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Аннотация
Оценка иммуногенности антигена является одним из пер-
воначальных и ключевых этапов выбора эффективной 
мишени для противоопухолевой вакцинации. Наиболее 
актуально это для опухолей, которые не имеют спец-
ифических маркеров или имеют слабый мутационный 
статус, как нейробластома. Целью данного исследования 
является выбор наиболее иммуногенного антигена для 
ДНК-вакцинации при нейробластоме, а также проведение 
сравнительного анализа результатов предсказательных 
программ и мышиной модели. Для оценки иммуногенно-
сти использовали мышей линии C57Bl/6, самок возрастом 
8-10 недель (n=25). Мыши получали двукратную вакци-
нацию ДНК-конструкцией на основе антигенов тирозин 
гидроксилазы, Birc5 и Phox2b. На 28-й день извлекали 
селезенки и проводили оценку цитотоксической актив-
ности спленоцитов и уровня продукции ИФНγ. Наиболее 
высокий уровень цитотоксической активности (18,4%) 
и ИФНγ (60% ответивших на стимуляцию) наблюдался 
после вакцинации с Phox2b. Таким образом, наиболее 
иммуногенный по IEDB антиген продемонстрировал 
наилучший результат и в мышиной модели и может быть 
в дальнейшем использован для ДНК-вакцинации при 
нейробластоме. 
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Summary
Evaluation of the antigen immunogenicity is one of the initial 
steps in selecting an effective target for antitumor vaccination. 
This is most relevant for tumors that have no specific markers 
or have a weak mutational status like neuroblastoma. The 
purpose of this study is to select the most immunogenic 
antigen for DNA vaccination against neuroblastoma and to 
conduct a comparative analysis of predictive programs and a 
mouse model. To assess the immunogenicity C57Bl/6 female 
mice 8-10 weeks of age (n=25) were used. The mice received 
two vaccinations with a DNA construct based on tyrosine 
hydroxylase, Birc5, and Phox2b antigens. On the 28th day, the 
spleens were removed and the cytotoxic activity of splenocytes 
and the level of production ofIFNγ were assessed. The highest 
levels of cytotoxic activity (18.4%) and IFNγ (60% of those 
responding to stimulation) were observed after vaccination 
with Phox2b. Thus, the most immunogenic antigen according 
to IEDB showed the best results in the mouse model and can 
be further used for DNA vaccination in neuroblastoma.
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Введение
Одним из основных критериев оценки эф-

фективности ДНК-вакцин является определение 
иммуногенности (ИГ) – способность антигена 
вызывать иммунный ответ [1]. Оценка ИГ по-
зволяет продемонстрировать, что выбранный в 
качестве мишени антиген обладает необходимы-
ми антигенными детерминантами (эпитопами) 
для успешной презентации клеткам эффек-
торам, а также то, что дизайн конструкции и 
метод доставки дают достаточно дополнитель-
ных активаторных сигналов для преодоления 
толерантности к опухоль-ассоциированным 
антигенам, экспрессирующимся и на нормаль-
ных клетках. Исследование иммуногенности 
может проводиться как in silico с помощью 
предсказательных программ и баз данных, так и 
экспериментально на животной модели. Комби-
нация указанных подходов позволяет получить 
наиболее точный результат.

Нейробластома представляет собой экстра-
краниальную опухоль нервной ткани и харак-
теризуется достаточно низким количеством 
антигенов, которые могут быть использованы 
как мишени для терапии [2]. Среди наиболее 
известных поверхностных антигенов можно 
выделить дисиалоганглиозид GD2 [3], рецептор 
к гастрин-релизинг пептиду GRPR и глипикан 
GPC2 [4]. Однако поверхностные антигены бо-
лее пригодны для клеточной иммунотерапии, 
в частности при использовании лимфоцитов 
с химерным антигенным рецептором CAR-T, а 
также для таргетной терапии моноклональными 
антителами. Для вакцин локализация не имеет 
принципиального значения, так как реакции кле-
точного иммунитета против опухоли обусловле-
ны процессингом и презентацией антигена в ком-
плексе с МНС (от англ. Major histocompatibility 
complex). С помощью высокотехнологичных 
методов исследования для нейробластомы опре-
делен целый перечень таких антигенов, которые 
относятся к категории опухоль-ассоциированных 
и характеризуются повышенной экспрессией 
по сравнению со здоровой тканью [5]. Для про-
ведения сравнительного анализа иммуноген-
ности были выбраны три наиболее известных 
для нейробластомы антигена: тирозингидрок-
силаза (ТГ), Birc5 (ранее Survivin), Phox2b. Ген 
ТH кодирует фермент, катализирующий первый 
этап биосинтеза катехоламинов – превращение 
L-тирозина в дигидроксилфенилаланин (DOPA), 
предшественник допамина и эпинефрина, нейро-
медиаторов, синтезирующихся в головном мозге 
и симпатической нервной системе [6]. Ген BIRC5 

