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Гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК) – наиболее распространенная первичная злокачественная опу�
холь печени. Существующие методы терапии ГЦК малоэффективны, а их применение имеет значитель�
ные ограничения. Недавно было показано, что ДНК�вакцины, кодирующие маркер ГЦК – альфа�фе�
топротеин, способны вызывать иммунный ответ против этого аутоантигена in vivo. Однако использован�
ные в качестве вакцин векторы не обеспечивали необходимой защиты, а стратегии иммунизации были
достаточно сложными. Ранее мы показали, что ДНК�вакцина, кодирующая обратную транскриптазу
вируса иммунодефицита человека с сигналом деградации (дегроном) орнитиндекарбоксилазы на С�кон�
це, способствовала развитию у мышей специфического клеточного иммунного ответа против обратной
транскриптазы. В представленной работе получены векторы, кодирующие альфа�фетопротеин, а также
альфа�фетопротеин с сигналом деградации орнитиндекарбоксилазы. Выявлена эффективная экспрес�
сия и быстрая и направленная деградация рекомбинантного альфа�фетопротеина в протеасомах транс�
фицированных клеток. Показана стимуляция противоопухолевого иммунного ответа и существенное
замедление роста ГЦК у вакцинированных животных. 

Ключевые слова: гепатоцеллюлярная карцинома, альфа�фетопротеин, ДНК�вакцина, орнитинде�
карбоксилаза. 

DNA VACCINE ENCODING ALPHA�FETOPROTEIN WITH FUSED ORNITHINE DECARBOXY�
LASE DEGRADATION SIGNAL SIGNIFICANTLY SUPPRESSES HEPATOCELLULAR CARCINOMA
GROWTH IN MICE, by A. V. Morozov1*, V. A. Morozov2, T. M. Astakhova3, A. V. Timofeev1, V. L. Karpov1

(1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia, *e�mail:
Runkel@inbox.ru, Runkel10@gmail.com; 2Robert Koch Institute, Berlin, 13353 Germany, 3Koltsov Institute
of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia). Hepatocellular carcinoma
(HCC) is among the most frequent malignancies in humans. HCC therapy is not efficient and the usual outcome
is poor. In this regard, novel approaches to treat and prevent HCC are urgently needed. The Alpha�fetoprotein
(AFP) is a serological marker of HCC. Recently it has been shown, that the DNA vaccines expressing AFP are
capable in generating immune response against AFP. However, both, the immunization procedures and DNA
vaccines used before were complex and not always very effective. We have shown that DNA vaccine encoding
HIV�1 reverse transcriptase (RT) with fused ornithine decarboxylase (ODC) degradation signal induced a
strong Th�1 immune response against RT in mice. Using this approach we designed a set of novel DNA vaccines
bearing AFP and ODC degradation signal. Results obtained on transfected cells demonstrated efficient expres�
sion and fast proteasomal degradation of the recombinant AFP. The anti�tumor immune response stimulation
was shown in immunized animals and most importantly a notable retardation of tumor growth was observed as
a result of protective vaccination. 
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Принятые сокращения: АФП – альфа�фетопротеин; ФБ – фосфатный буфер; ФБХ – фосфатный буфер, содержащий 1%
глицина и 0.1% Triton X�100; ИФА – иммуноферментный анализ; ОДК – орнитиндекарбоксилаза; ЦТЛ – цитотоксические
Т�лимфоциты; FITC – флуоресцеинизотиоцианат, TRITC – тетраметилродаминизотиоцианат; ЭПР – эндоплазматиче�
ский ретикулум.
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ВВЕДЕНИЕ

Гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК) – одна
из высокозлокачественных опухолей, которая об�
разуется из гепатоцитов и может расти в виде оди�
ночного или множественных узлов, а также ак�
тивно метастазировать в другие органы. Опухоль
чаще развивается у больных циррозом и распро�
странена в регионах, где встречаются гепатиты B
и С. Смертность от ГЦК в мире составляет около
662000 человек в год [1]. Частота ГЦК у мужчин –
13.6 на 100000 (пятое место среди других форм ра�
ка). У женщин этот показатель равен 5.52 на
100000 (восьмое место среди других форм рака)
[2]. В России частота ГЦК доходит до 1–5 случаев
на 100000 населения в год.

При ГЦК проводят частичную или полную ге�
патэктомию с последующей трансплантацией пе�
чени, а также применяют химиотерапию. К сожа�
лению, однозначно положительного эффекта ни
один из этих методов не дает, у каждого есть суще�
ственные ограничения, а их применение лишь
незначительно продлевает жизнь больного. По�
этому проблема поиска новых подходов к тера�
пии ГЦК крайне актуальна.

Одна из особенностей ГЦК – частая (до 80%
случаев) экспрессия опухолевыми клетками аль�
фа�фетопротеина (АФП). АФП – белок сыворот�
ки крови эмбриона млекопитающих и человека.
Он продуцируется желточным мешком и эмбрио�
нальной печенью, вскоре после рождения кон�
центрация АФП в крови снижается до нескольких
нг/мл. Однако АФП появляется в значительных
количествах (мкг/мл) в крови взрослого организ�
ма при развитии злокачественных новообразова�
ний печени и некоторых опухолей репродуктив�
ной системы [3–8], поэтому АФП служит марке�
ром ГЦК и в то же время может использоваться в
качестве мишени для противоопухолевой имму�
нотерапии. 

Предпосылкой к созданию эффективной про�
тивоопухолевой вакцины на основе АФП служит
возможность активации иммунного ответа про�
тив этого аутоантигена. Показано, что популяция
лимфоцитов, распознающих эпитопы АФП, не
элиминируется в эмбриогенезе, а продолжает
циркулировать в крови взрослых особей на про�
тяжении всей жизни [9, 10]. При этом такие лим�
фоциты отличаются неактивным (пассивным)
состоянием, однако, они могут активироваться
антигенными эпитопами АФП. Более того, в
структуре АФП выделены иммунодоминантные
[10, 12] и субдоминантные районы [11]. В этой
связи было предложено использовать в терапии
ГЦК пептиды, соответствующие иммунодоми�
нантным областям АФП [12, 13]. При помощи
этого подхода выявлены различия в иммунном
ответе разных индивидов на эпитопы АФП. Кро�
ме того, было высказано предположение, что бо�

лее сильный иммунный ответ против АФП возни�
кает при иммунизации не пептидами, а полнораз�
мерным белком [10, 14]. При разработке подходов
к терапии опухолей предпочтение отдается сти�
муляции клеточного иммунного ответа, чего, как
правило, не удается добиться вакцинацией пол�
норазмерным белком или его пептидами, так как
такая иммунизация часто приводит к развитию
гуморального (Тh2) иммунного ответа против
белка�мишени. Напротив, для получения силь�
ного клеточного (Тh1) иммунного ответа против
АФП необходимо обеспечить его синтез в анти�
генпредставляющих клетках, а также его протеа�
сомную деградацию, что повлияет на презента�
цию пептидов АФП молекулами главного ком�
плекса гистосовместимости (ГКГ) класса I и в
дальнейшем простимулирует активацию специ�
фических цитотоксических лимфоцитов (ЦТЛ).
Одним из подходов к решению этой проблемы
может быть использование ДНК�вакцин. Работы
по созданию ДНК�вакцин, кодирующих АФП,
проводятся в течение последних 10 лет [15–21],
однако их результаты говорят о необходимости
совершенствования как самих вакцин, так и под�
ходов к иммунизации.

В представленной работе нами предложена
новая стратегия создания ДНК�вакцины против
ГЦК. Получены генно�инженерные конструк�
ции, кодирующие АФП с коротким сигналом де�
градации орнитиндекарбоксилазы (ОДК), кото�
рый обеспечивает быструю деградацию рекомби�
нантного белка в протеасомах [22]. Тем самым
созданы условия для презентации пептидов АФП
в комплексе с молекулами ГКГ класса I, что при�
вело к активации специфического иммунного от�
вета и способствовало замедлению роста ГЦК у
вакцинированных животных. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Животные. Использовали мышей линии
С57Bl/6 в возрасте 8–9 недель, полученных из пи�
томника лабораторных животных “Столбовая”.
Животных содержали в виварии Института био�
логии развития им. Н.К. Кольцова РАН согласно
этическим нормам содержания лабораторных
животных.

Клеточные линии. В работе использовали кле�
точные линии HEK 293 Т (эпителиальные клетки
почки эмбриона человека, ATCC, Manassas, VA
no. CRL�1573); TZM�bl (генетически модифици�
рованная линия клеток HeLa аденокарциномы
шейки матки человека, AIDS Reaserch and Refer�
ence Reagent Program, Division of AIDS, NIAID,
NIH, no. 8129); Hepa 1�6 (клетки гепатомы мыши,
ATCC, Manassas, VA no. CRL�1830). Клетки всех
линий культивировали в среде DMEM
(“PanEco”, Россия), содержащей 10% эмбрио�
нальной сыворотки крупного рогатого скота (“Hi
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clone”, США), 2 мM L�глутамина (“PanEco”) и
антибиотики (пенициллин/стрептомицин), при
37°C, 5% CO2 и 95% влажности. Клетки Hepa 1�6
перед введением животным снимали со дна фла�
кона с помощью раствора трипсина/EDTA, а за�
тем отмывали 5 раз фосфатным буфером (ФБ).

Векторы. Конструирование вектора pAFP. Пол�
норазмерный ген, кодирующий АФП мыши
(мafp, 1.8 т.п.н.), амплифицировали с плазмиды
pal16AFP Evrogen (“Evrogen”, Россия). Для ПЦР
использовали короткие олигонуклеотиды (прай�
меры) SacIafpF и XhoIafpR (табл. 1), содержащие
сайты рестрикции эндонуклеаз SacI и XhoI соот�
ветственно. Реакцию проводили в амплификато�
ре Bio�Rad Q�Cycler (“Bio�Rad”, США).

