стандартное отклонение

pmBORISI pmBORIS Вектор Ilann получено из 3-х независимых экспериментов.

pILI2/IL.18 DILIZ/IL.88

ДНК-вакцина, основанная на антигенс mBORIS, индуцирует клеточный иммупный omeem ThI

muna. Для детекции Thi и Th2 ЦИТОКИНОВОГО профиля мы проанализировали сиитез лимфокинов

IFNy (Th1) IL-4 (Th2) В культурах селезеночных клеток у иммунных контрольтых мышейi,

используя методы ELISPOT и протоной цитометрии.

Методом ELISPOT мы анализировали число цитокин-синтезирующих (IFNY IL4) клеток

культурах селезенок иммунных контрольных животных. Как видно из Фигуры 8, обеих

экспериментальных группах (иммунизированных pmBORIS и omBORIS/pIl 17/II 18)

статистически достоверно (P<0.001) преобладают IFNY - синтезирующие клетки по сравнению с

клетками синтезирующими ILA. Данные показаные на Фигуре 8A, представляют собой разиицу

количества пятен (цитокин-продуцирующих клеток), полученных после инкубации клеток с

рекомбинантным белком mBORIS, минус количесто пятен после инкубации отсутствие

антигена, рассчитанное на 106 селезеночных клеток.

Селезеночные клетки мышей, иммунизированных вакциной pmBORIS/pIL.22ALL8, содержали

значительно больше IFNy-продуцирующих клеток по сравнению с группой pmBORIS (-240

IFNY+ клеток на 106 селезеночных клеток ДЛЯ группы pmBORIS/pIL12/1L18 и 1180 IFNy+ клеток

на 106 селезеночных клеток ДЛЯ группы pmBORIS), хотя обеих экспериментальных группах

число IFNy+ клеток, но не IL4* клеток, было статистически достоверно больше, чем у

контрольных животных (Фигура 8). В обеих контрольных группах были обнаружены лишь

фоновые количества IFNy и ILA синтезирующих клеток.

Фигура 6. ДНК

иммунизации
(Калифорния,
Калифорния

ДНК-вакцина,
пролиферацию
селезеночных
наличии или
иммунизация
специфичную
соответственно).
пролиферацию
стимуляции ДЛЯ

плазмиды, кодирующие mBORIS, mIL-12 и mIL-18 использованные ДЛЯ

животных. pORF-mIL.12 была приобретена из компании Invivogen
США). pIRES-mIL-18 -- подарок Др. Ронга, из Scripps Research Institute,

основанная на антигене mBORIS, индуцирует антиген-спечифичную
селезеночных клеток у иммунизированных животных. Пролиферация

клеток была протестирована методом ("Н]тимидиновой инкорпорации при
отсутствии рекомбинантного белка BORIS. Как показано на Фигуре 7.

мышей вакцинами pmBORIS и pinBORIS/pIL.22/IL18 индуцировала антиген-
пролиферацию селезеночных клеток (индекс стимуляции 18 и 110

Вакцина pmBORIS/pILIZALL88 индуцировала более выраженную
селезеночных клеток по сравнению с pmBORIS, но тем не менее индекс

обеих экспериментальных групп был статистически достоверно выше по

150 -

в
200:

150 և

I
100 -

pinBORISI pmBORIS

pfL12ЛLIS

pmBORIS
PILIZ/ILIS

IL.

Вектор

Вектар
PILIZALL.18

Фигура 8. A. Продукция цИТОКИНОВ IFNY и

со стороны иммунных клсток селезенки была

показана методом ELISPOT. Статистически

достовенрная разница ДЛЯ IFNy (**P<0.001)
была показана между экспериментальными и

контрольными группами, a также между IFNy

IL4 ДЛЯ обеих экспериментальных групп.

Стандартное отклонение получено из 3-х

независимых экспериментов. Б. Образцы лунок
ELISPOT для экспериметальных и контрольных

культур селезеночных клеток.
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Поскольку ThI тип иммунного ответа считается наиболее важным для

противоопухолевой защиты, тогда как Th2 клеточного иммунного ответа усиливает
продукцию антител, мы решили более детально проанализировать продукцию ЦИТОКИНОВ Вразличных субтипах IT клеток иммунизированных и контрольных мышей с помощьо нового иочень чувствительного метода проточной цитометрии. После трехдневной снецифичной
стимуляции культуры селезеночных клеток рекомбинантным белком BORIS и четырехчасовой
неспецифичной активации с помощью PMA, ионофора и блокатором секреции -- Brefeldin A. мы
проанализировали и подсчитали проценты IFNY ILA продуцирующих CD4 позитивных (CD4*)
и ITNY продуцирующих CD8 позитивных (CD8+) IT клеток. Мы показали, что обе вакцины(pmBORIS и pmBORIS/pIL.22/LL18) индуцируют значительную продукцию цитокина ThI типа