(от англ. baculoviral inhibitor of apoptosis repeat-
containing 5) кодирует наименьший белок из 
семейства ингибиторов апоптоза [7]. Он играет 
важную роль в регуляции митоза, в частности в 
функционировании центросомы, а также сбор-
ке микротрубочек в метафазе и анафазе [8]. Он 
является ингибитором апоптоза, т.к. блокирует 
формирование апоптосомы за счет прямого или 
непрямого ингибирования каспаз независимо от 
природы сигнала. Ген PHOX2B (от англ. paired-
like homeobox 2B) кодирует транскрипционный 
фактор, который способствует формированию 
нейронов и регулирует процесс их дифференци-
ровки. Участвует в развитии нескольких крупных 
групп норадренергических нейронов и формиро-
вании нейротрансмиттерного фенотипа [9].

Материалы и методы
Вакцинация, мыши. Для оценки иммуноген-

ности использовали мышей линии C57Bl/6, самок 
возрастом 8-10 недель (n=25). Мыши предостав-
лены виварием Института биоорганической 
химии Национальной академии наук Беларуси 
(ИБОХ) в рамках совместного проекта ГПНИ 
«Разработать и внедрить метод терапевтиче-
ской ДНК-вакцинации против нейробластомы». 
Мыши содержались на базе вивария ИБОХ, 
разведение и уход осуществлялся сотрудниками 
согласно принятым санитарным нормам РБ по 
работе с лабораторными животными.

Мыши получали две внутримышечные инъ-
екции плазмидной ДНК, конъюгированной с 
полиэтиленимином (ПЭИ), в день 0 и 14. Одна 
доза вакцины содержала 10 мкг ДНК и 20 мкг 
ПЭИ массой 20 кДа в объеме 100±20 мкл. Дизайн 
использованных генетических конструкций 
описан ранее [10]. Эвтаназию проводили на 28 
день от начала эксперимента. Для получения 
фракции спленоцитов для клеточных тестов 
обрабатывали хирургическое поле 96% спиртом 
и делали небольшой надрез стерильным скаль-
пелем в области левого подреберья. Селезенки 
извлекали пинцетом и помещали в охлажденную 
среду Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640. 
Затем с помощью пастеровской пипетки помеща-
ли селезенку на нейлоновый фильтр 40-100 µМ 
(Falcon, США) и растирали с помощью поршня 
с резиновым навершием от шприца объемом 
2-5 мл. Полученную суспензию клеток смеши-
вали с 5 мкл среды, тщательно гомогенизиро-
вали и затем наслаивали на градиент плотности 
Histopaque (Sigma, США). Центрифугировали 20 
минут при 1800 об/мин. Отбирали кольцо моно-
нуклеаров и отмывали в среде RPMI [11].

Иммуноонкология: Выбор наиболее иммуногенного антигена для ДНК-вакцинации против нейробластомы



8  Immunopathology, Allergology, Infectology 2022 N°1

Цитотоксический тест. Извлеченные у 
мышей спленоциты инкубировали в RPMI с 
содержанием 10% эмбриональной телячьей сы-
воротки (ЭТС), 1% пенициллин/стрептомицин, 
1% глютамин, 50 мкМ бета-меркаптоэтанол, 
100 МЕ/мл ИЛ-2 в присутствии клеток-мишеней 
NB41A3 в соотношении эффекторы–мишени (25 
к 1) в течение 18 часов. Клетки NB41A3 предва-
рительно окрашивали красителем CFSE (от англ. 
Carboxyfluorescein succinimidyl ester). После 
инкубации все клетки окрашивали витальным 
красителем пропидиум йодидом и инкубирова-
ли не более 15 минут. Анализ проводили в ду-
блях. Процент лизиса клеток-мишеней опреде-
ляли методом проточной цитофлуориметрии на 
анализаторе FC500 (Backman Coulter, USA) [11]. 

