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Два моноклональных антитела, распознающие неперекрывающиеся участки белка PRAME, вводи-
ли иммунокомпетентным мышам для оценки их влияния на рост подкожных опухолевых узлов. В
качестве трансплантатов использовали линию мышиной меланомы B16F10, экспрессирующую че-
ловеческий белок PRAME либо содержащую вектор без гена PRAME. В результате каждое из анти-
тел показало способность подавлять опухолевый рост PRAME-экспрессирующей опухоли, но не
опухоли без PRAME.
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ВВЕДЕНИЕ

Белок PRAME может быть мишенью для тера-
певтических моноклональных антител, так как
экспрессируется примерно у половины больных
солидными опухолями и онкогематологически-
ми заболеваниями [1]. Кроме того, белок спосо-
бен вызывать Т-клеточный иммунный ответ у па-
циентов [2]. Высокий уровень экспрессии
PRAME в злокачественных новообразованиях
позитивно коррелирует с уровнем метастазирова-
ния, негативно с общей и безрецидивной выжи-
ваемостью, и в целом связан с плохим прогнозом
для пациента. [3], [4]. Следовательно, разработка
иммунотерапевтических препаратов против этого
антигена может быть весьма перспективной.

В настоящее время ведется или уже проведен
ряд клинических исследований по таргетирова-
нию белка PRAME, в основном это либо вакцины
на основе рекомбинантного белка или адаптив-
ная терапия Т-лимфоцитами [5].

Целью данной работы было исследовать про-
тивоопухолевый эффект введения двух вариантов
моноклональных антител против PRAME на мо-
дели PRAME-экспрессирующей опухоли.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В эксперименте использовали мышей линии

C57BL/6, самок весом 18–20 г, возраста 7–8 нед,
по 5 голов в каждой группе. Все эксперименты на
животных проводили в соответствии с требова-
ниями Комиссии по контролю за содержанием и
использованием животных ФИБХ РАН (Прото-
кол заседания № 117 от 18.02.2020 г.). Животным
подкожно вводили клетки мышиной меланомы
линии B16F10, трансфицированные плазмидой с
геном PRAME и экспрессирующие соответствую-
щий белок, либо плазмидой без гена PRAME, в
дозе 5 × 104 клеток на мышь (день 0). При этом за
3 дня до введения опухолевых клеток, а также на
4, 7, 14, 21-й день после введения клеток мелано-
мы, животным внутрибрюшинно вводили в физ-
растворе по 300 мкг мышиных моноклональных
антител против PRAME, клоны 6H8 и 5D3 [6], ли-
бо раствор без антител (рис. 1).

В качестве контрольного вектора использова-
ли плазмиду pCEP4 (#V04450, Invitrogen). Плаз-
миду pCEP4-PRAME получали, клонируя коди-
рующую последовательность человеческого гена
PRAME (NM_001291715.2) по сайту рестрикции
NotI в плазмиду pCEP4 для высокого уровня экс-
прессии гена под CMV промотором. Обе плазми-
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ды содержали ген устойчивости к гигромицину
для селекции трансфицированных клеток.

Противоопухолевый эффект оценивали по из-
мерениям размеров опухоли во всех группах. Раз-
меры опухолей измерялись на 14, 18 и 21-й день
после введения клеток. Пальпируемые узлы из-
меряли и рассчитывали объем по формуле [7]. В
сыворотках крови определяли титр анти-PRAME
антител методом непрямого ИФА в день введения
клеток опухоли и на 21-й день. Для статистиче-
ского анализа использовали критерий Манна–
Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Дизайн эксперимента был разработан таким
образом, чтобы транзиентная экспрессия PRAME
оставалась в достаточно большом проценте опу-
холевых клеток на весь период проведения опыта.
По этой причине имплантацию опухоли прово-
дили на фоне достаточно высокого содержания
антител против PRAME в крови, которое контро-
лировали при помощи ИФА. Средние значения
титров антител в опытных группах показаны на

рис. 2. Различия в фармакокинетике двух антител
могут быть обусловлены их субизотипами, IgG2a
для антитела 5D3 и IgG1 для антитела 6H8. Из-
вестно, что мышиный субизотип IgG2a характе-
ризуется слабым связыванием с неонатальным Fc
рецептором, ответственным за рециркуляцию ан-
тител в организме [8].

