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АННОТАЦИЯ
Иммунотерапия стала независимой и эффективной противоопухолевой стратегией наряду с хирургией, лучевой те-
рапией и химиотерапией [1]. Иммуногенная гибель клеток (ICD) была признана решающим фактором, определяю-
щим эффективность терапии рака [2]. Концепция ICD сочетает способность эффективно уничтожать раковые клетки 
с активацией иммунного ответа, специфичного для раковых клеток и приводящего к сильному и длительному про-
тивораковому иммунитету. Агенты, индуцирующие ICD, вызывают активацию опасного пути, включающего выброс 
медиаторов ICD, известных как молекулярные паттерны, связанные с повреждением (DAMPs). DAMPs составляют 
семейство эндогенных молекул, которые приобретают иммуностимулирующие свойства при воздействии на внеш-
нюю клеточную мембрану или при высвобождении во внеклеточный матрикс определённым пространственно-вре-
менным образом. Они включают АТФ, ядерный белок HMGB1, кальретикулин (CRT) и провоспалительные цитокины, 
такие как интерфероны типа I (IFN) [3].
Первоначально концепция ICD была описана для раковых клеток, подвергающихся апоптозу, но она была расши-
рена и дополнена другими типами клеточной смерти, такими как некроптоз, пирроптоз, ферроптоз, нетоз и др. 
[4]. Ферроптоз — это регулируемая железозависимая форма клеточной смерти, характеризующаяся накоплением 
активных форм кислорода в клетке. 
В этом исследовании мы оценили иммуногенность ферроптотических раковых клеток in vitro и проверили их по-
тенциал в качестве альтернативного подхода к иммунотерапии рака.
Смерть клеток глиомы GL261 и фибросаркомы MCA205 была вызвана с использованием одного из хорошо изучен-
ных индукторов ферроптоза RSL3 (RAS-Selective Lethal 3). Через 24 часа после стимуляции RSL3 80% клеток GL261 
и 90% клеток MCA205 были дважды положительными при окрашивании аннексином V/Sytox Blue и находились 
на поздней стадии ферроптоза. Через 3 часа после стимуляции RSL3 50% клеток GL261 и 45% клеток MCA205 были 
дважды положительными при окрашивании аннексином V/Sytox Blue. Мы оценили иммуногенные характеристики 
ранних и поздних ферроптотических клеток in vitro (то есть через 3 или 24 часа после стимуляции RSL3). Для этого 
мы сравнили фенотип дендритных клеток (BMDC), подвергшихся воздействию поздних ферроптотических клеток, 
с BMDC, подвергшихся воздействию жизнеспособных раковых клеток. В качестве положительного контроля мы ин-
дуцировали иммуногенный апоптоз, обрабатывая клетки MTX, в качестве второго положительного контроля ис-
пользовался LPS. Поздние ферроптотические клетки МСА 205 не индуцировали фенотипического созревания BMDC, 
на что указывает отсутствие поверхностной активации костимулирующих молекул CD86, CD80 и MHCII. Ранние фер-
роптотические клетки глиомы GL261 индуцировали менее выраженный фенотипический ответ по сравнению с клет-
ками МСА205. Тем не менее наблюдалось уменьшение способности к активации дендритных клеток для поздних 
ферроптотических клеток, для глиомы тоже.
Чтобы проверить способность ранних ферроптотических раковых клеток активировать адаптивную иммунную систе-
му, мы воспользовались общепринятой моделью профилактической вакцинации опухоли у иммунокомпетентных 
мышей C57BL/6 J. Мы иммунизировали мышей C57BL/6 J клетками MCA205 с ранним или поздним ферроптозом. 