ELISPOT. Интенсивность продукции мыши-
ного гамма интерферона (ИФНγ) определяли 
методом ELISPOT с использованием набора 
BDTM ELISPOT mouse IFN-γ ELISPOT Set (BD 
Biosciences, USA). Анализ проводили в трипле-
тах. В качестве положительного контроля ис-
пользовали фитогемагглютинин (конечн. конц. 
5 мкг/мл). Конечная концентрация антигена 
PVXCP составила 10 мкг/мл. Спленоциты брали 
в количестве 300 тыс. на лунку. Результаты детек-
тировали с использованием CTL ImmunoSpot® S5 
UV Analyzer (C.T.L., USA) [11]. 

Статистический анализ
Статистический анализ данных проводили 

на базе программы Statistica 7.0 и GraphPad 
Prism. Различия между группами оценивали 
по Манну-Уитни.

Результаты и их обсуждение
Предсказание иммуногенности антигенов. 

Проверку ИГ собранных генетических конструк-
ций, которые в качестве мишеней включают 
опухоль-ассоциированные антигены TГ, Birc5 и 
Phox2b, проводили в два этапа. Первый включал 
оценку потенциальной ИГ in silico при помощи 
предсказательных программ, второй – оценку 
реальной in vivo ИГ на животной модели.

ИГ каждого из антигенов зависит от ряда 
параметров: размер молекулы, разнообразие 
аминокислот, наличие ароматических аминокис-
лот (аАК), растворимость и т.д. [12]. Выбранные 
антигены были проанализированы на самые 
распространенные параметры иммуногенности 
с целью спрогнозировать оптимальный вариант 
для ДНК-вакцинации (табл. 1).

Белком с самой длинной аминокислотной 
последовательностью является Phox2b, и у него 

же обнаружено наибольшее содержание арома-
тических аминокислот. Прогнозы связывания 
MHC-I для моделирования иммуногенности 
антигенов были сделаны 12.6.2019 с исполь-
зованием онлайн ресурса IEDB [13], который 
объединяет прогнозы из ANN aka NetMHC 
(4.0) [14-16], SMM [17] и Comblib [18]. Только 
Т-клеточные эпитопы с процентом сродства 
менее 10 считались высокоиммуногенными 
(границу отсечения подбирали эмпирически). 
Антигены TГ и Phox2b имеют более подходящие 
эпитопы для гаплотипа H2Kb, соответствующе-
го мышам C57Bl/6, по сравнению с антигеном 
Birc5. Расчет итоговых баллов производился 
следующим образом: 1 балл начислялся за каж-
дую позицию за самый низкий среди антигенов 
результат, 3 балла начислялось за каждую по-
зицию, в которой антиген имел самый высокий 
результат, и соответственно 2 балла получал 
антиген, занимающий промежуточное положе-
ние. Таким образом, по результатам полученных 
итоговых баллов спрогнозированных преиму-
ществ каждого из антигенов, уровень иммуно-
генности будет возрастать в следующем ряду 
TГ→ Birc5→Phox2b [19]. Однако теоретические 
расчеты не всегда со 100% вероятностью пред-
сказывают эффективность антигена в качестве 
мишени, поэтому следующим этапом было про-
вести исследования in vivo.

Оценка иммуногенности на мышиной модели. 
Практическая иммуногенность определялась 
на основании оценки клеточного иммунного 
ответа на животной модели с использованием 
полиэтиленимина в качестве метода достав-
ки ДНК-вакцин. Внутримышечная инъекция 
включала конъюгат 10 мкг плазмидной ДНК, 
смешанной с ПЭИ 20 кДа в соотношении 1:2 в 
общем объеме 100±20 мкл. 

Базовый уровень цитотоксической активно-
сти (ЦТА) во всех экспериментальных группах 
плазмидного контроля, получавших пустой век-
тор pING, составил 6,1 (3,5-8,1)%, что обусловле-
но преимущественно активностью NK-клеток и 
спонтанной цитотоксичностью перекрестно реа-
гирующих CD8+ Т-лимфоцитов памяти (рис. 1А).

