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ʉʇʀʉʆʂ ʉʆʂʈɸʑɽʅʀʁ 

Алло-ТГСК – аллогенная трансплантация гемопоэтических стволовых клеток 

БСА – бычий сывороточный альбумин 

ВЭБ – вирус Эпштейна-Барр 

ДК - дендритные клетки   

МАГ – минорные антигены гистосовместимости 

ММ – множественная миелома 

нсОНП – несинонимичный однонуклеотидный полиморфизм 

ОЛЛ – острый лимфобластный лейкоз 

ОМЛ – острый миелобластный лейкоз 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

РТПЛ – реакция трансплантат против лейкоза 

РТПХ – реакция трансплантат против хозяина 

ТКР – Т-клеточный рецептор 

ФБС – фетальная бычья сыворотка 

ЦМВ – цитомегаловирус 

В-ЛКЛ – В-клеточная лимфобластоидная линия 

CAR-T – chimeric antigen receptor T-cells, Т-клетки с химерным антигенным 

рецептором 

GM-CSF – granulocyte macrophage colony stimulating factor, гранулоцитарно-

макрофагальный колониестимулирующий фактор 

gRNA – guide RNA, гайд-РНК 

HLA – human leukocyte antigen, человеческий лейкоцитарный антиген 
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IL  – интерлейкин  

IFN-γ – интерферон-гамма 

LTR – long terminal repeats, длинные концевые повторы 

MFI – mean fluorescence intensity, средняя интенсивность флуоресценции 

NGS – next generation sequencing, высокопроизводительное секвенирование 

нового поколения  

RNP – ribonucleoprotein, рибонуклеопротеин  

TRAC – T-receptor alpha constant, константная часть α-субъединицы Т-

рецептора 

TRAV – T-receptor alpha variable, вариабельная часть α-субъединицы Т-

рецептора 

TRBC – T-receptor beta constant, константная часть β-субъединицы Т-

рецептора 

TRBV – T-receptor beta variable, вариабельная часть β-субъединицы Т-

рецептора 

UTR – untranslated region, нетранслируемая область 

WPRE – woodchuck hepatitis posttranscriptional regulatory element, 

посттранскрипционный регуляторный элемент вируса гепатита 
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ɺɺɽɼɽʅʀɽ 

Аллогенная трансплантация гемопоэтических стволовых клеток (алло-

ТГСК) является золотым стандартом терапии острых миелоидных (ОМЛ) и 

лимфобластных (ОЛЛ) лейкозов [1]. Тем не менее, рецидив злокачественного 

заболевания после алло-ТГСК развивается приблизительно у половины 

пациентов [2–6], что делает крайне актуальной разработку методов терапии 

рецидивов [7–9]. Терапия методом адоптивного переноса Т-клеток с 

химерным антигенным рецептором (CAR-T) показала высокую 

эффективность при лечении В-клеточных лейкозов [10], однако не может быть 

столь же успешно применена при лейкозах миелоидного происхождения. Это 

объясняется тем, что многие поверхностные антигены клеток миелоидного 

ряда присутствуют также на клетках миелоидных предшественников, и 

потому уничтожение клеток с таким поверхностным антигеном неизбежно 

приведет к серьезным нарушениям кроветворения [11]. В таком случае 

необходим более избирательный подход к поиску мишеней иммунотерапии. 

Перспективной мишенью для терапии лейкозов являются минорные антигены 

гистосовместимости (МАГ) [12–14] – презентируемые в контексте молекул 

HLA пептиды, различающиеся у донора и реципиента из-за генетического 

полиморфизма. Один из наиболее многообещающих методов терапии и 

профилактики рецидивов лейкозов состоит в адоптивном переносе донорских 

CD8+ Т-клеток, модифицированных трансгенными Т-клеточными 

рецепторами (ТКР), специфичными к МАГ реципиента, экспрессия которых 

ограничена клетками крови. При алло-ТГСК от донора, отрицательного по 

иммуногенному варианту МАГ к реципиенту, имеющему иммуногенный 

вариант МАГ, трансгенные МАГ-специфичные Т-киллеры способны 

различать клетки крови донорского и реципиентского происхождения, 

уничтожая только имеющие МАГ клетки реципиентского происхождения, в 

том числе клетки злокачественных новообразований крови. Минорные 

антигены гистосовместимости HA-1 и ACC-1Y происходят из генов 

ARHGAP45 и BCL2A1, чья экспрессия наиболее высока в клетках крови. Цель 
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этой работы – разработка метода получения генетически модифицированных 

Т-лимфоцитов, специфичных к минорным антигенам гистосовместимости 

НА-1 и ACC-1Y. 

ʅʘʤʠ ʙʳʣʠ ʧʦʩʪʘʚʣʝʥʳ ʩʣʝʜʫʶʱʠʝ ʟʘʜʘʯʠ: 

1. Получить Т-клеточный клон, специфичный к МАГ ACC-1Y, 

исследовать цитотоксические свойства этого клона. Показать 

функциональность трансгенного ACC-1Y-специфичного ТКР в CD8+ Т-

лимфоцитах. 

2. Провести анализ репертуара ТКР в культурах Т-клеток, полученных 

стимуляцией наивных CD8+ Т-лимфоцитов пептидом НА-1. С помощью 

репортерной линии J76 выявить функциональные ТКР, распознающие 

МАГ НА-1, изучить их чувствительность к стимуляции антигеном. 

3. Исследовать цитотоксичность CD8+ Т-лимфоцитов, модифицированных 

отобранным НА-1-специфичным ТКР ER28 и подвергшихся 

CRISPR/Cas нокауту эндогенного ТКР, на образцах периферических 

мононуклеаров пациентов со злокачественными новообразованиями 

крови. 

ʅʘʫʯʥʘʷ ʥʦʚʠʟʥʘ ʨʘʙʦʪʳ 

Впервые для детекции субъединиц ТКР, специфичных к минорному 

антигену НА-1, был применен метод, основанный на in vitro стимуляции 

наивных CD8+ Т-лимфоцитов дендритными клетками, нагруженными 

пептидом интереса, сепарации антиген-специфичных лимфоцитов за счет 

экспрессии ими молекул активации лимфоцитов и сравнении репертуара 

субъединиц ТКР в антиген-специфичной и антиген-неспецифической 

фракциях лимфоцитов. Впервые был применен подход выявления 

потенциальных пар альфа и бета субъединиц ТКР за счет анализа их 

обогащения в отдельных культурах CD8+ Т-лимфоцитов, и последующей их 

сборки в лентивирусные конструкты. 

Описаны тринадцать новых НА-1-специфичных ТКР и один АСС-1Y-

специфичный ТКР. На основе оценки аффинности и аллореактивности был 
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отобран ТКР ER28, как обладающий наибольшей аффинностью к пептиду НА-

1 и не показавший аллореактивности в функциональных тестах. Показано, что 

CD8+ Т-лимфоциты с CRISPR/Cas нокаутом эндогенного ТКР и 

модифицированные трансгенным ТКР ER28 обладают цитотоксичностью 

только в отношении клеток, презентирующих эндогенный или экзогенный 

пептид НА-1. Цитотоксический эффект был показан на образцах 

периферической крови, взятых у пациентов с различными диагнозами: острый 

миелоидный лейкоз (ОМЛ), Т- и В-клеточные лейкозы.    

ʊʝʦʨʝʪʠʯʝʩʢʘʷ ʠ ʧʨʘʢʪʠʯʝʩʢʘʷ ʟʥʘʯʠʤʦʩʪʴ ʨʘʙʦʪʳ  

Подтверждено, что минорные антигены гистосовместимости могут быть 

мишенями иммунотерапии в ряде гематологических заболеваний, таких как 

ОМЛ, В- и Т-клеточные лейкозы. Отобранный ТКР ER28 обладает 

достаточной аффинностью, чтобы модифицированные им лимфоциты могли 

распознавать и уничтожать клетки злокачественных новообразований крови, 

презентирующие эндогенный пептид НА-1, при этом не демонстрируя 

неспецифичной цитотоксичности в отношении клеток, не имеющих МАГ НА-

1. Примененный в работе метод получения и исследования МАГ-

специфичных ТКР, основанный на биоинформатическом анализе репертуаров 

ТКР антиген-специфичных экспансий с последующим клонированием 

индивидуальных субъединиц ТКР и их исследовании на модели репортерных 

лимфоцитов, может быть использован для получения и исследования ТКР, 

специфичных к другим антигенам. 

ʆʙʲʝʢʪʘʤʠ ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʷ были образцы периферической крови здоровых 

доноров и пациентов с лейкозами, а также человеческие клеточные линии. Все 

доноры и пациенты дали информированное согласие на проведение 

исследований. Эксперименты были одобрены этическим комитетом ФГБУ 

НМИЦ Гематологии, протокол № 126, 25.02.2022. 

ʄʝʪʦʜʦʣʦʛʠʷ ʠ ʧʨʝʜʤʝʪ ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʷ 

Источником репертуаров МАГ-специфичных ТКР служили антиген-

специфические in vitro экспансии CD8+ лимфоцитов МАГ-отрицательных 
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здоровых доноров. Высокопроизводительное секвенирование репертуаров 

ТКР и их бионформатический анализ были выполнены в соответствии с ранее 

опубликованными протоколами и с помощью программ анализа, находящихся 

в открытом доступе. Для исследования репертуара НА-1-специфичных ТКР 

был разработан лентивирусный вектор на основе системы быстрого 

клонирования Golden Gate. Исследование функциональной активности НА-1-

специфичных ТКР проводили на репортерных лимфоцитах J76. В качестве 

клеток-стимуляторов для экспериментов по исследованию трансгенных НА-1-

специфичных ТКР выступали полученные нами клетки линии K562, 

экспрессирующие трансгенные молекулы HLA-A*02, а также 

криоконсервированные образцы периферической крови здоровых доноров и 

пациентов с различными типами злокачественных новообразований крови. 

Цитотоксичность трансгенных CD8+ Т-клеток оценивали на замороженных 

образцах периферической крови пациентов со злокачественными 

новообразованиями крови с помощью измерения методом проточной 

цитофлуориметрии доли клеток-мишеней, находящихся в состоянии апоптоза 

или некроза. Данные глубокого HLA типирования пациентов и доноров 

предоставлены ФГБУ «НМИЦ гематологии» Минздрава России. 

ɼʦʩʪʦʚʝʨʥʦʩʪʴ ʨʝʟʫʣʴʪʘʪʦʚ 

Для оценки аффинности ТКР проводили два независимых эксперимента по 

титрованию, каждая экспериментальная точка была выполнена в двух 

технических повторностях. Опыты по изучению цитотоксичности 

лимфоцитов с трансгенным ТКР воспроизводили дважды, качестве 

эффекторов выступали лимфоциты от двух разных здоровых доноров. Каждая 

экспериментальная точка была выполнена в двух технических повторностях, 

и таким образом был изучен цитотоксический ответ на клетки крови 25 

пациентов со злокачественными новообразованиями крови. Каждой 

экспериментальной точке соответствовало два негативных контроля: мишени 

без добавления эффекторов, мишени с добавлением нетрансдуцированных 

лимфоцитов, и один позитивный контроль: мишени с добавлением 
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трансгенных НА-1-специфичных Т-лимфоцитов и синтетического пептида 

НА-1. Также для демонстрации функциональности трансгенных НА-1-

специфичных лимфоцитов были использованы ортогональные методы: 

окраска HLA-декстрамером и измерение секреции IFN-γ. Методы 

исследования функциональной активности ТКР, а также методы 

биоинформатического анализа репертуаров ТКР соответствуют 

международным стандартам. Для поиска НА-1-специфичных ТКР, были 

проанализированы репертуары 46 первичных НА-1-специфичных первичных 

Т-клеточных культур из восьми здоровых доноров.  

Отсутствие аллореактивности трех НА-1-специфичных ТКР было показано 

на образцах клеток от 21 здорового донора, несущих 10 аллелей HLA-A, 16 

аллелей HLA-B и 11 аллелей HLA-C. 

Достоверность эффективности CRISPR/Cas нокаута оценивали с помощью 

трех независимых экспериментов на клеточной линии Jurkat E6-1 и затем на 

клетках пяти здоровых доноров, эффект увеличения интенсивности окраски 

декстрамером CD8+ Т-лимфоцитов после нокаута имел статистическую 

значимость.  

Эффект более низкой поверхностной экспрессии HLA-A*02 на клетках 

крови пациентов с гематологическими заболеваниями наблюдали на выборке 

из 24 пациентов и 28 здоровых доноров. 

Достоверность полученных результатов оценивали с использованием t-

критерия Стьюдента в случае нормального распределения. Для анализа 

непараметрических данных (уровня поверхностной экспрессии HLA на 

клетках крови здоровых доноров и пациентов, измерение цитотоксичности 

трансгенных лимфоцитов в отношении опухолевых клеток) использовали 

критерий Манна-Уитни. Анализ статистических данных проводили с 

использованием программного обеспечения GraphPad Prizm 9. 

ʆʩʥʦʚʥʳʝ ʧʦʣʦʞʝʥʠʷ, ʚʳʥʦʩʠʤʳʝ ʥʘ ʟʘʱʠʪʫ   

1. Метод in vitro стимуляции наивных CD8+ Т-лимфоцитов дендритными 

клетками, презентирующими экзогенный пептид, может использоваться 
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для выявления Т-клеточных клонов, специфичных к минорным 

антигенам гистосовместимости. Сравнение репертуаров субъединиц 

ТКР в антиген-специфичной и антиген-неспецифичной фракциях Т-

клеток индивидуальных культур способно выявить субъединицы, 

потенциально принадлежащие антиген-специфичным ТКР.  

2. Проведенные функциональные исследования на линии репортерных 

клеток и первичных Т-лимфоцитах человека позволили отобрать из 

панели ТКР рецептор, обладающий наибольшей аффинностью и не 

проявляющий кроссреактивности на панели образцов с широким 

набором различных аллелей HLA.  

3. Трансгенные CD8+ Т-лимфоциты, модифицированные отобранным НА-

1-специфичным ТКР, способны специфично уничтожать клетки 

злокачественных новообразований кроветворной ткани пациентов, 

позитивных по МАГ НА-1. 

ʃʠʯʥʳʡ ʚʢʣʘʜ ʘʚʪʦʨʘ 

В рамках исследования ТКР, специфичного к МАГ ACC-1Y, автором 

был получен лентивирусный конструкт, кодирующий ACC-1Y-специфичный 

ТКР, была проведена работа по оптимизации протокола получения 

лентивирусных частиц в линии HEK293T. Автором были получены 

трансгенные CD8+ Т-лимфоциты, специфичные к МАГ ACC-1Y, и 

исследована их функциональная активность. Первичная культура CD8+ Т-

лимфоцитов, специфичных к ACC-1Y, была получена Анной Кучмий и 

Савелием Шитиковым. 

В исследовании ТКР, специфичных к НА-1, автором была создана 

панель лентивирусных конструктов, кодирующих трансгенные ТКР, получена 

панель трансгенных репортерных клеточных линий, несущих эти ТКР. 

Автором был адаптирован протокол CRISPR/Cas модификации CD8+ Т-

лимфоцитов, совмещенной с лентивирусной трансдукцией. Автором были 

разработаны и проведены эксперименты по изучению функциональной 

активности и цитотоксичности НА-1-специфичных ТКР, проведен 
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статистический анализ и визуализация данных. Биоинформатический анализ 

выполнен совместно с Александрой Хмелевской. Также автором написан 

текст настоящей диссертации.  

ɸʧʨʦʙʘʮʠʷ ʨʝʟʫʣʴʪʘʪʦʚ ʠ ʧʫʙʣʠʢʘʮʠʠ 

Результаты диссертационной работы были обсуждены и представлены 

на российских и международных конференциях:  

XVI Raisa Gorbacheva memorial meeting. Hematopoietic stem cell transplantation. 

Gene and cellular therapy, Санкт-Петербург, 2022. Доклад «Трансгенные Т-

лимфоциты, специфичные к минорному антигену НА-1, для 

посттрансплантационной терапии лейкозов». 

International Society For Stem&Cell Therapy, электронный постер «Transgenic 

lymphocytes targeting minor histocompatibility antigens for post-transplant 

immunotherapy», 2020 

International Conference of Lymphocyte Engineering, London, 2019. 

Hematopoietic Minor Histocompatibility Antigen-specific CD8+ T Cells For Anti-

relapse Therapy After Allogeneic Hematopoietic Stem Cell Transplantation 

European Federation of Immunogenetics conference, Venice, 2018. Modification of 

CD8+ T cells with T cell receptor specific for minor antigen ACC-1Y 

Результаты, представленные в диссертации, опубликованы в 

рецензируемых научных журналах, индексируемых в системе Scopus:   

1 Pilunov A., Romaniuk D., Shmelev A., Sheetikov S., Gabashvili A., 

Khmelevskaya A., Dianov D., Zornikova K., Shakirova N., Vagida M., 

Bogolyubova A., Efimov G. Transgenic HA-1-Specific CD8+ T-

Lymphocytes Selectively Target Leukemic Cells // Cancers. – 2023. – Vol. 

15, № 5 P. 1592  

2 Романюк Д. С., ʇʠʣʫʥʦʚ ɸ.ʄ., Ефимов Г.А., Боголюбова А.В., 

Паровичникова Е.Н.  Минорные антигены гистосовместимости, 
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представляемые в HLA-А*02:01, и стратегии их поиска 

//Онкогематология. – 2023. – Т. 18. – №. 3 – С. 115-124.  

3 ʇʠʣʫʥʦʚ ɸ. ʄ., Романюк Д.С., Ефимов Г.А., Савченко В.Г. Минорные 

антигены гистосовместимости как мишени Т-клеточной иммунотерапии 

//Гематология и трансфузиология. – 2021. – Т. 66. – №. 3 – С. 322-345. 

4 ʇʠʣʫʥʦʚ ɸ. ʄ., Кучмий А.А, Шитиков С.А., Филькин С.Ю., Романюк 

Д.С., Розов Ф.Н., Ефимов Г.А. Модификация цитотоксических 

лимфоцитов рецептором, специфичным к минорному антигену 

гистосовместимости ACC1-Y //Молекулярная биология. – 2019. – Т. 53. 
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ɻʃɸɺɸ 1. ʆɹɿʆʈ ʃʀʊɽʈɸʊʋʈʓ 

1.1 ʉʚʷʟʴ ʠʤʤʫʥʥʦʛʦ ʦʪʚʝʪʘ ʥʘ ʄɸɻ ʠ ʪʝʨʘʧʝʚʪʠʯʝʩʢʦʛʦ ʫʩʧʝʭʘ 

ʘʣʣʦ-ʊɻʉʂ 

Алло-ТГСК широко используется в лечении гематологических 

заболеваний, в частности острого миелоидного лейкоза и острого 

лимфобластного лейкоза. Считается, что терапевтический эффект 

трансплантации, помимо замещения кроветворения на донорское, 

обеспечивается также реакцией “трансплантат против лейкоза” (РТПЛ), при 

которой злокачественные клетки крови реципиента, оставшиеся после 

кондиционирования, уничтожаются донорскими Т- и NK-клетками [15–17]. 

Однако иммунный ответ может быть направлен и на здоровые ткани 

реципиента, приводя к реакции "трансплантат против хозяина" (РТПХ) [18–

20]. Ранее полагалось, что основной целью РТПХ являются молекулы HLA, 
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аллели которых различаются у донора и реципиента, [21] и реакция в основном 

обеспечивается - кросс-реактивными Т-клетки памяти донора [22]. В 

дальнейшем появились противоречащие этой гипотезе свидетельства - РТПХ 

наблюдали и при полностью HLA-совместимой трансплантации. В этом 

случае иммунный ответ направлен на минорные антигены 

гистосовместимости [12–14] - полиморфные пептиды, презентируемые в 

молекулах HLA, и происходящие из белковых продуктов генов с 

несинонимичными однонуклеотидными полиморфизмами (нсОНП). При этом 

в отличие от кроссреактивных Т-клеток, специфичные к МАГ наиболее часто 

относятся к наивным клеткам [23]. Подробно причины иммуногенности МАГ 

рассмотрены в главе 1.3. 

Далее мы рассмотрим принципиальный вопрос о взаимосвязи РТПЛ и 

РТПХ, и роли МАГ в этих процессах. Анализ литературных данных 

показывает, что для некоторых тканеспецифичных МАГ возможна РТПЛ без 

РТПХ, и именно эти МАГ будут наиболее приоритетны для терапии.  

