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Аннотация

Тестикулярные антигены (ТАГ) в норме экспрессируются только клетками тканей яичка и плаценты, 
иммунная система организма человека толерантна к ТАГ, но при нарушении целостности оболочек 
яичка эти антигены (АГ), попадая в кровоток, индуцируют в организме появление аутоиммунных ре-
акций, направленных на элиминацию их из организма. При развитии онкологического процесса ТАГ 
начинают экспрессироваться клетками опухолей печени, молочной железы, поджелудочной железы, 
кишечника, легкого, поэтому индукция иммунологического распознавания этих АГ может сопрово-
ждаться формированием противоопухолевых реакций в организме. Для повышения иммуногенности 
ТАГ в работе мы использовали ксеногенный ТАГ, полученный из тестикул барана. Использование 
бараньих ТАГ оправдано тем фактом, что ТАГ ‒ эволюционно консервативные молекулы, следстви-
ем этого является высокая степень гомологии между дифференцировочными антигенами человека 
и животных. Цель исследования ‒ оценка продолжительности жизни мышей-опухоленосителей и 
параметров клеточного иммунитета при различных вариантах иммунизации мышей ТАГ барана. Мате-
риал и методы. Исследование выполнено на мышах С57BL/6. Эффективность терапевтической или 
профилактической вакцинации ксеногенными (по отношению к мышам) бараньими ТАГ исследовали 
по изменению продолжительности жизни мышей-опухоленосителей меланомы В16 и карциномы LLC. 
Формирование иммунных реакций оценивали по пролиферативной способности спленоцитов отвечать 
на вакцинальные и контрольные АГ (набор MTT-assay kit (cell proliferation), Abcam) и по продукции ими 
IFN-gamma и IL-10 (ELISA с помощью наборов компании Cloud-Clone Corp.). Результаты. В модели 
карциномы LLC при профилактическом варианте вакцинации продолжительность жизни мышей с син-
генным вариантом вакцинации не отличалась от опухолевого контроля,  а при ксеногенном варианте 
вакцинации увеличилась на 60 %. При терапевтическом варианте вакцинации достоверных отличий 
в продолжительности жизни вакцинированных мышей обнаружено не было. Выявлено достоверное 
увеличение пролиферативной активности спленоцитов в ответ на опухолевые АГ в условиях пред-
варительно вакцинированных ксеногенным ТАГ как у опухоленосителей LLC, так и у носителей В16. 
В условиях ксеногенной вакцинации у опухоленосителей В16 и LLC зафиксирована повышенная 
продукция спленоцитами IFN-gamma. Продукция IFN-gamma спленоцитами контрольных опухолевых 
мышей и в сингенном варианте вакцинации не различалась. Отмечено также достоверное снижение 
продукции IL-10 в ксеногенном варианте предварительной иммунизации.

Ключевые слова: тестикулярный антиген, противоопухолевый иммунитет, ксеногенная вакцинация.
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Abstract

Testicular antigens (TAGs) are normally expressed only by cells of testicular and placental tissues. Human 
immune system is tolerant to TAG, but if the integrity of the testicular membranes is disrupted, these antigens, 
entering the bloodstream, induce autoimmune reactions for eliminating them from the body. In malignancy, 
TAGs begin to be expressed by tumor cells of the liver, breast, pancreas, intestine, and lung. Immunological 
recognition of these AGs leads to autoimmune reactions against these AGs, i.e. antitumor reactions in the body. 
We used xenogenic TAGs derived from ram testis to increase TAG immunogenicity. The use of ram TAGs is 
justified by the fact that TAGs are evolutionarily conserved molecules and there is a high degree of homology 
between human and animal TAGs. The purpose of the study was to evaluate the lifespan of tumor-bearing 
mice and parameters of cellular immunity in various options for immunizing mice with ram TAGs. Material and 
Methods. C57BL/6 mice were used. The efficacy of therapeutic or prophylactic vaccination with xenogenic 
TAGs was studied by changing lifespan of B16 and LLC tumor-bearing mice. Formation of immune responses 
was evaluated by proliferative ability of splenocytes to respond to vaccination and control AGs and by their 
production of IFN-gamma and IL-10. Results. In the LLC carcinoma model with a preventive vaccination 
option, the lifespan of mice with syngeneic vaccination did not differ from the tumor control; the lifespan of mice 
with xenogeneic vaccination increased by 60%. In therapeutic vaccination option, no significant differences 
in lifespan of vaccinated mice were found. A significant increase in the proliferative activity of splenocytes 
in response to tumor AGs was found in both LLC- and B16 tumor-bearing mice  previously vaccinated with 
xenogenic TAGs. The increased IFN-gamma production by splenocytes was observed in B16 and LLC tumor-
bearing mice with xenogeneic vaccination. The IFN-gamma production by splenocytes in tumor-bearing mice 
with syngeneic vaccination was not increased. A significant decrease in IL-10 production was noted in mice 
with xenogeneic vaccination.