Экспрессия человеческого белка PRAME в
трансфицированных клетках B16F10 перед при-
виванием мышам была подтверждена методами
иммуноблота и проточной цитометрии (данные
не приведены).

Измерение размеров опухолей показало, что
на 21-й день объемы опухоли, экспрессирующей
человеческий белок PRAME, у мышей статисти-
чески значимо снижены при введении обоих ва-
риантов мышиных антител к PRAME (5D3 и
6H8), р = 0.0199 по сравнению с контрольной
группой без антител (рис. 3), тогда как в группах с
меланомой без экспрессии человеческого
PRAME введение антител не привело к подавле-
нию роста опухоли (рис. 4).

Следует отметить, что скорость пролиферации
линии B16F10, экспрессирующей PRAME, суще-
ственно выше скорости пролиферации той же ли-
нии, трансфицированной “пустым” вектором, не
содержащим гена PRAME. Это различие наблю-
дается как в культивировании in vitro (данные не
приведены), так и при трансплантации живот-
ным, что хорошо видно на рис. 3 и 4.

Тем не менее оба антитела оказались способ-
ными сдерживать более агрессивную PRAME-
содержащую меланому B16F10. Ранее было пока-
зано [9], что антитела 6H8 и 5D3 направлены к
разным неперекрывающимся участкам белка
PRAME, но тем не менее каждое по отдельности
способно подавлять рост опухолевых узлов. Это
наблюдение придает большую привлекатель-
ность использования PRAME в качестве мишени
при терапии онкологических заболеваний, по-
скольку уход опухоли от действия препаратов при
помощи мутаций в данном случае будет затруд-
нен.

При сравнении противоопухолевой активно-
сти двух антител необходимо учитывать разный

Рис. 1. Схема введения антител (дни от введения опухолевых клеток). mAb – введение антител; B16F10 – введение
трансфицированных клеток мышиной меланомы.
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Рис. 2. Средние значения титров антител в группах
мышей, получавших терапию антителами. 5D3- и
6H8-группы мышей, привитых опухолью без экс-
прессии PRAME; 5D3+ и 6H8+ группы мышей, при-
витых опухолью с экспрессией PRAME.
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характер их взаимодействия с FcRn в силу разли-
чий субизотипов. На мышиной модели мы ви-
дим, что антитело 6H8 более выраженно подавля-
ет опухолевый рост по сравнению с антителом

5D3, однако это происходит на фоне большего
содержания антитела 6H8 в кровотоке животных
во время эксперимента. При использовании гу-
манизированных аналогов этих антител с одина-

Рис. 3. Размер опухолевых узлов меланомы B16F10-PRAME. Контроль – без антител; 5D3, 6H8 – моноклональные ан-
титела против PRAME.

800

B16F10-PRAME

Дни после имплантации опухоли

О
бъ

ем
 о

пу
хо

ли
, м

м
3

600

400

200

Контроль
5D3

6H8

7

7 14 18 21

14

18
21

0

Рис. 4. Размер опухолевых узлов меланомы B16F10 без экспрессии PRAME. Контроль – без антител; 5D3, 6H8 – мо-
ноклональные антитела против PRAME.

100

80

B16F10

Дни после имплантации опухоли

О
бъ

ем
 о

пу
хо

ли
, м

м
3

60

40

20

Контроль
5D3

6H8

7

7 14 18 21

14

18
21

0



282

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ  том 498  2021

СОЛОПОВА и др.

ковыми субизотипами эти различия могут быть
нивелированы. Таким образом, оба антитела яв-
ляются перспективными с точки зрения разра-
ботки терапевтического препарата для лечения
злокачественных опухолей, экспрессирующих
белок PRAME.
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MONOCLONAL ANTIBODIES TO PRAME PROTEIN SLOW THE 
DEVELOPMENT OF PRAME-EXPRESSING TUMOUR
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Two monoclonal antibodies recognizing non-overlapping epitopes of the PRAME protein were injected into
immunocompetent mice to study their influence on the growth of subcutaneous tumour nodes. The B16F10
murine melanoma line, either expressing human PRAME protein or bearing only a vector without PRAME
gene, have been used as transplants. Each of the antibodies demonstrated the ability to suppress tumour
growth of a PRAME-expressing tumour, but not a tumour without PRAME.
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