Данные о связи РТПХ и РТПЛ противоречивы. Ряд исследований говорят о 

снижении риска рецидива ОМЛ и ОЛЛ при развитии РТПХ [24–26].  Другие 

работы показывают, что при полностью совместимой по генам HLA 

трансплантации (аутологичной или сингенной) риск рецидива заболевания 

значительно выше, чем при алло-ТГСК, что может объясняться отсутствием 

иммунного ответа на идентичные по антигенам злокачественные клетки 

реципиента [25,27]. Однако более масштабное исследование показывает, что 

степень генетических различий между донором и реципиентом, напротив, 

снижает выживаемость [28]. В крупном ретроспективном исследовании был 

проанализирован исход 32828 алло-ТГСК и 59692 аутологичных 

трансплантаций. Алло-ТГСК были ранжированы на 9 групп в зависимости от 

родства донора и реципиента, совместимости по генам HLA и совместимости 

по Y-хромосомному МАГ HY. Было установлено, что большая степень 

различий донора и реципиента приводит к большей смертности. Эффект 

наблюдали при подсчете как несвязанных с рецидивом заболевания смертей, 
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так и общей выживаемости.  Из этого исследования можно сделать вывод, что 

возникновение РТПХ не означает ответ на клетки опухоли. Наиболее 

вероятно, РТПЛ, то есть основной терапевтический механизм трансплантации, 

вызывается не молекулами HLA, а другими антигенами, а именно небольшим 

количеством МАГ, специфичных для клеток крови [29]. Минорные антигены 

гистосовместимости HA-1 и ACC-1Y происходят из генов ARHGAP45 и 

BCL2A1, экспрессирующихся исключительно в лимфоидной ткани, эти гены 

экспрессируются также в клетках рака [30,31], потому МАГ HA-1 и ACC-1Y 

перспективны для разработки терапии.  

 

1.2 ʀʩʪʦʨʠʷ ʠʟʫʯʝʥʠʷ ʤʠʥʦʨʥʳʭ ʘʥʪʠʛʝʥʦʚ ʛʠʩʪʦʩʦʚʤʝʩʪʠʤʦʩʪʠ 

Первые упоминания о МАГ появляются 1975 году [32]. Подозрения о 

существовании новых иммунологических антигенов, не связанных c 

молекулами MHC возникли, когда в экспериментах по трансфузии крови 

между мышами из линий с одинаковыми генами MHC наблюдали 

возникновение РТПХ. Было установлено, что риск РТПХ можно 

минимизировать, если удалить лимфоциты перед переливанием [33,34]. После 

установления пептидной природы Т-клеточных антигенов, презентированных 

в молекулах MHC [35], исследователи рассматривали именно пептидную 

сущность МАГ как наиболее вероятную, что и было доказано, а 

иммуногенность МАГ объяснялась аллельными различиями в пептиде между 

субъектами трансфузии [36].  

Позже МАГ были обнаружены у людей [37,38]. Различиями в МАГ было 

объяснено возникновение РТПХ в полностью HLA-совместимых алло-ТГСК 

[39]. Различия между донором и реципиентом даже в одной полиморфной 

аминокислоте пептида МАГ достаточно для возникновения иммунного ответа 

[40]. Объясняется это тем, что Т-клетки МАГ-отрицательного донора не 

встречали МАГ в процессе отрицательного отбора в тимусе [41] и не были 

элиминированы [42]. 
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В результате подробного изучения РТПХ при родственной HLA-

идентичной трансплантации был описан первый соматический МАГ человека, 

названный НА [43]. Изучение цитотоксического МАГ-специфичного Т-

клеточного клона позволило выяснить, что этот антиген презентируется в 

белке HLA аллельного варианта A*02 и обладает высокой популяционной 

частотой.  

Той же группой исследователей были открыты антигены НА1, НА2, НА3, 

НА4 и НА5. Была оценена популяционная частота этих антигенов: НА2 и НА3 

встречались почти у всех людей, НА1 был не таким частым (около 70% 

доноров), а НА4 и НА5 были довольно редки [44]. При этом специфичные к 

НА-1 Т-клеточные клоны были обнаружены практически во всех 

несовместимых по этому антигену трансплантациях, чего не наблюдалось для 

других антигенов; более того, при несовпадении по нескольким МАГ, НА-1-

специфичные клоны всегда выходили на первое место по встречаемости у 

каждого реципиента с РТПХ [45]. Поэтому была выдвинута гипотеза об 

иммунодоминантности НА-1, то есть предполагалось, что иммунный ответ на 

НА-1 ингибирует ответ на другие антигены. 

Была описана иерархичность иммунодоминантности антигенов в 

следующем порядке по убыванию: HLA, НА-1, Y-хромосомные антигены; 

менее доминантные антигены всегда распознаются меньшим количеством Т-

клеточных клонов [46]. На мышах было показано, что ответ на 

иммунодоминантные МАГ способен элиминировать злокачественные клетки 

крови, а ответ на другие МАГ был для этого недостаточен [47], [48]. 

Следовательно, только иммунодоминантные МАГ могут представлять 

интерес как мишени иммунотерапии. 

Однако количество иммунодоминантных антигенов невелико. Лишь менее 

половины процента всех презентируемых в HLA пептидов (с константой 

диссоциации пептид-HLA менее 500 нМ), обладают настолько низкой 

константой диссоциации (менее 50 нМ), чтобы стать иммунодоминантными 

антигенами. В реальности их процент оценивается ещё меньше (меньше 0,2% 
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от презентируемых пептидов) из-за особенностей механизма доставки 

пептидов в молекулы HLA и отсутствия ТКР, способных распознать эти 

антигены [49].  

В основном иммунодоминантность возникает из-за конкуренции пептидов 

за связывание с молекулами HLA [50]. Наиболее аффинный пептид вытесняет 

пептиды с меньшей аффинностью связывания из молекул HLA [51,52]. 

Существует и другой механизм – для одних антигенов, распознающие их ТКР 

встречаются значительно чаще, чем для других антигенов. Например, 

иммунодоминантный мышиный МАГ B6dom1 связывается с молекулами 

МНС с такой же аффинностью, что и антигены Н3 и Н13 [53]. Однако 

исследование наивных Т-клеточных репертуаров отрицательных по этим МАГ 

мышей установило, что практически во всех мышах B6dom1-специфичные 

ТКР изначально более частые, по-видимому, из-за особенностей VDJ-

рекомбинации. 

Степень различия по МАГ влияет на клинический исход [54]. В 327 HLA-

совместимых трансплантациях донор и реципиент были генотипированы по 

17 МАГ, представляемых в молекулах HLA 6 разных аллелей. Было показано, 

что несовпадение по соматическим МАГ приводит к меньшему проценту 

рецидивов. При этом только несоответствие по Y-хромосомным МАГ 

увеличивало риск РТПХ, а аутосомные МАГ риск РТПХ не повышали. 

Детектируемые у 10-33% реципиентов донорские МАГ-специфичные клетки 

служили маркером лучшей выживаемости и меньшего риска рецидива, что 

указывает на важную роль МАГ-специфичных клонов в РТПЛ. В данной 

работе также наблюдался феномен иммунодоминантности, выраженный в 

разной иммуногенности антигенов. Так, CD8+ Т-клетки, специфичные к НA1, 

HA2, PANE1, LRH1, ACC1, и к Y-хромосомным МАГ HY.A2 и HY.B7 были 

обнаружены у 25%-60% реципиентов с несовместимостью по МАГ. HA8, 

SP110, и ZAPHIR вызывали иммунный ответ у 10%-20% реципиентов. В то же 

время, T-клеточный ответ на МАГ ADIR, HwA11, ECGF, HEATR, и HY.B8 не 

был обнаружен, несмотря на иммуногенные несовпадения по этим МАГ. 
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Таким образом, при трансплантациях типирование на МАГ стоит ограничить 

иммунодоминантными антигенами [55]. 

1.3 ʄʝʭʘʥʠʟʤ ʚʦʟʥʠʢʥʦʚʝʥʠʷ ʠ ʠʤʤʫʥʦʛʝʥʥʦʩʪʠ ʄɸɻ 

Y-хромосомные МАГ возникают при трансплантации от донора женского 

пола к реципиенту мужского пола, поскольку в женском организме нет 

происходящих из Y-хромосомы пептидных антигенов и как следствие, 

центральной толерантности к ним [56]. Однако большинство МАГ имеет 

аутосомное происхождение. Выделяют доминантно-рецессивный и 

кодоминантный механизм МАГ. Вариант возникновения минорных антигенов 

по доминантно-рецессивному принципу, то есть, когда иммуногенный только 

один аллельный вариант, проиллюстрирован на рисунке 1. В результате 

трансляции производится некоторое количество дефектных рибосомальных 

продуктов [57] по нескольким механизмам: трансляция пре-сплайсированной 

мРНК [58], трансляция мРНК, подвергающейся деградации при регуляторной 

РНК-интерференции [59] или трансляция некодирующих участков генома 

[60]. Дефектные рибосомальные продукты, а также белки с неправильной 

конформацией или истекшим жизненным сроком убиквитинилируются [61], а 

затем подвергаются расщеплению протеасомой на пептиды длиной 4-20 

аминокислот [62,63]. Полученные пептиды транспортируются белком-

транспортером (Transporter associated with antigen processing - TAP) в 

эндоплазматический ретикулум [64], где они могут связываться с одним из 

белков HLA, а затем выйти на поверхность клетки в комплексе с белками HLA 

[65].  

Итак, если в презентируемом пептиде есть вариабельная аминокислота, 

возможно возникновение МАГ двух типов:  

1. Кодоминантные МАГ, когда в HLA презентируются два аллельных варианта 

пептида. Оба аллеля могут быть иммуногенными. 

2. Доминантно-рецессивные МАГ, когда одна из аллельных форм пептида не 

презентируется в HLA и соответственно, иммуногенен только второй аллель.  
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Доминантно-рецессивный путь наиболее распространен, составляя 97% 

всех МАГ [66]. Полиморфизм в аминокислотной последовательности 

способен изменить исход любого шага процессинга антигена. Для 

доминантно-рецессивных МАГ возможны следующие механизмы: 

неиммуногенный вариант МАГ НА-3 расщепляется протеасомой на слишком 

мелкие для презентации фрагменты [67], альтернативный пептид антигена 

НА-8 не связывается с TAP-транспортером [68], а альтернативный пептид НА-

1 слабее связывается с молекулами HLA [69].  

 

ʈʠʩʫʥʦʢ 1. ʆʙʨʘʟʦʚʘʥʠʝ ʄɸɻ ʧʦ ʜʦʤʠʥʘʥʪʥʦ-ʨʝʮʝʩʩʠʚʥʦʤʫ ʤʝʭʘʥʠʟʤʫ. Белок, 

содержащий полиморфизм (отмечен красным), расщепляется протеасомой на пептиды, 

которые транспортируются в ЭПР, где они связываются с HLA, а затем выходят на 
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поверхность клетки. Нарушения в какой-либо из этих стадий приводят к отсутствию 

пептида из гена рецессивного аллеля МАГ на поверхности клетки. Лимфоциты донора, не 

имеющего МАГ, способны распознать клетки реципиента, имеющего МАГ. Опубликовано 

в работе [70]  

Более чем в 90% случаев, приводящий к возникновению МАГ 

полиморфизм не влияет на функциональность белка [66]. Однако 

альтернативный аллель МАГ может происходить и из аллеля, связанного с 

утратой функции белка. В частности, МАГ LRH-1 возникает из-за сдвига 

рамки считывания в альтернативном аллеле [71], к возникновению МАГ 

PANE1 приводит стоп-кодон, [72]; транслируемый интрон служит причиной 

возникновения ZAPHIR [73], в аллельном варианте МАГ ACC-6 отсутствует 

экзон [74], а в некоторых случаях МАГ возникает из-за удаления гена целиком 

(UGT2B17/A2) [75]. Скорее всего, открыты ещё не все пути образования МАГ 

[76]. МАГ может возникать и в результате посттрансляционной модификации, 

примером такого МАГ служит цистеинилированный пептид Y-хромосомного 

белка SMCY [77].  

Эксперименты на клеточных линиях из проекта «1000 геномов» [78] 

показывают, что в иммунопептидоме, то есть фракции пептидов, связанных с 

HLA, представлена лишь половина процента от всех генетических 

полиморфизмов, при этом реально иммуногенны из них лишь 0.22%, и это 

полностью соответствует оценке иммунодоминантности антигенов из более 

ранних исследований [49]. 

Доминантно-рецессивные МАГ не всегда возникают из-за отсутствия 

презентации одного из аллельных вариантов пептида в молекулах HLA. В 

частности, оба аллельных варианта пептидов, соответствующих минорным 

антигенам LB-CLYBL-1Y, LB-NISCH-1A и LB-SSR1-1S [79] одинаково 

представлены в HLA, что было выяснено методом масс-спектрометрии на 

модели клеток Т2, не имеющих собственных пептидов в молекулах HLA. 

Однако исследователям не удалось получить Т-клеточные клоны, которые бы 

распознавали альтернативные варианты этих пептидов, и наиболее вероятно 
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отсутствие иммуногенности этих вариантов можно объяснить тем, что 

способные распознавать эти пептиды Т-клетки не проходят отбор в тимусе.  

Почти все известные МАГ представлены в HLA I класса, но описаны и 

МАГ связанные с HLA II класса, возникающие при презентации пептидов, 

полученных от других клеток эндоцитозом. Известны случаи развития РТПЛ 

на МАГ из HLA II класса [80]. Однако возможность терапевтического 

использования этих антигенов остается под вопросом. Привлекательна для 

терапии преимущественная экспрессия HLA II класса в антиген-

презентирующих клетках, благодаря чему иммунный ответ может быть 

ограничен лимфоидной тканью. Но сильным недостатком МАГ HLA II класса 

как терапевтической мишени является то, что клетки опухоли легко могут 

утратить экспрессию генов HLA II класса [81,82], ведь в отличие от молекул 

HLA-I класса, белки HLA II класса не защищают от цитотоксического 

воздействия натуральных киллеров [83]. Следовательно, именно МАГ, 

представленные в молекулах HLA I класса, наиболее перспективные мишени 

для разработки иммунотерапии. 

С помощью биоинформатического анализа было открыто большое 

количество потенциально иммуногенных полиморфизмов [60,66]. Тем не 

менее, число известных на настоящий момент МАГ невелико. На 2016 год 

было описано 48 МАГ, презентируемых в молекулах HLA I класса и 8 МАГ, 

презентируемых в молекулах HLA II класса [76]. Исследование 2020 года, 

проведенное на материалах проекта “1000 геномов”, расширило спектр 

известных МАГ в HLA I класса до 63 [84].  

Иммунодоминантность существенно лимитирует изучение и открытие 

новых МАГ [46]. В частности, несовпадение трансплантации по генам HLA-

DP за счет иммуннодоминантности ограничивает развитие иммунного ответа 

на более слабые антигены [85,86].  

Биоинформатическое предсказание иммуногенности минорных 

антигенов также не отличается большой точностью. Полученные in vitro Т-

клеточные клоны распознавали синтетические пептиды, соответствующие 
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предсказанным in silico минорным антигенам, однако клетки, обладающие 

гипотетически иммуногенными аллелями МАГ не были способны вызвать 

иммунный ответ. Исключение составил только известный антиген НА-1, 

показав свою иммуногенность [87]. Однако несмотря на сложности, поиск 

новых терапевтически релевантных МАГ остается актуальной задачей. 

Согласно оценке, фигурирующей в обзоре от одной из ведущих групп, 

изучающих МАГ, создание терапии, специфичной к 50 антигенам 

удовлетворит потребности в посттрансплантационной терапии одной трети 

всех алло-ТГСК [88].  

1.4 ʇʨʝʠʤʫʱʝʩʪʚʘ ʠ ʥʝʜʦʩʪʘʪʢʠ ʄɸɻ ʢʘʢ ʤʠʰʝʥʝʡ ʜʣʷ 

ʠʤʤʫʥʦʪʝʨʘʧʠʠ 

Иммунный ответ на МАГ может быть использован как основа для 

специфичной терапии злокачественных новообразований крови, при которой 

РТПЛ не приводит к развитию РТПХ [29,37]. Этого можно добиться, 

используя МАГ, специфичные исключительно для клеток крови [89]. У этой 

гипотезы есть подтверждение: цитотоксические МАГ-специфичные CD8+ Т-

клоны, выделенные из пациентов без РТПХ, не реагируют на клетки 

отличиные от клеток крови, в отличие от клонов из пациентов с РТПХ [90]. 

Однако число специфичных для клеток крови МАГ невелико: в настоящее 

время обнаружено лишь 39 таких антигенов [91]. 

Благодаря нескольким особенностям, МАГ наиболее полезны именно в 

контексте иммунотерапии лейкозов [92]. Как известно, злокачественные 

новообразования крови обладают меньшей мутационной нагрузкой по 

сравнению с солидными опухолями, и существует необходимость в 

достаточно иммуногенной мишени для иммунотерапии именно 

злокачественных новообразований крови. [93]. В теории, МАГ должны быть 

более иммуногенны, чем опухолеассоциированные антигены (ОАА), 

представляющие собой аутологичные белки, поскольку МАГ никогда не 

встречались иммунной системе донора и не было отрицательного отбора Т-



23 
 

клеточных клонов, с высокой аффинностью распознающих МАГ. 

Следовательно, уровень иммуногенности МАГ должен быть сравним с 

антигенами, впервые встречающимися иммунной системе: опухолевыми 

неоантигенами и вирусными антигенами. При этом МАГ обладают перед 

неоантигенами рядом преимуществ: поскольку МАГ происходят из 

генетического полиморфизма, изначально присутствующего во всех клетках 

организма, то этот полиморфизм будет и во всех субклонах опухоли. Кроме 

того, в отличие от большинства опухолевых неоантигенов, МАГ не являются 

уникальными для каждого пациента.  

Генотипирование пар донор-реципиент на аллельные варианты МАГ не 

представляет большой сложности и может быть проведено на ПЦР-

амплификаторе [94].  

В то же время, у МАГ-специфичной терапии есть преимущество и перед 

терапией CAR-T, направленной на поверхностные антигены, в частности 

CD19 [95]. Так, CAR-T терапия эффективна в лечении B-клеточных лейкозов, 

однако побочный эффект в этом случае – полная потеря В-клеток, что делает 

пациента особенно чувствительным к инфекциям [96]. В целом, В-клеточный 

дефицит не является критическим для жизнедеятельности и может 

купироваться введением иммуноглобулиновых препаратов. Однако при 

миелоидных лейкозах, как упоминалось ранее, возникающая недостаточность 

миелоидного кроветворения ограничивает применение CAR-T бридж-

терапией [11].  

В отличие от CAR-T терапии, МАГ-специфичная терапия направлена не на 

конкретную клеточную популяцию, а на все клетки крови реципиента, при 

этом клетки крови донора, не имеющие МАГ, подвергаться уничтожению не 

будут. Следовательно, при МАГ-специфичной терапии донорское 

кроветворение будет сохранено в полном объеме. 

Тем не менее, применение МАГ-специфичной терапии ограничено 

рамками HLA-совместимой ТГСК. В свою очередь, популяционная частота 

МАГ вносит ещё более существенные ограничения: иммуногенное 
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несовпадение, то есть, когда донор негативен по МАГ, а реципиент его имеет, 

наступает максимум в 25% трансплантаций, и оптимальная частота 

иммуногенного аллеля в популяции – 30% [66]. Лишь около десяти процентов 

МАГ имеют такую частоту. 

Кроме того, нельзя забывать о способности опухоли уйти из-под 

иммунного надзора, утратив экспрессию молекул HLA, и МАГ-направленная 

терапия при утрате клетками опухоли HLA будет малоэффективна [97]. Таким 

образом, МАГ-специфичную терапию можно рассматривать как нишевую 

терапию злокачественных заболеваний крови, применимую только при 

определенных генотипах донора и реципиента. МАГ-специфичная может быть 

эффективно использована в тех случаях, когда применение других методов 

иммунотерапии невозможно или приводит к серьезным побочным эффектам.  

1.5 ʂʣʠʥʠʯʝʩʢʠ ʧʝʨʩʧʝʢʪʠʚʥʳʝ ʄɸɻ 

1.5.1 ʅɸ-1 

Как было упомянуто ранее, НА-1 – один из наиболее иммуногенных МАГ, 

и потому изучен лучше всего. Он широко экспрессирован в клетках крови, 

включая клетки злокачественных новообразований [30,92]. Пептид HA-1H 

(VLHDDLLEA) – происходит из белка ГТФазы ARHGAP45, также известного 

как НМНА1. Аллельный вариант с аденозином в полиморфизме (rs1801284, 

база данных dbSNP), транслируется в гистидиновый остаток в третьей позиции 

пептида, и именно такой пептид способен связаться с молекулой HLA-A*02:01 

[40]. Если индивид гомозиготен по гуаниновому варианту полиморфизма, то 

у него есть только пептид с аргинином в третьей позиции (HA-1R, 

VLRDDLLEA), и этот пептид не будет презентироваться из-за низкой 

аффинности связывания с молекулами HLA. Оба аллельных варианта пептида 

одинаково процессируются протеасомой и доставляются ТАР-транспортером 

в ЭПР [98], однако аргининовый аллельный вариант пептида VLRDDLLEA 

значительно уступает в силе связывания с HLA по сравнению с гистидиновым 

вариантом VLHDDLLEA [69]. Аллель HLA-A*02:01 встречается у половины 
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людей в российской популяции, а полиморфизмы распределены имеют 

оптимальную для иммуногенного несовпадения частоту. Так, частота 

гомозигот по варианту rs1801284 A/A - 16%, гетерозигот - 36%, гомозигот по 

неиммуногенному варианту G/G - 48%. Применив уравнение Харди-

Вайнберга, получаем, что 52% популяции имеет хотя бы один иммуногенный 

аллель НА-1, а 48% – не имеет ни одного. Таким образом, каждая четвертая 

трансплантация будет не совпадать по антигену НА-1 [92]. 