Амплифицированный фрагмент мafp вырезали
из геля и очищали с помощью Promega Wizard Gel
Extraction kit (“Promega”) согласно рекомендаци�
ям фирмы�производителя. Очищенный ампли�
мер расщепляли эндонуклеазами SacI и XhoI (обе
“Fermentas”, Литва) в течение 1 ч при 37°С, ана�
лизировали полученные фрагменты в 1%�м ага�
розном геле и очищали, используя набор Promega
Wizard Gel Extraction kit.

Инкубацией с эндонуклеазами SacI и XhoI
(“Fermentas”) из конструкции pCMVRTODCsig�
nal [22] вырезали вставку – RTODCsignal. Обрабо�
танную таким образом плазмиду pCMV анализи�
ровали в 1%�м агарозном геле/ТАЕ и очищали с
помощью набора Promega Wizard Gel Extraction kit
согласно рекомендациям производителя. Фраг�
мент мafp встраивали по сайтам SacI–XhoI в рас�
щепленную плазмиду pCMV с помощью T4�
ДНК�лигазы (“Fermentas”) при 14°С в течение
ночи. Компетентные клетки DH5�α трансформи�

ровали лигазной смесью: 1 ч на льду, затем 45 с
теплового шока (42°C), после чего инкубировали
в течение 2 мин во льду и наносили на чашки Пет�
ри (“Corning”, США) с агаром, содержащим ам�
пициллин в концентрации 100 мкг/мл. На следу�
ющий день выросшие колонии переносили в 5 мл
среды LB (“Sigma�Aldrich”, Германия) и ампли�
фицировали в течение ночи. На следующий день
плазмиды выделяли с помощью набора Qiagen
Plasmid Mini Kit (“Qiagen”) согласно протоколу
фирмы�производителя. Присутствие вставок в
клонах проверяли с использованием эндонуклеаз
SacI, XhoI (1 ч при 37°C ) и анализа в 2%�м агароз�
ном геле/TAE. Положительные клоны названы
pCMVAFP. Правильность нуклеотидной последо�
вательности вставки подтверждали секвенирова�
нием плазмид с праймерами pCMVseqF и pCM�
VseqR (табл. 1). Праймеры F1 и R2 (табл. 1), со�
держащие сайты рестрикции эндонуклеаз XbaI и
KpnI, соответственно, использовали для ампли�
фикации мafp с плазмиды pCMVAFP. ПЦР, а так�
же очистку полученного фрагмента выполняли
как описано ранее. Амплимер затем инкубирова�
ли с XbaI, KpnI и очищали из 1%�го агарозного
геля/ТАЕ.

Вектор pCDNA3.1(�) (“Invitrogen”) обрабаты�
вали эндонуклеазами XbaI, KpnI при 37°C и очи�
щали из 1%�го агарозного геля/ТАЕ как описано
ранее. Затем по сайтам XbaI–KpnI мafp лигирова�
ли в pCDNA3.1(�). После трансформации клеток
DH5�α и дальнейшей амплификации клонов, а
также клональной селекции (рестрикция эндо�
нуклеазой HindIII с последующим электрофоре�
зом в 1%�м агарозном геле/ТАЕ), получили век�
тор pAFP. Сохранение рамки считывания и пра�

Таблица 1. Праймеры, использованные в работе

Праймер Нуклеотидная последовательность 5'�3'

SacIafpF ATT TGA AGG AGC TCG CAG CCA TGA AGT G

XhoIafpR CAC ACC AAA GAC TCG AGA CAT TTT TTT GTC C

NheIafpR CTT CTG GAG ATG TGC TAG CGC CCA AAG

F1 GGT CTA TAT ATC TAG AGC TCG CAG CCA TGA AGT G

R1 GTG GTG GTA CCG CTA CTC GAG CAC ATT GAT CCT AG

R2 CTC GAG ACA TTT TTT TGT CCA CGG TAC CTG GAG

Fd CAT TTC GCT GCG TCT AGA ATG TTG CAC GAA AAT G

Rd GAC TTA GCT TAA TAA TGG TTG TTG CCT G

T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG

Аfp1 GAG TTT GGG ATA GCT TCC ACG TTA G

Аfp2 GCA TGT ATG TTC AGT GAT AAG

Аfp3 TCC ACG TGC TGC CAG CTC AGC G

BGHr TAG AAG GCA CAG TCG AGG

pCMVseqF CCA TTG ACG TCA ATG GGA GTT TG

pCMVseqR GAA TTC GGT TGA AGC TAC AAA ATG
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вильность нуклеотидной последовательности
конструкции подтверждали секвенированием с
праймерами T7, Afp1, Afp2, Afp3, BGHr (табл. 1). 

Конструирование вектора pAFPODCsignal. С
целью обеспечения протеасомной деградации ре�
комбинантного АFP получили вектор, содержа�
щий ген мafp в одной рамке считывания с дегро�
ном ОДК. Полноразмерный ген мafp амплифици�
рован с конструкции pal16AFP при использовании
праймеров SacIafpF и NheIafpR (табл. 1), содержа�
щих сайты рестрикции эндонуклеаз SacI и NheI со�
ответственно. ПЦР�продукт анализировали в 1%�м
агарозном геле в буфере TAE. Амплифицирован�
ный фрагмент мafp вырезали из геля и очищали с
помощью Promega Wizard Gel Extraction kit
(“Promega”) согласно рекомендациям произво�
дителя. Очищенный фрагмент инкубировали с
эндонуклеазами SacI и NheI в течение 1 ч при
37°С, а затем очищали из 1%�го агарозного геля с
использованием набора Promega Wizard Gel Ex�
traction kit. Рестрикцией эндонуклеазами SacI и
NheI (2 ч, 37°С) из конструкции pCMVRTODC�
signal был удален ген rt (RT). Обработанную фер�
ментами плазмиду анализировали в 1%�м агароз�
ном геле/ТАЕ и очищали с помощью набора
Promega Wizard Gel Extraction kit согласно прото�
колу фирмы�производителя. Фрагмент мafp по
сайтам SacI–NheI лигировали в плазмиду с помо�
щью T4�ДНК�лигазы (“Fermentas”) при 14°С в
течение ночи. Трансформацию компетентных
клеток DH5�α лигазной смесью и амплификацию
клонов проводили как описано выше. Присут�
ствие вставки в клоне проверяли с помощью об�
работки эндонуклеазами SacI и NheI (1 ч при
37°С) и анализа в 2%�м агарозном геле/TAE.
Клоны, содержащие нужные вставки, названы
pCMVAFPODCsignal. Нуклеотидная последова�
тельность плазмиды подтверждена секвенирова�
нием с использованием праймеров pCMVseqF и
pCMVseqR (табл. 1).

Затем для амплификации AFPODCsignal с плаз�
миды pCMVAFPODCsignal использовали прай�
меры F1 и R1 (табл. 1), содержащие сайты ре�
стрикции эндонуклеаз XbaI и KpnI соответствен�
но. ПЦР, а также очистку полученного фрагмента
выполняли как описано ранее. Амплимер инку�
бировали с рестриктазами XbaI и KpnI и очищали
из 1%�го агарозного геля/ТАЕ.

Вектор pCDNA3.1(�) (“Invitrogen”) обрабаты�
вали эндонуклеазами XbaI и KpnI при 37°С и очи�
щали из 1%�го агарозного геля/ТАЕ. В результате
лигирования AFPODCsignal в pCDNA3.1(�) по
сайтам XbaI–KpnI, последующей трансформа�
ции клеток DH5�α, дальнейшей амплификации
клонов, а также клональной селекции (рестрик�
ция эндонуклеазой HindIII с последующим элек�
трофорезом в 1%�м агарозном геле/ТАЕ) получен
вектор pAFPОDСsignal. Правильность нуклео�

тидной последовательности конструкции под�
тверждена секвенированием с праймерами T7,
Afp1, Afp2, Afp3, BGHr (табл. 1). 

Создание плазмид pΔAFP и pΔAFPODCsignal.
Для того чтобы исключить секрецию рекомби�
нантных белков, получили два вектора с делецией
последовательности, кодирующей сигнал экс�
порта (54 п.н.), на 5'�конце гена мafp. С этой це�
лью использовали праймеры Fd и Rd со встроен�
ными сайтами рестрикции эндонуклеаз XbaI и
BamHI соответственно (табл. 1). Короткие фраг�
менты 5'�концевой области гена мafp амплифи�
цировали с плазмиды pAFP и получили амплиме�
ры, не кодирующие сигнал экспорта. ПЦР�про�
дукт анализировали в агарозном геле.

Амплифицированный фрагмент вырезали из
геля и очищали с помощью Promega Wizard Gel
Extraction kit. Очищенный фрагмент обрабатыва�
ли эндонуклеазами XbaI и BamHI (1 ч при 37°С) и
очищали из 2%�го агарозного геля при помощи
Promega Wizard Gel Extraction kit.

Плазмиды pAFP и pAFPODCsignal инкубиро�
вали с ферментами XbaI и BamHI в одинаковых
условиях (37°С, 2 ч). При этом был удален 5’�кон�
цевой фрагмент гена мafp, содержащий сигнал
экспорта. Обработанные плазмиды очищали из
1%�го агарозного геля как описано ранее.