Key words: Testicular antigen, antitumor immunity, xenogenic vaccination.

Введение
Разработка эффективных препаратов с селек-

тивным противоопухолевым действием пред-
ставляется проблематичной по причине схожести 
биохимических процессов, протекающих в нор-
мальных и опухолевых клетках [1]. Вместе с тем, 
клетки тканей организма и опухолевые клетки 
различаются своими поверхностными структу-
рами [2, 3]. Все опухолеассоциированные анти-
гены разделяются на две группы. Первая группа 
включает в себя вирусные и мутантные антигены, 
вторая группа ‒ дифференцировочные антигены, 
которые экспрессируются как на клетках здоро-
вых тканей, так и на опухолевых клетках [4]. Так 
называемые тестикулярные антигены (ТАГ), про-
дукты MAGEA1, MAGE-A3, MAGE-A4, NY-ESO-1, 
PRAME, CT83, SSX2 и других генов – специфичные 
для сперматозоидов белки, которые могут быть 
связаны с мембраной клетки и находиться в раство-
римой форме в пределах тканей яичка, оболочки 
которого непроницаемы для миграции клеток. ТАГ 
практически не экспрессируются нормальными 
клетками, исключение составляют клетки яичка и 
плаценты. В норме организм человека толерантен 

к ТАГ, но при нарушении целостности оболочек 
яичка эти АГ, попадая в кровоток, индуцируют 
в организме появление аутоиммунных реакций, 
направленных на элиминацию их из организма. 
Многими исследователями показано, что ТАГ 
высоко экспрессируются в клетках опухоли пе-
чени, молочной железы, поджелудочной железы, 
кишечника, легких и др. [5–7]. Исходя из этого, 
для индукции специфических противоопухоле-
вых реакций и генерации опухолеспецифичных 
TAГ in vivo в настоящее время разрабатываются 
ДНК, мРНК и пептидные вакцины [8]. Несмотря 
на многообещающие результаты доклинических 
исследований, противоопухолевая эффективность 
вакцин на основе TAГ в клинических испытаниях 
ограничена, что может быть частично объяснено их 
слабой иммуногенностью, низкой эффективностью 
процессов доставки и презентации антигена, а так-
же супрессорным опухолевым микроокружением, 
подавляющим иммунные реакции. Использование 
ксеногенного варианта ТАГ в качестве вакцины 
будет способствовать усилению иммуногенности 
материала и нацелено на формирование эффек-
торного звена иммунитета, направленного на ТАГ, 
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представленные на собственных опухолевых клет-
ках. Возможность использования ксеногенных ТАГ 
обосновывается следующими соображениями. 
Характерной особенностью генов TAГ является 
высокая внутри- и межвидовая гомология. Так, в 
геномах человека, приматов и грызунов идентифи-
цирована гомология генов семейства MAGE, SSX, 
идентичность ортологических последовательно-
стей которых составляла 40–80 % [9]. Экспери-
ментальные данные свидетельствуют о том, что 
иммунизация организма ксеногенными аналогами 
эндогенных молекул может приводить к индукции 
иммунологических реакций к собственным АГ, к 
которым организм исходно толерантен. 

Цель исследования ‒ оценка продолжительно-
сти жизни мышей-опухоленосителей и параметров 
клеточного иммунитета при различных вариантах 
иммунизации мышей ТАГ барана. 

Материал и методы
Животные
Мыши линии С57BL/6 получены из питом-

ника НИИФиРМ им. Е.Д. Гольдберга, Томский 
НИМЦ.

Характеристика опухолевых линий 
Карцинома LLC
Культура клеток состоит из полиморфных кле-

ток, большинство которых имеет округлую форму. 
Значительная часть клетки занята ядром с крупны-
ми ядрышками и крупными конденсированными 
зернами хроматина. Фигуры митозов наблюдаются 
в 36,7 % клеток. Цитоплазма не гомогенная. В ДНК 
определено наличие генов mage А-1, GP100, ти-
розиназы, her2/neu, раково-эмбрионального анти-
гена, на мембране клеток определены рецепторы 
тирозиназы и GP100.

Меланома В16
Культура представлена двумя типами клеток: 

эпителиоидные – 23,3 %, фибробластоподобные – 
76,7 %. Эпителиоидные клетки имеют полиморф-
ное строение, ядерно-цитоплазматическое соотно-
шение смещено в сторону цитоплазмы. Хроматин в 
ядре слабо конденсирован, распределен равномер-
но. Фигур митоза не наблюдается. Цитоплазма не 
гомогенная. Фибробластоподобные клетки имеют 
полиморфное строение. Значительная часть клетки 
занята ядром с мелкоконденсированными зернами 
хроматина. Фигуры митоза наблюдаются крайне 
редко. 43,5 % клеток содержат пигмент. В ДНК 
определено наличие генов mage А-1, GP100, ти-
розиназы, her2/neu, раково-эмбрионального анти-
гена, на мембране клеток определены рецепторы 
Her2/neu, тирозиназы и GP100.

