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Меланома является наиболее опасным злока-
чественным новообразованием кожи. На долю 
меланомы приходится всего 1% от всех злокаче-
ственных новообразований, но до 80% леталь-
ных исходов [1]. Низкая эффективность лечения 
связана с ранним метастазированием и фор-
мированием резистентности к классическим 
методам терапии. Высокая иммуногенность 
меланомных опухолей, обусловленная спец-
ифическими антигенами (Melan-A/MART-1, 
gp100, тирозиназа, MAGE-3 и NY-ESO-1 и др.), 
дает надежду на создание эффективной тера-
певтической вакцины [2]. Многообещающим 

подходом к лечению больных с онкологически-
ми заболеваниями является ДНК-вак ци на ция, 
направленная на активацию цитотоксических 
CD8+ Т-лим фо ци тов, главных эффекторных 
клеток противоопухолевого иммунитета [3]. Ра-
нее нами был проведен теоретический дизайн 
последовательностей двух искусственных имму-
ногенов, содержащих цитотоксические (CD8+ 
CTL) и хелперные (CD4+ Th) Т-кле точ ные эпи-
топы шести меланомных антигенов (NY-ESO-1, 
MART-1, MAGE-A1, MAGE-A11, MAGE-A3 
и MAGE-C1). Иммуноген MEL-TCI содержит 
эпитопы, рестриктированные наиболее распро-
страненными аллельными вариантами молекул 
HLA I класса. MEL-A0201 содержит эпитопы, 
рестриктированнные молекулами HLA-A*02:01. 
Спроектированные гены были синтезированы 
и клонированы в составе плазмиды pcDNA3.1. 
В качестве положительного контроля использо-
валась плазмида, кодирующая полноразмерный 
антиген клеток меланомы MART-1. Экспрессия 
целевых генов в составе плазмидных ДНК была 
подтверждена с помощью ОТ-ПЦР, иммуно-
блоттинга и внутриклеточного окрашивания 
продукта экспрессии специфическими МКА 
29F2 к бел ку-мар керу p24 [4].
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рактерно присутствие раковых антигенов на поверхности. В связи с этим существует возможность 
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конструкции, кодирующие искусственные полиэпитопные иммуногены MEL-A0201 и MEL-TCI, 
содержащие Т-клеточные эпитопы из шести антигенов меланом. В данной статье представлены 
результаты исследования способности созданных ДНК-конструкций индуцировать противоопу-
холевый иммунный ответ.
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Цель исследования: оценить способность 
ДНК-конструкций pMEL-TCI и pMEL-A0201, 
кодирующих искусственные полиэпитопные 
антигены меланомы, индуцировать противоо-
пухолевый ответ в системе индукции Т-кле точ-
но го ответа ex vivo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Способность полученных плазмидных ДНК 
индуцировать противоопухолевый иммунный 
ответ изучалась ex vivo с использованием моно-
нуклеарных клеток (МНК) периферической 
крови человека. МНК HLA-A*02:01+ доноров 
выделяли из лейкомассы на градиенте плот-
ности фиколла. Прилипшую фракцию клеток 
культивировали в присутствии коктейля ци-
токинов до стадии зрелых дендритных клеток 
(ДК) [5]. На стадии незрелых ДК проводилась 
процедура магнитной трансфекции. Зрелые ДК, 
трансфицированные плазмидами pMEL-TCI, 
pMEL-A0201, pcDNA-MART1, pcDNA3.1, под-
вергались совместному культивированию с не-
прилипшей фракцией МНК (в соотношении 
ДК: МНК = 1:10). Уровень продукции гранзима 
В аутологичными CD8+ Т-лимфоцитами в со-
вместной культуре МНК+ДК изучался с по-
мощью метода проточной цитофлюориметрии. 
Анализ цитотоксической активности эффектор-
ных клеток проводился с помощью измерения 
активности лактатдегидрогеназы (ЛДГ), высво-
бождаемой из поврежденных кле ток-ми ше ней, 
в качестве которых использовались клетки ме-
ланомы линии Mel Is.

РЕЗУЛЬТАТЫ

 Показано, что дендритные клетки HLA- 
A*02:01+ доноров, трансфицированные ДНК-
кон струк ци я ми pMel-A0201 и pMel-TCI, 
способны стимулировать цитотоксическую ак-
тивность аутологичных МНК по отношению 
к клеткам меланомы Mel Is. При этом, как по 
эффективности индукции цитотоксического 
ответа, так и по стимуляции продукции гранзи-

ма В, pMel-A0201 достоверно превзошла ДНК-
кон струк цию, кодирующую белок MART-1.

ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные результаты свидетельствуют 
о том, что искусственные полиэпитопные анти-
гены способны индуцировать иммунный ответ 
в отношении клеток меланомы человека. Обна-
ружение в совместных культурах МНК и транс-
фицированных ДК популяции CD8+ Т-лим-
фо ци тов, продуцирующих гранзим, позволяет 
предположить, что цитотоксическая активность 
эффекторных лимфоцитов, опосредована ак-
тивностью гранзима B. Данный подход может 
использоваться не только для разработки им-
мунотерапевтических вакцин от меланомы, но 
и от других онкологических заболеваний.
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Melanoma is the most dangerous skin cancer. It’s characterized by rapid growth rates and high in-
cidences of metastasis. Melanoma cells have tumor antigens on their surfaces. Thereby, it’s possible to 
create an eff ective vaccine against melanoma. Earlier in the Federal Budgetary Research Institution State 
Research Center of Virology and Biotechnology «Vector» DNA-constructs, encoding artifi cial poly-
epitope immunogens MEL-A0201 and MEL-TCI, that consist of cytotoxic and helper T-cell epitope 
form six melanoma antigens, were created. This article includes the results of evaluation of the capability 
of designed DNA-constructs to induce antitumor immune response.
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