(IFNY) со стороны CD4+ T клеток (Фигура 9), хотя иммунизация вакциной pmBORIS/pILIZ/ILIS
индуцировала больше IFNy-продуцирующих CD4+ IT клеток, чем вакцина pmBORIS (9.04% В
pmBORIS/pIL.12/ILI8 иммунизированных 5.52% pmBORIS иммунизированных животных).Мы проанализировали также продукцию цитокина Th2 типа (IL4) со стороны CD4+ T
клеток после иммунизации мышей вакцинами pmBORIS и pmBORIS/pIL12/ILI8 (Фигура 9) ипоказали лишь небольшое увеличение IL4 позитивных (IL4+) CD4+ клеток
животных. иммунных

Как ВИДНО из Фигуры 9, обеих экспериментальных группах процент IL4+ CD4+ клеток
статистически достоверно меньше (P<0.001), чем процент IFNy+ CD4+ T клеток (2.33% и 9.04%
для группы pmBORIS/pIL12/IL18 и 1.06% и 5.52% ДЛЯ группы pmBORIS), что говорит о том,обе вакцины, основанные на антигене BORIS, индуцируют ThI тип клеточного

что

ответа даже Th2 склонных BALB/c мышах.
иммунного

10.1

8 i IFNY 12 -
IS IFNY

IL4 I

6 --- 8
6

7

pmBORIS pmBORIS ВекторI Наив pmBORIS Вектор/ Нане
PIL12/1L18 pILIZILLIS pIL12NI118 pIL.22/LL18

В CD4*IFNY* I CD4*1L4+ CD8*IFNY* Фигура 9. pmBORIS/pIL.22/IL18
pmoORIS/pIL12ILL8 pmaBIS/pIL12AL18 pmBORIS индуцируют продукцию9.04% i

I
12.72% IFNY и IL4 со стороны антиген-

специфичных CD4+ (A) и IFNy со
стороны CD8+ (Б) T клеток,

BORI
выделенных из селезенок имунных

.67%
мышей. Продукция цитокинов CD4* и

CD8* T клетками анализировалась
է методом проточной цитометрии (В и

Г) (представленны только популяции
Вектор/р

Вектор/pIL12/IL18
CD4+ или CD8+ T клеток). Процент

1.73% ).56% 0.38% CD4+ IFNy+, CD4+ ILA и CD8* IFNy+ T
клеток представляет собой разность
процентов цитокин-продуцирующих
CD4+ или CD8* T клеток после
инкубации клеток присутствии и
отсутствие или отсутствие антигена).

13

Далее мы проанализировали процент CD8* IT клеток продуцирующих IFNy показали,
что иммунизация как вакциной pInBORIS, так и pmBORIS/pIL.22/LLI8 индуцирует также
значительнос количество CD8 IFNy* клеток (12.72% ДЛЯ группы pmBORIS/pIL.12AL. IS и 8.67%
для групны pmBORIS), тогда как этот процент у контрольных животных был равси 0.38 It 0.16

(y pILI2/IL18 иммунизированных и наивных животных соответственно) (Фигура 9). Как 11
ожидалось, этом эксперименте также вакцина pmBORIS/pIL.12/ILI8 индуцировала больший
процент IFNy+ CD8+ клеток, чем вакцина pmBORIS.

ДНК-вакцина, осповашия на антигене mBORIS. индуцирует антиген-спечифичное убийство
опухолевых клеток-миишеней. Как было показано выше (Фигуры I и 2). немодифицированные
мышиные опухолевые клетки 4TI (РМЖ), GL261 (глиома), P815 (мастоцитома) EL. (1
клеточная лимфома) природно экспрессируют антиген BORIS и тем самым являются удобными
мишенями ДЛЯ анализа антиген-специфичного убийства со стороны иммунных селезеночных
клеток.

Для анализа цитолитической активности иммунных селезеночных клеток мы
использовали недавно разработанный очень чувствительный метод проточной цитометрии,
основанный на детекции активации каспазы 3 (ранний маркер апоптоза) В индивидуальных
клетках-мишенях, вызваниой селезеночными (эффекторными) клетками иммунных мышей.

Клетками-мишенями служили четыре гистологически различные линии мышинных
опухолевых клеток: РМЖ (4T1), мастоцитомы (P815), глиомы (GL261) и T клеточной лимфомы
(EL4). Важно отметить, что все вышеприведенные опухолевые клеточные линии, за
исключением ELA, соответстуют гаплотипам (МНС класс I) с эффекторными клетками (RAT RIc
мыши имеют гаплотип H2*), гогда как клетки клеточной лимфомы - EL4 имеют гаплотип 1126
Окрашенные с помощьо CellTracker Green CMFDA, клетки мишени инкубировались течение
3-х часов присутствии эффекторных клеток (культура селезеночных клеток) различных
соотношениях (50:1, 25:1, 12:I и 6.25:1) далее ранний маркер апоггооа каспаза 3.
детектировался популяции CellTracker Green CMFDA-позитивных клеток мишеней методом
проточной цитометрии с использованием фикоэрритрин-меченных ангител против
активированной каспазы 3.