Опухолевые линии поддерживались пассирова-
нием in vitro в среде RPMI 1640 c добавлением 10 % 
сыворотки плодов коров, L-глютамина в условиях 
100 % влажности и содержанием 5 % СО2. Рост опу-
холей в виде солидных образований фиксировался 
при введении 1×105 клеток/мышь подкожно.

В качестве вакцинальных АГ использованы: 
1. Ксеногенный (по отношению к мышам) 

ТАГ барана, сингенный (мышиный ТАГ), спле-
ноциты барана 

Клетки яичка и селезенки были выделены из ку-
сочков ткани в охлажденную среду с использованием 
стеклянного гомогенизатора, недиссоциированные 
клеточные конгломераты удаляли центрифугиро-
ванием. Клетки фиксировали 1 % раствором пара-
формальдегида в течение 15 мин, трижды отмывали 
центрифугированием от консерванта, подсчитывали 
клеточность и хранили в замороженном состоянии. 
Для экспериментов образцы размораживали и ис-
пользовали в концентрации 5×106 клеток/мышь в 
200 мкл физиологического раствора.

2. Антигены, приготовленные из опухолевых 
линий LLC и В16 

Клетки опухолевых линий были зафиксированы 
1 % раствором параформальдегида и заморожены. 
После разморозки использовались в экспериментах 
в различных концентрациях. 

Терапевтический вариант вакцинации (при-
витие опухоли, затем вакцинация)

Мышам прививали 105 кл/мышь клетки кар-
циномы LLC или меланомы В16. На 7-й и 14-й 
день после введения опухолевых клеток прово-
дили вакцинацию мышей различными видами 
АГ (ксеногенный, сингенный) путем введения 
2,5 млн вакцинальных клеток в область паховых 
лимфоузлов с двух сторон (5 млн клеток/мышь), 
далее фиксировали продолжительность жизни. В 
каждой группе было по 10 мышей.

Профилактический вариант вакцинации 
(вакцинация, затем привитие опухоли)

Мышей вакцинировали 2 раза с периодично-
стью в 7 дней различными видами АГ (ксеноген-
ный, сингенный) путем введения вакцинальных 
клеток в область паховых лимфоузлов (5 млн 
клеток/мышь). Через 28 дней после начала вак-
цинации мышам вводили подкожно 105 кл/мышь 
клетки карциномы LLC или меланомы В16 и далее 
фиксировали продолжительность жизни. В каждой 
группе было по 10 мышей.

Для исследования параметров иммунитета в 
различных экспериментальных ситуациях и после 
инокуляции опухолевых клеток линий В16 и LLC 
мышам на 14-е сут у них забирались селезенка и 
сыворотка крови. Клеточную суспензию получали 
из селезенки методом мягкого выдавливания из ку-
сочков ткани в охлажденную среду с использованием 
стеклянного гомогенизатора, недиссоциированные 
клеточные конгломераты осаждали путем отстаи-
вания в течение 2–3 мин. Собранный надосадок 
2-кратно отмывали центрифугированием, полу-
ченную фракцию клеток разводили средой RPMI в 
концентрации 1–2×106/мл и использовали в тестах.

Пролиферативный тест
Клетки селезенки (106/мл) культивировали в 

присутствии 5 мгк/мл КонА и АГ, полученного 
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из клеток опухолевых линий LLC и B16 в кон-
центрации 1×106 кл/мл и 2×106 кл/мл в течение 
72 ч. По окончании культивирования планшеты 
центрифугировали 5 мин при 1000 g, 4 °C, затем 
удаляли надосадок и в каждую лунку добавляли 
50 мкл МТТ-реагента (набор MTT-assay kit (cell 
proliferation), Abcam). После культивирования в 
течение 3 ч в условиях CO2-инкубатора к про-
бам добавляли растворитель МТТ. Через 15 мин 
пребывания планшета на орбитальном шейкере 
степень окрашивания лунок регистрировали на 
планшетном ридере при длине волны 490 нм и 
выражали в оптических единицах – о.е. Интен-
сивность окрашивания была пропорциональна 
количеству живых клеток в лунках.

Определение концентрации IFN-gamma и 
IL-10

Цитокины были измерены в сыворотке крови 
экспериментальных мышей методом ELISA с 
помощью наборов компании Cloud-Clone Corp. 
согласно инструкции производителя.