5’�Концевые фрагменты мafp, не содержащие
последовательности, кодирующей сигнал экс�
порта, лигировали с помощью Т4�ДНК�лигазы в
подготовленные (раскрытые) на предыдущем
этапе векторы pAFP и pAFPODCsignal по сайтам
XbaI–BamHI. Лигирование, трансфекцию ком�
петентных клеток, амплификацию и отбор поло�
жительных клонов проводили как описано выше.
Плазмиды выделяли с помощью набора Qiagen
Plasmid Mini Kit (“Qiagen”, “Hilden”, Германия)
согласно инструкциям производителя. Селекция
клонов (рестрикция эндонуклеазой HindIII с по�
следующим электрофорезом в 2%�м агарозном
геле/ТАЕ) позволила отобрать клоны со вставкой
подходящего размера. В результате получили век�
торы pΔAFP [23] и pΔAFPODCsignal. Правиль�
ность нуклеотидной последовательности кон�
струкций подтверждали секвенированием с прай�
мерами T7, Afp1, Afp2, Afp3, BGHr (табл. 1). 

Трансфекция. Для трансфекции клеток линий
HEK293 T и TZM�bl использовали Mirus TransIT�
LT1 reagent (“Mirus Bio”, США) согласно ин�
струкциям производителя. 

Через 48 ч после трансфекции клетки отмыва�
ли 3 раза ФБ (0.8% NaCI, 0.02% KCI, 0.0115%
Na2HPO4 ⋅ 7H2O, 0.02% KH2PO4, pH 7.5), после
чего снимали и переносили в стерильную пласти�
ковую пробирку и отмывали еще 2 раза ФБ. Клет�
ки лизировали в течение 10 мин на льду лизирую�
щим буфером (50 мM Трис�HCl, pH 8.0, 150 мM
NaCl, 1% NP�40, 5 мМ EDТА), содержащим ин�
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гибитор протеолиза Complete (“Roche”, Герма�
ния), центрифугировали (10000 об/мин, 10 мин)
и собирали надосадочную жидкость. Лизаты хра�
нили при температуре –70°С.

Электрофорез в полиакриламидном геле
(ПААГ). Лизаты трансфицированных клеток ана�
лизировали в денатурирующем (ДСН) градиент�
ном (4–20%) Трис�глицин ПААГ (ДСН ПААГ)
Invitrogen Novex Тris�Glycine Gel (“Invitrogen”). С
этой целью использовали Tris�Glycine Sample
Buffer и Тris�Glycine Running Buffer согласно про�
токолу производителя. Проводили также элек�
трофорез в неденатурирующих условиях (натив�
ный ПААГ) с использованием Tris�Glycine Native
Sample Buffer и Тris�Glycine Native Running Buffer
согласно рекомендациям фирмы�производителя.

Белки переносили на нитроцеллюлозную мем�
брану (“Bio�Rad”), используя Тris�Glycine
Transfer Buffer (“Invitrogen”), содержащий 20%
метанола. Эффективность переноса оцененива�
ли, окрашивая мембраны 0.1%�м раствором Pon�
ceau Rouge (“Sigma�Aldrich”).

Вестерн�блотинг. Мембраны инкубировали с
поликлональными антителами кролика против
АФП (“Abcam”, США) в течение 1 ч 30 мин, затем
отмывали и инкубировали с антителами козы
против IgG кролика, конъюгированными с пе�
роксидазой хрена (“Dako”, Дания). Блоты прояв�
ляли с помощью набора ECL (“GE Healthcare”,
Великобритания). Для нормирования сигнала
мембраны отмывали от антител буфером для сня�
тия антител (ФБ, 2% ДСН, 7 мкл/1 мл β�меркап�
тоэтанол), после чего еще раз отмывали в ФБ.
Мембраны инкубировали с моноклональными
антителами мыши против β�актина (“Sigma�Ald�
rich”) или против тубулина (“Dako”), затем отмы�
вали и инкубировали с антителами кролика против
IgG мыши, меченными пероксидазой хрена (“Da�
ko”). Мембраны проявляли как описано ранее.

Анализ культуральной жидкости трансфициро�
ванных клеток. После трансфекции клетки
HEK293 T переводили на среду с искусственным
заменителем сыворотки Lifor (“Lifor�acell”,
США). Через 48 ч после трансфекции культураль�
ную жидкость собирали, центрифугировали при
комнатной температуре (5 мин, 3000 об/мин, за�
тем 10 мин при 10000 об/мин), после чего культу�
ральную жидкость фильтровали через фильтр с
диаметром пор 0.22 мкм (“Schieicher and Schuell”,
Германия) и концентрировали, используя колон�
ки Vivaspin Δ30 кДa (“Sartorius”, США). Присут�
ствие АФП в культуральной жидкости определя�
ли с помощью ДСН�ПААГ и Вестерн�блотинга
как описано ранее.

Протеасомную деградацию рекомбинантных
белков и их стабильность изучали с помощью ин�
гибитора протеасом MG132 (“Sigma�Aldrich”).
Через 30 ч после трансфекции в культуральную

жидкость клеток добавляли ингибитор MG132
(5 мкМ) и инкубировали в течение 18 ч. После
этого клетки лизировали, белковые лизаты ана�
лизировали в ДСН�ПААГ, а присутствие АФП и
АФП�содержащих химер оценивали с помощью
Вестерн�блотинга.

Стабильность рекомбинантных белков в клет�
ках и период их полураспада определяли с ис�
пользованием метода ингибирования трансляции
циклогексимидом. Через 48 ч после трансфекции
в культуральную жидкость клеток добавляли цик�
логексимид (100 мкг/мл, “Sigma�Aldrich”). Сразу
после добавления ингибитора, а затем через 2, 4, 6 ч
клетки снимали и лизировали как описано ранее.
Клеточные лизаты анализировали в ДСН�ПААГ
и с помощью Вестерн�блотинга. 

Иммунофлуоресценция. Спустя 48 ч после
трансфекции клетки HEK293 T отмывали ФБ и
фиксировали в течение 10 мин охлажденным
(⎯20°С) раствором метанол : ацетон в соотноше�
нии 1 : 1, затем просушивали в течение 2 мин при
комнатной температуре. После чего клетки инку�
бировали в фосфатном буфере (5 мин), затем в те�
чение 2–10 мин в растворе, содержащем 0.5% Tri�
ton X�100. Клетки отмывали 3 раза ФБ и оставляли
в буфере ФБХ (ФБ, 1% глицина, 0.1% Triton X�100)
на 30 мин, после чего инкубировали в течение 1 ч
при комнатной температуре (или 12 ч при 4°С в
темноте) с антителами кролика против АФП (“Ab�
cam”, США), разведенными в буфере ФБХ в со�
отношении 1 : 200. Клетки промывали 3 раза ФБ,
содержащим 0.1% Triton X�100, и окрашивали ан�
тителами козы против IgG кролика, меченными
Texas red (“Dako”, “Glostrup”, Дания), разведен�
ными (1 : 200) в буфере: ФБХ. Затем инкубирова�
ли в течение 1 ч в темноте при комнатной темпе�
ратуре, после чего отмывали 3 раза в ФБX и еще
3 раза в ФБ. Фотографии флуоресцирующих бел�
ков, полученные с помощью флуоресцентного
микроскопа Carl Zeiss Axioplan 2 (“Carl Zeiss”,
Германия), обрабатывали с использованием про�
граммы “LSM 5 Image Examiner”(“Carl Zeiss”). 

Анализ скорости деградации АФП с помощью
иммунофлуоресценции. Через 48 ч после транс�
фекции клетки HEK293 T обрабатывали цикло�
гексимидом (как описано ранее) и через 2, 4 и 6 ч
после добавления ингибитора определяли внут�
риклеточную локализацию рекомбинантных бел�
ков с помощью иммунофлуоресценции. 

Двойная иммунофлуоресценция. Эпителиаль�
ные клетки TZM�bl через 48 ч после трансфекции
плазмидами отмывали ФБ и фиксировали в тече�
ние 15 мин 3%�м раствором параформальдегида
(ПФА) (“Sigma�Aldrich”). Затем клетки последо�
вательно промывали 3 раза ФБ, обрабатывали
ФБ, содержащим 0.5% Triton X�100 (2–10 мин),
промывали 3 раза ФБ и инкубировали (1 ч при
комнатной температуре) в ФБХ. После этих про�
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цедур клетки инкубировали (1 ч, 4°С в темноте) с
антителами кролика против АФП (“Abcam”), раз�
веденными в соотношении 1 : 200, а также с анти�
телами мыши против кальнексина (“Gene Tex”,
США), разведенными в том же буфере (1 : 200).
Клетки промывали 3 раза ФБ, содержащим 0.1%
Triton X�100, и окрашивали антителами козы про�
тив IgG кролика, меченными FITC (“Dako”), раз�
веденными (1 : 200) в ФБХ. Инкубировали в тече�
ние 1 ч в темноте при комнатной температуре, за�
тем промывали 3 раза ФБ, содержащим 0.1%
Triton X�100, и окрашивали антителами козы про�
тив IgG мыши, меченными TRITC (“Dako”), раз�
веденными (1 : 200) в ФБХ. Выдерживали в тече�
ние 1 ч в темноте при комнатной температуре, по�
сле чего отмывали 3 раза в ФБ с 0.1% Triton X�100
и еще 3 раза в ФБ. Фотографии флуоресцирую�
щих белков получены с помощью флуоресцент�
ного микроскопа Carl Zeiss Axioplan 2 (“Carl
Zeiss”) с объективом Plan�Apochromat и насадкой
LSM 510 для конфокальной микроскопии (“Carl
Zeiss”). Фотографии обрабатывали с использова�
нием программы “LSM 5 Image Examiner”.