Как показано на Фигуре 10A, селезеночные клетки, выделенные из мышей,
иммунизированных вакцинами pmBORIS и pmBORIS/pIL12/ILI8 убивали 12% и 25% 4TI
клеток мишеней соответственно при соотношении Эффектор:Мишень (Э:М) 1:50. Важно
отметить, что селезеночные клетки, выделенные из мышей, иммунизированных вакципой
pmBORIS/pIL.22/IL18, убивали 4TI клетки-мишени даже при Э:М соотношении равном 12.5:1.
Как и ожидалось, вакцина pmBORIS/pIL12/IL18 индуцировала более высокий процент убийства
клеток-мишеней. Как ВИДНО из Фигуры 10, эффекторные клетки иммунных животных убивали
только мишени гаплотипа H2d (совпадающие с гаплотипом эффекторных клеток), но не мишени
гаплотипа (клетки EL4)(Фигура 10Б). Иными словами, убийство немодифицированных
клеток-мишеней, экспрессирующих молекулу BORIS, является МНС класс I зависимым. При
скептическом подходе можно оспаривать это утверждение, ссылаясь на то, что уровень
экспрессии белка BORIS клетках EL4 ниже, чем остальных клеточных линиях (Фигура 2).
Чтобы напрямую показать МНС класс I - зависимость взаимодействия эффеторных клеток с
клетками-мишенями, мы блокировали взаимодействие МНС класса I с T клеточным рецептором
с помощью моноклональных антител к мышинным H-2Dd (МНС класс I). При концентрации
I ккг на 106 клеток эти антитела полностью ингибировали убийство клеток 4T1 (Фигура 10B),
что подтверждает наше утверждение о том, что цитолитическая активность эффекторных клеток
представляет собой МНС класс I-завтисимый процесс.
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Поскольку антиген BORIS окспрессируется различиьх немодифицированных
мышиных онухолевых клетках, предположили, что иммунные селезеночные клетки
выделенные из мышейi, иммунизированных вакцинами pmIOORIS и pmBORIS/pILIZ/LL.IS.
должны убивать также и другие опухолевые клетки-мишени соотвстствующего гаплотина. Мы
ко-инкубировали иммунные селезеночные клетки от вакцинированных и контрольных мышей с
клетками-мишенями P815 и GL261 и показали, ЧТО оффекторные клетки от жиывотных.
иммунизированных как вакциной pmBORIS, так и pmBORIS/pILI2/LLI8, способны убивать
ГИСТОЛОГИЧЕСКИ различные клетки-мишени (24% убийства P815 клеток и 11% убийства Gl.26I
клеток при соотношении оффектор:мишень равной 50:1)(Фигура 10 Д).
Надо отметить, что до сих пор не удалось обнаружить опухолевые клетки, не экспрессирующие
молекулу BORIS. чтобы использовать их как негативный контроль, однако тот факт, что
селезеночные клетки контрольных мышей, которым были введены только молекулярные
адъюванты (pILI2/LLI8), не приводили к убийству мишеней, позволяет утверждать, что наши
вакцины индуцируют цитолитическую активность посредстам индукции антиген-
специфических CD8+ T клеток.

A Б
4TI

2: A pmBORIS/pILIZALIS EL4

pmBORIS

BeкTop/pIL.22ALIS

12.5:1 6.25: 50:I 25:I 12.5:1 6.25:I
Соотношение Э::1

30 В

25
4T1

20 A

I5

10

ДНК-вакцина, оспованная антигене mBORIS. не индуцируст BORIS-снецифично, о
уморального ответа.Сыворотка была отделена крови. отобранюю через после
носледней иммунизации, иммунизированных контрольных ЖИВОТНЫХ мстодом ДВУХ
центрифугаций была иснользована для апализа содержания антител, специфичных к антигену
BORIS, мстодом ELISA с использованием рекомбинантиого белка mIOOIS покрытия 96-
луночных плашек II вторичных HRP-коньюгированных антител против мышиных
иммуноглобулинов.

Как и предполагалось, исходя из вышеприведснных результатов (thl клеточного
иммупного ответа), вакцина mBORIS, ու mBORIS/pIL.12/LLIS le индуцировали
значительного количества BORIS-специфичных антитсл, что косвенно подтверждает
цитолитическую направленность наших вакции, поскольку известно, ЧТО ThI II Th2 ответы
способны к взаимной ингибиции.