Статистическая обработка результатов
Представленные в статье данные получены в 

условиях одного эксперимента, количество образ-
цов или животных (n) указано в подписи к рисунку. 
Результаты исследования подтверждены в двух 
экспериментах по выживанию мышей в условиях 
терапевтической вакцинации и в 3 однотипных 
экспериментах в условиях профилактической вак-
цинации. Эксперименты in vitro повторяли 2 раза. 
Статистическую обработку результатов проводили 
с помощью программы Graph prism 8, используя 
непараметрические критерии Манна–Уитни. Ана-
лиз выживаемости мышей проводился методом 
Каплана–Мейера, достоверность отличий показа-
телей выживаемости регистрировалась с помощью 
long-rank (Mantel–Cox) test.

Результаты
Трудность лечения злокачественных новооб-

разований (ЗНО) в основном связана с проблемой 
эффективного распознавания организмом опухо-
левых клеток, которые по структуре мало чем от-
личаются от клеток здоровых тканей. Во взрослом 
здоровом организме дифференцировочные ТАГ, 
экспрессирующиеся только в клетках яичка, явля-
ются специфическими маркерами опухолей разного 
генеза и играют важную роль в поддержании высо-
кой ростовой и инвазивной активности опухолевых 
клеток. Согласно нашей гипотезе, при иммунизации 
ксеногенными ТАГ у мышей будут формироваться 
иммунные реакции, направленные не только на 
вводимый АГ, но и перекрестным образом на имею-
щиеся в организме опухолевые клетки, если они 
несут на своей поверхности какие-либо ТАГ. Для 
этого параметры иммунитета были исследованы у 
вакцинированных ксеногенными (по отношению к 
линии мышей) ТАГ барана. Мышей вакцинировали 
2 раза, с интервалом в 7 дней (рис. 1). Через 14 дней 

после последней иммунизации у мышей забирали 
селезенки и спленоциты культивировали 72 ч в при-
сутствии АГ, полученного из клеток опухолевых 
линий В16 и LLC в двух концентрациях: 1×105 кл/
лунка и 2×105 кл/лунка (или без них в контроле). В 
качестве неспецифического активатора был исполь-
зован конканавалин А (КонА). Зарегистрировано 
достоверное увеличение пролиферации клеток 
селезенки в ответ на все используемые варианты 
опухолевых АГ. Высота ответа была сравнима с 
неспецифической стимуляцией митогеном КонА. 
Таким образом, вакцинация мышей ТАГ барана 
приводит к формированию в организме животного 
популяции лимфоцитов, перекрестным образом 
реагирующих на опухолевые АГ. В следующей 
серии экспериментов, представленных на рис. 2 и 
3, мышей вакцинировали 2 раза с интервалом в 7 
дней ксеногенными (обозначение группы В на рис. 
2 и 3) и сингенными ТАГ (обозначение группы С на 
рис. 2 и 3). Контролем вакцинации служила группа 
мышей, которым вводили физиологический рас-
твор (группа А на рис. 2 и 3). Через 14 дней после 
последней вакцинации мышам прививали клетки 
опухолевых линий LLC (рис. 2) и В16 (рис. 3). Для 
оценки влияния опухолевого процесса на величину 
и перекрестную реактивность иммунного ответа 
мышей выводили из эксперимента на 14-й день 
после введения опухолевых клеток и оценивали 
пролиферацию спленоцитов на опухолевые АГ, 
полученные из В16 и LLC, для чего спленоциты 
культивировали 72 ч в присутствии АГ в концентра-
циях 1×105 кл/лунка и 2×105 кл/лунка (или без них в 
контроле). С помощью такого экспериментального 

Рис. 1. Пролиферативный ответ спленоцитов мышей (n=5), 
полученных от предварительно вакцинированных тестикуляр-

ными АГ барана животных. 
В качестве АГ – В16 и LLC в 1×106 кл/мл и 2×106 кл/мл и 

неспецифический стимулятор – КонА (5 мг\мл). * – р<0,05. 
Примечание: рисунок выполнен авторами

Fig. 1. Proliferative response of splenocytes obtained from mice 
(n=5) pre-vaccinated with ram TAGs. B16 and LLC cells in dif-
ferent concentrations (1×106 cells/mL and 2×106 cells/mL) and 

non-specific activator – ConA (5 mg/mL). 
* – р<0.05. Note: created by the authors



115

ЛАБОРАТОРНЫЕ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

СИБИРСКИЙ ОНКОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ. 2023; 22(6): 111–120

Рис. 2. Пролиферация лимфоцитов селезенки мышей (n=6), полученных от носителей карциномы LLC (А) через 14 дней после 
введения опухолевых клеток в режиме профилактического варианта вакцинации. Профилактическая вакцинация ксеногенными 
(В) и сингенными (С) ТАГ. Контроль – без добавления АГ. Антигены, полученные из клеток опухолевых линий В16 и LLC в кон-

центрациях 1×106 кл/мл и 2×106 кл/мл. * – р<0,05, ** – р<0,005, *** – р<0,0001. Примечание: рисунок выполнен авторами
Fig. 2. Proliferation of mice splenocytes obtained from LLC tumor-bearing mice (n=6) 14 days after administration of tumor cells in the 
prophylactic vaccination mode (A). Prophylactic vaccination with xenogenic (B) and syngenic (C) TAG. Control: without addition of AG. 