Имеются противоречивые данные о взаимосвязи несовпадения 

трансплантации по НА-1 и развитии РТПХ: некоторые исследования проводят 

такую связь [14,99–102], другие такую связь отвергают [103–106]. НА-1-

специфичные клоны детектируются в крови у трети НА-1-отрицательных 

реципиентов после трансплантации, несовместимой по НА-1 [54]. Однако не 

было найдено достоверной взаимосвязи между обнаружением НА-1 

специфичных клонов донорского происхождения и развитием РТПХ [90,107]. 

Исследования на молекулярном уровне говорят в пользу безопасности 

НА-1: анализ экспрессионного профиля ARHGAP45 в разных тканях 

показывает почти исключительную экспрессию клетках крови [30,108]. В 

функциональных in vitro тестах НА-1-специфичные Т-клеточные клоны не 

проявляли цитотоксической реакции на клетки из образцов биопсии кожи НА-

1+ доноров [109] [110].  

Таким образом, имеются весомые доказательства в пользу того, что сами 

по себе клетки негемопоэтического происхождения не вызывают реакции НА-

1-специфичных клонов. Наиболее вероятно, иммунный ответ в тканях 

направлен на клетки крови реципиента, после трансплантации не до конца 

замещенные клетками донора [92]. Поскольку для развития РТПХ необходим 

непосредственный контакт эффекторов и мишеней [111,112], находящиеся в 

тканях донорские НА-1-специфичные Т-лимфоциты, занятые уничтожением 

клеток крови реципиента, могут за счет воспалительных цитокинов запустить 

иммунную реакцию, затрагивающую всю ткань [113]. Учитывая это, инфузия 

донорских лимфоцитов, широко применяемая для индукции или поддержания 
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РТПЛ [114], проведенная непосредственно после трансплантации может 

оказаться рискованным терапевтическим решением, и более оптимальное 

время для инфузии - спустя несколько месяцев после ТГСК [115]. Меньший 

риск РТПХ при достаточном временном промежутке между ТГСК и инфузией 

донорских лимфоцитов действительно наблюдали как в мышиной модели 

[116], так и при клиническом применении инфузии [117].  

В то же время, в крови пациентов без РТПХ также встречаются НА-1-

специфичные Т-клоны, из чего можно сделать вывод, что одно лишь 

несовпадение донора и реципиента по НА-1 – недостаточное условие для 

возникновения РТПХ. Скорее всего, наибольшее влияние на развитие РТПХ 

оказывают цитокины воспаления, количество которых значительно повышено 

после трансплантации [118]. Таким образом, хотя несовпадение по НА-1 

связано с риском развития РТПХ из-за уничтожения оставшихся в тканях 

клеток крови реципиента, этот риск можно значительно снизить, сделав 

временной промежуток между алло-ТГСК и инфузией лимфоцитов. 

1.5.2 ʅɸ-2 

Антиген НА-2 находится в числе первых открытых МАГ [45]. Пептид 

НА-2 является продуктом гена MYO1G, кодирующего миозин первого класса 

[119] и экспрессирующегося исключительно в клетках крови [109]. НА-2 

относится к доминантно-рецессивным МАГ и имеет иммуногенный аллель 

MYO1GV (последовательность пептида YIGEVLVSV), соответствующий МАГ 

НА-2, и неиммуногенный MYO1GM (последовательность пептида 

YIGEVLVSM ) [120]. Аминокислотная замена не влияет аффинность 

связывания с HLA, а НА-2-специфичные клоны способны распознавать оба 

аллельных варианта синтетического пептида. Тем не менее, анализ фракции 

пептидов из HLA методом масс-спектрометрии не выявил эндогенно 

презентируемого пептида MYO1GM [120]. Наиболее вероятно, 

альтернативный аллельный вариант пептида не связывается с транспортером 
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TAP или же протеасома расщепляет белок на пептиды неподходящей для 

презентации в HLA длины. 

Пептид НА-2 презентируется в молекулах HLA-A*02, а частота 

иммуногенногенного аллеля в европейской популяции составляет 95% [109]. 

Из-за того, что иммуногенный аллель встречается у подавляющего 

большинства в европейской популяции, несовпадение по НА-1 при 

трансплантации происходит очень редко, и потому данных об иммунном 

ответе на НА-2 мало. По имеющейся информации, различие по МАГ НА-2 

снижает риск рецидива заболевания и способствует РТПЛ [121]. При этом не 

была установлена связь НА-2 с РТПХ [106], а эксперименты in vitro 

демонстрируют реактивность НА-2-специфичных клонов только на клетки 

крови [110].  

Несовпадение по НА-2 при алло-ТГСК может способствовать развитию 

РТПЛ при отсутствии РТПХ [107]. Группой исследователей, наблюдавших 

НА-2-специфичный иммунный ответ, были созданы трансгенных вирус-

специфичные лимфоциты, модифицированные ТКР, распознающим НА-2 

[122]. Аминокислотную последовательность CDR3 НА-2-специфичного ТКР 

было решено изменить для увеличения аффинности. Однако изменение 

аминокислотной последовательности CDR3 привело к возникновению 

кросскреактивности НА2-специфичного ТКР на пептиды, присутствующие на 

фибробластах и кератиноцитах, поэтому такой модифицированный ТКР не 

может быть использован в терапии [123].  

Иммуногенное несовпадение пары донор-реципиент по НА-2 в 

европейской популяции происходит редко, поэтому в настоящее время НА-2-

специфичная терапия находится лишь в стадии in vitro разработки. Однако это 

означает, что MYO1GV может быть универсальной мишенью при 

гаплосовместимой трансплантации, то есть, когда нет полного совпадения по 

аллелям HLA. В таком случае, если донор отрицателен по аллелю HLA-

A*02:01, а у реципиента этот аллель есть, НА-2 может служить маркером 

клеток крови реципиента, которые необходимо уничтожить. Однако в 
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популяциях, отличных от европейской, аллельная частота НА-2 другая и 

может быть оптимальна для терапевтического использования НА-2 при 

полностью HLA-совместимой алло-ТГСК [124,125]. 

1.5.3 ACC1/2 

Ген BCL2A1 входит в состав семейства антиапоптотических генов Bcl-2. 

Сразу два МАГ происходят из этого гена: ACC-1Y и ACC-2D, и 

презентируются эти МАГ соответственно в молекулах HLA аллелей A*24:02 

и B*44:03 [126]. Антиапоптотический ген BCL2A1 часто гиперэкспрессирован 

в клетках рака и необходим для выживания, поэтому маловероятно что 

злокачественные клетки смогут подавить экспрессию BCL2A1 для ухода от 

иммунного ответа [31,127]. Разберем механизмы образования антигенов АСС-

1 и АСС-2.  

АСС-1 связан с полиморфизмом rs1138357 и имеет два аллельных 

варианта пептида: ACC-1Y (последовательность пептида DYLQYVLQI) и 

ACC-1C (последовательность пептида DYLQCVLQI) . Оба этих пептида 

связываются с молекулами HLA-A*24:02, и доказано, что МАГ ACC1 является 

кодоминантным [126].  

Связанный с полиморфизмом rs3826007 МАН ACC-2, напротив, 

образуется по доминантно-рецессивному механизму. Только один аллельный 

вариант пептида KEFEDDIINW связывается с HLA-B*44:03 [126]. В рамках 

выполнения настоящей диссертации был получен и охарактеризован in vitro 

ТКР, распознающий МАГ ACC-1Y, были исследованы его функциональные 

качества и показано отсутствие кроссреактивного ответа на альтернативный 

аллельный вариант пептида [128]. Специфичные к ACC-2 Т-клеточные клоны 

пока не охарактеризованы в научной литературе. 

Учитывая популяционную частоту аллелей HLA-A*24:02 и HLA-

B*44:03, а также частоты аллелей МАГ ACC-1 и ACC-2, оценка вероятности 

иммуногенного несовпадения при родственной и неродственной 

трансплантации оценивается как 2,8 и 5,2% для ACC-1, и 3,6 и 6,7% для ACC-
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2 соответственно, что делает разработку АСС-специфичной терапии 

достаточно перспективной [129]. 

Большинство свидетельств указывают на экспрессию BCL2A1 

исключительно в клетках крови [126,130]. Экспрессия BCL2A1 в мезенхимных 

стромальных клетках обнаруживалась только под воздействием гамма-

интерферона и фактора некроза опухоли и в физиологических условиях скорее 

всего не происходит [131]. В пользу безопасности ACC-1 как мишени 

иммунотерапии говорит и анализ исходов 320 совместимых по HLA-A*24:02 

трансплантаций, не нашедший связи между несовпадением ACC-1 и 

развитием РТПХ [132].  

Т-клеточные клоны, специфичные к ACC-1 и ACC-2, способны 

уничтожать клетки крови реципиентов ТГСК, что было подтверждено in vitro 

[126]. Также эти клоны обнаруживались в организме реципиентов, 

перенесших МАГ-несовместимую трансплантацию, и эти клоны 

действительно были способны убивать позитивные по ACC-1Y клетки, что 

свидетельствует об иммуногенности ACC-1Y [133].  

1.6 ʂʣʠʥʠʯʝʩʢʠʝ ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʷ ʄɸɻ-ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʦʡ ʪʝʨʘʧʠʠ 

Простейший способ иммунотерапии после ТГСК – дополнительное 

переливание лимфоцитов донора. Переливание имеет целью не только 

профилактику и терапию рецидивов злокачественного заболевания [114], но и 

снижение риска развития оппортунистических инфекций, вызванных 

лимфопенией, обусловленной кондиционированием [134]. Значительная роль 

в индукции РТПЛ при инфузии донорских лимфоцитов принадлежит 

иммунному ответу на МАГ [107]. Свидетельства в пользу этой гипотезы были 

получены на мышиной модели [135]: адоптивный перенос Т-киллеров из 

мышей, предварительно иммунизированных мышиным МАГ B6dom1, 

способствовал значительно лучшей выживаемости реципиентов, которым 

вводили клетки Т-лейкоза линии EL4. Полученные при иммунизации Т-
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клеточные клоны после адоптивного переноса проявляли выраженную 

противоопухолевую активность, РТПХ при этом не наблюдалась. 

Роль иммунного ответа на МАГ при инфузии донорских лимфоцитов 

была подтверждена и в клинике: адоптивный перенос лимфоцитов от HA-1 

и/или НА-2 отрицательных доноров HA-1 и/или НА-2 позитивным 

реципиентам с рецидивом лейкоза привел к полной ремиссии у реципиентов 

[107]. Выделенные из реципиентов донорские МАГ-специфичные 

демонстрировали специфическую противоопухолевую активность in vitro 

[136].  

МАГ-специфичные клоны присутствуют в крови в довольно небольшом 

количестве: частота наивных клонов оценивается как 2,47*10-6 [137]. 

Увеличить количество терапевтического материала можно путем экспансии Т-

клеток: лимфоциты донора ex vivo опухолевых клеток пациентов, в результате 

чего пролиферируют Т-клеточные клоны, распознающие антигены, 

представленные на опухолевых клетках. Такой подход показал умеренную 

эффективность в клинических испытаниях [138]. Антигенная специфичность 

клонов в этих экспансиях осталась неизученной, однако авторы предполагают 

ведущую роль МАГ в терапевтическом ответе. 

Описан и другой пример применения МАГ-специфических экспансий у 

семи пациентов с рецидивом В-клеточного ОЛЛ или миелодиспластическим 

синдромом [139]. В этой работе, лимфоциты пациентов после трансплантации, 

уже имеющие в основном донорское происхождение, in vitro несколько раз 

стимулировали клеточным материалом этих же пациентов, но собранным до 

трансплантации. Инфузия полученных экспансий в реципиентов привела к 

временной ремиссии у 5 из 7 реципиентов. У двоих пациентов с ремиссией 

возникла РТПХ в легких. У троих пациентов были определены гены, на МАГ 

из которых был направлен иммунный ответ: P2RX7, DPH1, DDX3Y.  

Известны и случаи клинического применения НА-1-специфических 

экспансий [140]. Трем пациентам с рецидивом лейкоза, для которых обычная 

инфузия донорских лимфоцитов не имела терапевтического эффекта, было 
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решено ввести специфичные к НА-1 Т-клеточные экспансии, однако ни РТПХ, 

ни РТПЛ не наблюдалась. Скорее всего, терапевтическая эффективность была 

снижена из-за неоптимальных условий культивирования, что привело к 

истощению культуры уже на стадии in vitro, и как следствие, 

жизнеспособность НА-1-специфичных клеток в организме пациента была 

низкой. В дальнейшем, такой подход может быть использован более 

эффективно путем предотвращения истощения лимфоцитов при 

культивировании за счет добавления цитокинов IL-7 и IL-15 [141] или блокады 

Akt/PKB пути [142].  

Терапевтический эффект переливания донорских лимфоцитов можно 

попытаться усилить параллельным введением дендритно-клеточной вакцины 

на МАГ. Позитивный эффект был показан на пациентах с персистирующей и 

множественной миеломой, в том числе и с рецидивирующим после алло-ТГСК 

заболеванием [143]. В другом исследовании вакцина способствовала ремиссии 

у одного из четырех пациентов [144]. Несмотря на несколько случаев ответа и 

относительную безопасность, эффективность дендритно-клеточных вакцин в 

целом остается под вопросом [145].  

Таким образом, наиболее перспективным из методов создания 

специфичных к МАГ терапевтических продуктов считается модификация 

донорских лимфоцитов трансгенным МАГ-специфичным ТКР. Этот метод 

имеет значительное преимущество перед антиген-специфичными 

экспансиями, поскольку изоляция МАГ-специфичных клонов, их in vitro 

тестирование и культивирование перед инфузией – длительный процесс, и 

можно значительно сэкономить время, проведя модификацию донорских 

лимфоцитов трансгенным ТКР с уже известными характеристиками. 

В одной из первых работ по созданию НА-1-специфичной Т-клеточной 

терапии, трансгенным НА-1-специфичным ТКР были модифицированы Т-

клетки памяти, специфичные к вирусным антигенам. Теоретически, вторая 

специфичность Т-клеток должна способствовать их лучшей персистенции в 

организме параллельно с контролем посттрансплантационной 
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цитомегаловирусной инфекции. Кроме того, вирусная специфичность ТКР в 

теории должна снизить вероятность аллореактивного ответа Т-лимфоцитов и 

развития РТПХ [146]. Трансгенные лимфоциты показали хорошую 

эффективность и специфичность в лизисе опухолевых клеток in vitro [147]. 

Однако первая фаза клинических испытаний не принесла желаемого 

результата [148]. Из девяти пациентов с рецидивом ОМЛ после алло-ТГСК 

лишь для пяти можно было сделать клеточный продукт, поскольку остальные 

пациенты не болели цитомегаловирусом или вирусом Эпштейна-Барр. Состав 

клеточного продукта сильно варьировал: пациентам вводили от 3 до 283*106 

клеток, из них Т-клеток было 96–99%, вирус-специфичными были 74–100%, а 

трансгенный ТКР экспрессировали 11–41%. В результате, из пяти пациентов, 

получивших инфузию, один скончался от рецидива ОМЛ, а двое от 

сопутствующих осложнений или инфекции. У двоих выживших пациентов 

признаков РТПХ не наблюдалось. В контрольной группе один пациент умер 

от бактериальной инфекции.  

Результаты этих испытаний указывают на низкую терапевтическую 

эффективность метода модификации вирус-специфичных лимфоцитов. 

Поскольку in vitro модифицированные лимфоциты проявляли 

противоопухолевую активность, причем в отношении клеток рака этих же 

пациентов, отобранных до и после адоптивного переноса, то неэффективность 

терапии не могла объясняться потерей опухолевыми клетками антигена НА-1 

или HLA. Наиболее вероятная причина – низкий пролиферативный потенциал 

вирус-специфичных лимфоцитов, и вследствие этого недостаточное 

количество трансгенных клеток в организме для борьбы с заболеванием. Как 

известно, пролиферативный потенциал клеток памяти меньше, чем у наивных 

[149]. По задумке авторов, эта проблема должна решаться постоянным 

сигналом активации от вирус-специфичного ТКР. Тем не менее, эндогенный 

вирус-специфичный ТКР не экспрессировался на достаточном уровне из-за 

того, что трансгенный ТКР был кодон-оптимизирован для более эффективной 

трансляции и тем самым количество молекул трансгенного ТКР в комплексе с 
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CD3 значительно превосходило количество молекул эндогенного ТКР. 

Недостатком метода модификации вирус-специфичных лимфоцитов является 

также сложность внедрения этого метода в массовое производство из-за малой 

частоты вирус-специфичных клеток памяти (около процента от всех Т-

лимфоцитов [150]). 

ʊʘʙʣʠʮʘ 1 ʂʣʠʥʠʯʝʩʢʠʝ ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʷ ʩ ʠʩʧʦʣʴʟʦʚʘʥʠʝʤ ʄɸɻ. 

ʆʧʫʙʣʠʢʦʚʘʥʦ ʚ ʨʘʙʦʪʝ [70]  

Публикаци

я/номер 

клин. 

исследован

ия 

Антигены Метод получения 

клеточного продукта 

Кол-во 

пациен

тов 

Результат Диагноз 

пациентов 

[107] HA-1, HA-

2, Y-

хромосомн

ые 

антигены 

Инфузия донорских 

лимфоцитов 

3 Ремиссия  Рецидив ОМЛ 

NCT001073

54 [139] 

P2RX7 

DPH1 

DDX3Y 

Экспансия донорских 

Т-лимфоцитов ex vivo 

7 Транзиентная 

ремиссия у 5 

пациентов 

Рецидив ОМЛ 

[140] НА-1 Экспансия донорских 

Т-лимфоцитов ex vivo 

3 Нет клинического 

ответа 

Рецидив ОМЛ 

[143] LRH-1 

UTA2-1 

HA-1 

Инфузия донорских 

лимфоцитов и 

пептидная 

дендритноклеточная 

вакцина 

9 У 5 пациентов 

детектировались 

МАГ-специфичные 

лимфоциты и 

замедлилось 

развитие болезни 

Рецидив ММ и 

персистирующая 

ММ 

[144] HA-1, HA-

2, ACC1 

Инфузия донорских 

лимфоцитов и 

пептидная 

дендритноклеточная 

вакцина 

15 Ремиссия у одного 

пациента, 

хроническое 

заболевание/прогре

ссия у остальных  

ММ 

NCT044648

89 [148] 

HA-1 Трансдукция вирус-

специфичных 

лимфоцитов 

9  Нет клинического 

ответа, смерть 

одного пациента от 

рецидива ОМЛ 

Рецидив ОМЛ 

NCT033269

21 [151] 

HA-1 Трансдукция 

донорских CD4 и 

CD8+ лимфоцитов 

Набор 

пациен

тов 

- - 
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NCT030919

33 

Не 

разглашаю

тся 

Экспансия 20 Умеренный 

клинический ответ: 

остановка 

прогрессии 

заболевания у части 

пациентов, 

признаки РТПХ 

Рецидив 

лейкемии 

Рецидив ОЛЛ 

Рецидив ОМЛ  

Рецидив 

хронического 

лимфобластного 

лейкоза (ХЛЛ) 

Рецидив 

неходжкинской 

лимфомы 

Рецидив 

лимфомы 

Ходжкина 

Рецидивирующие 

миелодиспластич

еские синдромы 

Рецидив ММ 

2018-

002752-33 

UTA2-1 мРНК 

дендритноклеточная 

вакцина с 

сайленсингом PD1-L 

РНК-интерференцией 

Набор 

пациен

тов 

- ММ 

Неходжкинская 

лимфома 

ХЛЛ 

ОМЛ 

2012-

002435-28 

Не 

разглашаю

тся 

мРНК 

дендритноклеточная 

вакцина с 

сайленсингом PD1-L 

РНК-интерференцией 

Набор 

пациен

тов 

- Неходжкинская 

лимфома 

Ходжкинская 

миелома 

ХЛЛ 

Хронический 

миелобластный 

лейкоз (ХМЛ) 

ОМЛ 

Миелодисплазия 

NCT025286

82 

HA-1 

LRH-1  

ARHGDIB  

мРНК 

дендритноклеточная 

вакцина с 

сайленсингом PD1-L 

РНК-интерференцией 

10 Испытания 

завершены, 

результаты еще не 

опубликованы 

ОМЛ 

Миелодисплазия 

ОЛЛ 

ХМЛ 

ХЛЛ 

ММ 

Неходжкинская 

лимфома 

 

Другой подход к получению клеточного продукта, напротив, 

предполагает модификацию трансгенным НА-1-специфичным ТКР 

наибольшего количества Т-лимфоцитов, в том числе и Т-хелперов [151]. Для 

функционирования трансгенных CD4+ клеток в лентивирусном конструкте 



35 
 

присутствует корецептор CD8. В качестве селективного маркера для 

очищения модифицированных клеток используется укороченная молекула 

CD34. В конструкте также предусмотрена система контролируемого апоптоза 

трансгенных клеток, использующая индуцибельную каспазу iCasp9. Этот 

клеточный продукт планируется испытать в первой фазе клинического 

исследования (NCT03326921). 