Иммунологические исследования (белковая вакцина). Далее, перед тем как начать исследования
по защите животных от опухоли, мы решили протестировать иммунологический потещцал
другой вакцины основаной на нашем антигене mBORIS -- вакцины на основе рекомбинантного
белка и сравнить иммунологические оффекты двух типов вакции (ДНК- белковая вакцины)
содержащих один и TOT же антиген. Имея уже результаты по иммунологии ДЛЯ ДИК вакцины,
разработанные и валидированные методы определения BORIS-специфичного иммунного ответа,
a так же подтвердив важность наличия адьованта ДЛЯ индукции более сильного ответа, мы
проиммунизировали подкожно две группы BALB/c мышей (6 животных В группе): I)
рекомбинантным белком mBORIS (в 100 МКЛ фосфатно-солевого буффера концентрации 100
мкг/мл) смеси адьювантом QuilA (20 мкг/мышь); 2) адъювантом QuilA (20 мкг/мышь В 100
мкл фосфатно-солевого буффера). Еще одна группа оставалась неиммунизированной (наивный
контроль). Так же как и В случае ДНК-вацины, животные иммунизировались четыре раза
интервалом две недели. Отбор крови и выделение селезенки проводились так же, и в те же
сроки, что для ДНК вакцины. Методы анализа иммунного ответа так же были идентичны ДЛЯ
обеих вакцин.

50:1 25:1
Соотношение 73:M

I.
P815 GL261

Соотношение э:м 6.25:I 50:1 Coomantenne 12.5:I

Фигура 10. pmBORIS/pIL.22/pIL.88 pmBORIS индуцировали антиген-специфичное
убийство клеток-мишеней гаплотипа H2d (А), но не (Б) BALB/C мышах (H2d).
Блокирование МНС класса I привело к падению убийства клеток мишеней до фонового
уровия (B). Селезеночные клетки имунных мышей убивали также раковые клетки-мишени
соответствующего гаплотипа (H2d) P815 (Г) и GL261 (Д).

Белковая вакцина, на оспове антигена mBORIS так как и ДНК-вакиина, индуцирует
антиген-спечифичную пролиферацию селезеночных клеток у иммунизированных
Пролиферация селезеночных клеток анализировалась методом (*Н]тимидиновой инкорпорации
при наличии или отсутствии рекомбинантного белка BORIS и индекс стимуляции (ИС)
расчитывался как описано выше. Как показано на Фигуре иммунизация мышей
рекомбинантным белком mBORIS индуцировала выраженную антиген-специфичную
пролиферацию культуре селезеночных клеток с индексом стимуляции того же уровня, что
индуцирует ДНК-вакцина (Фигура 7). Уровень ИС ДЛЯ животных из группы QuilA был на
уровне фона (Фигура 11).

Белковая вакцина, в отличии от ДНК-вакцины, индучирует клеточный иммунный ответ Th2
muna, Thi/Th2 цитокиновый профиль I клеточного ответа после иммунизации мышей
рекомбинантным беоком был проанализирован методом ELISPOT: анализировалось число
цитокин-синтезирующих (IFNY и ILA) клеток культурах селезенок иммунных контрольных
животных. Как ВИДНО из Фигуры 12, В отличии от ДНК-вакцин, рекомбинантный белок

mBORIS индуцировал больше IL4-, чем IFNy-продуцирующих клеток (в среднем 240 и 155
цитокин-продуцирующих клеток соответственно, перещете на 106 селезеночных клеток), тогда
как ДНК-вакцинация индуцировала статистически достовенрно большее количество IFNy-
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продуцирующих клеток (Фигура 8). Данные на Фигуре 12, представляют собой разиицу
количества цитокин-продуцирующих клеток, полученных после инкубации клеток с
рекомбинантным белком mBORIS. минус количесто после инкубации В отсутствие
антигена, рассчитанное на 106 селезеночных клеток.

В обеих контрольных группах были обнаружены фоновыс количества ЦИТОКИН-
продуцирующих клеток.

Фигура 11. Пролиферация селезеночных
14 клеток ноказана методом поглощения
12 | 11 тимидина. Представленный индекс

стимуляции (SI) расчитан следующим образом:

8
ИС после инкубации клеток с протеином
mBORIS минус ИС после инкубации В

отсутствие антигена. ис клеток после
иммунизации рекомбинантным белком
mBORIS статистически достоверно выше, чем

Белок mBORIS+ QuilA
у контрольных мышей (**P<0.001.

OuilA Стандартное отклонение получено из 3-х
независимых экспериментов.