Antigens were obtained from В16 and LLC tumor cells and added in an amount of 1×106 cells/mL and 2×106 cells/mL. 
* – р<0.05, ** – р<0.005, *** – р<0.0001. Note: created by the authors

Рис. 3. Пролиферация лимфоцитов селезенки мышей (n=6), полученных от носителей меланомы В16 (А) через 14 дней 
после введения опухолевых клеток в режиме профилактического варианта вакцинации. Профилактическая вакцинация 
ксеногенными (В) и сингенными (С) тестикулярными АГ. Контроль – без добавления АГ. Антигены, полученные из клеток 

опухолевых линий В16 и LLC в концентрациях 1×106 кл/мл и 2×106 кл/мл. * – р<0,05, ** – р<0,005, *** – р<0,0001. 
Примечание: рисунок выполнен авторами

Fig. 3. Proliferation mice splenocytes obtained from B16 tumor-bearing mice (n=6) 14 days after administration of tumor cells in the 
prophylactic vaccination mode (A). Prophylactic vaccination with xenogenic (B) and syngenic (C) TAG. Control: without addition of AG. 

Antigens were obtained from В16 and LLC tumor cells and added in an amount of 1×106 cells/mL and 2×106 cells/mL.
* – р<0.05, ** – р<0.005, *** – р<0.0001. Note: created by the authors

подхода мы исследовали параметры клеточного 
иммунитета в условиях начала развития опухоле-
вой болезни. Обнаружено достоверное увеличение 
пролиферативной активности спленоцитов в ответ 
на опухолевые АГ у мышей с карциномой LLC, 
которые не были иммунизированы (контроль LLC- 
0,1 о.е., при добавлении АГ: + 1×105 В16-0,14 о.е. 
(р=0,004), + 2×105 В16-0,15 о.е. (р=0,002), + 1×105 
LLC-0,15 о.е. (р=0,004), + 2×105 LLC-0,19 о.е. 
(р=0,002). Спленоциты, полученные от предва-
рительно вакцинированных ксеногенными ТАГ 
мышей, также отвечали пролиферацией в ответ на 
разные концентрации АГ, ответ достоверно отли-
чался от неиммунизированного опухолевого кон-
троля (контроль LLC-0,1 о.е., при добавлении АГ: 
+ 1×105 В16-0,2 о.е. (р=0,002), + 2×105 В16-0,2 о.е. 

(р=0,002), + 1×105 LLC-0,23 о.е. (р=0,004), + 2×105 
LLC-0,26 о.е. (р=0,002). Интенсивность пролифе-
ративного ответа спленоцитов при ксеногенной 
вакцинации была выше ответа, зафиксированного 
в условиях сингенной вакцинации, и в сравнении с 
ответом спленоцитов неиммунизированного опухо-
левого контроля (рис. 2). Аналогичная картина про-
лиферативного ответа зарегистрирована в модели 
мышей-носителей В16 (рис. 3). Нужно отметить, 
что у контрольных мышей-носителей опухолей 
LLC и В16 зафиксировано наличие в селезенке по-
пуляции лимфоцитов, реагирующей на опухолевые 
АГ, что говорит об иммуногенности прививаемых 
опухолевых клеток. Таким образом, было дока-
зано, что при иммунизации мышей ксеногенным 
(но не сингенным!) ТАГ формируется популяция 
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лимфоцитов, которая реагирует перекрестным об-
разом на опухолевые АГ по вторичному типу, и в 
организме вакцинированных мышей индуцируются 
реакции, позволяющие защищать животных от раз-
вития сингенных опухолей или способствующие 
замедлению роста опухолевой массы. В условиях 
ксеногенной вакцинации у опухоленосителей В16 и 
LLC (рис. 4) в сыворотке крови мышей, полученной 
на 14-е сут эксперимента, определена концентра-
ция IFN-gamma и IL-10. Зафиксирован достоверно 
повышенный уровень IFN-gamma как у мышей-
опухоленосителей В16 (рис. 4А), так и у мышей-
опухоленоситей LLC (рис. 4С). Значения IFN-gamma 
у мышей-опухоленосителей в сингенном варианте 
вакцинации не были повышены. Отмечено также 
достоверное снижение продукции IL-10 в ксеноген-
ном варианте предварительной иммунизации (рис. 

Рис. 4. Концентрация IFN-gamma и IL-10 в сыворотке крови 
мышей (n=6), подвергшихся профилактическому варианту 

вакцинации тестикулярной вакциной мышей с последующим 
введением клеток меланомы В16 (А, В) и карциномы LLC 

(C, D). Забор сыворотки на 14-е сут после введения опухоле-
вых клеток. * – р<0,05, ** – р<0,005, *** – р<0,0001.