В качестве отрицательного контроля мы использовали PBS или клетки, подвергнутые спонтанному некрозу. Затем 
иммунизированных мышей заражали жизнеспособными опухолевыми клетками MCA205. Защита от роста опухоли 
в месте заражения интерпретировалась как признак успешного запуска адаптивной иммунной системы. Мыши, им-
мунизированные клетками MCA205 с поздним ферроптозом (индукция RSL3 в течение 24 часов), оставались значи-
тельно менее свободными от опухолей в месте заражения, что указывает на то, что клетки с поздним ферроптозом 
не являются иммуногенными in vivo, подтверждая наши первоначальные наблюдения in vitro. 
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ABSTRACT
Immunotherapy is a proven and effective anti-tumor strategy, which can be used alongside surgery, radiation therapy, 
and chemotherapy [1]. Immunogenic cell death (ICD) was identified as a  critical factor determining the  effectiveness 
of cancer treatment [2]. The concept of ICD combines the capacity to destroy cancer cells effectively, with the activation 
of  a cancer cell-specific immune response, leading to potent and long-lasting anti-cancer immunity. ICD-inducing 
agents activate a  perilous pathway that triggers the  release of  ICD mediators called damage-associated molecular 
patterns (DAMPs). DAMPs encompass a group of naturally occurring molecules that gain immunostimulatory qualities 
upon exposure to the outer cell membrane or when liberated into the extracellular matrix in a specific spatiotemporal 
fashion. ATP, the  nuclear protein HMGB1, calreticulin (CRT), and type I interferons (IFNs) are among the  identified 
factors [8].
The concept of  ICD was initially described for cancer cells undergoing apoptosis, but it was expanded to encompass 
additional forms of cell death, such as necroptosis, pyrroptosis, ferroptosis, nontosis, etc. [11]. Ferroptosis is a regulated 
iron-dependent type of cell death that is characterized by the buildup of reactive oxygen species in the cell.
In this study, the  immunogenicity of  ferroptotic cancer cells in vitro was assessed and their potential as an alternative 
approach to cancer immunotherapy was tested.
Glioma GL261 and fibrosarcoma MCA205 cells were induced with one of  the well-known inducers of  ferroptosis, RSL3 
(RAS-Selective Lethal 3). After 24 hours of RSL3 stimulation, 80% of GL261 cells and 90% of MCA205 cells showed positivity 
to Annexin V/Sytox Blue, indicating they were in the late stage of ferroptosis. Similarly, after 3 hours of RSL3 stimulation, 
50% of GL261 cells and 45% of MCA205 cells were double positive with Annexin V/Sytox Blue indicating their late-stage 
ferroptotic state. We evaluated the  immunogenic features of  early and late ferroptotic cells in vitro, specifically at 3 or 
24 hours after RSL3 stimulation. To achieve this, we compared the phenotype of dendritic cells (BMDCs) exposed to late 
ferroptotic cells with BMDCs exposed to viable cancer cells. Furthermore, immunogenic apoptosis was induced with MTX 
as a positive control and LPS as a  secondary positive control. Late ferroptotic MCA 205 cells surprisingly did not induce 
phenotypic BMDC maturation, as indicated by the  lack of  surface activation of  costimulatory molecules CD86, CD80, and 
MHCII. In contrast, a  less pronounced phenotypic response compared to MCA205 cells was induced by early ferroptotic 
glioma GL261 cells. Nonetheless, a decrease in the ability to activate dendritic cells was observed for late ferroptotic glioma 
cells as well.
The study used the  standard tumor prophylactic vaccination model on immunocompetent C57BL/6 J mice to assess 
the  adaptive immune system activation by early ferroptotic cancer cells. Mice were immunized with early or late 
ferroptosis MCA205 cells. As a negative control, we used PBS or cells that underwent spontaneous necrosis. The mice 
that were immunized were later confronted with viable MCA205 tumor cells. Protection against tumor growth at the site 
of  infection was deemed indicative of  successful activation of  the adaptive immune system. Remarkably, mice that 
received immunization with late ferroptotic MCA205 cells, induced with RSL3 for 24 hours, exhibited conspicuous tumor 
growth at the  infection site, signifying that late ferroptotic cells are not immunogenic in vivo, as per our preliminary 
observations in vitro. 
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