300

IFNY
Фигура 12. Анализ продукции ЦИТОКИНОВ

250 IFNY и IL4 со стороны иммунных клеток
200 1...

ILA
селезенки методом ELISPOT. Статистически
достовенрная разница между числом IFNy и

в 150 IL4 продуцирующих клеткок (**<<0.01) была
100 для группы животных иммунизированных

рекомбинантным белком mBORIS.
50 Стандартное отклонение получено из 3-х

независимых экспериментов.
Белок mBORIS + Quil. Наив

QuilA

Белковая вакцина, в отличии от ДНК-вакиины. не индуцирует антиген-специфичного убийства
опухолевых клеток-мишеней. Для анализа цитолитической активности иммунных селезеночных
клеток от животных вакцинированных рекомбинантным белком mBORIS, мы использовали
метод проточной цитометрии, основанный на детекции активации раннего маркера апоптоза
(каспазы 3) как описано выше.
Клетками-мишенями служили те же четыре линии опухолевых клеток: 4T1, P815, GL261 и ELA,
однако обнаружить индукцию антиген-снецифичного убийства клеток-мишеней со стороны
эффекторных (селезеночных) клеток от мышей иммунизированных белковой вакциной, не
удалось. Процент каспаза 3 - позитивных клеток популяции клеток-мишеней был равен
фоновому (контрольному) уровню. Эти цанные коррелируют с результатами полученными при
анализе Th1/Th2 цитокинового профиля, поскольку ДЛЯ индукции цитотоксичной активности
необходимо преобладание ThI клеточного ответа, a как показано на Фигуре 12, белковая
вакцина индуцирует больше цитокинов Th2 типа (IL4).

Белковая вакцина, в отличии от ДИК-вакцины, индучирует сильный BORIS-спечифичный
гуморальный ответ. Сыворотка от мышей иммунизированных рекомбинантным белком

mBORIS была была использована ДЛЯ анализа содержания антител, специфичных к антигенуBORIS, методом ELISA. Как преднолагалось, ИСХОДЯ из индукции Th2 гипа I клеточного
ответа, белковая вакцина индуцировала ярковыраженный гуморальный иммунный ответ
(Фигура 13), В отличии OT ДНК-вакцины.

1,6 Белок mBORIS Фиура 13. Детекция антительного
QuilA

ответа
1. специфичного к антигену mBORIS.
1.2 Серийные разведения сыворотки

мышей иммунизированных
0.8 рекомбинантным белком mBORIS все еще
0.6 имели сигнал равный 10.3 при разведении
0.4 1:204,800. Эксперимент был повторен
է. трижды со сходным результатом.

в

Разведения сыворотки

Исследования защиты иммунных мышей от опухоли в 4TI модели РМЖ. После того как мы
продемонстрировали факт окспрессии антигена BORIS немодифицированных клетках РМЖ

4TI и показали способность вакцин на основе молекулы mBORIS индуцировать сильный
антиген-специфичный иммунный ответ: ThI тип клеточного иммунного ответа с выраженной
цитотоксичной активностью для ДНК-вакцин и Th2 ТИП клеточного и сильный гуморальный
ответы для белковой вакцины, мы решили протестировать функциональность наших вакцин
очень сложной агрессивной и спонтанно метастазирующей мышиной модели РМЖ, основанной
на клетках 4T1. Хотя эти клетки хорошо охарактеризованы (Miller, 1983; Pulaski, 1998), перед
тем как тестировать нашу вакцину, мы решили сначала определить минимальное количество
4TI клеток, которое необходимо для индукции опухоли у 100% неиммунизированных мышей с
тем, чтобы исключить возможные отклонения, связаннные с продолжительной in vitro
культивацией. Таким образом, для определения минимального количества 4TI клеток,
необходимого ДЛЯ образования опухоли, BALB/c мышам из шести групп (10 мышей В групп))
было введено соответственно 5x10?, 1.5x103, 3x103, 7x103, 1.5x104 и Ix105 4TI клеток
молочную железу. Мыши обследовались ежедневно до образования опухоли методом
пальпации, и далее каждые 2-3 дня два перпендикулярных диаметра измерялись с помощью
линейки и подсчитывался объем опухоли исходя из формулы: Lxx (W?)/22, где длина, a W
ширина опухоли. Мыши терминировались, когда объем опухоли достигал 1.5 СМ Как ВИДНО из
Таблицы 2, минимальное количество 4TI клеток, которое было необходимо для образования
опухоли у 100% животных, было равно 7x103 клеток на мышь.

Введенное Число мышей с Дии детекции Дии
количество образованной опухоли терминации

Таблица 1. 4TI
4T1 клеток опухолью клетки в BALB/c

5x102 0/10 мышах.
1.5x103 6/10 16-23 -63
3x10
7x10

...
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После введения 7x103 4TI клеток, опухоль становилась ощутимой при пальпации на |3-19 дни,а на 33-52 дни достигала размера 1.5cм3

Таким образом, зная минимальное количество клеток, необходимое ДЛЯ образования
опухоли, временные параметры роста опухоли, мы к
тестированию защитного потенциала наших вакцин (ДНК-

приступили
вакцины

экспериментам по

pmBORIS и рекомбинантный белок mBORis В смеси с адьювантом QuilA)
pmBORIS/pIL.12/LLIS

РМЖ. В мышиной модели

Шесть групп BALB/c мышей (12 мышей В группе) иммунизировались I) ДНК-вакциной
pmBORIS (9мкг на мышь); 2) ДНК-вакциной pmBORIS/pILI2/ILIS (9мкг/3мкг/3мкг мышь);3) рекомбинантным белком mBORIS В смеси с адъовантом QuilA (10 мкг/ 20 мкг