Примечание: рисунок выполнен авторами
Fig. 4. Concentration of IFN-gamma and IL-10 in blood serum 

of В16 melanoma (A, B) and LLC (C, D) mice (n=6) treated with 
prophylactic TAG vaccination. Serum sampling on day 14 after 

administration of tumor cells. 
* – р<0.05, ** – р<0.005, *** – р<0.0001. Note: created by the 

authors

Рис. 5. Выживаемость мышей-опухоленосителей меланомы 
В16 (А) и карциномы LLC (В) в режиме терапевтической 

вакцинации. Мышам вводили клетки опухолевых линий В16 
или LLC подкожно в концентрации 105 кл/ мышь. Через не-

делю с интервалом в 7 дней мышей дважды вакцинировали 
ксеногенным (ксеног ТАГ ) или сингенным (сингенн ТАГ) 

тестикулярным АГ п/к в 2 точки (5 млн клеток/мышь), далее 
фиксировали продолжительность жизни мышей. В контроль-
ной группе мышей (В16 и LLC) вакцинации не проводилось. 

В каждой группе было по 10 мышей.
Примечание: рисунок выполнен авторами

Fig. 5. Survival of B16 melanoma (A) and LLC (B) tumor- bear-
ing mice with therapeutic vaccination. Mice were subcutaneously 
injected with of B16 or LLC cells at a concentration of 105 cells/
mouse. A week later, at a 7-day interval, mice were subcutane-

ously vaccinated twice with xenogenous (xenogenic TAG) or syn-
genic (syngeneTAG) testicular AG at 2 points (5mln cells/mouse), 
then the lifespan of the mice was recorded. No vaccination was 

performed in the mouse control group (B16 and LLC). There were 
10 mice in each group.

Note: created by the authors

4В, D). Сингенный вариант вакцинации мышей с 
LLC даже сопровождался достоверным снижением 
концентрации IFN-gamma и IL-10 ниже значений, 
зафиксированных у мышей-опухоленосителей без 
вакцинации. Далее представлены результаты ис-
следования in vivo по оценке продолжительности 
жизни мышей-опухоленосителей, иммунизирован-
ных ТАГ в терапевтическом и профилактическом 
варианте исследования на двух моделях опухолей-
меланомы В16 и карциномы LLC. Терапевтический 
вариант иммунизации подразумевает следующие 
манипуляции: мышам вводят опухолевые клетки и 
через 14 дней начинают иммунизацию. Результат 
иммунизации оценивают по изменению продол-
жительности жизни мышей-опухоленосителей. На 
рис. 5 представлена кривая выживаемости мышей с 
привитой им карциномой LLC или меланомой В16. 
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Рис. 6. Выживаемость мышей-опухоленосителей меланомы 
В16 (А) и карциномы LLC (В) в режиме профилактической 
вакцинации. Мышей вакцинировали ксеногенным (ксеног 
ТАГ), сингенным (сингеннТАГ) тестикулярным АГ и АГ, по-

лученным из клеток селезенки барана (ксеног. спленоциты) 2 
раза с интервалом в 7 дней п/к в 2 точки (5 млн клеток/мышь), 
через 14 дней после последней вакцинации мышам вводили 

клетки опухолевых линий В16 или LLC п/к в концентрации 
105 кл/ мышь, далее фиксировали продолжительность жизни. 
В контрольной группе мышей (В16 и LLC) вакцинации не про-

водилось. В каждой группе было по 10 мышей, 
* – р<0,05. Примечание: рисунок выполнен авторами

Fig. 6. Survival of B16 (A) and LLC (B) tumor-bearing mice with 
prophylactic vaccination. Mice were vaccinated with xenogenous 
(xenog TA), syngenic (syngennTA) testicular AG and AG derived 
from ram spleen cells (xenog.splenocytes) 2 times with an inter-

val of 7 days in 2 points (5mln cells/mouse), 14 days after the last 
vaccination, mice were injected with B16 or LLC cells subcutane-
ously at a concentration of 105 cells/mouse, then the lifespan was 
fixed. No vaccination was performed in the mouse control group 
(B16 and LLC). There were 10 mice in each group, * – р<0,05. 

Note: created by the authors

введении ксеногенных ТАГ – 32,2 дня). Изменения 
продолжительности жизни мышей контрольных 
групп и невакцинированных опухоленосителей 
не зарегистрировано. Обнаружено достоверное 
увеличение продолжительности жизни и у мышей-
опухоленосителей меланомы В16, однако это уве-
личение продолжительности жизни было не столь 
значительным. 