Клинические исследования с использованием МАГ приведены в 

таблице 1. Невелико как число исследований, так и пациентов в каждом 

исследовании. Это объясняется тем, что, во-первых, при трансплантациях 

редко генотипируют донора и реципиента на минорные антигены, а во-вторых, 

как уже упоминалось ранее, иммуногенное несовпадение по МАГ происходит 

максимум в 25% всех трансплантаций [152].  

1.7 ʄɸɻ-ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʘʷ ʪʝʨʘʧʠʷ ʚ ʢʦʥʪʝʢʩʪʝ ʊ-ʢʣʝʪʦʯʥʳʭ ʪʝʨʘʧʠʡ 

Химерный антигенный рецептор (CAR) изначально создавался как 

исключительно научная разработка для изучения фундаментальных 

принципов Т-клеточного распознавания, [153] но на настоящий момент число 

разрабатываемых CAR-T терапий превышает 600 [154], а шесть препаратов 

CAR-T получили одобрение управления по контролю качества пищевых 

продуктов и лекарственных средств США (FDA) [155]. CAR-T 

разрабатываются более чем на 80 молекул-мишеней [95]. Внедрение Т-

клеточных терапий с трансгенным ТКР значительно отстает от CAR-T: 

проводятся около 100 клинических испытаний терапий на основе лимфоцитов 

с трансгенным ТКР, большинство которых находятся в первой или второй 

фазе. Также, в клинических испытаниях фигурируют всего 19 Т-клеточных 

антигенов, один из которых – НА-1 [156,157].  

Однако если основная ниша CAR-Т – это лечение злокачественных 

заболеваний крови, то терапия солидных опухолей занимает небольшой 

процент от всех разрабатываемых CAR-T терапий [158]. В то же время, 

примерно половина терапий с трансгенным ТКР разрабатывается для лечения 
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солидных опухолей. Также, по сравнению с CAR-T, более разнообразны 

классы антигенов – если мишени CAR-T терапии это в основном 

опухолеассоциированные антигены, то ТКР-терапия создается ещё и на 

опухолевые неоантигены и вирусные антигены [156,157]. Минорные антигены 

гистосовместимости можно отнести к опухолеассоциированным антигенам, и 

МАГ-специфичные терапии занимают очень небольшую нишу по сравнению 

с терапиями на более известные антигены, например NY-ESO1. Можно также 

утверждать, что применимость МАГ-специфичных терапий принципиально 

ограничивается лишь гематологическими заболеваниями, поскольку 

использовать МАГ возможно лишь в контексте алло-ТГСК.  

Терапия с использованием МАГ-специфичных трансгенных ТКР 

сталкивается со сложностями, присущими всем терапиям с трансгенным ТКР. 

В частности, при модификации Т-клеток трансгенным ТКР, нативные и 

трансгенные субъединицы ТКР могут образовывать гетеродимеры, в которых 

одна субъединица имеет эндогенное происхождение, а другая - трансгенное. 

Возникающие таким образом ТКР обладают новой неизвестной 

специфичностью и не подвергались отрицательному отбору в тимусе, а 

потому несут риск аутореактивности [159]. Решить эту проблему можно 

генетическим редактированием, например с помощью системы CRISPR/Cas9 

нокаутировать гены, кодирующие нативный ТКР [160]. Схема МАГ-

специфичной терапии с шагом генетического редактирования представлена на 

рисунке 2. После алло-ТГСК, из донора выделяют CD8+ Т-лимфоциты, 

модифицируют трансгенным МАГ-специфичным ТКР посредством 

лентивирусной трансдукции, проводят CRISPR/Cas нокаут эндогенного ТКР и 

после дополнительной ex vivo культивации, вводят клеточный продукт 

реципиенту. 

МАГ-специфичная иммунотерапия может быть реализована не только с 

помощью лимфоцитов, несущих ТКР: к примеру, был создан CAR, 

специфичный к НА-1 [161]. Хотя у такого подхода те же ограничения в парах 

донор-реципиент, что и у МАГ-специфичной ТКР-терапии, использование 
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CAR позволяет несколько упростить процедуру производства, пропуская 

нокаут эндогенного ТКР.  

 

ʈʠʩʫʥʦʢ 2. ʉʭʝʤʘ ʄɸɻ-ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʦʡ ʪʝʨʘʧʠʠ ʠ ʧʨʦʬʠʣʘʢʪʠʢʠ ʣʝʡʢʦʟʦʚ ʧʦʩʣʝ ʊɻʉʂ. 

После проведенной алло-ТГСК, из донора, не имеющего МАГ выделяют и активируют Т-

лимфоциты. С помощью CRISPR/Cas проводят нокаут эндогенного ТКР, и одновременно 

проводят модификацию трансгенным ТКР с помощью лентивирусной трансдукции. После 

ex vivo культивации, лимфоциты вводят реципиенту. Опубликовано в работе [68] 

1.8 ɿʘʢʣʶʯʝʥʠʝ 

Таким образом, МАГ-специфичная терапия призвана усилить эффект 

алло-ТГСК, способствуя РТПЛ при уменьшенном риске РПТХ благодаря 

использованию тканеспецифичных МАГ. 

Развитие методов клеточной терапии и удешевление её стоимости 

несомненно будет способствовать и успеху МАГ-специфичной терапии. 

Эффективность терапии можно повысить за счет оптимизации способа 

экспансии Т-клеток. Также предпочтительно использовать клетки с большим 

пролиферативным потенциалом, например популяции наивных Т-клеток [162] 

и стволовых Т-клеток памяти [163]. Не вполне удачные испытания Т-

клеточной терапии [148] и большой пласт опыта, накопленный при 

применении CAR-T, должны послужить уроком для дальнейшего развития Т-
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клеточной терапии. Получение трансгенных МАГ-специфичных лимфоцитов 

- более перспективный метод, чем антиген-специфические экспансии, 

поскольку получаемый клеточный продукт может быть стандартизирован. 

Поиск донора с иммуногенным несоответствием накладывает 

ограничения на применение МАГ-специфичной терапии, однако терапия 

может быть применена и при гаплоидентичной транспланатации, что 

расширяет ее применимость в клинике. 

Нами была поставлена цель разработать метод получения ТКР, 

специфичных к клинически перспективным МАГ НА-1 и ACC-1Y.  

ɻʃɸɺɸ 2. ʄɸʊɽʈʀɸʃʓ ʀ ʄɽʊʆɼʓ 

2.1 ʇʦʣʫʯʝʥʠʝ ʘʥʪʠʛʝʥ-ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʳʭ ʊ-ʢʣʝʪʦʯʥʳʭ ʵʢʩʧʘʥʩʠʡ  

Образцы крови были взяты у здоровых доноров, подписавших 

добровольное информированное согласие. Данные HLA-типирования доноров 

были взяты из донорской базы ФГБУ НМИЦ Гематологии. Тестирование на 

полиморфизмы в генах BCL2A1 и ARHGAP45 было проведено в соответствии 

с опубликованным протоколом [94]. Из 30 мл крови здоровых доноров с 

помощью центрифугирования на градиенте фиколла (Панэко, Россия) 

выделяли фракцию периферических мононуклеаров, затем из этой фракции с 

помощью иммуномагнитной сепарации выделяли CD14+ лейкоциты (набор 

производства Miltenyi Biotec, Германия) в соответствии с протоколом 

производителя. Выделенную фракцию CD14+ клеток (приблизительно 3-5*107 

клеток) переносили в культуральный флакон Т25 с адгезивным покрытием 

(Sarstedt, Германия) и добавляли 5 мл полной среды RPMI (Gibco, 

Великобритания) с 10% фетальной бычьей сыворотки (ФБС) (HyClone™, GE 

Healthcare, США) и 1% раствором пенициллина и стрептомицина (Gibco, 

Великобритания). Далее под полной средой будет иметься в виду среда с 10% 

содержанием ФБС и антибиотиком. Клетки инкубировали в CO2 инкубаторе 

при 37°С в течение 4 ч, после чего удаляли среду с неприкрепленными 

клетками. Во флакон, содержащий прикрепленные к поверхности пластика 
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моноциты, добавляли 5 мл полной среды RPMI с 800 ед./мл GM-CSF, 10 нг/мл 

IL-4, 10 нг/мл липополисахарида и 100 ед./мл интерферона-гамма (IFN-γ)  (все 

цитокины производства Miltenyi Biotec, Германия) и культивировали в 

течение 3 дней в CO2 инкубаторе при 37°С. Полученные в результате 

дифференцировки дендритные клетки удаляли с пластика скребком, после 

чего 50 минут облучали на аппарате Biobeam GM8000 (Gamma-Service 

Medical, Германия) до общей дозы облучения 50 Гр. 

В тот же день, из 50 мл свежей крови того же донора выделяли фракцию 

периферических мононуклеаров, затем из этой фракции с помощью 

иммуномагнитной сепарации выделяли наивные CD8+ Т-лимфоциты в 

соответствии с протоколом производителя (Miltenyi Biotec, Германия) [164]. 

Затем выделенные наивные CD8+ Т-лимфоциты рассевали в 48-ячеечный 

планшет (Sarstedt, Германия) в плотности от 2*105 до 1*106 CD8+ наивных T-

клеток на одну ячейку в полной среде RPMI и 30 нг/мл IL-21. В ячейки к CD8+ 

Т-клеткам добавляли облученные аутологичные дендритные клетки с 

добавлением синтетического целевого пептида (НА-1 или ACC-1Y) до 

конечной концентрации 5000 нг/мл (4.88 нмоль/мл) (производитель LifeTein, 

США). Делали также контрольные экспансии, в которых ДК презентировали 

альтернативные аллельные варианты пептидов, HA-1-H и ACC-1C 

соответственно. Пропорция Т-клеток и дендритных клеток составляла 2:1 или 

4:1 [164]. На третий, пятый и седьмой дни культивации добавляли до конечной 

концентрации 5 нг/мл цитокины IL-7, IL -21 и IL-15, суммарно экспансию CD8+ 

Т-клеток проводили 10 дней. 

В случаях, когда ДК и CD8+Т-клетки происходили от разных доноров, 

использовали тот же протокол экспансии. В этих аллогенных НА-1-

специфичных экспансиях донор дендритных клеток имел аллель HLA-A*02, а 

донор Т-клеток, наоборот, был отрицателен по HLA-A*02.  

2.2 ʇʦʣʫʯʝʥʠʝ ʣʠʤʬʦʙʣʘʩʪʦʠʜʥʳʭ ʢʣʝʪʦʯʥʳʭ ʣʠʥʠʡ ʚ ʢʘʯʝʩʪʚʝ 

ʘʥʪʠʛʝʥʧʨʝʟʝʥʪʠʨʫʶʱʠʭ ʢʣʝʪʦʢ. 
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В-лимфобластоидные клеточные линии (В-ЛКЛ) были получены 

следующим образом: периферические мононуклеары здоровых доноров, 

полученные центрифугированием цельной крови на градиенте фиколла как 

описано ранее, в количестве 3-5*106 клеток переносили в флакон Т25 и 

заражали 3 мл среды, содержащей вирус Эпштейна-Барр в титре 

приблизительно миллион инфекционных частиц на мл. Клетки с вирусными 

частицами инкубировали в CO2-инкубаторе сутки, после чего к суспензии 

добавляли среду RPMI с 20% ФБС, антибиотиком и 200 нг/мл циклоспорина 

А (Sigma, Германия). После двух недель культивации клетки переносили в 

среду того же состава, но с 10% ФБС. Полученные клеточные линии 

подвергали криоконсервации. 

2.3 ʆʢʨʘʩʢʘ HLA -ʪʝʪʨʘʤʝʨʘʤʠ.  

HLA-тетрамеры были получены по протоколу: 200 нг биотинилированных 

HLA-мономеров добавляли к 200 нг стрептавидин-фикоэритрина (РЕ) или 

стрептиваидин-аллофикоцианина (АРС) (Thermo Fisher Scientific, США), 

объем смеси доводили до 10 мкл буфером IS (IBA Bioscieneces, Германия), и 

инкубировали 45 минут на льду в темноте [165]. Для подготовки к 

цитометрическому анализу, клеточный осадок, содержащий приблизительно 

5*105 лимфоцитов, ресуспендировали в 20 мкл раствора тетрамеров в буфере 

IS и инкубировали в течение 30 минут при 37°C в темноте. Для дальнейшего 

окрашивания антителами, добавляли 50 мкл буфера со смесью антител и 

инкубировали ещё 15 минут в тех же условиях. Для цитометрического анализа 

использовали проточный цитофлуориметр BD FACSCanto™ II.  

2.4 ʀʟʫʯʝʥʠʝ ʵʬʬʝʢʪʦʨʥʳʭ ʢʘʯʝʩʪʚ CD8+ ʊ-ʢʣʝʪʦʯʥʦʛʦ ʢʣʦʥʘ, 

ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʦʛʦ ʢ ACC-1Y, ʤʝʪʦʜʘʤʠ ʚʥʫʪʨʠʢʣʝʪʦʯʥʦʡ ʦʢʨʘʩʢʠ ʥʘ IFN-

ɔ ʠ ʧʦʜʩʯʝʪʘ ʧʨʦʮʝʥʪʘ ʛʠʙʝʣʠ ʢʣʝʪʦʢ-ʤʠʰʝʥʝʡ 

Отбирали 1,5*105 клеток из культуры CD8+ Т-клеточного клона, 

распознающего минорный антиген ACC-1Y, и растворяли в 100 мкл полной 
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среды RPMI в 1.5 мл пробирке. В эту же пробирку добавляли 100 мкл среды с 

3*104 клеток В-ЛКЛ, позитивных по аллелю HLA-A*24, предварительно 

культивированных в течении 1 ч в полной среде RPMI с 10 мМ синтетического 

пептида АСС-1Y в 96-ячеечном планшете. Содержимое пробирки 

перемешивали пипетированием и переносили пробирку с клетками в CO2 

инкубатор. После 4-часовой выдержки в CO2 инкубаторе, к клеткам добавляли 

пропидий-йодид (BD Biosciences, США) в концентрации 2 мкг/мл и аннексин 

V-FITC (BD Biosciences, США) в количестве 2 мкл на пробу, и инкубировали 

в аннексин-связывающим буфере 15 минут в темноте на льду, после чего сразу 

приступали к цитометрическому анализу. 

Для внутриклеточного окрашивания на IFN-γ, после 4 часов инкубации 

эффекторов и мишеней как описано выше, клетки осаждали 

центрифугированием и добавляли 100 мкл фосфатно-солевого буфера (ФСБ), 

содержащего бычий сывороточный альбумин (БСА) и 

этилендиаминтетроацетат (ЭДТА), содержащего флуоресцентно меченые 

анти-CD3 антитела (Mouse IgG2a, κ, клон OKT3, Alexa Fluor 700, Sony, 

Япония) и окрашивали 15 мин в темноте при комнатной температуре. Далее 

клетки промывали буфером ФСБ/БСА/ЭДТА и проводили фиксацию и 

пермеабилизацию, добавляя 250 мкл содержащего формальдегид 

однократного раствора BD Cytoperm (BD Biosciences, США) и инкубируя в 

течение 20 минут на льду. Далее осадок промывали раствором Perm/Wash (BD 

Biosciences, США), и добавляли 100 мкл раствора 1Х BD Cytoperm, 

содержащего 0,2 мкл флуоресцентно меченных анти-IFNγ антител (IgG1, κ, 

клон B27, APC, BD Biosciences, США). Окраску проводили при 4 °С в течение 

30 минут в темноте. Затем осадок промывали два раза раствором Perm/Wash, 

растворяли в 250 мкл буфера ФСБ/БСА/ЭДТА и приступали к 

цитометрическому анализу. 

2.6 ɺʥʝʢʣʝʪʦʯʥʦʝ ʦʢʨʘʰʠʚʘʥʠʝ ʥʘ ɔ-ʠʥʪʝʨʬʝʨʦʥ 
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Для изучения функциональности трансгенных ACC-1Y-специфичных 

лимфоцитов был применен несколько другой метод, а именно внеклеточное 

окрашивание на IFN-γ. 106 лимфоцитов из трансдуцированной трансгенным 

ТКР культуры стимулировали 5*105 облученных дозой 50 Гр клеток В-ЛКЛ, 

позитивных по HLA-A*24 и имеющих генотип ACC-1C/С, то есть 

отрицательных по МАГ ACC-1Y. В экспериментальные образцы добавляли 

пептид ACC-1Y до концентрации 5000 нг/мл, в образцы отрицательного 

контроля пептид не добавляли. Лимфоциты культивировали с В-ЛКЛ в 

течение 16 ч в 1 мл среды RPMI c 10% сыворотки крови человека, 

антибиотиком и 10 U/мл IL-2 в 24-ячеечном планшете. После стимуляции 

клетки осаждали центрифугированием 5 мин при 300 g, промывали холодным 

буфером ФСБ/БСА/ЭДТА и ресуспендировали в 90 мкл холодной среды 

RPMI, содержащей 10% сыворотки крови человека. Затем добавляли 10 мкл 

реагента для улавливания IFN-γ (Miltenyi Biotec, Германия) и инкубировали на 

льду в течение 5 мин. Затем добавляли 1 мл теплой среды RPMI с 10% 

сыворотки человека, переносили пробирку в CO2 инкубатор и инкубировали 

при 37°С и постоянном перемешивании в течение 45 минут. За это время 

интерферон, секретируемый клетками, связывается с биспецифичными 

антителами на поверхности клеток, входящими в состав интерферон-

связывающего реагента. Далее клетки промывали холодным буфером 

ФСБ/БСА/ЭДТА и осаждали центрифугированием при 4°С. Осадок 

ресуспендировали в 90 мкл буфера; затем добавляли 10 мкл антител, меченных 

флуоресцентным красителем APC (Miltenyi Biotec, Германия) и специфичных 

к IFN-γ. В результате окрашивались клетки, продуцировавшие интерферон. 

Инкубацию с антителом к IFN-γ проводили на льду в течение 10 мин, после 

чего промывали буфером. Далее сразу приступали к анализу клеток-

продуцентов интерферона методом проточной цитофлуориметрии. 

2.7 ʉʝʢʚʝʥʠʨʦʚʘʥʠʝ ʛʝʥʦʚ Ŭ ʠ ɓ ʩʫʙʲʝʜʠʥʠʮ ʊ-ʢʣʝʪʦʯʥʦʛʦ ʨʝʮʝʧʪʦʨʘ, 

ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʦʛʦ ʢ ACC-1Y 
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Экспансии Т-клеток на антиген АСС-1Y получали методом, описанным в 

параграфе 2.1. Затем из культур выделяли лимфоциты, распознающие пептид 

ACC-1Y следующим образом: клетки обрабатывали биотинилированным 

комплексом тетрамеров молекул HLA-A*24 с пептидом ACC-1Y, аналогично 

процессу, описанному в пункте 2.3, с увеличением объемов кратно количеству 

клеток. Далее с помощью покрытых стрептавидином магнитных микрочастиц 

(IBA Lifesciences, Германия) выделяли только клетки, связавшиеся с 

тетрамером. Из очищенной таким образом фракции ACC1Y-специфичных 

лимфоцитов выделяли РНК с помощью TRIzol LS Reagent (Thermo Fisher 

Scientific, США). Из выделенной РНК с помощью ревертазы MINT (Евроген, 

Россия) синтезировали первую цепь ДНК α и β субъединиц ТКР, используя 

опубликованные ранее праймеры, специфичные к С-регионам субъединиц 

[166]. Затем проводили две последовательные амплификации в соответствии с 

протоколом производителя MINT, после чего ПЦР-продукт анализировали 

электрофорезом в агарозном геле, вырезали из геля и очищали с 

использованием набора для очистки ПЦР продукта из геля (Евроген, Россия). 

Очищенный ПЦР-продукт, содержащий нуклеотидные последовательности α 

и β субъединиц ТКР, лигировали в вектор pAL2-T (Евроген, Россия). Лигазной 

смесью трансформировали компетентные клетки E.coli (штамм DH5α), ПЦР-

скринингом определяли колонии со вставкой нужной длины. Отобранные 

колонии бактерий наращивали, выделяли из них плазмидную ДНК с помощью 

набора (Евроген, Россия), и секвенировали плазмиды методом Сэнгера. Для 

разметки нуклеотидных последовательностей генов ТКР использовали 

программу ImMunoGeneTics (http://www.imgt.org/). 