на
4)

смесью молекулярных адъювантов pIL12/IL18 (3мкг/3мкг на мышь); 5) адъовантом
на

QuilA
мышь);

(20мкг на мышь) 6) оставались неиммунизированными (наивный контроль). Мыши
иммунизировались четыре раза с интервалом В две недели методом -генной пушки" илиподкожной вакцинации. Через 10 дней после последней (четвертой) иммунизации всем

фосфатного
экспериментальным и контрольным животным было введено 7x103 4TI клеток (в 50 МКЛбуффера) В молочную железу, ингибиция роста опухоли и выживаемостьживотных были проанализированы. Дизайн эксперимента приведен на Фигуре 14.

2-ая 4-ая
иммунизация иммунизация

1-ая 3-я

иммунизация иммунизация
Мониторинг роста опухоли
и выживаемости животных

52 - - --- ------ -
Дни 14 28 42

Имплантация

Фигура 14. опухоли
Дизайн эксперимента по тестированию противоопухолевого защитногопотенциала вакцин на основе антигена mBORIS В мышиной модели РМЖ.

1.2
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21 23 25 27 29 31
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ու A
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I

о I

15 19 23 27 31 35 39 43 47 51 55 59 63
Дни после имплантации 7x10" 4T1 клеток

Фигура 15. Иммунизация вакцинами
pmBORIS/pILI2/ILI8 и pmBORIS
статистически достоверно замедляли
рост опухоли после введения 7x10 4TI
клеток (**P<0.001, *P<0.05
соответственно) по сравнению с обеими
контрольными группами и группой
иммунизированной рекомбинантным
белком mBORIS. На фигуре
представлены средние значения объемов
опухолей ДЛЯ каждой из групп (n=12) до
29-го дня, пока все мыши ВО всех
группах были живы.

Фигура 16. Выживаемость мышей
после введения 4T1 клеток
статистически достоверно
увеличивалась у животных,
иммунизированных антигенами

pmBORIS/pIL12/IL18 pmBORIS
(**P<0.001, *P<0.05 соответственно) по
сравнению с обеими контрольными
группами. На 41-ый день, когда все
мыши из контрольных групп погибли.
25% животых, иммунизированных
pmBORIS, 50% мышей,
иммунизированных
pmBORIS/pIL12/IL18, были
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живы.

Как видно из Фигуры 15, обе ДНК-вакцины
статистически достоверно замедляли рост (P<0.001

(pmBORIS/pILI2/IL18
P<0.05

и pmBORIS)

сравнению с контрольными группами и группой
опухоли и соответственно) по

mBORIS. Вакцина pmBORIS/pIL12/IL18 лучше всего
иммунизированной

защищала
рекомбинантым белком

опухоли, тогда как мышах иммунизированных белковой вакциной
животных от роста агрессивной

темпе, что и у контрольных животных. На 29-ый день после
опухоль

4TI
росла В том же

животные во всех группах были все еще живы, средний объем
имплантации клеток, когда все

иммунизированных pmBORIS/pIL.12/IL18 был равен 0.18
опухоли для группы

СМЗ.

животных

лак средние объемы опухолей у животных из контрольных
для pmBORIS - 0.43 тогда

ДЛЯ белковой вакцины - 0.85 см3.
групп равнялись 0.7 см и 1.1 a

Обе ДНК-вакцины также статистически достоверно увеличили продолжительность жизни
вакцинированных животных (P<0.001 для вакцины pmBORIS/pIL12/ILI8 P<0.05
pmBORIS), тогда как белковая вакцина никак не улучшала этот показатель (Фигура

ДЛЯ

16).
вакцины

Как
ВИДНО из Фигуры 16, хотя у всех экспериментальных животных образовался РМЖ,
день после имплантации 7x103 4T1 клеток, когда все животные из контрольных

на 41-ый
погибли,50% и 37.5% мышей, иммунизированных ДНК-вакцинами pmBORIS/piL12/IL18

групп
исоответственно были все еще живы.

pmBORIS,

Таким образом, обе ДНК-вакцины на основе СТ антигена BORIS, статистически
достоверно ингибировали рост опухоли статистически достоверно продлевали жизнь
вакцинированных животных по сравнению с контрольными группами, хотя оба параметра, так
же как и иммунный ответ, были более выражены ДЛЯ вакцины pmBORIS/pIL12/IL18.
Иммунизация рекомбинантным белком mBORIS, которая индуцирует высокий титр антител И

Th2 ТИП клеточного ответа и не индуцирует цитотоксической активности, не приводила к
защите животных от опухоли, что говорит о необходимости наличия Th1 типа клеточного
иммунного ответа индукции CTL ДЛЯ успешной противоопухолевой иммунотерапии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Рак молочной железы (РМЖ) является наиболее распространенной формой раковых
заболеваний у женщин во всем мире. Несмотря на то, что долгое время классическими
методами лечения опухолевых заболеваний, включая РМЖ, ЯВЛЯЮТСЯ хирургия, радио-
химиотерапия, качественных успехов в лечении опухолевой патологии с помощью этих методов
до сих пор добиться не удалось. В настоящее время прогресс в лечении онкологических
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заоолеваний связан с существенным прорывом иммунологии, молекулярной биологии и
понимании причин возникновения опухолевой клетки.