Создание модели перевиваемой гепатомы у мы�
шей. Мышам (12 самцов линии С57Bl/6, разде�
ленных на три равных группы) подкожно в об�
ласть холки вводили 4 × 106, 2 × 105, 2 × 104 клеток
Hepa 1�6 в 100 мкл ФБ. Через 35 дней после пере�
вивки опухолевых клеток мышей забивали, соби�
рали сыворотки, измеряли размеры новообразо�
ваний и отбирали образцы опухолевой ткани и
печени животных. Образцы тканей гомогенизи�
ровали и лизировали, как описано ранее, после
чего тестировали методом Вестерн�блотинга с ан�
тителами против АФП (“Abcam”). Методом Ве�
стерн�блотинга оценивали также количество
АФП в сыворотках животных. Кроме того, еще
20 животных (10 самцов и 10 самок) разделили на
четыре группы по пять мышей в каждой. Пяти
самцам и пяти самкам вводили по 2 × 105 клеток
Hepa 1�6 в 100 мкл ФБ, оставшимся 10 животным
вводили по 2 × 105 ресуспендированных в ФБ кле�
ток опухолевой ткани, взятой из мыши, которой
клетки Hepa 1�6 ввели в предыдущем опыте.

Иммуногистохимия. Экспрессию АФП в опу�
холях, которые развились у мышей, оценивали с
помощью иммуногистохимических методов. С
этой целью образцы опухолевой ткани фиксиро�
вали в течение 2 ч при комнатной температуре в
4%�м растворе ПФА (“Sigma�Aldrich”), инкуби�
ровали (16 ч, 10%�й раствор сахарозы), после чего
замораживали в парах жидкого азота и хранили
при –80°С. С помощью криостата получили сре�
зы ткани толщиной 10 мкм, которые помещали
на стекла, покрытые поли�L�лизином. Стекла
инкубировали (1 ч при комнатной температуре) в
ФБ, содержащем 0.1% Triton X�100 и 7%�ю сыво�
ротку козы. Затем стекла инкубировали в течение

16 ч с антителами кролика против АФП (“Ab�
cam”), разведенными (1 : 200) в том же буфере, от�
мывали в течение 10 мин в ФБ и окрашивали (1 ч
в темноте) антителами козы против IgG кролика,
меченными Alexa 546 (“Invitrogen”), взятыми в
разведении 1 : 800. После этого стекла промывали
ФБ (2 раза по 10 мин) и окрашивали ядра клеток в
течение 15 мин раствором Hoechst (“Invitrogen”) в
буфере ФБ, содержащем 0.1% Triton X�100 и 7%�
ю сыворотку козы. На последнем этапе стекла
промывали ФБ, заключали в мовиол (“Sigma�Al�
drich”) и анализировали, используя флуоресцент�
ный микроскоп Carl Zeiss Axioplan 2. Стекла, слу�
жившие контролем, первичными антителами не
окрашивались. 

Иммунизация мышей ДНК�вакцинами. Всего в
опытах использовано 114 мышей С57Bl/6 (самцы в
возрасте 8–9 нед), которых разделили на три боль�
шие группы: “А”, “Б” и “В”, причем в группы “А” и
“Б” входило по 48 животных, а в группу “В” – 18. 

Для определения влияния ДНК�вакцинации
на выработку специфических антител животных
из группы “А” дважды, с интервалом в 2 нед, им�
мунизировали ДНК�вакцинами, после чего заби�
вали и определяли содержание антител против
АФП в сыворотках методом иммуноферментного
анализа (ИФА). На 96�луночный планшет адсор�
бировали АФП (5 мкг/мл, ночь, 4°С) (“YO prote�
ins”, Швеция). Планшет отмывали от несвязав�
шегося антигена, в лунки вносили сыворотки в
разведении 1 : 100 (ФБ, содержащий 0.1% Тween
20 (ФБТ)) и инкубировали в течение 1 ч при 37°С.
Планшет промывали, вносили пероксидазные
конъюгаты, специфичные к IgG1 и IgG2a (“US
Biological“) мыши, и инкубировали в течение 1 ч
при 37°С. После чего отмывали планшет ФБТ от
несвязавшихся антител. Иммунные комплексы
выявляли с использованием тетраметилбензиди�
на в качестве субстрата. Оптическую плотность
(OD) измеряли при длине волны 450 нм. Результат
считали положительным, если величина оптиче�
ской плотности опытного образца была в 2 раза
больше, чем в контроле. 

В терапевтическом эксперименте использовали
мышей группы “Б”. Животным перевивали опу�
холевую ткань (~2 × 105 клеток), ресуспендиро�
ванную в ФБ. Спустя 2 нед сформировали шесть
подгрупп по восемь мышей по принципу равен�
ства среднего объема образовавшихся опухолей.
Мышей каждой подгруппы однократно иммуни�
зировали 100 мкг соответствующей плазмиды:
pAFP, pΔAFP, pAFPODCsignal, pΔAFPODCsignal
и pcDNA3.1�, а мышам контрольной подгруппы
вводили 100 мкл ФБ. Концентрацию плазмид пе�
ред иммунизацией доводили с помощью ФБ до
1мкг/мкл. Плазмиды вводили внутримышечно.
После чего в течение 90 дней наблюдали за ро�
стом опухолей у животных и определяли объем
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неоплазий по формуле (длина × ширина2)/2, ко�
гда длина (больший размер) превышала 2 см, ис�
пользовали формулу (длина × ширина × высота).

Профилактический эксперимент. Группу “В”
разделили на три подгруппы по шесть мышей в
каждой. Животных первых двух подгрупп иммуни�
зировали pΔAFPODCsignal и pcDNA3.1� –50 мкг
плазмиды, 4 раза с интервалом 2 нед. Мышам
контрольной группы вводили ФБ. Спустя 2 нед
после последней иммунизации мышам перевива�
ли опухолевую ткань (~2 × 105 клеток), ресуспен�
дированную в ФБ, наблюдали за ростом опухолей
и определяли объем неоплазий по формулам,
описанным выше.

Компьютерные программы. Для анализа нук�
леотидных последовательностей и построения
физических карт плазмид применяли пакет про�
грамм DNAStar: Seqman, EditSeq, MegaAlign, Pro�
tean (“Lasergene”, США). 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты in vitro. Дизайн и создание 
экспрессионных векторов

Используя в качестве основы коммерческий
вектор pal16AFP и полученный ранее вектор
pCMVRTODCsig [22], содержащий ген rt (ВИЧ�1)
с 3'�концевым сигналом деградации (дегроном)

ОДК (159 п.н.), созданы четыре новые конструк�
ции: pAFP, pAFPODCsignal, pΔAFP, pΔAFPODC�
signal (рис. 1а). Этапы конструирования этих век�
торов подробно описаны в Экспериментальной
части.

В данной работе исходным был вектор, экс�
прессирующий полноразмерный AFP (pAFP),
остальные три вектора представляли собой его
модификации. В частности, для обеспечения
протеасомной деградации AFP, синтезируемого с
плазмиды pAFP, на 3'�конец гена мafp добавляли
последовательность, кодирующую дегрон ОДК
(pAFPODCsignal и pΔAFPODCsignal). Для исклю�
чения возможной секреции химерных белков из
клеток и облегчения их взаимодействия с протеа�
сомой сконструировали два вектора с делетиро�
ванным сигналом экспорта (54 п.н.) на 5'�конце
гена мafp: pΔAFP [23] и pΔAFPODCsignal. Причем
вектор pΔAFP задумывался как контрольный для
оценки эффективности работы дегрона ОДК в
случае pΔAFPODCsignal. Правильная нуклеотид�
ная последовательность всех конструкций под�
тверждена секвенированием. 

Таким образом, созданы четыре генно�инже�
нерные конструкции, среди которых были как
контрольные, так и с потенциалом для терапевти�
ческого и профилактического использования.
Первая часть работы, выполненная in vitro, посвя�
щена анализу эффективности экспрессии, секре�
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Рис. 1. а – Схематическое изображение рекомбинантных белков, синтезирующихся с полученных конструкций. Вы�
делена последовательность АФП мыши. Эксп – сигнал экспорта. ОДК дегрон – сигнал деградации. Номера амино�
кислотных остатков указаны, начиная с N�конца. б – Вестерн�блот�анализ количества рекомбинантных белков в ли�
затах трансфицированных клеток HEK293 T (А). Клетки трансфицированы: – рΔAFP (1), рAFP (2), рAFPODCsignal
(3), рΔAFPODCsignal (4), pCDNA3.1(�) (5). 6 – Лизат нетрансфицированных клеток. Нормирование загрузки белка
контролировали с помощью обработки мембраны моноклональными антителами к β�актину (Б). в – Сравнитель�
ный анализ секреции рекомбинантных белков из трансфицированных клеток. 1 – AFP; 2 – ΔAFP; 3 – AFPODCsi�
gnal; 4 – ΔAFPODCsignal; 5 – нетрансфицированные клетки. г – Сравнительный анализ олигомеризации рекомби�
нантных белков в ПААГ без ДСН. Представлены три экспозиции одной и той же мембраны. Лизаты клеток НЕК293
Т, трансфицированых рΔAFPODCsignal (1), рΔAFP (2), рAFP (3), рAFPODCsignal (4), 5 – нетрансфицированные
клетки. Мономеры, димеры, тримеры и тетрамеры указаны стрелками.
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ции, олигомеризации и деградации рекомбинант�
ных белков. Методами непрямой иммунофлуорес�
ценции изучена локализация рекомбинантных
белков в трансфицированных клетках. 