2.8 ʂʣʦʥʠʨʦʚʘʥʠʝ ʛʝʥʦʚ Ŭ ʠ ɓ ʩʫʙʲʝʜʠʥʠʮ ʊ-ʢʣʝʪʦʯʥʦʛʦ ʨʝʮʝʧʪʦʨʘ, 

ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʦʛʦ ʢ ACC-1Y ʚ ʣʝʥʪʠʚʠʨʫʩʥʳʡ ʚʝʢʪʦʨ 

Последовательности α и β субъединиц ACC-1Y-специфичного ТКР 

переносили в экспрессионный лентивирусный вектор Plenti6/V5-DEST 

(Invitrogen, США). Нуклеотидные последовательности α и β субъедниц ТКР 
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находятся на одной мРНК, экспрессирующейся с промотора 

цитомегаловируса. Белковые субъединицы ТКР при трансляции разделяются 

между собой 2А пептидом: синтез белковой цепи прерывается между 19 и 20 

аминокислотами 2А пептида, и одна белковая цепь освобождается с 19 

аминокислотами 2А пептида, а рибосома продолжает синтез с этого места. 

Таким образом, с одной мРНК получаются два белка примерно в 

эквимолярном соотношении. 

2.9 ʇʦʠʩʢ ʥʫʢʣʝʦʪʠʜʥʳʭ ʧʦʩʣʝʜʦʚʘʪʝʣʴʥʦʩʪʝʡ ʩʫʙʲʝʜʠʥʠʮ ʊʂʈ, 

ʧʨʝʜʧʦʣʦʞʠʪʝʣʴʥʦ ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʳʭ ʢ ʅɸ-1 

Используемый нами метод поиска ТКР, потенциально специфичных к 

НА-1, основан на определении последовательностей α и β субъединиц ТКР, 

статистически достоверно более часто встреченных в антиген-специфичной 

фракции лимфоцитов Т-клеточной экспансии. Для выделения антиген-

специфичной фракции использовали два метода: выделение с помощью 

тетрамеров или антиген-специфическую рестимуляцию. В таблице 1 

приложения указано, каким образом происходила сепарация для экспансий из 

разных доноров. 

При выделении с помощью тетрамеров, клетки обрабатывали 

биотинилированным комплексом тетрамеров молекул HLA-A*24 с пептидом 

ACC-1Y, аналогично процессу, описанному в пункте 2.3, с увеличением 

объемов кратно количеству клеток. Далее с помощью покрытых 

стрептавидином магнитных микрочастиц (IBA Lifesciences, Германия) на 

магнитной колонке выделяли клетки, связавшиеся с тетрамером. Не 

связавшиеся с колонкой клетки также собирали для дальнейшего выделения 

РНК.  

Процесс выделения антиген-специфических клеток за маркер активации 

CD137 описан на рисунке 3. Рестимуляцию лимфоцитов проводили 

следующим образом: в ячейку 24-ячеечного планшета, содержащую 1 мл 

среды RPMI с 10% сыворотки человека,  переносили 106 лимфоцитов и 5*105 
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облученных дозой 50 Гр клеток В-ЛКЛ. В экспериментальные образцы 

добавляли пептид НА-1 до концентрации 5000 нг/мл, в образцы 

отрицательного контроля пептид не добавляли. Лимфоциты культивировали с 

В-ЛКЛ в течение 16ч в CO2 инкубаторе. Часть образца использовали для 

оценки экспрессии CD137 на проточном цитофлуориметре. Далее для 

выделения позитивных по CD137 клеток использовали иммуномагнитную 

сепарацию. 

Из фракции, обогащённой магнитной сепарацией, а также из остальных 

лимфоцитов выделяли РНК с помощью TRIzol. Далее проводили анализ 

репертуаров ТКР в исследуемых образцах методом высокопроизводительного 

секвенирования. 

 

Рисунок 3. Схема получения репертуара ТКР специфичных к НА-1 с 

использованием CD137 как маркера антиген-специфичной фракции.  

Нами был применен метод изучения репертуаров ТКР, использующий РНК 

в качестве исходной матрицы (рис.4) [167]. Реакцию проводили отдельно для 

α и β субъединиц ТКР из каждой экспансии. Праймеры, специфичные к С-
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регионам генов субъединиц ТКР, запускают реакцию обратной транскрипции, 

которая проходит по методу быстрой амплификации 5’-концевых 

комплементарных концов ДНК (5'RACE). Этот метод основан на 

терминальной трансферазной активности фермента обратной транскриптазы 

(Takara, Япония), который включает дополнительные нуклеотиды (дЦТФ) на 

3'-конце молекулы кДНК во время реакции синтеза первой цепи. На 

следующем этапе, олигонуклеотид, содержащий комплементарную 

последовательность дГТФ и нуклеотидную последовательность уникального 

молекулярного идентификатора (UMI, на рисунке 3 обозначена как штрих-

код) комплиментарно гибридизуется с нематричным участком кДНК первой 

цепи. Обратная транскриптаза начинает использовать олигонуклеотид как 

новую матрицу (метод switch-oligo) и продолжает синтез первой цепи ДНК до 

конца олигонуклеотида. Далее цепи кДНК амплифицируют с помощью двух 

этапов вложенной ПЦР (nested PCR). 

Первый этап проходит с использованием двух праймеров, один из которых 

комплементарен С-региону субъединицы ТКР, а второй праймер - фрагменту 

штрих-кода. Второй этап проходит так же, как и первый, но праймеры, 

использующиеся во втором этапе содержат в себе также адаптеры Illumina, 

участвующие в прикреплении цепи ДНК к подложке чипа для секвенирования. 

Кроме того, обратный праймер второго этапа также является вторым штрих-

кодом, уникальным для каждого образца, что позволяет секвенировать 

несколько образцов на одном чипе параллельно. Секвенируют 

последовательности длиной около 150 пар нуклеотидов с 5’ конца V-гена, а с 

другого конца секвенируют последовательность CDR3. Анализ данных 

секвенирования репертуаров ТКР проводили в программе VDJtools. Для 

выявления последовательностей субъединиц ТКР, чаще встречающихся в 

антиген-специфической фракции лимфоцитов, использовали статистический 

анализ методом точного теста Фишера. 
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ʈʠʩʫʥʦʢ 4. ʉʭʝʤʘʪʠʯʝʩʢʦʝ ʠʟʦʙʨʘʞʝʥʠʝ ʨʘʙʦʯʝʛʦ ʧʨʦʮʝʩʩʘ ʧʦʜʛʦʪʦʚʢʠ ʙʠʙʣʠʦʪʝʢʠ T-

ʢʣʝʪʦʯʥʳʭ ʨʝʮʝʧʪʦʨʦʚ. За обратной транскрипцией следуют: быстрая амплификация 5’-

концов ДНК (5’RACE), переключение матрицы (switch-oligo) и вложенная ПЦР (nested 

PCR). Иллюстрация предоставлена Васильевой А. 

2.10 ʂʣʦʥʠʨʦʚʘʥʠʝ ʛʝʥʦʚ ʩʫʙʲʝʜʠʥʠʮ ʊʂʈ, ʧʦʪʝʥʮʠʘʣʴʥʦ 

ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʳʭ ʢ ʅɸ-1, ʚ ʤʦʜʫʣʴʥʳʡ ʣʝʥʪʠʚʠʨʫʩʥʳʡ ʢʦʥʩʪʨʫʢʪ 

Нами был разработан модульный лентивирусный вектор для быстрого 

клонирования ТКР. Схема представлена на рисунке 5. Использованная нами 

система Golden Gate Assembly основана на особенностях работы рестриктаз II 

типа. Рестриктаза BpiI, относящаяся ко II типу, распознает 7-нуклеотидную 

последовательность, а 4-нуклеотидный сайт рестрикции непосредственно 

примыкает к сайту распознавания, создавая 4-нуклеотидные липкие концы. 

Поскольку нуклеотидная последовательность сайта разрезания не находится в 
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сайте распознавания, то эти 4 нуклеотида в сайте разрезания можно подобрать 

таким образом, чтобы липкие концы из разных модулей комплементарно 

подходили друг другу, и несколько фрагментов ДНК могли быть лигированы 

в заданной последовательности в одной реакции. В нашем дизайне, 

нуклеотидные последовательности вариабельных (TRAV и TRBV) и 

константных (TRAC и TRBC1/2) регионов α и β субъединиц ТКР 

фланкированы сайтами рестрикции BpiI. В полностью собранном конструкте 

отсутствуют сайты распознавания BpiI, поэтому реакция сборки имеет 

однонаправленный характер. 

Последовательности TRAV и TRBV были получены из ПЦР-библиотеки 

для секвенирования репертуаров ТКР, как описано в пункте 2. 11.. TRAC и 

TRBC имели нуклеотидную последовательность, взятую из генов мыши, и 

были синтезированы в компании Евроген, Россия. По литературным данным, 

использование мышиных TRAC и TRBC в трансгенных ТКР позволит 

избежать гетеродимеризации эндогенных и трансгенных субъединиц ТКР 

[168–170]. Кроме того, для образования дополнительной цистеиновой связи 

между субъединицами ТКР, в TRAC и TRBC были внесены аминокислотные 

замены T48C и S57C соответственно. Дополнительная цистеиновая связь 

усиливает стабильность комплекса ТКР на поверхности клетки [171].  

Плазмиды, содержащие клонируемые модули, обладают канамициновой 

устойчивостью, собранный лентивирусный вектор обладает ампициллиновой 

устойчивостью. Таким образом, в одной реакции сборки участвуют: пустой 

лентивирусный вектор с промотором, вектор с TRAV, вектор с TRAC, вектор 

с TRBV, вектор с TRBC. Точный состав реакционной смеси и условия реакции 

приведены в пункте 2.12. 

 

ʈʠʩʫʥʦʢ 5. ʉʭʝʤʘ ʤʦʜʫʣʴʥʦʛʦ ʣʝʥʪʠʚʠʨʫʩʥʦʛʦ ʢʦʥʩʪʨʫʢʪʘ ʩ ʅɸ-1-ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʳʤʠ ʊʂʈ 
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2.11 ʂʣʦʥʠʨʦʚʘʥʠʝ ʥʫʢʣʝʦʪʠʜʥʳʭ ʧʦʩʣʝʜʦʚʘʪʝʣʴʥʦʩʪʝʡ TRAV  ʠ 

TRBV ʜʣʷ ʧʦʠʩʢʘ ʊʂʈ, ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʳʭ ʢ ʅɸ-1  

После биоинформатического анализа репертуаров ТКР были выявлены 

последовательности субъединиц ТКР, обогащенные в антиген-специфической 

фракции и потому представляющие интерес для клонирования в вектор.  

ПЦР-библиотеки α и β субъединиц ТКР после второй стадии амплификации 

(см. пункт 2.9), полученные из антиген-специфичной фракции Т-клеток, 

использовали в качестве матрицы для ПЦР, прямой праймер имел 

некомплементарную часть с сайтом рестрикции BpiI и был специфичен к V-

гену субъединицы ТКР, которую нужно клонировать. Обратный праймер 

также имел некомплементарную часть с сайтом BpiI и был специфичен к 

конкретному J-гену. ПЦР-продукт анализировали с помощью электрофореза в 

1% агарозном геле и очищали с помощью набора для очистки ДНК из геля 

(Евроген, Россия). Очищенный ПЦР продукт лигировали в плазмиду pJet1.2 

(Thermo Fisher Scientific, США) и трансформировали в компетентные клетки 

E.coli (штамм DH5α). Колонии после трансформации анализировали методом 

ПЦР, отобранные колонии культивировали в жидкой среде. Далее из 

бактериальных культур выделяли плазмидную ДНК. Плазмиды, содержащие 

нуклеотидные последовательности TRAV или TRBV, секвенировали по 

методу Сэнгера на приборе SeqStudio Genetic Analyzer (Applied Biosystems, 

США). 

2.12 ʉʙʦʨʢʘ ʚʝʢʪʦʨʘ ʩ ʪʨʘʥʩʛʝʥʥʳʤ ʊʂʈ ʤʝʪʦʜʦʤ ʢʣʦʥʠʨʦʚʘʥʠʷ 

Golden Gate  

В реакцию брали векторы, содержащие следующие компоненты: плазмиды 

с модулями TRAC, TRAV, TRBC, TRBV, и пустой лентивирусный вектор. 

Количество каждой плазмиды составляло 50 наномоль. В реакционную смесь 

добавляли 1 мкл рестриктазы BpiI (Thermo Fisher Scientific, США), 1 мкл Т4 

лигазы (Thermo Fisher Scientific, США), 2 мкл Т4 лигазного буфера (Thermo 
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Fisher Scientific, США), доводили объем реакционной смеси 

дистиллированной водой до 20 мкл. Реакцию проводили в условиях, 

указанных в таблице 2. 

ʊʘʙʣʠʮʘ 2. ʈʝʘʢʮʠʷ ʢʣʦʥʠʨʦʚʘʥʠʷ Golden Gate 

Стадия Время 

1. Рестрикция, 37°C 5 мин 

2. Лигирование, 22°C 10 мин 

3. Вернуться на шаг 1 9 циклов 

4. Рестрикция, 37°C 30 мин 

5. Инактивация ферментов, 75°C 15 мин 

 

Реакционную смесь трансформировали в компетентные клетки E.coli 

штамма NEB Stable (New England Biosciences, США). Трансформантов 

анализировали ПЦР-скринингом. Колонии, содержащие полностью 

собравшийся конструкт, наращивали и выделяли из них плазмидную ДНК. 

Далее производили рестрикционный анализ конструкта с помощью 

рестриктазы Hind III  (Thermo Fisher Scientific, США). Затем отбирали 

плазмиды, соответствующие нужному паттерну рестрикции, и секвенировали 

методом Сэнгера последовательности CDR3 клонированного в данный вектор 

ТКР.  

2.13 ʇʦʣʫʯʝʥʠʝ ʣʝʥʪʠʚʠʨʫʩʥʦʛʦ ʩʫʧʝʨʥʘʪʘʥʪʘ 

Лентивирусные частицы, несущие трансгенный ТКР, специфичный к ACC-

1Y были получены в адгезивной клеточной линии HEK293T. Трансфекцию 

проводили следующим образом: за день до трансфекции, клетки HEK293T 

рассевали в флакон Т75 в плотности 5*106 в 10 мл полной среды DMEM 

(Gibco, Великобритания) с 10% ФБС и антибиотиком, и инкубировали в CO2 

инкубаторе 20 ч. На следующий день, среду отбирали и добавляли 5 мл среды 

OPTI-MEM (Gibco, Великобритания). В ламинаре смешивали лентивирусные 

плазмиды из системы ViraPower (Invitrogen, США) с лентивирусным вектором 

в следующей пропорции: 5 мкг упаковочной плазмиды Plp1, 3мкг Plp2, 3 мкг 
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Plp-VSV-G, 5 мкг лентивирусного вектора. Плазмиды растворяли в 1,5 мл 

среды OPTI-MEM без сыворотки и перемешивали на вортексе. В другой 

пробирке в 1,5 мл среды OPTI-MEM без сыворотки растворяли 36 мкл 

липофектамина 2000 (Invitrogen, США) на вортексе. Затем раствор плазмид 

добавляли к раствору липофектамина и перемешивали аккуратным 

переворачиванием пробирки, после чего раствор инкубировали на комнатной 

температуре 15 мин. Далее раствор добавляли по каплям с помощью 

пипетатора в флакон с клетками HEK293T таким образом, чтобы смесь 

равномерно распределялась по монослою клеток. Клетки инкубировали в CO2 

инкубаторе в течение 16 ч, затем аккуратно добавляли 10 мл среды DMEM и 

инкубировали ещё 48 ч. Затем супернатант отбирали, осаждали крупный 

дебрис центрифугированием при 3000g в течение 15 мин, после чего 

надосадочную жидкость фильтровали через фильтр с размером пор 0.45 мкм 

(Millipore, США). Вирусные частицы преципитировали из супернатанта с 

помощью Lenti-X Concentrator (Takara, Япония). Полученный преципитат 

растворяли в среде RPMI, аликвотировали и хранили при -80 °C.    

Все прочие лентивирусные частицы получали в экспрессионной системе 

Expi 293 (Thermo Fisher Scientific, США) в соответствии с инструкцией 

производителя. Клетки культивировали в среде Expi (Thermo Fisher Scientific, 

США) в пластиковых колбах Эрленмейера в CO2 инкубаторе с орбитальным 

шейкером в атмосфере с 8% CO2. После 72 ч культивации клетки осаждали, а 

вирусные частицы преципитировали из супернатанта с помощью Lenti-X 

Concentrator в течение 24 ч. Преципитат осаждали центрифугированием при 

3000 g и 4°С в течение 15 мин, надосадочную жидкость удаляли. Полученный 

преципитат растворяли в среде RPMI, аликвотировали и хранили при -80 °C. 

2.14 ʆʮʝʥʢʘ ʚʠʨʫʩʥʦʛʦ ʪʠʪʨʘ ʤʝʪʦʜʦʤ ʧʨʦʪʦʯʥʦʡ ʮʠʪʦʬʣʫʦʨʠʤʝʪʨʠʠ 

Для подсчета количества инфекционных частиц в концентрированном 

вирусном супернатанте клетки репортерной линии J76, не имеющие 

собственного ТКР и поверхностной экспрессии корецепторов CD4 и CD8, 



52 
 

рассевали на 24-ячеечный планшет в 1 мл полной среды RPMI в плотности 

4*105 клеток на ячейку и добавляли вирусный концентрат в количестве 25 мкл, 

10 мкл, 5 мкл, 1 мкл, и 0,25 мкл в разные ячейки. Клетки культивировали в CO2 

инкубаторе в течение 48 ч. После культивации клетки собирали и окрашивали 

анти-CD3 флуоресцентными антителами. Методом проточной 

цитофлуориметрии измеряли процент CD3-позитивных клеток по сравнению 

с клетками негативного контроля, трансдуцированными лентивирусом, 

кодирующим зеленый флуоресцентный белок. Наличие CD3 на поверхности 

клетки J76 означает, что её инфицировала функциональная лентивирусная 

частица и в клетке началась экспрессия трансгенного ТКР. Вирусный титр 

считали для каждого разведения по формуле: 

x=n*k/V,  

где x - количество инф. частиц на единицу объема титруемого концентрата, k 

- процент CD3-позитивных клеток, n- число клеток на момент трансдукции. 

Вирусный титр считали для каждой ячейки и затем усредняли. 

2.15 ʇʦʣʫʯʝʥʠʝ ʢʣʝʪʦʯʥʦʡ ʣʠʥʠʠ K562 ʩ ʪʨʘʥʩʛʝʥʥʳʤ HLA -A*02 

Из цельной крови здорового донора, гомозиготного по аллелю HLA-A*02, 

выделяли РНК с помощью набора Whole Blood RNA extraction kit (Thermo 

Fisher Scientific, США) и синтезировали кДНК ревертазой MINT и олиго (dT). 

С помощью специфичных праймеров, с матрицы кДНК амплифицировали 

последовательность гена HLA-A*02, и клонировали её в разработанный нами 

лентивирусный вектор методом клонирования Golden Gate. Лентивирусные 

частицы получали в клеточной линии Expi293 как описано в пункте 2.13. 

Полученными лентивирусными частицами трансдуцировали клетки К562 

(ATCC CCL-243). Трансдукцию анализировали методом проточной 

цитофлуориметрии с помощью окраски антителами анти-HLA-A*02 (IgG2b, κ, 

клон BB7.2, PE, BD Biosciences, США). Эффективность трансдукции 

составила >95%, далее с этой линией работали без дополнительного 

обогащения. 
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2.16 ʇʦʣʫʯʝʥʠʝ ʢʣʝʪʦʯʥʦʡ ʣʠʥʠʠ ʩ J76 ʪʨʘʥʩʛʝʥʥʳʤ CD2/28 ʠ CD8 

Из цельной крови здорового донора выделяли РНК с помощью 

специального набора и синтезировали кДНК ревертазой MINT и олиго (dT). С 

помощью опубликованных последовательностей праймеров [172], с матрицы 

кДНК амплифицировали последовательности генов CD2, CD28, CD8α и CD8β, 

и клонировали их в вектор pKan-T (Евроген, Россия).  Далее 

последовательности CD2, CD28, а также α и β субъединиц CD8 были 

амплифицированы с использованием праймеров, несущих сайты рестрикции 

BpiI для сборки в модульный лентивирусный вектор, как описано в пункте 

2.11. В реакцию брали очищенный из агарозного геля ПЦР-продукт в 

количестве 50 нмоль. Молекулы CD2 и CD28 в конструкте представляли собой 

один модуль и экспрессировались как фьюжн-белок. Вторым и третьим 

модулем в конструкте были α и β субъединицы CD8. Собранный 

лентивирусный конструкт трансформировали к клетки E.coli, выделяли 

плазмидную ДНК и секвенировали конструкт методом Сэнгера аналогично 

тому, как описано в пункте 2.12. Лентивирусные частицы получали в клетках 

Expi293 как описано ранее, и концентрировали. Трансдукцию клеток J76 

анализировали по экспрессии CD8 методом проточной цитофлуориметрии 

используя анти-CD8 антитела, меченые PerCP-Cy™5.5 (BD Biosciences, 

США). Сначала проводили титрование лентивирусного концентрата на 

клетках J76, затем проводили трансдукцию с таким расчетом, чтобы по 

распределению Пуассона в подавляющем большинстве клеток было не более 

одной интеграции вируса, то есть при множественности заражения одна 

вирусная частица на пять клеток. Из трансдуцированной культуры, 

содержащей приблизительно 20% трансгенных клеток, получали клеточную 

линию сортировкой за маркер трансдукции CD8 в два этапа. На первом этапе 

производили иммуномагнитную сепарацию с помощью магнитных частиц, 

конъюгированных с анти-CD8 антителами. После первого этапа клетки 

культивировали два дня и приступали ко второму этапу сепарации на 

сортировщике FACS Aria III  с использованием флуоресцентно меченых анти-
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CD8 антител. Обогащенную культуру культивировали, криоконсервировали и 

использовали для создания панели линий с трансгенными ТКР, как описано в 

пункте 2.23.  