Современная эра онкоиммунологии началась с открытия так называемых опухолевыхантигенов и разработки методов формирования специфического иммунного ответа на них. Этот
принцип лежит основе создания противоопухолевых вакцин, с которыми связаны
существенного повышения эффективности противоопухолевой иммунотерапии.

перспективы

Использовавшиеся ранее способы иммунизации основаны на введении В организм
ЖИВОТНОГО или человека соответствующих антигенов. Однако В последние годы ВОЗНИКЛО новое
направление, связанное

белки
с введением В организм нуклеиновых кислот (ДНК или РНК),

кодирующих эти (Maxwell-Armstrong, 1998; Gluckman, 1997; Moelling, 1997; Weber, 1998).В последнее время были разработаны различные вакцины против РМЖ на
различных ААО с использованием различных моделей животных (Yang, 1999; Abrams,

основе
1997;

Chen, 1994). Начиная с 1980-x годов были идентифицированы и клонированы различные ААО(Knuth, 1989), сегодня известны более 60 таких антигенов ДЛЯ человека(Van den Eynde, 2004).
Основными и наиболее популярными ААО, экспрессирующиеся клетками РМЖ, являются:
рецептор эпидермального фактора роста 2 (HER2), карциноэмбриональный антиген
муцин (MUC1), опухоль-супрессирующий белок (p53), теломеразная реверс-транскриптаза

(CEA),

(TERT) недавно идентифицированная молекула, получившая название Brother of Regulator of
Imprinted Sites (BORIS). За исключением молекулы BORIS, относящейся сейчас к классу такназываемых СТ антигенов, все остальные вышеперечисленные ААО, связанные с РМЖ, были
использованы для разработки противоопухолевых вакцин предклинических
испытаниях.

и клинических

СТ (Cancer Testis) антигены - это класс ААО, экспрессирующихся
клетках семенников различных опухолевых клетках не экспрессирующихся

только нормальных

соматических тканях (Scanlan, 2002; Scanlan, 2004). начала открытия и характеризации
нормальных

первого СТ антигена MAGE-A I
47

В начале 1990-ых (van der Bruggen, 1991; Traversari, 1992) было
идентифицировано более СТ генов или семейств генов, их экспрессия была изучена Вразличных типах опухолей (Scanlan, 2004; Chen, 2005; Chen, 2005; Chen, 2006; Okada, 2006). СТ
антигены являются идеальными мишенями ДЛЯ противоопухолевой вакцинации, счто многие из НИХ спонтанно индуцируют клеточный и/или гуморальный иммунный

учетом того,

некоторых раковых больных (Scanlan, 2004) и что семенники ЯВЛЯЮТСЯ

ответ у
привилигированными органами и не экспрессируют HLA класс I на клеточной поверхности

иммунно-

(Fiszer, 1998).
В данной работе мы протестировали экспрессию СТ антигена Brother of

Imprinted Sites (BORIS) различных немодифицированных мышиных
Regulator of

опухолевых тканях и клеточных линиях показали методами RT-PCR,
человеческих

проточной цитометрии, что эта молекула экспрессируется во всех протестированных
иммуногистохимии и

отсутствует в нормальных Тканях. далее, мы сконструировали ДНК-плазмиду,
опухолях и

мутированную форму антигена BORIS, и показали функциональность нашей ДНК-конструкции
кодирующую

(детекция белка лизатах ДНК-трансфецированных клеткок сно методом белкового
электрофореза Вестерн Блот), выделили очистили мутированный белок mBORIS из
трансформированных клеток E.coli.

Показав экспрессию антигена BORIS в немодифицированных опухолевых клетках исконструировав ДНК-вакцину (плазмиды кодирующие mBORIS), очистив рекомбинантныйбелок mBORIS, мы протестировали иммунологические потенциалы этих вакцин. Была
проанализирована

ThI
способность ДНК- и белковой вакцин индуцировать иммунный ответ, и была

показана направленность ДНК Th2 направленность белковой вакцины. Далее, мыпротестировали и сравнили противоопухолевый эффект белковой и ДНК-вацин на основе

21

нового СТ антигена BORIS очень сложной агрессивной мышиной модели РМЖ.
Исследования по защите вакцинированных животных ОТ РМЖ показали, что белковая вакцина,
хотя и индуцирует высокий титр BORIS-специфичных антител и выраженный Th2 ТИП T
клеточного ответа, но не защищает животное от опухоли. В отличие от белковой, ДНК-вакцина,
индуцирующая ThI тип клеточного ответа и выраженную цитолитическую активность,
статистически достоверно ингибирует рост опухоли у иммунизированных животных и
статистически достоверно повышает их выживаемость В агрессивной мышиной модели РМЖ,
что говорит необходимости индукции цитотоксического T клеточного иммунного ответа ДЛЯ
успешной терапии опухолевых заболеваний.