Экспрессия рекомбинантных белков
в трансфицированных клетках

На первом этапе анализа конструкций оцени�
ли эффективность экспрессии рекомбинантных
белков (AFP, AFPODCsignal, ΔAFP, ΔAFPODCsi�
gnal) в трансфицированных клетках HEK293 T
методом иммуноблотинга. Была выявлена эф�
фективная экспрессия всех рекомбинантных бел�
ков, однако уровень экспрессии этих белков в
клетках был неодинаков. Больше всего рекомби�
нантного белка обнаружено в лизатах клеток,
трансфицированных векторами pAFP и pAF�
PODCsignal, несколько меньше – в клетках,
трансфицированных pΔAFP, меньше всего –
pΔAFPODCsignal. Количество нанесенного на
ПААГ белка нормировали, используя Вестерн�
блотинг с антителами к β�актину (рис. 1б). Объяс�
нить этот феномен, по�видимому, можно, с одной
стороны, присутствием N�концевого сигнала
экспорта в белках AFP и AFPODCsignal, способ�
ного усиливать экспрессию [23, 24], и активно�
стью С�концевого дегрона ОДК в случае ΔAF�
PODCsignal, с другой (что может свидетельство�
вать в пользу его деградации) [22, 25]. Кроме того,
появление белков, различающихся по молекуляр�
ной массе, в случае pΔAFP можно объяснить
транскрипцией со второго инициирующего кодо�
на в последовательности мafp.

Секреция рекомбинантных белков 
из трансфицированных клеток

На следующем этапе оценили уровень секре�
ции рекомбинантных белков AFP, AFPODCsi�
gnal, ΔAFP, ΔAFPODCsignal из трансфицирован�
ных клеток. Очевидно, что присутствие ФБС в
культуральной среде с большим содержанием
(~6.5 мг/мл) альбумина, родственного АФП, пре�
пятствует анализу секреции рекомбинантных
белков. В этой связи вместо эмбриональной сы�
воротки крупного рогатого скота использовали
среду, содержащую 10% искусственного замени�
теля сыворотки Lifor. Спустя 48 ч в после транс�
фекции культуральную жидкость дважды центри�
фугировали, фильтровали и концентрировали в
100 раз, после чего анализировали с помощью
электрофореза в ПААГ и Вестерн�блотинга с ан�
тителами против АФП. Показано, что единствен�
ным секретируемым белком был AFP дикого ти�
па. Следует отметить, что сигнал был настолько
сильным, что для эффективного выявления белка
методом Вестерн�блотинга было достаточно скон�

центрировать культуральную жидкость трансфици�
рованных клеток всего в 2–3 раза (рис. 1в).

Секреция только AFP дикого типа указывает
на то, что остальные рекомбинантные белки не
экспортируются, по�видимому, из�за изменения
конформации. 

Олигомеризация рекомбинантных 
белков в клетках

Анализ олигомеризации белков важен для бо�
лее детального понимания процессов, происхо�
дящих в трансфицированной клетке. Его прово�
дят, используя электрофорез в нативном геле (без
ДСН и термообработки) и иммуноблотинг. Из�
вестно, что АФП обнаруживается в клетках не
только в виде мономеров, но также димеров, три�
меров и олигомеров [26, 27]. A priori можно ожи�
дать, что олигомеризация влияет (вероятнее всего
осложняет) протеасомную деградацию белка, по�
этому, чтобы определить степень олигомеризации
рекомбинантных белков, анализировали лизаты
трансфицированных клеток. 

Показано, что димеры, тримеры и даже тетра�
меры образуют все рекомбинантные белки, одна�
ко наиболее выраженные олигомерные структу�
ры выявлены в лизате клеток, трансфицирован�
ных вектором рAFPODCsignal, а наименьшая
степень олигомеризации отмечена в клетках,
трансфицированных рAFP (рис. 1г).

Период полураспада рекомбинантных 
белков в клетках

Период полураспада рекомбинантных белков
определяли с помощью ингибирования трансляции
циклогексимидом. Спустя 48 ч после трансфекции
в культуральную жидкость клеток добавляли инги�
битор и через 2, 4, 6 ч после этого клетки лизировали
и анализировали в ПААГ. Среди рекомбинантных
белков наиболее коротким периодом полураспада
(1.5–2 ч) обладал ΔAFPODCsignal, при этом ΔAFP
и AFPODCsignal были так же стабильны, как AFP
дикого типа (как минимум на протяжении 6 ч)
(рис. 2а). 

Эффективность протеасомной деградации 
рекомбинантных белков

Протеасома�зависимую деградацию рекомби�
нантных белков в трансфицированных клетках
подтверждали с использованием MG132 – инги�
битора активности 26S протеасом. Спустя 30 ч по�
сле трансфекции в среду культивирования клеток
добавляли MG132 и инкубировали в течение еще
18 ч, после чего клетки лизировали. Лизаты ана�
лизировали электрофорезом в ПААГ с последую�
щим иммуноблотингом. 
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Незначительные расхождения в накоплении
белка наблюдали во всех случаях, однако уровень
ΔAFPODCsignal и ΔAFP после добавления
MG132 был существенно выше, чем в лизатах
клеток, культивированных в среде без ингибито�
ра протеасом (рис. 2б). Выявлено низкое количе�
ство ΔAFP в лизате трансфицированных клеток,
выращенных в среде без ингибитора протеасомы,
но, учитывая результаты предыдущего опыта,
можно заключить, что деградация этого белка в
протеасоме происходит значительно медленнее,
чем ΔAFPODCsignal.

Таким образом, результаты двух последних
опытов свидетельствуют в пользу того, что среди
рекомбинантных белков быстрой и направлен�
ной протеасомной деградации подвергается толь�
ко ΔAFPODCsignal. 

Локализация рекомбинантных 
белков в трансфицированных клетках

Локализацию AFP и полученных на его основе
рекомбинантных белков внутри трансфициро�
ванных клеток определяли при помощи иммуно�
фуоресценции. Спустя 48 ч после трансфекции

клетки НЕК293 Т фиксировали и окрашивали
сначала антителами против АФП, а затем антите�
лами, конъюгированными с красителем Texas red.
Интересно, что белки по�разному локализова�
лись в клетках (рис. 3а). В частности, AFPODCsi�
gnal формировал характерные серповидные
структуры (рис. 3а, Б); AFP находился преимуще�
ственно под поверхностью клеточной мембраны
(рис. 3а, А); ΔAFP был диффузно распределен в
цитоплазме клеток (рис. 3а, В), а ΔAFPODCsignal
присутствовал лишь в следовых количествах
(рис. 3а, Г), что хорошо согласуется с результата�
ми иммуноблотинга, представленными на
рис. 2а,б. 

Мы предприняли попытку отследить динами�
ку образования характерных для AFPODCsignal
серповидных структур. Для этого использовали
одновременно два метода: ингибирование транс�
ляции циклогексимидом и иммунофлуоресцен�
цию. Через 48 ч после трансфекции в культураль�
ную жидкость клеток вносили циклогексимид.
Спустя 2, 4, 6 ч после этого клетки фиксировали и
обрабатывали антителами к АФП. В результате
показали, что серповидные структуры образуют�
ся достаточно быстро, и уже через 4–6 ч они от�
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Рис. 2. а – Анализ стабильности рекомбинантных белков в трансфицированных клетках в присутствии циклогекси�
мида (А). Для нормирования сигнала мембраны окрашивали антителами против β�актина (Б). б – Анализ стабильно�
сти рекомбинантных белков в присутствии ингибитора протеасомы MG132 (А). 1 – Лизат нетрансфицированных кле�
ток, 2, 3 – лизаты клеток, трансфицированных рΔAFP, 4, 5 – лизаты клеток, трансфицированных рAFP, 6, 7 – лизаты кле�
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четливо видны в клетках, трансфицированных
рAFPODCsignal (рис. 3б). 

Весьма вероятно, что серповидные структуры
представляют собой скопления олигомеризован�
ного белка.

AFPODCsignal накапливается 
в эндоплазматическом ретикулуме (ЭПР)

Более точно внутриклеточную локализацию
рекомбинантных белков определяли с использо�
ванием метода двойной иммунофлуоресценции.
Трансфицированные клетки TZM�bl обрабатыва�
ли антителами к АФП и параллельно монокло�
нальными антителами, распознающими кальнек�
син. Кальнексин – это белок (~90 кДa), локали�
зованный преимущественно в ЭПР. Нам удалось
показать, что AFP находился в основном в обла�
стях, близких к клеточной мембране, и частично
в ЭПР (рис. 4а,б). Подобную локализацию AFP
можно рассматривать как промежуточный этап в
пути его секреции из клетки. Оказалось, что
ΔAFP, как показано и ранее, локализовался пре�
имущественно в цитоплазме (рис. 4в). Важно
подчеркнуть, что ΔAFPODCsignal в трансфици�
рованных клетках обнаружен лишь в следовых
количествах (рис. 4г), по�видимому, из�за эффек�
тивной протеасомной деградации. С другой сто�
роны, AFPODCsignal формировал серповидные
структуры, которые в большинстве своем колока�
лизовались с кальнексином, что свидетельствует
об их расположении в ЭПР (рис. 4д,е). Таким об�
разом, AFPODCsignal накапливался в ЭПР, что
подтверждается также данными об образовании
этим белком громоздких олигомерных структур
(рис. 1г).

Эксперименты in vivo. Получение модели 
перевиваемой гепатомы у мышей линии C57BL/6

Для создания модели развития гепатомы у мы�
шей использовали линию опухолевых клеток пе�
чени мышей Hepa 1�6 (производные гепатомы
BW7756). При разработке модели был поставлен
ряд предварительных опытов.

Определение оптимального 
количества вводимых клеток

Оптимальное количество вводимых мышам
клеток выбирали с учетом опубликованных дан�
ных [18, 20]. Мышам�самцам (три группы по че�
тыре особи в каждой) вводили подкожно в об�
ласть холки по 2 × 104, 2 × 105, 4 × 106 клеток Hepa
1�6 соответственно. Оказалось, что наибольший
эффект достигался при введении 2 × 105 клеток: на
35�й день опухоли образовались у трех из четырех
мышей этой группы и только у двух мышей, кото�
рым ввели 4 × 106 клеток. Ни у одной мыши, полу�

чившей 2 × 104 клеток, новообразований не обна�
ружили (табл. 2). 