Мыши, вакцинированные конструкцией с ТГ, 
имеют ЦТА на уровне контроля (4,9(1,9-7,7)%), 
что согласуется с результатами предсказатель-
ной модели, где ТГ был самым низкоиммуно-
генным антигеном. Значимое увеличение ЦТА 
наблюдается после вакцинации Birc5 и Phox2b, 
где процент лизиса клеток-мишеней достигал 
17,8% и 18,4% соответственно. В этих группах 
в лизисе клеток мышиной нейробластомы уча-

М.В. Стёганцева, В.А. Шинкевич, Е.М. Тумар и др.
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Таблица 1. Моделирование иммуногенности антигенов

Антиген N (АК) N (аАК) N (Т-клеточные 
эпитопы с PR<10)*

Медиана PR 
(Мин-Макс)*

Общий счет ИГ

TH 124 8 27 4,9 (0,23-9,75) 7
Birc5 140 14 17 3,85 (0,5-9,85) 8
Phox2b 158 19 24 5,25 (0,12-9,5) 9

 Примечание: АК – аминокислота, аАК – ароматическая АК, ИГ – иммуногенность. Представлены только Т-клеточные эпитопы с процентным сродством (PR) к MHC-I 
<10, * – предсказание связывания MHC-I проведено для гаплотипа H2Kb

ствуют CD8+ клетки-памяти и активированные 
антиген-специфические CD8+ цитотоксические 
T-лимфоциты (ЦТЛ), киллинговые эффекты ко-
торых и приводят к увеличению ЦТА. 

Помимо цитотоксической активности, важ-
ным фактором в активации клеточного им-
мунного ответа является продукция ИФНγ. 
Основными продуцентами ИФНγ являются 
NK-клетки, а также CD4+ Th1. В отношении 
противоопухолевого иммунного ответа клю-
чевой является активация Th1, которые коор-
динируют дальнейшие пути формирования 
первичного иммунного ответа. За счет секреции 
ИФНγ и ряда других цитокинов они обеспечи-
вают поддержку CD8+ ЦТЛ и служат важным 
фактором их активации. Так как используемые 
для вакцинации конструкции содержат два клю-
чевых компонента, а именно опухолевый анти-
ген и ген-энхансер PVXCP, оценку продукции 
ИФНγ проводили в ответ на оба стимулятора. В 
случае с PVXCP использовали цельный белок, а 
для антигенов – перекрывающуюся пептидную 

библиотеку. Вакцинация Birc5 не привела к уси-
лению продукции интерферона Т-лимфоцитами 
независимо от компонента вакцины (рис. 1Б). 
ТГ и Phox2b продемонстрировали увеличение 
активности в ответ на белок PVXCP и в значи-
тельно меньшей степени на пептидную библи-
отеку (ПБ). Более высокая продукция ИФНγ 
в ответ на стимуляцию PVXCP по сравнению 
с ПБ, вероятно, связана с вирусной природой 
белка [20]. С целью установить, насколько каж-
дый из исследуемых антигенов воспроизводимо 
иммуногенен для всех животных в группе, было 
проанализировано количество мышей, отве-
тивших на стимуляцию пептидной библиоте-
кой. Ответившими считали мышей, у которых 
уровень секреции ИФНγ был не менее, чем в 2 
раза выше по сравнению с контролем. Самые 
высокие результаты были характерны для 
Phox2b, где на инкубацию с ПБ отреагировало 
60% животных. Для Birc5 данный показатель со-
ставил 33%, а для ТГ – 40%. Таким образом, по 
результатам вакцинации с Phox2b уровень про-

Рис. 1. Результаты in vivo иммуногенности конструкций на основе антигенов ТГ (n=5), Birc5 (n=6), Phox2b (n=5) 
и в контрольной группе, получавшей пустой вектор pING (n=9)

Примечание: А – цитотоксическая активность спленоцитов мышей против клеточной линии NB41A3 (Ме
Min/Max

), Б – уровень продукции ИФНγ спленоцитами мышей 
в ответ на стимуляцию белком PVXCP и пептидной библиотекой соответствующего антигена в тесте Elispot (Ср±ОС). *** – p<0.001

Иммуноонкология: Выбор наиболее иммуногенного антигена для ДНК-вакцинации против нейробластомы
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дукции ИФНγ увеличился как количественно, 
так и качественно. 

Данные, полученные на животной модели, были 
оценены по балльной системе таким же образом, 
как и при анализе in silico. Иммуногенность в рам-
ках исследуемых параметров возрастает в ряду 
Birc5→ТГ→Phox2b, что только частично совпадает 
с предсказанными результатами. При этом наибо-
лее эффективный кандидат для вакцинации под-
твержден иммунологическими исследованиями. 

Заключение
Использование предсказательных моделей 

позволяет провести предварительный скрининг 
иммуногенности потенциальных антигенов для 
иммунотерапии, что сохраняет время и трудо-
затраты на тестирование. Проведенное исследо-
вание позволяет рассматривать антиген Phox2b 
как наиболее иммуногенный для вакцинации при 
нейробластоме по сравнению с другими опухоль-
ассоциированными кандидатами.
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