ВЫВОДЫ

I. Новый Cancer Testis антиген Brother of Regulator of Imprinted Sites (BORIS) природно
экспрессируется ВО всех протестированных человеческих и мышиных опухолевых тканях
и клеточных линиях отсутствует во всех нормальных (неопухолевых) тканях за
исключением семенников.

2. Сконструированная нами ДНК вакцина, основанная на плазмиде кодирующей
мутированный антиген (mBORIS), функциональна. Как эукариотические, так и
бактериальные клетки, трансфецированные плазмидой, В состоянии экспрессировать
белок mBORIS.

3. Иммунизация ДНК-вакциной на основе антигена mBORIS индуцирует ярко выраженный
T клеточный ответ Th1 типа, включая индукцию IFNy со стороны- клеток и сильный
цитотолитический ответ - гибель гистологически различных опухолей.

4. Белковая вакцина на основе антигена mBORIS индуцирует T клеточный ответ Th2 типа и
ярко выраженный гуморальный иммунный ответ.

5. ДНК-вакцина на основе антигена mBORIS статистически достоверно ингибирует рост
4T1 опухоли статистически достоверно увеличивает продолжительность жизни
вакцинированных животных.

6. Белковая вакцина на основе антигена mBORIS никак не влияет на рост опухоли и
выживаемость животных, хотя индуцирует высокий титр mBORIS- специфических
антител.

7. Использование молекулярных адъовантов IL12 IL18 вместе с ДНК-вациной
значительно усиливает иммунный ответ к антигену mBORIS и защиту животных от РМЖ
в мышиной модели на основе очень агрессивных клеток 4T1.
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ԱՍ ՓՈՓՈՒՄ

Հետազոտվող աշխատանքում տեստավորվել է Brother ofSites (BORIS)- հակագենի էքսպրեսիան մարդու և մկան տարբեր
Regulator of Imprintod

հյուսվածքներում և բջջային գծերում ու IRT=PCR,
չձ ևափոխված

և
ցիտոմետրիայի մեթոդներով ցույց I տրվել, որ

իմունահիստաքիմիական
այդ մոլեկուլը առկա է

հոսքային

տեստավորված ուռուցքներում և բացակայում է նորմալ հյուսվածքներում: Կառուցվել
բոլոր

էBORIS հակագենի մուտացված ձ ևը կողավորովող ԴՆԹ-պլազմիդը և ցույց է տվելֆունկցիոնալ ունակությունը ( ծովախոզուկի տրանսֆորմացված բջիջների լիզատներում
դրա

սպիտակուցի որոշում սպիտակուցային էլեկտրաֆորեզով և Վեստերն Բլոտով): mBORISմուտացված սպիտակուցը անջատվել և մաքրվել է E.coli-ի տրանսֆորմացված բջիջներից:Չձ ևափոխված ուռուցքային բջիջների BoRis հակագենի էքսպրեսիայից, ԴՆԹ-
վակցինայի կառուցումից (mBORIS կոդավորող պլազմիդներ), mBORIS ռեկոմբինանտ
սպիտակուցի մաքրումից հետո, տեստավորվել են այդ վակցինաների իմունաբանական
պոտենցիալները: Վերլուծվել է ԴՆԹ- և սպիտակուցային վակցինաներովպատասխան խթանելու ունակությունը: Ցույց է տրվել ԴՆԹ-ի Th1 և սպիտակուցային

իմունային

վակցինայի Th2 ուղղվածությունները: Այնուհետև տեստավորվել և համեմատվել է այդերկու վակցինաների հակաուռուցքային էֆեկտը մկան բարդ և ագրեսիվ կրծքագեղձ ի
ուռուցքի վրա: Պարզվել է, որ սպիտակուցային վակցինան թեև խթանում է BORIS
առանձ նահատուկ հակամարմինների բարձ ր տիտրը և բջջային պատասխանի Th2

բջջային
տիպը, բայց չի պահպանում կենդանուն ուռուցքից: ԴՆԹ-վակցինան, որը խթանում է

պատասխանի բջջային պատասխանի Th1 տիպը և ունի արտահայտված
ցիտոլիտիկ ակտիվության վիճակագրային հավաստիությունը, ճնշում է իմունիզացված
կենդանիների ուռուցքի աճը և բարձ րացնում նրանց կենսունակությունը:

Այս փաստը վկայում է ցիտոտոքսիկ T բջջային իմունային պատասխանի խթանմանանհրաժեշտության մասին ուռուսքային հիվանդությունների հաջող թերապիայի համար:
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