Обсуждение
Вакцинация против опухолей является мно-

гообещающим подходом в иммунотерапии ЗНО, 
поскольку она обладает высокой специфичностью 
и небольшим количеством побочных эффектов. 
Однако большинство противоопухолевых вакцин 
содержат только один опухолевый антиген, и этого 
количества недостаточно для индукции мощного 
иммунного ответа, что позволяет опухоли укло-
ниться от распознавания иммунной системой [10]. 
Низкую эффективность вакцинации можно объяс-
нить не только недостаточной иммуногенностью 
опухоли, которая препятствует образованию до-
статочного количества Т-клеток, необходимых для 
индукции долгосрочного иммунитета, но и нали-
чием иммуносупрессорного окружения. Иммуно-
супрессивные клетки, такие как ассоциированные 
с опухолью макрофаги, регуляторные Т-клетки, 
опухоль-ассоциированные фибробласты (CAFs) 
и миелоидные клетки-супрессоры, накаплива-
ются в опухоли и создают иммуносупрессивное 
микроокружение путем экспрессии супрессорных 
рецепторов и продукции иммуносупрессивных 
цитокинов [11–13]. Для оптимальной активации 
иммунных реакций с использованием опухолевых 
вакцин дендритные клетки должны поглотить 
широкий спектр опухолеспецифичных антигенов. 
Однако из-за гетерогенности и сложности опухо-
левых антигенов немногие антигены могут быть 
использованы для приготовления универсальных 
вакцин [14]. Кроме того, спектр иммуногенных 
АГ может варьировать не только в зависимо-
сти от типа рака, но даже у разных пациентов. 
Исходя из вышеизложенного, мы предлагаем 
использовать в качестве источника АГ не опухоль-
специфичные АГ, а опухоль-ассоциированные АГ 
(ТАГ). Дифференцировочные тестикулярные АГ 
(продукты генов MAGEA1, MAGE-A3, MAGE-A4, 
NY-ESO-1, PRAME, CT83, SSX2 и др.) относятся 
к группе ТАГ и являются специфическими мар-
керами опухолей разного генеза. Показано, что 
ТАГ высоко экспрессируются в клетках опухо-
лей молочной железы, печени, поджелудочной 
железы, легких, толстой кишки и др., но слабо 
экспрессируются клетками организма, за исклю-
чением клеток яичка и плаценты [5–7]. По сути, 
эти антигены являются универсальными, высо-
коспецифичными опухолевыми маркерами, наи-
более подходящими как для профилактической, 
так и для терапевтической противоопухолевой 

Процесс иммунизации мышей ТАГ ксеногенного 
или сингенного происхождения не повлиял на про-
должительность жизни мышей-опухоленосителей 
LLC и В16. На рис. 6 представлены кривые вы-
живаемости мышей-опухоленосителей меланомы 
В16 (А) и карциномы LLC(В), полученные в ре-
зультате выполнения профилактического вариан-
та вакцинации мышей. В качестве контрольных 
АГ были использованы клетки селезенки барана 
и клетки яичка мышей. Наиболее значимые ре-
зультаты были получены в модели карциномы 
LLC. При вакцинации ксеногенными ТАГ про-
должительность жизни мышей-опухоленосителей 
LLC достоверно увеличилась на 60 % (медиана 
жизни мышей-опухоленосителей – 20 дней, при 
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вакцинации. Дифференцировочные антигены, в 
том числе  тестикулярные, являются эволюци-
онно консервативными молекулами. Следствием 
этого, с одной стороны, является высокая степень 
гомологии между дифференцировочными анти-
генами человека и животных, а с другой стороны, 
небольшие межвидовые структурные отличия 
этих антигенов придают им высокую иммуноген-
ность и способность индуцировать перекрестную 
иммунологическую реактивность по отношению 
к аутоантигенам. Основываясь на вышеизложен-
ном, мы в своей работе использовали ТАГ бара-
на, которые обеспечивали полиантигенность и 
высокую иммуногенность за счет ксеногенности 
происхождения. Эффективность использования 
ксеногенных дифференцировочных антигенов для 
прерывания иммунной толерантности к опухоли 
была продемонстрирована в многочисленных 
экспериментальных исследованиях [6, 15–17]. 
Клетки семи опухолевых линий человека (рак под-
желудочной железы HPAF II, рак головного мозга 
U-87 МГ, фибросаркома, рак яичников OVCAR3 
и SKOV3 и рак молочной железы MCF7 и MDA-
MB231) культивировали с двумя ксеногенными 
клеточными линиями фибробластов обезьяны 
и курицы в системе культивирования Transwell. 
Пролиферация большинства линий опухолевых 
клеток увеличилась на 14–26 % при совместной 
культуре с ксеногенными фибробластами [19]. 
C.P. Huang et al. показано, что сочетание химио-
терапии с иммунотерапией ксеногенными уроте-
лиальными клетками было более эффективным, 
чем любое из этих лечений в монорежиме, что ре-
гистрировалось увеличением продолжительности 
жизни мышей в модели опухоли мочевого пузыря 
[18]. Данные, представленные на рис. 1 и 2, пока-
зали, что иммунизация мышей тестикулярным АГ 
барана сопровождается формированием в организ-
ме мыши популяции лимфоцитов, реагирующей на 
АГ, приготовленный из клеток опухоли В16 и LLC 
по вторичному типу, уровень пролиферативного 
ответа in vitro был сравним с митогенной стимуля-
цией КонА. Значимость «ксеногенности» АГ была 
подтверждена в экспериментах с вакцинацией 
мышей ТАГ барана по сравнению с ТАГ мышей 
(рис. 2, 3). При использовании ксеногенного ТАГ 
уровень пролиферации был выше по сравнению с 
сингенным вариантом вакцинации. Показан также 
дозозависимый эффект ответа в присутствии АГ, 
полученного из опухолевых клеток линий В16 и 
LLC в концентрациях 1×106 кл/мл и 2×106 кл/мл. 
Привитие опухолей В16 и LLC в профилак-
тическом варианте иммунизации не изменило 
направленности и снижения высоты ответа. В 
сыворотках крови мышей-опухоленосителей 
зафиксирован прирост количества IFN-gamma 
и снижение концентрации IL-10 в условиях 
ксеногенного варианта вакцинации. Сингенная 
вакцинация ТАГ не вызывала стимуляции столь 