Образцы опухолей лизировали, с помощью
иммуноблотинга оценили экспрессию АФП в ли�
затах, и выявили значительное накопление белка
в клетках опухолей (рис. 5а). Активное образова�
ние АФП подтверждено иммуногистохимически
на срезах опухолей (рис. 5б).

Самцы линии C57BL/6 более подвержены 
развитию опухоли после перевивки клеток 

Нера 106, чем самки

С целью определения возможных гендерных
различий в развитии опухолей после перевивки
клеток использовали 20 мышей: 10 самцов и
10 самок. Пяти самцам и пяти самкам вводили
по 2 × 105 клеток Нера 1�6. Остальным животным
вводили гомогенат опухоли (в количестве, соот�
ветствующем количеству перевитых клеток), по�
лученной от другой мыши, которой ранее переви�
ли клетки Нера 1�6. На 35�й день после введения
опухолевых клеток неоплазии образовались у од�
ного из пяти самцов, которым ввели клетки Нера
1�6, а также у всех пяти самцов, которым переви�
вали гомогенат. Только у двух самок из пяти, ко�
торым перевивали гомогенат, обнаружена опу�
холь. Все самки, которым вводили клетки, были
совершенно здоровыми. 

Иммунизированные мыши вырабатывают 
антитела против АФП

Для определения влияния ДНК�вакцинации
на выработку специфических антител 20 мышей
дважды с интервалом в 2 нед иммунизировали
ДНК�вакцинами, после чего забивали и методом
ИФА определяли содержание антител против
АФП в сыворотках. Антитела IgG1 и IgG2a, на�
правленные против АФП, обнаружены только у
животных из групп, иммунизированных вектора�
ми рAFP и рΔAFPODCsignal, причем в группе
мышей, вакцинированных рAFP, средний титр
антител IgG1 составлял 1 : 350, а титр антител
IgG2a –1 : 200, что может косвенно указывать на

Таблица 2. Результаты эксперимента по перевивке
клеток Нера 1�6 мышам

Перевиваемые клетки 
Hepa 1�6, количество Мыши с опухолью* 

2 × 104 0/4

2 × 105 3/4

4 × 106 2/4

* Образование опухоли фиксировали на 35�й день после пе�
ревивки.
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стимуляцию Тh2�иммунного ответа. Напротив, в
группе мышей, иммунизированных рΔAFPODC�
signal, титр антител IgG1 составлял 1 : 300, а анти�
тел IgG2a – примерно 1 : 250, т.е. уровень антител
обоих типов был практически одинаковым, что
указывает на некоторое усиление Тh1�иммунного
ответа и преодоление иммунологической толе�
рантности.

ДНК0вакцинация не способствует 
регрессии или замедлению роста опухоли 

в терапевтическом эксперименте

Для определения эффекта ДНК�вакцинации
на уже сформированную сóлидную опухоль вы�
полнен терапевтический эксперимент, в котором
использовали 48 самцов мышей (шесть групп по
восемь животных) линии C57BL/6. Мышам пред�
варительно перевивали 2 × 105 клеток опухолевой
ткани, через 2 нед вводили двойную дозу (100 мкг)
ДНК�вакцины. В результате не выявили какой�
либо значительной регрессии опухолей в группах
иммунизированных животных. Однако в группе
мышей, иммунизированных контрольным векто�
ром pcDNA3.1�, наблюдалось некоторое замедле�
ние развития новообразований (рис. 6).

Предварительная вакцинация мышей 
рΔAFPODCsignal способствует значительному 

замедлению роста опухоли у животных

Может ли ДНК�вакцина предотвратить или
замедлить рост опухоли? Чтобы ответить на этот
вопрос взяли 18 животных (три группы по
шесть мышей в каждой), которых иммунизирова�
ли 50 мкг pcDNA3.1�, рΔAFPODCsignal или
50 мкл ФБ соответственно (4 раза с интервалом в

2 нед). Спустя 2 нед после последней вакцинации
мышам вводили по 2 × 105 клеток гомогенизиро�
ванной опухолевой ткани. На 65�й день после пе�
ревивки опухолевых клеток у мышей, иммунизи�
рованных рΔAFPODCsignal, средний объем опу�
холи был на 300% меньше, чем у животных,
иммунизированных pcDNA3.1�, и на 500% мень�
ше, чем у мышей из контрольной группы (рис. 7).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

ГЦК – это онкологическое заболевание, раз�
витие которого потенциально можно предотвра�
тить с помощью вакцинации. Ключом к созда�
нию такой вакцины может стать АФП, который ак�
тивно экспрессируется клетками гепатомы (в 80%
случаев) и считается маркером этой опухоли [28]. 

В процессе канцерогенеза АПФ выполняет це�
лый ряд функций, необходимых для роста и раз�
вития опухоли. Одна из них – иммуносупрессор�
ная [29, 30]. АФП влияет практически на все зве�
нья иммунной системы: подавляет выработку
антител и созревание цитотоксических лимфоци�
тов (ЦТЛ), не влияя на активность зрелых Т� и
В�лимфоцитов [31]; подавляет пролиферативный
ответ лимфоцитов на митогены [32]; снижает вы�
работку клетками иммунной системы цитокинов,
необходимых для развития иммунного ответа
[33–35]; повышает активность специфических
Т�супрессоров [36–38], а также снижает фагоци�
тирующую способность макрофагов и натураль�
ных киллеров [39]. АФП, стимулируя экспрессию
FAS�лигандов клетками опухоли, способствует
вступлению опухольинфильтрирующих лимфо�
цитов в апоптоз [40]. Таким образом, опухолевые
клетки, экспрессирующие АФП, предохраняют

Рис. 7. Профилактический эксперимент. Динамика ро�
ста опухоли в группах животных, вакцинированных
pΔAFPODCsignal, pcDNA3.1(�) или фосфатным буфе�
ром (ФБ). Обозначено стандартное отклонение.
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Рис. 6. Терапевтический эксперимент. На 15�й день после
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мышей) вакцинировали одним из векторов (100 мкг) или
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себя от контакта с угрожающими им клетками
иммунной системы. Кроме того, АФП – это эф�
фективный регулятор роста и пролиферации как
нормальных, так и опухолевых клеток [41–44],
способный как стимулировать, так и подавлять их
рост. Установлена дозозависимая стимуляция ро�
ста клеток пяти опухолевых линий, инкубируе�
мых в среде, содержащей менее 100 мкг/мл АФП,
при больших концентрациях наблюдался обрат�
ный эффект [42]. Механизм такого рода регуля�
ции связывают с конформационными изменени�
ями третичной структуры АФП после взаимодей�
ствия с некоторыми лигандами – стероидными
гормонами и жирными кислотами. В результате
взаимодействия со стероидными гормонами экс�
понируется скрытый эпитоп, способный замед�
лять пролиферацию клеток. Связывание АФП с
ненасыщенными жирными кислотами, такими
как арахидоновая, приводит к превращению
АФП в фактор роста, стимулирующий рост эндо�
цитировавших его клеток [41]. На некоторых ли�
ниях опухолевых клеток (Bel7402) показано, что
АФП стимулирует рост клеток путем увеличения
содержания сАМР и активации протеинкиназы
А. При этом усиливается экспрессия онкогенов
N-ras и мутантных форм p53 и p21 [45]. При по�
давлении синтеза АФП в опухолевых клетках
Huh7 с помощью малых интерферирующих РНК
наблюдалось существенное замедление клеточ�
ного роста, а также вступление значительного
числа клеток в апоптоз [44]. Подобный эффект
связывают с подавлением экспрессии мутантного
р53, что приводит к сдвигу соотношения проапо�
птотического фактора Вах и противоапоптотиче�
ского фактора Bcl�2 в сторону Вах. После этого
высвобождается цитохром С и активируется кас�
паза 3, что, в конечном итоге, приводит к апопто�
зу [44]. Более того, показано, что АФП может дей�
ствовать совместно (проявлять синергизм) с не�
которыми цитокинами (интерферон�α, фактор
некроза опухолей), факторами роста (эпители�
альный фактор роста, фактор роста тромбоцитов,
инсулиноподобный фактор роста 1) и онкогена�
ми (c-fos, c-jun, N-ras), стимулируя пролифера�
цию клеток рака молочной железы и рака прямой
кишки [42, 46–48]. Однако получены также ре�
зультаты, указывающие на проапоптотическое
действие АФП [42]. АФП взаимодействует с инги�
биторами апоптоза (белками cIAP�2 и XIAP) и
препятствует их связыванию с каспазами 3 и 9,
что приводит к активации каспаз и апоптозу
[43, 49]. Таким образом, наблюдаются некоторые
противоречия в результатах, полученных в раз�
ных группах. Важно отметить, что проапоптоти�
ческая функция АФП показана с использованием
эмбрионального белка, а его противоапоптотиче�
ский эффект и рост�стимулирующую функцию
наблюдали у АФП, который продуцировали опу�

холевые клетки. Вероятно, эти эффекты связаны
со структурными особенностями белков. Есть
данные, что эмбриональный АФП и АФП, синте�
зируемый опухолевыми клетками, имеют разные
конформационно�зависимые наборы экспони�
рованных эпитопов, что может влиять на функ�
цию белка в целом [50]. Кроме того, важную роль
в росте и развитии ГЦК играют клетки стромы.
Секретируемый фибробластами коллаген обеспе�
чивает структурную основу, необходимую для
поддержания роста ГЦК. На мембранах различ�
ных клеток стромы обнаружены рецепторы�му�
сорщики (SR�A1, SR�B1, LOX�P), способные свя�
зывать АФП [51]. Можно предположить, что па�
ренхимные клетки опухоли, в том числе и
посредством экспрессии АФП, осуществляют
“диалог” с клетками стромы, играющий важную
роль в канцерогенезе. Таким образом, АФП пред�
ставляется своего рода краеугольным камнем для
роста и пролиферации, а также защиты опухоле�
вых клеток, поэтому иммунотерапия ГЦК на ос�
нове АФП считается перспективной [41]. 