2.17 ʇʦʣʫʯʝʥʠʝ gRNA 

С помощью программы Synthego (www.synthego.com) был произведен 

дизайн ряда последовательностей спейсеров (20-нуклеотидных 

последовательностей, комплементарных последовательности ДНК, в которой 

нужно внести разрыв) гайд-РНК, специфичных к TRAC и TRBC1/2. 

Синтезировали олигонуклеотид T7FwdVar (Евроген, Россия), содержащий T7 

промотор, последовательность спейсера и часть скэффолда (инвариантная 

часть гайд-РНК, образующая шпильку). Обратный олигонуклеотид 

T7RevLong был универсальным и кодировал исключительно часть 

последовательности скэффолда гайд-РНК, и был частично комплементарен 

прямому олигонуклеотиду. Далее вариабельный и константный 

олигонуклеотиды добавляли в реакцию в количестве, указанном в таблице 3. 

Также в реакцию добавляли короткие амплифицирующие 

олигонуклеотиды. Амплификацию проводили, как указано в таблице 4. В 

реакции использовали высокопроизводительную и высокоточную полимеразу 

Q5 (New England Biosciences, США). 

ʊʘʙʣʠʮʘ 3. ʂʦʤʧʦʥʝʥʪʳ ʨʝʘʢʮʠʠ ʜʣʷ ʧʦʣʫʯʝʥʠʷ ʤʘʪʨʠʮʳ ʈʅʂ-ʩʠʥʪʝʟʘ 

Реагент Объем, мкл 

H2O (обработанная DEPC) 13.4 µl 

Q5 буфер 4.0 uL 

Смесь дезоксинуклеозидтрифосфатов 10mM 0.8 µl 

T7FwdVar (1 µM)  0.4 µl 

T7RevLong (1 µM)  0.4 µl 

T7FwdAmp (100 µM) (DF129) 0.4 µl 

T7RevAmp (100 µM) (DR129) 0.4 µl 

Q5 ДНК-полимераза (2u/µl) 0.2 µl 
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ʊʘʙʣʠʮʘ 4. ʎʠʢʣʳ ʘʤʧʣʠʬʠʢʘʮʠʠ ʤʘʪʨʠʮʳ ʜʣʷ ʩʠʥʪʝʟʘ gRNA 

Температура Время Шаг 

95˚ 30 сек 1 

95˚ 10 сек 2 

57˚ 10 сек 4 

72˚ 10 сек 4, вернуться на шаг 2, повторить 34 раза 

72˚ 2 мин 5 

4 ̊ Бесконечно 6 

 

Два микролитра ПЦР-продукта анализировали электрофорезом в 2% 

агарозном геле. Далее неочищенный ПЦР-продукт служил матрицей для 

синтеза РНК с помощью набора MEGAshortscript™ T7 Transcription Kit 

(Thermo Fisher Scientific, США). Компоненты реакции указаны в таблице 5. 

 

ʊʘʙʣʠʮʘ 5. ʂʦʤʧʦʥʝʥʪʳ ʨʝʘʢʮʠʠ ʈʅʂ-ʩʠʥʪʝʟʘ 

Реагент Объем, мкл 

5x буфер 4 µl 

ATP (100 mM), 10 mM 2 µl 

GTP (100 mM), 10 mM 2 µl 

CTP (100 mM), 10 mM 2 µl 

UTP (100 mM), 10 mM 2 µl 

ПЦР-продукт 6 µl 

T7 РНК-полимераза 2 µl 

Реакционную смесь инкубировали 4 часа при 37°C. Далее количество РНК 

измеряли с помощью набора Qbit RNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, 

США). После синтеза РНК очищали с помощью колонки для очистки РНК 

(Quiagen, Германия), повторно измеряли концентрацию, аликвотировали по 90 

пМ и хранили при -80̊ С. 

2.18 ʉʙʦʨʢʘ ʨʠʙʦʥʫʢʣʝʦʧʨʦʪʝʠʥʦʚʳʭ ʢʦʤʧʣʝʢʩʦʚ Cas9/gRNA 

Для сборки рибонуклеопротеиновых комплексов (RNP) использовали 90 

пМ (2950 нг) РНК и 30 пМ (5мкг) белка Cas9 (Thermo Fisher Scientific, США). 
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Объем реакции доводили до 20 мкл буфером PBS, перемешивали и 

инкубировали 20 мин на комнатной температуре. Далее добавляли 1 мкл 10 

мМ энхансера электропорации - олигонуклеотида, последовательность 

которого рассчитана биоинформатически и не содержит участков гомологии с 

ДНК человека [173]. Полученную смесь использовали для электропорации 1-

5*106 Т-лимфоцитов, как описано в пунктах 2.19 и 2.21. 

2.19 CRISPR/Cas9 ʥʦʢʘʫʪ ʊʂʈ ʚ ʢʣʝʪʢʘʭ ʣʠʥʠʠ Jurkat  E6-1 

Клетки линии Jurkat E6-1 (ATCC TIB-152) в количестве 2,5*106 клеток 

ресуспендировали в 90 мкл R буфера (Neon 100 mkl Transfection Kit, Thermo 

Fisher Scientific, США), добавляли 20 мкл RNP комплексов и аккуратно 

перемешивали пипетированием. Далее клетки подвергали электропорации на 

приборе Neon Transfection System (Thermo Fisher Scientific, США) при 

параметрах электропорации 1600 V, 10 мс, 3 разряда. После электропорации 

клетки незамедлительно переводили в 1 мл теплой среды RPMI с 10% ФБС. 

Клетки инкубировали в 24-ячеечном планшете в течение 72 ч. Далее 

анализировали нокаут ТКР методом проточной цитофлуориметрии. Клетки 

окрашивали анти-CD3 антителами (клон UCHT1), Alexa Fluor 700 ® (Sony, 

Япония) и анти-α/β ТКР антителами, клон IP26, APC (Sony, Япония) и 

оценивали долю клеток, отрицательных по окрашиванию на ТКР и CD3. 

2.20 ʇʦʜʛʦʪʦʚʢʘ ʧʣʘʥʰʝʪʦʚ, ʧʦʢʨʳʪʳʭ ʨʝʪʨʦʥʝʢʪʠʥʦʤ 

Для увеличения эффективности трансдукции нами был использован 

ретронектин (Takara, Япония) – рекомбинантный белок, способствующий 

слиянию активированных лимфоцитов и лентивирусных частиц. Для 

покрытия ретронектином неадгезивных 24-ячеечных планшетов использовали 

раствор ретронектина в концентрации 25 мкг/мл. В ячейку добавляли 330 мкл 

раствора ретронектина и инкубировали 2 ч при комнатной температуре или 

ночь при +4°C. Затем раствор удаляли и добавляли 500 мкл 2% раствора БСА 

на ячейку и инкубировали 30 мин при комнатной температуре. Покрытые 2% 
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раствором БСА, планшеты могли храниться до 7 дней при +4°С. 

Непосредственно перед началом электропорации совмещенной с 

лентивирусной трансдукцией, раствор БСА удаляли, промывали ячейку 

раствором ФСБ 1 раз и добавляли концентрированный вирусный супернатант 

из расчета шесть вирусных частиц на одну инфицируемую клетку. Добавляли 

1.5 мл полной среды RPMI с 500 U/мл IL-2, после чего переносили планшет в 

CO2 инкубатор на 15 мин, далее переносили планшет в ламинар и приступали 

к электропорации. 

 

2.21 CRISPR/Cas9 ʥʦʢʘʫʪ ʊʂʈ ʚ ʧʝʨʚʠʯʥʦʡ ʢʫʣʴʪʫʨʝ ʊ-ʣʠʤʬʦʮʠʪʦʚ, 

ʩʦʚʤʝʱʝʥʥʳʡ ʩ ʣʝʥʪʠʚʠʨʫʩʥʦʡ ʪʨʘʥʩʜʫʢʮʠʝʡ 

  Из фракции периферических мононуклеаров здорового донора 

выделяли CD8+ Т-лимфоциты методом иммуномагнитной сепарации с 

помощью анти-CD8 магнитных частиц (Miltenyi Biotec, Германия). 

Лимфоциты стимулировали с помощью магнитных частиц из набора 

активации и экспансии Т-клеток (Miltenyi Biotec, Германия) и культивировали 

в количестве 5*106 клеток в 1 мл среды RPMI с 10% ФБС 50 U/мл IL-2 в 

течение 48 ч. После стимуляции, 1-5*106 Т-лимфоцитов переносили из ячейки 

в 1,5 мл пробирку и помещали пробирку в сильное магнитное поле. Частицы 

концентрировались на стенке пробирки, а жидкость с клетками переносили в 

новую пробирку. Далее клетки промывали PBS 1 раз и ресуспендировали в 90 

мкл буфера Т (Neon 100 mkl Transfection Kit, Thermo Fisher Scientific, США). 

Добавляли 20 мкл раствора с RNP комплексами и аккуратно перемешивали 

пипетированием. В экспериментальные образцы добавляли по 45 пМ гайд-

РНК, специфичной к TRAC и TRBC1/2, в мок-контроль добавляли буфер PBS. 

Далее клетки подвергали электропорации на приборе Neon Transfection System 

(Thermo Fisher Scientific, США) при параметрах электропорации 1600 V, 10 мс, 

3 разряда. После электропорации клетки незамедлительно переводили в 1.5 мл 

теплой среды RPMI с 10% ФБС и 50 U/мл IL-2, 0.5 U/мл IL-7, 0.8 U/мл IL-15 и 

вирусными частицами, кодирующими вектор с трансгенным ТКР. После 
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завершения электропорации всех образцов, планшет переносили в CO2 

инкубатор на 10 мин. Далее планшет обматывали герметизирующей пленкой 

(Parafilm M, США) и центрифугировали при 1000 g и 32°C в течение 30 мин. 

После центрифугирования, планшет помещали в клеточный CO2 инкубатор на 

48 ч. Далее клетки анализировали методом проточной цитофлуориметрии. 

Эффективность нокаута эндогенного ТКР оценивали по экспрессии ТКР 

человека окраской анти- α/β ТКР антителами, клон IP26, APC (2133590, Sony, 

Япония). Эффективность трансдукции оценивали по экспрессии мышиного 

ТКР с помощью окраски флуоресцентно мечеными антителами, 

специфичными к β субъединице мышиного ТКР (АРС, IgG2, λ1, клон H57-597, 

BD Biosciences, США). 

2.22 ʆʙʦʛʘʱʝʥʠʝ ʠ ʢʫʣʴʪʠʚʘʮʠʷ ʪʨʘʥʩʛʝʥʥʳʭ ʊ-ʣʠʤʬʦʮʠʪʦʚ 

После оценки эффективности трансдукции, описанной в предыдущем 

пункте, лимфоциты культивировали ещё 7 дней в полной среде RPMI c 50 

U/мл IL-2, 0.5 U/мл IL-7, 0.8 U/мл IL-15. По мере необходимости клетки 

переносили в культуральный флакон Т25, не допуская плотности большей, 

чем 106 клеток на 1 мл среды. Далее клетки осаждали центрифугированием, 

промывали 1 раз буфером PBS и окрашивали в течение 15 мин антителами, 

специфичными к β субъединице мышиного ТКР, мечеными флуоресцентным 

красителем АРС. Клетки промывали 1 раз буфером PBS и инкубировали 15 

минут с магнитными частицами, конъюгированными с анти-APC антителами 

(Miltenyi Biotec, Германия). Далее с помощью магнитной колонки выделяли 

клетки, экспрессирующие мышиный ТКР. Обогащенную культуру 

культивировали в течение 4-5 недель в полной среде RPMI c 50 U/мл IL-2, 0.5 

U/мл IL-7, 0.8 U/мл IL-15, каждую неделю производя полную замену среды. 

2.23 ʀʟʫʯʝʥʠʝ ʬʫʥʢʮʠʦʥʘʣʴʥʦʡ ʘʢʪʠʚʥʦʩʪʠ ʪʨʘʥʩʛʝʥʥʳʭ ʊʂʈ 

Репортерные клетки линии J76, экспрессирующие трансгенные молекулы 

CD2/28/8 [172] и чьё получение описано в пункте 2.16, были использованы для 
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создания панели клеточных линий, несущих трансгенные ТКР. Клетки 

рассевали в 24-ячеечные планшеты в количестве 3*105 клеток на 1 мл полной 

среды RPMI в одной ячейке. Трансдукцию проводили добавлением 

концентрированного вирусного супернатанта из расчета одна вирусная 

частица на пять клеток. Клетки культивировали CO2 инкубаторе в течение 48 

ч, после чего определяли эффективность трансдукции измерением процента 

позитивных по CD3 клеток методом проточной цитофлуориметрии. Далее, 

2,5*105 лимфоцитов из трансдуцированной культуры переносили в 48-

ячеечный планшет. Лимфоциты J76 стимулировали 5*105 клетками линии 

К562, экспрессирующими трансгенные молекулы HLA-A*02 и 

презентирующими экзогенный пептид НА-1 в концентрации 5000 нг/мл. 

Стимуляцию проводили в 48-ячеечных планшетах в 500 мкл полной среды 

IMDM (Gibco, Великобритания). В контрольных образцах стимуляторами 

выступали те же клетки-мишени, но без добавления пептида НА-1. Планшет 

помещали в CO2 инкубатор на 16 ч. Далее ответ репортерных лимфоцитов 

анализировали методом проточной цитофлуориметрии. Смесь клеток J76 и 

K562 окрашивали анти-CD8 антителами, мечеными АРС, тем самым отделяя 

мишени от эффекторов при цитометрическом анализе. Далее измеряли 

процент репортерных лимфоцитов, экспрессирующих GFP. Если трансгенный 

ТКР распознавал презентируемый в молекулах HLA-A*02 пептид НА-1, то в 

репортерных лимфоцитах индуцировалась экспрессия GFP (рисунок 6). 

Клеточные культуры, ответившие экспрессией GFP на стимуляцию, считали 

имеющими функциональный НА-1-специфичный ТКР и культивировали в 

течение 7 дней, перенося в флакон Т25. Далее производили сепарацию 

экспрессирующих CD3 клеток с помощью конъюгированных с анти-CD3 

антителами магнитных частиц (Miltenyi Biotec, Германия). Выделенные 

клетки культивировали 2 дня, после чего проводили второй этап сепарации на 

сортировщике клеток BD FACS Aria III  с помощью флуоресцентно меченых 

анти-CD3 антител. Полученные таким образом культуры репортерных 

лимфоцитов J76 экспрессировали молекулы CD2/28/8, а также трансгенный 
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ТКР, распознающий пептид НА-1. Культуры криоконсервировали и в 

дальнейшем использовали для изучения свойств трансгенных ТКР.   

 

ʈʠʩʫʥʦʢ 6. ʉʭʝʤʘ ʘʢʪʠʚʘʮʠʠ ʨʝʧʦʨʪʝʨʥʦʡ ʣʠʥʠʠ J76. Трансгенный ТКР распознает 

антиген и запускает внутриклеточный сигнальный каскад, приводящий к транспорту 

транскрипционного фактора NFAT в ядро, где он связывается со специфическим 

трансгенным промотором, запуская экспрессию GFP. 

2.24 ʀʟʫʯʝʥʠʝ ʘʬʬʠʥʥʦʩʪʠ ʊʂʈ 

В контексте этой работы, под аффинностью ТКР мы понимаем 

чувствительность ТКР к стимуляции комплексами HLA-пептид, то есть чем 

больше аффинность ТКР, тем меньшее количество пептида требуется для 

активации лимфоцита, и тем большее количество лимфоцитов может быть 

активировано одним и тем же количеством комплексов HLA-пептид. 

Аффинность НА-1-специфичных ТКР оценивали по проценту репортерных 

лимфоцитов J76, экспрессирующих GFP после стимуляции одиннадцатью 

последовательными разведениями пептида НА-1, презентируемого в 

молекулах HLA-A*02 клетками линии K562. Стимуляцию проводили в двух 

независимых экспериментах, каждая экспериментальная точка имела две 

технические повторности.  

Для того, чтобы отделять мишени от эффекторов при цитометрическом 

анализе, эффекторы окрашивали липофильным красителем DID (Invitrogen, 

США). Перед проведением стимуляции, 1.5*107 клеток J76 отбирали в 15-мл 
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пробирку, осаждали и ресуспендировали в 1 мл среды RPMI без сыворотки, 

добавляли 0.5 мкл липофильного красителя DID, тщательно перемешивали 

пипетированием и инкубировали в СО2 инкубаторе в течение 15 мин. Далее 

клетки осаждали центрифугированием и промывали два раза средой RPMI без 

сыворотки.  

Титрование раствора пептида НА-1 осуществляли следующим образом. 

Сначала, к 1 мл среды полной среды IMDM добавляли 10 мкл раствора 

пептида в ДМСО в концентрации 5*104 нг/мкл. Таким образом, концентрация 

пептида в среде была 5*105 нг/мл (4,88 нмоль/мл). Далее раствор титровали 

путем десяти последовательных пятикратных разведений. В одну ячейку 96-

ячеечного круглодонного планшета переносили по 100 мкл среды из каждого 

разведения.  

Далее, в каждую ячейку с раствором пептида добавляли по 50 мкл среды, 

содержащей 1,25*105 меченных DID репортерных клеток J76, и 50 мкл среды 

с 2,5*105 клеток-мишеней К562. Содержимое ячейки перемешивали 

пипетированием. Стимуляцию разведениями пептида проводили в двух 

повторностях. Делали также мок-контроль (только клетки J76 и K562 без 

пептида) и нестимулированный контроль (только лимфоциты без добавления 

К562). Клетки инкубировали 16ч в CO2 инкубаторе. Далее клетки осаждали 

центрифугированием в планшете при 300g в течение 5 мин, промывали 1 раз 

раствором ФСБ, добавляли 200 мкл ФСБ в ячейку и анализировали на 

проточном цитофлуоримтре MACS Quant (Miltenyi Biotec, Германия) с 

использованием планшетного ридера. Анализ полученных данных проводили 

в программе FlowJo (BD Biosciences, США). В DID-позитивной фракции 

(клетки-эффекторы J76) считали процент GFP-позитивных клеток для каждого 

разведения. На основании этих данных в программе GraphPad Prizm 9 

(GraphPad LLC, США) для каждого эксперимента вычисляли EC50 (количество 

пептида, необходимое для достижения 50% максимального эффекта 

стимуляции) для каждого ТКР. Диапазон значений, полученных в двух 

независимых экспериментах, служил мерой оценки аффинности ТКР. 



62 
 

2.25 ʉʪʠʤʫʣʷʮʠʷ ʨʝʧʦʨʪʝʨʥʳʭ ʣʠʥʠʡ J76 ʧʝʨʠʬʝʨʠʯʝʩʢʠʤʠ 

ʤʦʥʦʥʫʢʣʝʘʨʘʤʠ, ʧʨʝʟʝʥʪʠʨʫʶʱʠʤʠ ʵʥʜʦʛʝʥʥʳʡ ʧʝʧʪʠʜ ʅɸ-1 

Для большинства доноров и пациентов имелись данные глубокого HLA-

типирования, полученные из базы доноров костного мозга. Также образцы 

периферические мононуклеары доноров и пациентов после разморозки 

повторно типировали на экспрессию HLA-A*02 методом проточной 

цитофлуориметрии окраской анти- HLA-A*02 антителами, конъюгированным 

с PE (клон BB7.2, Sony, Япония). Наличие минорного антигена НА-1 

определяли методом ПЦР в реальном времени опубликованным методом [94].  