мощного Т-клеточного варианта ответа (рис. 4.). 
Эффективность использования ксеногенного ТАГ 
подтверждена в экспериментах in vivo, несмотря 
на то, что терапевтический вариант вакцинации не 
сопровождался увеличением продолжительности 
жизни мышей-опухоленосителей меланомы В16 и 
карциномы LLC. Мы полагаем, что это связано с 
особенностями экспериментальной модели. Вве-
дение мыши 105 клеток приводит к возникновению 
у нее опухоли, продолжительность жизни живот-
ного в этом случае составляет 21–30 дней, что 
соответствует IV стадии ЗНО у человека. В этих 
условиях иммунная система не успевает запустить 
противоопухолевые механизмы отторжения, кроме 
того, иммуносупрессорное значение самой опухо-
ли в этом случае может быть значимым. При про-
филактической иммунизации (вначале 2-кратная 
иммунизация, затем привитие опухоли) наблю-
далось значимое увеличение продолжительности 
жизни: мышей-опухоленосителей LLC ‒ на 60 % 
и носителей меланомы В16 – на 20 %. В качестве 
контрольных АГ были использованы клетки селе-
зенки барана и клетки яичка мышей. Изменения 
продолжительности жизни мышей контрольных 
групп и невакцинированных опухоленосителей не 
зарегистрировано. Разницу в продолжительности 
жизни мышей мы связываем с разным количе-
ством АГ на опухолевых клетках линий В16 и 
LLC и их гомологией с ТАГ и степенью экспрес-
сии. Эффективность использования ксеногенных 
тканей в лечении мышей-опухоленосителей под-
тверждена J.A. Kraśko et al. [17]. Мышей C57BL/6 
с карциномой легких Льюис (LLC) лечили либо 
ксеногенной вакциной, изготовленной из цельного 
эмбриона цыпленка, либо ксеногенной вакциной, 
изготовленной из эмбриональной ткани мозга кры-
сы с белком Bacillus subtilis в качестве адъюванта. 
После удаления первичной опухоли курс из трех 
подкожных вакцинаций ксеногенной вакциной 
из куриного эмбриона привел к значительному 
увеличению общей выживаемости мышей (100 % 
через 70 дней наблюдения по сравнению с 40 % 
у необработанных контрольных мышей) и зна-
чительному уменьшению площади и частоты 
очагов метастазирования. Основываясь на данных 
литературы [17] и результатах собственных ис-
следований, можно констатировать, что результат 
ксеногенной вакцинации очень сильно зависит 
от вида ксеногенного АГ, его происхождения. 
Так, ксеногенная вакцина на основе ткани мозга 
крысы не улучшила ни один из исследованных 
параметров в работе J.A. Kraśko et al. [17]. Поэтому 
подбор универсального ксеногенного АГ, позволя-
ющего индуцировать широкий спектр иммунных 
реакций против многих опухолевых АГ, является 
очень важным и перспективным направлением 
исследования. Таким образом, добавление в схему 
лечения онкологических больных иммунотерапии 
с использованием ксеногенного полиантигенного 
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варианта стимуляции противоопухолевого имму-
нитета будет способствовать повышению эффек-
тивности терапии. В перспективе использование 
ксеногенного варианта вакцинации в профилакти-
ческом варианте использования поможет создать 
в организме основы защиты от малигнизации при 
наличии доброкачественных опухолей, напри-
мер фиброаденомы молочной железы, полипоза 
кишечника или желудка и др. 

Заключение
Иммунизация ксеногенным ТАГ может приво-

дить к формированию протективного противоопу-
холевого ответа, направленного перекрестным 
образом на собственные опухоль-ассоциированные 
АГ, что проявляется терапевтическим эффектом, 
выражающимся в увеличении продолжительности 
жизни мышей-опухоленосителей.
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