Опыты по созданию эффективной противо�
опухолевой терапии на основе АФП показали
возможность активации иммунного ответа на
данный аутоантиген. Оказалось, что популяция
лимфоцитов, распознающих эпитопы АФП, не
элиминируется в эмбриогенезе, а продолжает
циркулировать в крови взрослых особей на про�
тяжении всей жизни [9, 10]. Эти лимфоциты от�
личались неактивным “пассивным” состоянием,
однако удалось показать, что они могут активиро�
ваться антигенными эпитопами АФП [9, 10]. Бо�
лее того, в структуре АФП выделены четыре им�
мунодоминантных района [9, 11], на основе эпи�
топов которых предложена пептидная терапия,
подразумевающая введение больным пептидов с
первичной структурой, соответствующей этим
районам. Однако подобные подходы оказалсь не�
достаточно эффективными in vivo [14, 52]. В даль�
нейшем в структуре АФП выявили целый ряд так
называемых субдоминантных районов. Иммун�
ный ответ больных ГЦК на эпитопы некоторых
из них не отличался, а порой превосходил ответ
на эпитопы иммунодоминантных областей. На�
конец, показаны различия в иммунном ответе на
эпитопы АФП у разных больных, а также выска�
зано предположение о том, что более сильный
иммунный ответ на АФП возникает при иммуни�
зации не пептидами, а полноразмерным белком
[10]. Также установлена существенная роль пред�
ставления эпитопов АФП иммунным клеткам
комплексами ГКГ классов I и II, что непосред�
ственно влияло на характер иммунного ответа
[10]. При создании вакцины против опухоли при�
оритет чаще отдается получению клеточного им�
мунного ответа против онкомаркера, а вакцина�
ция полноразмерным белком или его пептидами
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как правило приводит к стимуляции гуморально�
го иммунного ответа. Причина этого заключается
в том, что АФП не синтезируется клетками орга�
низма, а попадает в него извне, циркулирует в
крови и после захвата клетками иммунной систе�
мы разрушается в основном в лизосомах, а полу�
ченные пептиды представляются на мембранах
клеток в комплексе с молекулами ГКГ класса II,
вызывая преимущественную активацию Тh2�им�
мунного ответа. Обеспечить активацию клеточ�
ного иммунного ответа против АФП можно, если
создать условия для внутриклеточного синтеза
белка и его деградации в протеасоме. Это позво�
лит антигенпредставляющим клеткам более эф�
фективно представлять пептиды АФП иммунным
клеткам с помощью молекул ГКГ класса I и вызо�
вет развитие клеточного иммунного ответа про�
тив клеток, продуцирующих АФП. 

ДНК�вакцина представляет собой один из воз�
можных путей решения этой проблемы. В разных
странах в течение последних 10 лет пытались со�
здать ДНК�вакцины, кодирующие АФП и его
производные [15–21]. Получены результаты,
подтверждали перспективность этого подхода,
однако применяемые ДНК�вакцины не обеспе�
чивали должной защиты. Кроме того, стратегии
иммунизации предложенными векторами были
достаточно сложными. 

Нами предложен новый подход, в котором для
активации иммунного ответа, направленного
против АФП, используется ДНК�вакцина и обес�
печивается быстрая протеасомная деградация ре�
комбинантного белка. Важно отметить, что уже
разработаны и показали свою эффективность ме�
тоды модификации рекомбинантных белков для
направления их в протеасому путем слияния с по�
следовательностями, приводящими к убиквити�
нированию. Так, в составе вектора последова�
тельности, кодирующие два ассоциированных с
меланомой антигена (иммуногенные пептиды из
семи и восьми аминокислотных остатков соот�
ветственно) были слиты с геном, кодирующим
убиквитин. Однако не исключено, что при ис�
пользовании такой системы может развиться им�
мунный ответ на убиквитин и, в свою очередь,
аутоиммунные реакции на этот белок [53]. 

Уменьшить вероятность подобных эффектов и
повысить эффективность вакцины мы попыта�
лись, используя дегрон ОДК в одной рамке считы�
вания с АФП для направления рекомбинантного
белка на деградацию в протеасому. ОДК – это ко�
роткоживущий регуляторный белок, ключевой
компонент клеточной системы синтеза полиами�
нов [54]. Особенность ОДК заключается в ее
быстрой и направленной деградации в протеасо�
ме по убиквитин�независимому пути [55]. На
С�конце молекулы ОДК находится дегрон – уча�

сток из 37 аминокислотных остатков [56, 57]. Из�
вестно, что введение дегрона, а также полнораз�
мерной ОДК на С�конец различных белков приво�
дит к их быстрой деградации в протеасоме [22, 25]. 

Нами созданы четыре экспрессионных векто�
ра: pAFP – кодирующий АФП дикого типа; pAF�
PODCsignal – кодирующий АФП дикого типа с
дегроном ОДК на С�конце; pΔAFP – кодирую�
щий АФП дикого типа без N�концевого сигнала
экспорта; pΔAFPODCsignal – кодирующий АФП
с дегроном ОДК на С�конце и без N�концевого
сигнала экспорта. Важно отметить, что конструк�
ции pΔAFP и pΔAFPODCsignal кодировали белки
без сигнала экспорта чтобы обеспечить накопле�
ние белков ΔAFP и ΔAFPODCsignal в цитоплазме
трансфицированных клеток и облегчить их взаи�
модействие с цитоплазматическими протеасома�
ми. Методами in vitro оценили уровень рекомби�
нантных белков, их секрецию из трансфициро�
ванных клеток, внутриклеточную локализацию,
скорость протеасомной деградации, а также оли�
гомеризацию. С помощью Вестерн�блотинга по�
казано, что рекомбинантные белки эффективно
синтезируются в трансфицированных клетках,
однако их накопление в лизатах клеток значи�
тельно различалось, несмотря на соизмеримое
количество общего белка, нанесенного на ПААГ.
Количество ΔAFP, ΔAFPODCsignal в лизатах
трансфицированных клеток было значительно
меньше, чем других рекомбинантных белков.
Объяснение этому феномену частично содержит�
ся в работе [24], в которой показана роль сигнала
экспорта в регуляции экспрессии генов. Установ�
лено, что в присутствии этого сигнала усиливает�
ся экспрессия вирусных белков [24]. Эти резуль�
таты получены на модели, использующей белок
Еnv ретровируса Jaagsiekte, однако, можно пред�
положить, что сходные механизмы регуляции
экспрессии работают и в других случаях, где при�
сутствуют подобные сигналы. С другой стороны,
малое количество ΔAFPODCsignal в лизатах
трансфицированных клеток можно объяснить
присутствием на С�конце белка дегрона ОДК, ко�
торый теоретически обеспечивает направленную
протеасомную деградацию белка. Неожиданно
большое количество AFPODCsignal в лизатах
трансфицированных клеток нуждается в допол�
нительном объяснении. Более того, показано, что
только AFP дикого типа эффективно выбрасыва�
ется из клеток. Отсутствие секреции ΔAFP и ΔAF�
PODCsignal объясняется делецией сигнала экс�
порта АФП, однако AFPODCsignal не содержит
такой модификации. Кроме того, с помощью ин�
гибирования трансляции циклогексимидом
определено время жизни химерных белков в клет�
ках. Наименее стабильным оказался ΔAFPODC�
signal с периодом полураспада 2 ч, другие же бел�
ки были одинаково стабильными в течение 6–8 ч
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и более. Интересно, что количество AFP дикого
типа практически не менялось со временем, не�
смотря на секрецию этого белка из трансфициро�
ванных клеток в нормальных условиях. Этот эф�
фект связан, вероятно, с действием циклогекси�
мида, а именно, с ингибированием трансляции
белков, вовлеченных в процессы гликозилирова�
ния и непосредственно секреции. Таким образом,
блокируется экспорт белка из клетки, при том,
что циклогексимид не влияет существенно на ак�
тивность протеасом. С помощью ингибирования
протеасом показано, что быстрой и направлен�
ной протеасомной деградации подвергается
только ΔAFPODCsignal, при этом AFPODCsignal
в протеасоме не разрушается. Учитывая, что
AFPODCsignal не секретируется из трансфи�
цированных клеток (несмотря на наличие сиг�
нала экспорта) и не деградирует в протеасоме,
хотя несет дегрон ОДК, мы предположили, что
AFPODCsignal накапливается в областях клетки,
где он не имеет доступа к протеасомам. Для под�
тверждения этой гипотезы иммунофлуоресцент�
ными методами анализировали локализацию ре�
комбинантных белков в трансфицированных
клетках и выявили различия в их локализации.
AFP дикого типа обнаруживался в основном в об�
ласти клеточной мембраны, что может рассмат�
риваться как промежуточный этап в пути его сек�
реции. Как и ожидалось, ΔAFP, не содержащий
N�концевой сигнал экспорта, локализовался в
цитоплазме. ΔAFPODCsignal был плохо различим
в трансфицированных клетках, что соответство�
вало данным о его протеасомной деградации. В
отличие от других белков, pAFPODCsignal обра�
зовывал специфические агрегаты в виде серпо�
видных структур, стабильных на протяжении не�
скольких часов. Возможную связь этих белковых
агрегатов с какой�то определенной клеточной ор�
ганеллой анализировали с использованием мето�
да двойной иммунофлуоресценции с антителами
как против АФП, так и против кальнексина, внут�
реннего белка ЭПР. Колокализация упомянутых
белковых агрегатов AFPODCsignal и кальнекси�
на, подтверждает предположение о том, что сер�
повидные структуры AFPODCsignal формируют�
ся в ЭПР. По�видимому, рекомбинантный белок
“застревает” в ЭПР, поэтому он защищен от про�
теасомной деградации. Данный феномен можно
объяснить наличием сигнала экспорта на 5'�кон�
це мРНК, который после начала трансляции рас�
познается сигнал�распознающей частицей (SRP),
после чего трансляция продолжается на рибосо�
мах шероховатого ЭПР. Синтезированный таким
образом белок оказывается внутри ЭПР, где не
контактирует с цитоплазматическими протеасо�
мами, что и объясняет отсутствие его деградации.
Несмотря на наличие сигнала экспорта, AF�
PODCsignal, в отличие от АФП дикого типа, не