Для подготовки к эксперименту, 1,5*107 клеток J76 окрашивали красителем 

DID как описано ранее. Параллельно производили разморозку 

криоконсервированных образцов периферической крови: криопробирки 

размораживали на водяной бане и переносили содержимое в 15 мл пробирку, 

куда по каплям добавляли 10 мл теплой среды RPMI с 10% ФБС и 

антибиотиком, постоянно помешивая. Далее клетки осаждали 

центрифугированием 5 мин при 300 g, убирали надосадочную жидкость и 

растворяли осадок в 1 мл полной среды RPMI. Следующим шагом, клетки 

фильтровали через нейлоновый фильтр с размером отверстий 20 мкм (Miltenyi 

Biotec, Германия). На этапе фильтрования удаляли большую часть дебриса и 

мертвых клеток. После фильтрования производили подсчет жизнеспособности 

размороженных клеток, для дальнейших опытов брали только культуры с 

жизнеспособностью более 90%.  

Стимуляцию репортерных клеток J76 с трансгенным ТКР проводили 

следующим образом: в ячейку 48-ячеечного планшета переносили 1,25*105 

репортерных лимфоцитов и 2,5*105 периферических мононуклеаров 

исследуемого образца, доводили объем полной среды RPMI до 500 мкл и 

инкубировали в СО2 инкубаторе в течение 16 ч. Далее клетки переносили в 96-

ячеечный планшет с помощью многоканальной пипетки, осаждали 

центрифугированием в планшете, промывали PBS и анализировали на 
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проточном цитофлуориметре MACS Quant (Miltenyi Biotec, Германия) с 

помощью планшетного ридера. Анализ полученных данных проводили в 

программе FlowJo. Степень активации репортерных лимфоцитов оценивали 

по проценту GFP-позитивных клеток в DID-позитивной фракции. 

2.26 ʀʟʫʯʝʥʠʝ ʬʫʥʢʮʠʦʥʘʣʴʥʦʡ ʘʢʪʠʚʥʦʩʪʠ ʪʨʘʥʩʛʝʥʥʳʭ CD8+ ʊ-

ʢʣʝʪʦʢ ʤʝʪʦʜʦʤ ʀʌɸ 

Функциональную активность CD8+ Т-клеток с трансгенными ТКР оценивали 

по количеству продуцируемого в среду IFN-γ методом ИФА. Пептид НА-1 

титровали по схеме, описанной в пункте 2.24: начиная с концентрации 4,88 

нмоль/мл делали одиннадцать последовательных пятикратных разведений в 

полной среде RPMI. В ячейку 96-ячеечного планшета добавляли по 100 мкл 

среды из каждого разведения, 50 мкл среды с 1,25*105 CD8+ Т-клеток, и 50 мкл 

среды с 2,5*105 клеток-мишеней К562. Содержимое ячейки перемешивали 

пипетированием. Стимуляцию проводили в трех повторностях. Клетки 

инкубировали в СО2 инкубаторе в течение 16 ч. После стимуляции, для ИФА 

отбирали 20 мкл среды из каждой ячейки и проводили анализ в соответствии 

с протоколом производителя набора для ИФА (Хема, Россия).   

 

2.27 ʀʟʫʯʝʥʠʝ ʮʠʪʦʪʦʢʩʠʯʥʦʩʪʠ CD8+ ʊ-ʢʣʝʪʦʢ, ʤʦʜʠʬʠʮʠʨʦʚʘʥʥʳʭ 

ʪʨʘʥʩʛʝʥʥʳʤ ʊʂʈ 

Культура CD8+ Т-клеток с трансгенным ТКР и CRISPR/Cas нокаутом 

эндогенного ТКР была получена и обогащена как описано в пунктах 2.21 и 

2.22. Функциональную активность CD8+ Т-клеток, модифицированных 

трансгенными ТКР, оценивали измерением процента клеток-мишеней в 

стадии апоптоза или некроза методом проточной цитофлуориметрии, а также 

по количеству секретированного после стимуляции IFN-γ методом ELISA. 

В опытах по оценке цитотоксичности, клетками-мишенями выступали 

криоконсервированные образцы периферической крови пациентов со 
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злокачественными новообразованиями крови. Клетки размораживали, 

фильтровали от дебриса и подсчитывали процент жизнеспособных клеток, как 

описано в пункте 2.25. 3*107 CD8+ Т-лимфоцитов окрашивали красителем DID 

аналогично описанному ранее. Далее, 2,5*105 периферических мононуклеаров 

высевали в 48-ячеечный планшет и добавляли 1,25*106 меченых красителем 

DID CD8+ Т-клеток. Каждая экспериментальная точка имела три технические 

повторности. Для образцов от каждого пациента делали положительный и 

отрицательный контроль. В ячейки положительного контроля добавляли 4,88 

нмоль/мл пептида HA-1 (LifeTein, США), а в ячейках отрицательного 

контроля эффекторами выступали CD8+ Т-лимфоциты из мок-трансдукции, то 

есть к которым при трансдукции вместо вируса добавляли ФСБ. После 

совместного культивирования в течение 16 ч при 37 °C и 5% CO2, клетки 

переносили в круглодонный 96-ячеечный планшет, осаждали 

центрифугированием при 300g в течение 5 минут и окрашивали с 

использованием CellEvent Caspase-3/7 (eBioscience, США) согласно протоколу 

производителя. Набор содержит флуоресцентный субстрат для каспаз 3 и 7, 

что позволяет детектировать проходящие апоптоз клетки. Также в набор 

входит ДНК-интеркалирующий краситель 7AAD, что позволяет 

детектировать клетки в состоянии некроза и позднего апоптоза. Анализ 

производили на проточном цитофлуориметре MACS Quant с использованием 

планшетного ридера. Анализ цитометрических данных проводили в 

программе FlowJo. Из анализа исключали клетки-эффекторы, положительные 

по окраске на DID. Цитотоксический эффект измеряли по проценту клеток-

мишеней, позитивных по окраске на каспазы 3/7 и 7AAD. 

2.28 ʌʨʘʛʤʝʥʪʥʳʡ ʘʥʘʣʠʟ ɼʅʂ ʢʣʝʪʦʢ ʧʦʩʣʝ ʨʝʜʘʢʪʠʨʦʚʘʥʠʷ 

CRISPR/Cas 

Чтобы исследовать изменения в геноме, вызванные редактированием 

CRISPR/Cas, выделяли ДНК из культуры, подвергшейся электропорации RNP 

комплексами с помощью набора для выделения ДНК (Thermo Scientific, США) 
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и исследовали нокаутируемые гены TRAC, TRBC1 и TRBC2 методом 

фрагментного анализа. Обратный праймер содержал флуоресцентный зонд, 

что делало возможным определение размера ПЦР-продукта с точностью до 

нуклеотида при капиллярном электрофорезе на приборе SeqStudio Genetic 

Analyzer. Таким образом можно различить по размеру ПЦР-продукт, 

полученный из гена дикого типа, и мутантного аллеля, содержащий индел, 

возникший после репарации двунитевого разрыва, вызванного CRISPR/Cas 

редактированием, тем самым детектируя нокаут на молекулярном уровне. 

2.29 ʆʮʝʥʢʘ ʢʦʣʠʯʝʩʪʚʘ ʚʠʨʫʩʥʳʭ ʠʥʪʝʛʨʘʮʠʡ ʥʘ ʛʝʥʦʤ ʤʝʪʦʜʦʤ ʇʎʈ 

ʚ ʨʝʘʣʴʥʦʤ ʚʨʝʤʝʥʠ 

Количество интеграций вируcного вектора на геном измеряли с помощью 

количественной ПЦР в реальном времени. Геномную ДНК из 

трансдуцированных клеток выделяли с помощью набора для выделения ДНК 

GeneJET (Thermo Scientific, США) согласно протоколу производителя. В 

реакции использовали 30–60 нг геномной ДНК. Количество трансгена 

оценивали с помощью праймеров и флуоресцентного зонда, специфичных к 

гену rev, содержащемуся в лентивирусном векторе. Число геномов клеток 

оценивали с помощью праймеров и зонда, специфичных к гену β2-

микроглобулина. Абсолютное количество молекул матрицы в реакции 

оценивали по величине Cq. Среднее число интеграций вектора в геном 

оценивали по соотношению копийности геномной и провирусной ДНК.  

2.30 ʃʝʥʪʠʚʠʨʫʩʥʘʷ ʪʨʘʥʩʜʫʢʮʠʷ CD8+ ʊ-ʣʠʤʬʦʮʠʪʦʚ ʩ 

ʠʩʧʦʣʴʟʦʚʘʥʠʝʤ ʧʦʣʠʙʨʝʥʘ 

Для получения трансгенных CD8+ Т-лимфоцитов, специфичных к ACC-1Y, 

использовали лентивирусную трансдукцию методом спинфекции с 

добавлением энхансера трансдукции, катионного полимера полибрена. 

Из фракции периферических мононуклеаров здорового донора выделяли 

CD8+ Т-лимфоциты методом иммуномагнитной сепарации с помощью анти-
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CD8 магнитных частиц (Miltenyi Biotec, Германия). Лимфоциты 

стимулировали с помощью магнитных частиц из набора активации и 

экспансии Т-клеток (Miltenyi Biotec, Германия) и культивировали в 

количестве 5*106 клеток в 1 мл полной среды RPMI с 10 U/мл IL-2 в течение 

48 ч. Далее 106 лимфоцитов переносили в ячейку 24-ячеечного планшета, 

добавляли концентрированный лентивирусный супернанант из расчета 6 

инфекционных частиц на одну клетку, добавляли полную среду RPMI, 10 U 

IL-2 и 1 мкл раствора полибрена в концентрации 10 мг/мл (Merck, Германия). 

Планшет переносили в CO2 инкубатор на 15 минут, после чего планшет 

обматывали герметизирующей пленкой и центрифугировали при 900 g и 32°C 

в течение 90 мин. После спинфекции пленку удаляли и переносили планшет в 

CO2 инкубатор на 16 ч. Затем в культурах производили замену среды на 

полную среду RPMI с 10 U/мл IL-2, и культивировали ещё сутки, после чего 

клетки использовали в функциональном тесте по измерению секреции IFN-γ.  

2.31 ʉʪʘʪʠʩʪʠʯʝʩʢʘʷ ʦʙʨʘʙʦʪʢʘ ʨʝʟʫʣʴʪʘʪʦʚ 

Статистический анализ данных, построение кривых титрования и 

визуализацию данных цитотоксичности проводили в программе GraphPad 

Prizm 9.  

На рис.17 представлена доля активировавшихся репортерных клеток, 

усредненной между двумя техническими повторностями, в каждой точке 

титрования. Планки погрешности обозначают абсолютную ошибку среднего. 

Оценку значения аффинности ТКР проводили с помощью вычисления 

полумаксимальной эффективной концентрации (EC50). Среднее значение EC50 

между двумя независимыми экспериментами представлено на рис.18 

горизонтальной чертой, прямоугольниками обозначены 95% доверительные 

интервалы. 

На рис. 19 показана средняя интенсивность флуоресценции (MFI) клеток 

между тремя независимыми окрашиваниями декстрамером; планки 

погрешностей означают абсолютную ошибку среднего. 



67 
 

На рис.20 представлена доля эффекторов-репортерных клеток J76, 

активировавшихся при стимуляции клетками-мишениями: периферическими 

мононуклеарами здоровых доноров трех фенотипов: положительных по МАГ 

НА-1, отрицательных по МАГ НА-1, и отрицательных по HLA-A*02. Каждая 

точка соотвествует усредненным результатам одного независимого 

эксперимента в двух технических повоторностях с клетками одного донора, 

суммарно протестированы клетки 9 здоровых доноров. Планка погрешности 

обозначает абсолютную ошибку среднего.  

На рис.21, каждая точка означает средний процент GFP+ репортерных 

клеток между тремя техническими повторностями стимуляции клетками 

одного донора с указанным генотипом, планки погрешностей обозначают 

абсолютную погрешность среднего, однако из-за очень малой дисперсии 

между техническими повторностями, не видны на графике. 

На рис.22 каждая точка соответсвует значению средней интенсивности 

флуоресценции окраски HLA-A*02 для клеток одного здорового донора или 

пациента. Высота столбца соответсвует медианному значению, планки 

погрешностей обозначают абсолютную ошибку среднего. Статистическая 

значимость: U-критерий Манна-Уитни. 

На рис.23 представлен средний процент нокаутных клеток между тремя 

независимыми экспериментами по CRISPR/Cas нокауту эндогенного ТКР, 

планки погрешностей обозначают абсолютную ошибку среднего. 

На рис. 25 точками обозначено среднее между тремя техническими 

повторностями количество IFN-γ, планки погрешности обозначают 

абсолютную ошибку среднего.  

На рис.26 каждая точка соответствует средней интенсивности 

флуоресценции лимфоцитов от одного из пяти разных доноров. Высота 

столбцов соответсвует медианному значению, планки погрешностей 

представляют абсолютную ошибку среднего. Статистическая значимость: t-

критерий Стьюдента. 
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На рис.29Б, каждая точка обозначает долю клеток-мишеней в 

экспериментальном образце, положительных по каспазам 3/7 и/или 7AAD. 

Приведенные на графике значения являются арифметическим средним между 

результатами двух независимых экспериментов по стимуляции трансгенных 

CD8+ Т-клеток от двух разных доноров, каждый из двух независимых 

экспериментов выполнен в двух технических повторностях. Статистическая 

значимость: U-критерий Манна-Уитни. Горизонтальная черта обозначает 

среднее значение в каждой группе. 

Достоверность увеличения цитотоксического ответа при добавлении 

экзогенного пептида показана с помощью дисперсионного анализа (рис.29В).  

Для поиска взаимосвязи между цитотоксическим ответом и процентом 

бластных клеток в образце, был применен корреляционный анализ по методу 

Спирмена (рис. 30). 

Биоинформатический анализ репертуара ТКР, включающий в себя анализ 

сцепленности V и J генов (рис.14), распределение длин CDR3 (рис.16), анализ 

частоты обогащения (рис.12), кластерный анализ гомологии (рис. 13) и оценка 

индекса Шеннона (рис.15) выполнены Александрой Хмелевской с помощью 

статистической утилиты BioPython.  

Для выявления последовательностей субъединиц ТКР, чаще встреающихся 

в антиген-специфичной фракции, был использован точный тест Фишера 

(рис.12А). Частота встречаемости каждой последовательности, выраженная в 

отношении количества прочтений этой последовательности к суммарному 

количеству прочтений всех последовательностей ТКР в двух фракциях 

(антиген-специфичной и антиген-неспецифичной) среди всех культур. Каждая 

уникальная последовательность субъединицы ТКР обозначена точкой на 

диаграмме, цветом обозначены последовательности, статистически 

достоверно обогащенные в антиген-специфичной фракции. Доля 

последовательности ТКР в соответсвующей ей культуре (ячейке) обозначена 

с помощью столбчатой диаграммы (рис.12Б). 
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Анализ степени гомологии CDR3 (рис.13) последовательностей ТКР и 

визуализация выполнены в программе ALICE. Для определения степени 

гомологии была использована метрика расстояния Левенштейна. Каждая 

индивидуальная последовательность CDR3 представлена кругом на 

диаграмме. Соединяющая линия между кругами означает расстояние между 

последовательностями CDR3 не более 1-3 аминокислотных замен. Разными 

цветами обозначено происхождение из разных доноров.  

Для сравнения индекса разнообразия Шеннона, из базы данных VDJdb 

(https://vdjdb.cdr3.net) были загружены случайные выборки 

последовательностей CDR3, специфичных к определенным эпитопам (KLG 

(цитомегаловирус), GIL (вирус гриппа А), NLV (цитомегаловирус), ELA 

(белок MLANA , Homo Sapiens), AVF (вирус Эпштейна-Барр), размер каждой 

выборки был сопоставим с размером оцениваемой выборки НА-1-

специфичных ТКР (~60 последовательностей). Затем последовательности 

CDR3, соответствующие каждому эпитопу, были случайным образом 

разделены на 9 выборок, для каждой выборки было рассчитано значение 

индекса Шеннона, полученное для каждого эпитопа распределение индексов 

Шеннона было проверено на нормальность. Для оценки статистической 

значимости различий значений индексов Шеннона для α и β субъединиц НА-

1-специфичных ТКР использовали t-тест Стьюдента. На рис.15, 

горизонтальная черта обозначает медиану, границы диаграммы определены 

нижними и верхними квартилями. Верхняя и нижняя горизонтальные черты 

обозначают максимальное и минимальное значение в выборке. 

ɻʃɸɺɸ 3. ʈɽɿʋʃʔʊɸʊʓ 

3.1 ʇʦʣʫʯʝʥʠʝ ʢʫʣʴʪʫʨ CD8+ ʊ-ʣʠʤʬʦʮʠʪʦʚ, ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʳʭ ʢ ACC-1Y 

Из двух доноров, имеющих аллель HLA-A*24 и генотип ACC-1c/c 

(гомозиготы по неиммуногенному аллелю) были выделены наивные CD8+ Т-

клетки и проведена их стимуляция аутологичными дендритными клетками, 

нагруженными экзогенным пептидом ACC-1Y. В контрольных культурах 
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либо проводили стимуляцию пептидом АСС-1С, либо не добавляли никакой 

пептид. Клетки рассевали таким образом, чтобы в каждой ячейке было 5*105 

Т-клеток: при таком начальном количестве Т-клеток в ячейке ожидается не 

более одного антиген-специфичного клона [174]. После десятидневной 

культивации культуры окрашивали тетрамерными комплексами HLA-A*024-

ACC-1Y для выявления ACC-1Y-специфичных клонов.  

Наличие тетрамер-позитивных клеток было детектировано только в 

четырех из двадцати трех культур, полученных из одного донора, и в трех из 

восемнадцати культур у другого донора (таблица 2 приложения). Это 

свидетельствует об относительно невысокой частоте сборки рецепторов, 

специфичных к антигену ACC-1Y. На рисунке 7А показано репрезентативное 

окрашивание тетрамером одной культуры, которая была взята для 

дальнейшего изучения и из которой был отобран ТКР для клонирования. В 

контрольных культурах, где производилась стимуляция дендритными 

клетками без экзогенного пептида ACC-1Y (рис. 7Б) или с альтернативным 

аллельным вариантом, пептидом ACC-1C (рис. 7В), не были детектированы 

ACC-1Y-специфичные клоны. Также в контрольных экспансиях не было 

обнаружено специфичных к пептиду ACC-1C клонов (данные не приведены). 

Поскольку все доноры имели генотип ACC-1C/C, результаты этого 

эксперимента подтверждают общепринятое представление о механизме 

формирования кодоминантных МАГ: в Т-клеточном репертуаре доноров, 

гомозиготных по варианту ACC-1C, клоны, распознающие ACC-1C с высокой 

аффинностью, удаляются при негативной селекции. 
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ʈʠʩʫʥʦʢ 7. ACC-1Y-ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʘʷ ʵʢʩʧʘʥʩʠʷ CD8+ ʊ-ʣʠʤʬʦʮʠʪʦʚ. Окраска тетрамером 

ACC-1Y Т-лимфоцитов, культивируемых с пептидом ACC-1Y (а), без пептида (б), с 

пептидом ACC-1C (в). Окраска тетрамером ACC-1Y культуры клеток, обогащенной 

магнитной сепарацией (г). Из работы [128] 

Для дальнейшего изучения нами была выбрана одна культура с 

наибольшим процентом клеток, окрасившихся тетрамером HLA-A*024-АСС-

1Y. Связавшиеся с тетрамером клетки выделяли методом иммуномагнитной 

сепарации. Анализ показал высокую степень очистки культуры: если в 

исходной культуре АСС-1Y-специфичных клеток было лишь 1,59%, то после 

обогащения, число антиген-специфичных клеток составило 87,1% (рис. 7Г). 

Далее была проведена стимуляция лимфоцитов из обогащенной культуры 

аутологичными клетками В-ЛКЛ, презентирующими экзогенные пептиды 

ACC-1Y или ACC-1C. Лимфоциты секретировали IFN-γ только при 

стимуляции пептидом ACC-1Y, но не его альтернативным вариантом ACC-1C. 

Клетки в контрольной экспансии, полученной при стимуляции пептидом 

ACC-1C, не реагировали при повторной стимуляции обоими вариантами 

пептида (рис. 8ʘ).   
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Обогащенная культура ACC-1Y-специфичных Т-клеток обладала 

выраженной цитотоксичностью только в отношении аутологичных клеток В-

ЛКЛ, презентирующих экзогенный пептид ACC-1Y, но не пептид ACC-1C. 

Стимуляция клетами без экзогенного пептида также не приводила к секреции 

IFN-γ (рис. 8ʙ). Клетки из контрольной экспансии не демонстрировали 

выраженной цитотоксичности ни в одном из экспериментов.  