секретируется, что, на наш взгляд, связано с при�
сутствием дегрона ОДК. Хотя в данном случае де�
грон не выполняет свою основную функцию –
направление белка в протеасому – он каким�то
образом препятствует секреции химерного белка
и способствует его накоплению в ЭПР. Механизм
этого остается неясным, так как дегрон ОДК не
содержит мотивов KDEL или KKXX и практиче�
ски не имеет положительно заряженных амино�
кислотных остатков, которые могли бы обеспе�
чить локализацию химерного белка в ЭПР. Воз�
можно, в состав дегрона ОДК входят неизвестные
последовательности, выполняющие роль моти�
вов, препятствующих экспорту химерного белка
из ЭПР, или же здесь играет роль сильная олиго�
меризация AFPODCsignal. Известно, что АФП
способен агрегировать и образовывать димеры,
тримеры, а также различные олигомеры [26, 27].
В нашей работе также показано, что димеры, три�
меры и даже тетрамеры образуют все рекомби�
нантные белки, однако, наиболее выраженные
олигомерные структуры выявлены в лизате кле�
ток, трансфицированных вектором рAFPODCsig�
nal. Можно предположить, что образование таких
крупных белковых агрегатов и есть основная при�
чина, которая сильно затрудняет процессы экс�
порта AFPODCsignal из клетки. 

Согласно полученным результатам, наиболее
перспективным в качестве вакцины оказался век�
тор рΔAFPODCsignal. В первую очередь, это свя�
зано с тем, что кодируемый им рекомбинантный
белок быстро и направленно деградировал в про�
теасоме, поэтому в экспериментах in vivo именно
этому вектору уделялось наибольшее внимание.

Сначала на мышах линии C57BL/6 была созда�
на модель развития гепатомы, причем рост опухо�
ли вызывали перевивкой клеток Нера 1�6. Опре�
деленная нами оптимальная концентрация кле�
ток, вводимых животным (~2 × 105 клеток), в
целом согласуется с результатами других лабора�
торий (от 2 × 104 до 4 × 106 клеток) [17, 20]. Кроме
того, обнаружены пол�зависимые различия в эф�
фективности приживаемости опухолевых клеток.
Самцы оказались намного менее резистентными,
чем самки, что можно объяснить присутствием
эстрогенов в крови самок. Известно, что АФП свя�
зывает эстрогены [58–60], при этом сам АФП, сек�
ретируемый клетками ГЦК, обладает выражен�
ным иммуносупрессорным действием [29, 30]. Та�
ким образом, мы полагаем, что в организме самок
после перевивки опухолевых клеток и начала ак�
тивного синтеза АФП эстрогены связывались с
АФП, тем самым снижалась концентрация сво�
бодного АФП в сыворотке и ослаблялось его им�
муносупрессорное действие, что препятствовало
ослаблению иммунного ответа животных. Отсут�
ствие же большого количества эстрогенов в крови
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самцов приводило к полноценной супрессии им�
мунного ответа секретированным АФП, который
создавал благоприятные условия для роста опухо�
ли. Учитывая все это, в дальнейших эксперимен�
тах мы использовали только самцов. 

Развитие иммунного ответа подтверждено по�
вышением титра антител против рекомбинантно�
го АФП после иммунизации плазмидами
pΔAFPODCsignal и pAFP. Важно отметить, что в
группе мышей, вакцинированных рAFP, наблю�
далось увеличение титра IgG1 по сравнению с
титром антител IgG2a. Это может косвенно ука�
зывать на стимуляцию Тh2�иммунного ответа.
Напротив, в группе мышей, иммунизированных
рΔAFPODCsignal, уровень антител обоих типов
был практически одинаковым, что указывает на
более сбалансированный иммунный ответ и даже
на некоторое усиление Тh1�иммунного ответа.
Уменьшение соотношения IgG1/IgG2a говорит об
увеличении концентрации цитокинов, выраба�
тываемых клетками Тh1. В результате синтеза ко�
стимуляторных молекул изменяется класс анти�
тел, продуцируемых В�лимфоцитами: Тh1�клет�
ки стимулируют выработку IgG2a, в то время как
цитокины хелперных Тh2�лимфоцитов способ�
ствуют увеличению концентрации IgG1. В свою
очередь, Тh1�клетки дополнительно стимулиру�
ют Т�лимфоциты CD8+, направленные против
АФП. Таким образом, изменение соотношения
IgG1/IgG2a может служить косвенным призна�
ком стимуляции специфических ЦТЛ, распозна�
ющих эпитопы АФП. С целью более глубокой
оценки иммуностимулирующего эффекта и про�
тивоопухолевого действия ДНК�вакцин были
проведены терапевтический и профилактиче�
ский эксперименты. Могут ли ДНК�вакцины за�
медлить рост ГЦК? Чтобы ответить на этот во�
прос животным сначала перевивали опухолевую
ткань. Через 15 дней мышей разделили на шесть
групп (две контрольные). Этим животным вводи�
ли ФБ или pcDNA3.1(�). Мышей из оставшихся
четырех групп однократно вакцинировали одним
из экспрессионных векторов. Затем на протяже�
нии 90 дней анализировали динамику увеличения
объема опухоли. В терапевтическом эксперимен�
те не выявили существенного замедления роста
опухоли у иммунизированных животных, напро�
тив, наблюдалось некоторое ускорение ее роста.
Такие результаты можно, с одной стороны, объ�
яснить недостаточной стимуляцией иммунного
ответа рекомбинантными белками при наличии в
организме животного опухоли, а с другой, имму�
носупрессорным действием АФП, так как подав�
ление иммунного ответа, вызванное АФП, синте�
зированным клетками опухоли, может дополни�
тельно усиливаться в присутствии рекомбинантного
АФП. Более того, рекомбинантный АФП как регу�
лятор роста и пролиферации может способство�

вать росту ГЦК [42, 61], особенно ярко этот эф�
фект выражен при вакцинации мышей pAFP.
Важно отметить, что замедление роста опухолей у
животных, иммунизированных pcDNA3.1(�), мо�
жет быть связано с отсутствием АФП�ассоцииро�
ванной иммуносупрессии, с одной стороны, и не�
специфической активацией иммунного ответа
неметилированными CpG�динуклеотидными по�
следовательностями вектора, с другой [62, 63]. Ре�
зультаты опытов in vitro и терапевтического экс�
перимента, а также опубликованные данные ука�
зывают на отсутствие выраженного эффекта
pAFP при профилактическом использовании
[17, 19], поэтому мы уменьшили количество кон�
струкций, тестируемых на животных, а в качестве
наиболее перспективного вектора выбрали
pΔAFPODCsignal.

Профилактический эксперимент был выпол�
нен, чтобы определить, можно ли предотвратить
развитие ГЦК у мышей при помощи вакцинации
вектором pΔAFPODCsignal. Животных вакцини�
ровали 4 раза с интервалом 14 дней pΔAFPODC�
signal, pcDNA3.1(�) или ФБ, после чего им пере�
вивали клетки опухоли. Показано пятикратное
замедление роста опухоли в группе мышей, имму�
низированных pΔAFPODCsignal, по сравнению с
контрольной группой. Это свидетельствует в
пользу того, что направленная протеасомная де�
градация ΔAFPODCsignal (за счет С�концевого
дегрона ОДК) позволяет преодолеть толерант�
ность и стимулирует противоопухолевый иммун�
ный ответ. Использование полноразмерного
АФП очень важно для развития иммунного ответа
к различным эпитопам [10]. При этом образуются
клетки памяти, которые обеспечивают дальней�
шую защиту животных и эффективное отторже�
ние перевитой им опухолевой ткани. Подобная
иммунизация существенно замедляет рост ново�
образований, однако, не приводит к полной за�
щите вакцинированных мышей от развития опу�
холи. Объяснение этого феномена может быть
связано с тем, что в опухоли есть клетки, практи�
чески не экспрессирующие АФП. В результате
иммунного ответа такие клетки не элиминируют�
ся специфически и потенциально могут обеспе�
чить выживание опухоли [64, 65]. Учитывая ре�
зультаты обоих экспериментов (профилактиче�
ского и терапевтического), а также все
полученные нами данные, можно сделать предва�
рительный вывод о том, что направление рекомби�
нантного АФП, слитого с дегроном ОДК (ΔAF�
PODCsignal), в протеасому обеспечивает необходи�
мые условия для стимуляции ЦТЛ, направленных
против АФП�продуцирующих клеток. Благодаря
этому у вакцинированных животных вырабаты�
вается противоопухолевый иммунный ответ,
обеспечивающий существенное замедление роста
ГЦК. Следует отметить перспективность такого
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подхода при создании профилактических вакцин
не только против онкологических, но и инфекци�
онных заболеваний, при которых протеасомной
деградации будут подвергаться белки�мишени и
будет стимулироваться специфический иммун�
ный ответ. В целом, результаты нашей работы
свидетельствуют в пользу выбранного направле�
ния и принципиальной возможности создания
эффективной ДНК�вакцины против ГЦК на ос�
нове АФП человека.

Работа проводилась при финансовой под�
держке Министерства образования и науки Рос�
сийской Федерации (Государственный контракт
№16.512.11.2068 от 16 февраля 2011 г.). 
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