 

ʈʠʩʫʥʦʢ 8. ʊ-ʢʣʝʪʢʠ ʧʦʩʣʝ ɸʉʉ-1Y-ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʦʡ ʵʢʩʧʘʥʩʠʠ ʨʘʩʧʦʟʥʘʶʪ ʠ 

ʫʥʠʯʪʦʞʘʶʪ ʪʦʣʴʢʦ ʢʣʝʪʢʠ, ʢʦʪʦʨʳʝ ʧʨʝʟʝʥʪʠʨʫʶʪ ʥʘ ʩʚʦʝʡ ʧʦʚʝʨʭʥʦʩʪʠ ʧʝʧʪʠʜ 

ACC-1Y, ʥʦ ʥʝ ACC-1C. а – Внутриклеточная продукция IFN-γ. б – Цитотоксичность 

лимфоцитов экспансии в отношении клеток-мишеней. Представлены данные для 

антигенспецифичной культуры ACC-1Y (слева) и культуры, изначально стимулированной 

пептидом ACC-1C (справа). В качестве клеток-мишеней использовали клетки аутологичной 

лимфобластоидной линии, нагруженные синтетическим пептидом ACC-1Y. В качестве 

контроля использовали лимфобластоидные клетки без пептида (-Сtrl) и нагруженные 

пептидом ACC-1C. На диаграмме изображено среднее значение ± стандартное отклонение, 

n = 3. Из работы [128] 

3.2 CD8+ ʊ-ʢʣʝʪʢʠ, ʤʦʜʠʬʠʮʠʨʦʚʘʥʥʳʝ ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʳʤ ʢ ACC-1Y 

ʪʨʘʥʩʛʝʥʥʤr ʊʂʈ, ʩʝʢʨʝʪʠʨʫʶʪ IFN-ɔ ʧʨʠ ʘʥʪʠʛʝʥʥʦʡ ʩʪʠʤʫʣʷʮʠʠ  

Из клеток обогащенной культуры, исследованной в предыдущем пункте, 

выделяли ДНК и клонировали нуклеотидные последовательности α- и β-

субъединиц ТКР в вектор. Были получены десять плазмид с полными 
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нуклеотидными последовательностями α- и β-субъединиц и проведено их 

секвенирование по Сэнгеру. Все последовательности были идентичны и 

принадлежали одному ТКР. Это подтверждает нашу гипотезу о том, что при 

использованной нами начальной плотности культивации лимфоцитов в 5*105 

клеток на ячейку, в каждой ячейке присутствует только один антиген-

специфичный клон. Анализ в сервисе ImMunoGeneTics определил аллели 

специфичного к ACC1-Y ТКР: TRAV131*02 и TRAJ3*01 в гене α-субъединицы, 

TRBV6-5*01, TRBD2*02 и TRBJ1-3*01 в гене β-субъединицы. После 

идентификации, последовательности α- и β-субъединиц ТКР были 

клонированы в лентивирусный вектор, pLenti-V5 (Invitrogen, США), 

подходящий для модификации первичных Т-клеток человека. Схема 

конструкта представлена на рисунке 9. 

 

ʈʠʩʫʥʦʢ 9. ʉʭʝʤʘ ʣʝʥʪʠʚʠʨʫʩʥʦʛʦ ʢʦʥʩʪʨʫʢʪʘ. Экспрессия трансгенного ТКР 

контролируется цитомегаловирусным промотором (1). ТКР состоит из полных α- (а) и β-

субъединиц (б), разделенных пептидом 2А (5). Каждая субъединица состоит из лидерного 

пептида (2), TRAV/TRBV (3) и TRAC/TRBC (4). Из работы [128] 

Лентивирусные частицы, содержащие этот вектор, были получены в 

клеточной линии НЕК293Т, далее супернатант концентрировали в 10 раз. 

Супернатант титровали на клетках НЕК293Т и анализировали методом qPCR 

количество интеграций вируса на геном. Титр концентрированного 

супернатанта составил около 2*106 инфекционных вирусных частиц на 1 мл. 

Полученными лентивирусными частицами трансдуцировали CD8+ Т-

лимфоциты, полученные из здорового донора с генотипом HLA-A*24+ и 

ACC1C/C. При трансдукции брали вирус в соотношении две вирусные частицы 

на одну клетку. Спустя 48 ч, трансдуцированные клетки стимулировали 

аутологичными облученными В-ЛКЛ, презентирующими экзогенный пептид 

ACC-1Y, или клетками без пептида в качестве контроля, стимуляцию 
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проводили 16 ч. Специфический ответ трансдуцированной культуры CD8+ Т-

клеток на пептид ACC-1Y был подтвержден методом внеклеточного 

окрашивания на IFN-γ (рис. 10В). Ответ на клетки, не презентирующие 

экзогенного пептида ACC-1Y, не был детектирован (рис.10Б). Из 

трансдуцированной культуры была выделена ДНК, и методом qPCR было 

оценено среднее количество интеграций вируса на геном. Соотношение 

составило около одной стабильной интеграции на 100 клеток. Оценка в 

несколько процентов модифицированных клеток в популяции согласуется с 

данными внеклеточной окраски на IFN-γ.  

ʈʠʩʫʥʦʢ 10. ʊʨʘʥʩʜʫʮʠʨʦʚʘʥʥʳʝ ʊ-ʢʣʝʪʢʠ ʩʝʢʨʝʪʠʨʫʶʪ IFN-ɔ ʚ ʦʪʚʝʪ ʥʘ ʘʥʪʠʛʝʥʥʫʶ 

ʩʪʠʤʫʣʷʮʠʶ. Внеклеточная окраска на IFN-γ. (А) – Неокрашенный контроль. (Б) – Клетки 

трансдуцированной культуры, инкубированные c В-ЛКЛ без пептида, или (В) с экзогенным 

пептидом ACC1-Y. Опубликовано в [128] 

Поиск оптимального ТКР для вероятного клинического применения 

требует сравнения характеристик относительно большого количества ТКР. 

Для этого нам потребовалось, во-первых, использовать более эффективный 

метод детекции антиген-специфичных ТКР, а во-вторых, создать платформу, 

позволяющую быстрое клонирование большого количества конструктов.  



75 
 

В дальнейших опытах мы сфокусировались на изучении ТКР, 

специфичных к НА-1, поскольку аллель HLA A*02:01 более распространен в 

российской популяции, чем аллель HLA A*24:02.  

3.3 ɹʠʦʠʥʬʦʨʤʘʪʠʯʝʩʢʠʡ ʘʥʘʣʠʟ ʨʝʧʝʨʪʫʘʨʘ ʊʂʈ, ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʳʭ ʢ 

ʤʠʥʦʨʥʦʤʫ ʘʥʪʠʛʝʥʫ ʅɸ-1, ʧʦʢʘʟʳʚʘʝʪ ʚʳʩʦʢʫʶ ʩʪʝʧʝʥʴ ʫʥʠʢʘʣʴʥʦʩʪʠ 

ʧʦʩʣʝʜʦʚʘʪʝʣʴʥʦʩʪʝʡ CDR3 ʠ ʙʦʣʴʰʫʶ ʧʨʝʜʩʪʘʚʣʝʥʥʦʩʪʴ ʛʝʥʘ TRBV7-9 

Наивные CD8+ Т-лимфоциты 5 здоровых доноров, имеющих HLA-A*02 

и отрицательных по НА-1 стимулировали аутологичными дендритными 

клетками, презентирующими экзогенный пептид НА-1, как указано на рисунке 

11. При стимуляции клетки рассевали в количестве 2*105 наивных CD8+ Т-

лимфоцитов на ячейку 96-ячеечного планшета, культивацию проводили с 105 

аутологичных дендритных клеток. В результате было получено 109 клеточных 

культур, в 39 из которых клетки окрашивались тетрамером. Аналогичным 

образом были простимулированы наивные CD8+ Т-лимфоциты трех 

отрицательных по HLA-A*02 доноров, однако в таком случае использовались 

ДК от другого донора, имевшего HLA-A*02. По литературным данным, 

аллогенная стимуляция позволяет получить высокоаффинные ТКР к антигену 

[177,178].  
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ʈʠʩʫʥʦʢ 11. ʉʭʝʤʘ ʧʦʣʫʯʝʥʠʷ ʨʝʧʝʨʪʫʘʨʘ ʊʂʈ ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʳʭ ʢ ʅɸ-1 ʩ 

ʠʩʧʦʣʴʟʦʚʘʥʠʝʤ CD137 ʢʘʢ ʤʘʨʢʝʨʘ ʘʥʪʠʛʝʥ-ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʦʡ ʬʨʘʢʮʠʠ. Дендритные 

клетки, презентирующие экзогенный пептид НА-1, культивируют в течение 14 дней с 

аутологичными наивными CD8+ Т-лимфоцитами в присутствии цитокинов. После 

культивации культуры рестимулировали клетками В-ЛКЛ, презентирующими экзогенный 

пептид. Из активировавшейся (CD137+) и неактивировавшейся (CD137-) фракции клеток 

выделяли мРНК, синтезировали кДНК и анализировали ТКР методом 

высокопроизводительного секвенирования.  

Чтобы выявить специфичные к НА-1 клоны, после стимуляции и 

экспансии культуру CD8+ Т-клеток из каждой ячейки окрашивали тетрамером 

HLA-A*02:01-HA-1. Сортировку антиген-специфической фракции клеток 

проводили двумя различными методами – рестимуляцией или сортировкой с 

помощью тетрамера. В первом методе Т-лимфоциты культивировали с 

клетками В-ЛКЛ, презентирующими экзогенный пептид НА-1. В результате, 

распознавшие антиген Т-лимфоциты экспрессировали на поверхности маркер 

активации CD137. Далее магнитной сепарацией культуру разделяли на 
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положительную и отрицательную по экспрессии CD137 фракции. Таким 

образом были обработаны культуры из доноров p845 и p180. 

Для доноров p1102 и p005 проводили магнитную сепарацию тетрамер-

позитивной фракции. Метод получения антиген-специфичной фракции клеток 

указан в таблице 1 приложения. 

Из антиген-специфичной и антиген-неспецифичной фракций выделяли 

РНК, проводили обратную транскрипцию и секвенировали репертуар ТКР 

методом высокопроизводительного секвенирования. В каждой культуре 

считали долю прочтений каждой уникальной нуклеотидной 

последовательности α или β субъединиц ТКР в образце из этой культуры (рис. 

12). На рис.12а приведен репрезентативный пример для культур из донора 

p845. Каждая уникальная последовательность субъединицы ТКР представлена 

точкой, по оси ординат отложена частота прочтений в антиген-специфической 

фракции, по оси абсцисс - частота прочтений в антиген-неспецифической 

фракции Т-клеток. Чем ближе значение на осях к единице, тем больше 

относительная доля прочтений последовательности. Как достоверно 

обогащенные определялись последовательности, частота которых была 

минимум в 10 раз больше в антиген-специфической фракции по сравнению с 

антиген-неспецифической фракцией. Достоверность обогащения должна 

подтверждаться точным тестом Фишера, с р-значением не более 0,05. 

Обогащенные последовательности на графиках обозначены цветом. На 

рис.12Б, доля последовательностей приведена отдельно для каждой культуры 

в виде гистограмм, культуры обозначены по нумерации ячеек клеточного 

планшета.  По оси ординат отложена частота каждой последовательности в 

соответствующей ей культуре, по оси абсцисс – ранг каждой 

последовательности в соответствии с её частотой. В культуре из ячейки 8 

присутствует один доминантный НА-1-специфичный клон, однако в 

большинстве культур ситуация иная и НА-1-специфичные лимфоциты не 

являются наиболее представленными в культуре.  
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ʈʠʩʫʥʦʢ 12. ɻʨʘʬʠʢ ʦʙʦʛʘʱʝʥʠʷ Ŭ- ʠ ɓ-ʩʫʙʲʝʜʠʥʠʮ ʊʂʈ ʚ ʘʥʪʠʛʝʥ-ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʦʡ 

ʬʨʘʢʮʠʠ ʊ-ʢʣʝʪʦʢ. (А) Репрезентативный график сравнения частоты субъединиц для 

ɹ) 

ɸ) 
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донора p845. По осям отложена доля каждой уникальной субъединицы ТКР в общем 

количестве прочтений в антиген-специфичной фракции (ось абсцисс) и в неспецифичной 

фракции (ось ординат). Последовательности субъединиц, которые достоверно чаще 

встречались в CD137+ фракции (точный тест Фишера, р=0,05), считались специфичными к 

НА-1 (отмечены цветом). Указана относительная частота каждой обогащенной 

субъединицы в соответствующей ячейке. Приведены графики для донора р845 (Б) 

Порядковый номер по частоте встречаемости субъединиц в каждой культуре, цветом 

отмечены субъединицы, обогащенные в антиген-специфической фракции.  

 

Нами были определены последовательности 50 α-субъединиц и 68 β-

субъединиц как потенциально принадлежащие НА-1-специфичным ТКР. Из-

за возможных искажений при секвенировании и пробоподготовке, в 

некоторых культурах определялись как антиген-специфичные только α или 

только β субъединицы, а в других культурах сразу несколько α и β субъединиц 

(как например в культуре ячейки 15 из донора p005). Для клонирования и 

сборки ТКР брали только последовательности из тех культур, в которых были 

найдены как α, так и β субъединицы, предположительно принадлежащие НА-

1-специфичным ТКР. Аминокислотные последовательности CDR3, а также V 

и J гены субъединиц ТКР, клонированных в вектор для дальнейшего 

исследования, приведены в таблице 3 приложения.  

Одна из метрик, которыми можно описать репертуар ТКР – это степень 

гомологии последовательностей CDR3 в α и β субъединицах. Для этого между 

аминокислотными последовательностями CDR3 измеряется расстояние 

Левенштейна, и затем формируются кластеры гомологии 

последовательностей CDR3, расстояние между которыми меньше заданной 

величины. В нашем анализе, для того чтобы две последовательности CDR3 

считались гомологичными, допускалось не более 3 аминокислотных различий 

между ними. Как известно, именно CDR3 отвечает за взаимодействие 

пептидного антигена и ТКР. Построение кластеров гомологии 

последовательностей CDR3 позволяет оценить разнообразие способов, 

которыми ТКР в принципе может распознать конкретный пептидный антиген. 

Кластерный анализ последовательностей CDR3 из ТКР, предположительно 

специфичных к НА-1, представлен на рисунке 13. 
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ʈʠʩʫʥʦʢ 13. ʂʣʘʩʪʝʨʥʳʡ ʘʥʘʣʠʟ ʘʤʠʥʦʢʠʩʣʦʪʥʳʭ ʧʦʩʣʝʜʦʚʘʪʝʣʴʥʦʩʪʝʡ CDR3 ʊʂʈ, 

ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʳʭ ʢ ʅɸ-1 ʚ ʤʝʪʨʠʢʝ ʨʘʩʩʪʦʷʥʠʷ ʃʝʚʝʥʰʪʝʡʥʘ, ʜʣʷ Ŭ- ʠ ɓ- ʩʫʙʲʝʜʠʥʠʮ. 

Каждая индивидуальная последовательность CDR3 представлена кругом на диаграмме. 

Соединяющая линия между кругами означает расстояние между последовательностями 

CDR3 не более 1-3 аминокислотных замен. Разными цветами обозначено происхождение 

из разных доноров. В анализ включены полученные нами последовательности CDR3, а 

также опубликованные в [151,179].  

Каждая уникальная последовательность CDR3 представлена на графике 

точкой, цвет точки обозначает источник этой последовательности 

(периферическая кровь исследованного нами донора или опубликованные 

ранее данные). Из графиков следует, что в целом последовательности CDR3 

сильно отличаются друг от друга, однако встречаются несколько небольших 

кластеров гомологии. Не было встречено одинаковых последовательностей у 

разных доноров, то есть так называемых публичных клонов, что 

свидетельствует об относительно большой степени уникальности НА-1-

специфичных ТКР. Следует также понимать, что представленные на рисунке 

13 последовательности отобраны биоинформатическим анализом, и чтобы 

строго считать их принадлежащими НА-1-специфичным ТКР, необходима 

функциональная проверка ТКР из комбинаций этих субъединиц.  В целом, 
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даже с учетом того, что некоторые последовательности могли быть 

ошибочно идентифицированы как принадлежащие НА-1-специфичным ТКР, 

можно говорить о высокой степени уникальности репертуара НА-1-

специфичных ТКР, что свидетельствует о большом разнообразии способов, 

которыми ТКР может распознать пептид HA-1 в контексте молекулы HLA-

A*02. Наиболее часто встречаемым вариабельным геном β-субъединиц был 

TRBV7-9 (рис. 14), что указывает на важность C-терминальных аминокислот 

этого гена в распознавании пептида НА-1. Частота генов TRAV в репертуаре 

НА-1 специфичных ТКР была более равномерной (рис. 14). Анализ 

сцепленности V и J генов не выявил какой-либо комбинации, встречающейся 

значительно чаще других. 
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 ʈʠʩʫʥʦʢ 14. ʏʘʩʪʦʪʘ ʚʩʪʨʝʯʘʝʤʦʩʪʠ V ʛʝʥʦʚ ʚ ʙʝʪʘ ʮʝʧʷʭ ʊʂʈ ʠ ʠʭ ʩʮʝʧʣʝʥʥʦʩʪʴ ʩ J 

ʛʝʥʘʤʠ ʚ Ŭ- ʠ ɓ-ʩʫʙʲʝʜʠʥʠʮʘʭ ʊʂʈ. Размер сегментов окружности пропорционален доле 

конкретного гена в репертуаре, толщина соединяющих линий пропорциональна доле 

сочетания конкретной пары V и J генов в репертуаре.  

 

Мы провели сравнение разнообразия генов TRBV между совокупностью 

исследованных нами репертуаров НА-1-специфичных ТКР и 

опубликованными ранее репертуарами ТКР, специфичных к вирусным 

эпитопам. Опубликованные репертуары брали из базы VDJdb. Мерой оценки 

разнообразия служил индекс Шеннона, большее значение индекса 

соответствует большему разнообразию внутри системы. По сравнению с 

хорошо изученными репертуарами ТКР, специфичных к эпитопам 

цитомегаловируса (антигены KLG и NLV) и вируса Эпштейна-Барр (антиген 

AFV), в HA-1-специфичном репертуаре ТКР гены TRBV имели значительно 

меньшее разнообразие по сравнению с другими репертуарами (индекс 

разнообразия Шеннона 1,6) (рис.15), что связано с большой 

представленностью гена TRBV7-9. Аналогично низкое разнообразие TRBV 

наблюдалось в GIL-специфическом репертуаре (вирус гриппа A). Для генов 
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TRAV индекс разнообразия существенно не различался между репертуарами 

(индекс разнообразия Шеннона 3.3). 

 

ʈʠʩʫʥʦʢ 15. ʀʥʜʝʢʩ ʨʘʟʥʦʦʙʨʘʟʠʷ ʐʝʥʥʦʥʘ ʛʝʥʦʚ TRAV ʠ TRBV ʚ HA-1-ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʦʤ 

ʨʝʧʝʨʪʫʘʨʝ ʊʂʈ. Проводили сравнение с репертуарами, специфичными к другим 

эпитопам: KLG (цитомегаловирус), GIL (вирус гриппа А), NLV (цитомегаловирус), ELA 

(белок MLANA, Homo Sapiens), AVF (вирус Эпштейна-Барр). Данные были получены из 

базы VDJdb (https://vdjdb.cdr3.net). Последовательности ТКР были случайным образом 

разделены на 9 выборок, индекс Шеннона был рассчитан для каждой выборки отдельно и 

нанесен на график вместе с рассчитанным p-значением (t-критерий Стьюдента), 

распределение значений индекса Шеннона во всех выборках соответствовало 

нормальному. Горизонтальная черта обозначает медиану, границы диаграммы определены 
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нижними и верхними квартилями. Верхняя и нижняя горизонтальные черты обозначают 

максимальное и минимальное значение в выборке. 

Длина CDR3 варьировала от 11 до 17 аминокислот для β субъединиц и 

от 8 до 19 для α субъединиц. Распределение соответствовало нормальному, с 

модой в 13 аминокислот для β-субъединиц (n=35) и 14 аминокислот для α-

субъединиц (n=14) (рис.16). 

 

ʈʠʩʫʥʦʢ 16. ʈʘʩʧʨʝʜʝʣʝʥʠʝ ʜʣʠʥʳ CDR3 ʊʂʈ, ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʳʭ ʢ ʅɸ-1. Цветом отмечена 

доля конкретного гена TRAV или TRBV в распределении. 

3.4 ʀʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʝ ʥʘ ʤʦʜʝʣʠ ʨʝʧʦʨʪʝʨʥʳʭ ʢʣʝʪʦʢ J76 ʚʳʷʚʠʣʦ 13 

ʬʫʥʢʮʠʦʥʘʣʴʥʳʭ ʅɸ-1-ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʳʭ ʊʂʈ 

Нами было проведено функциональное исследование панели ТКР с 

использованием репортерных лимфоцитов, экспрессирующих трансгенный 

слитный белок CD2-CD28 и гетеродимер CD8αβ. Использование данных 

корецепторов в репортерных клетках позволяет усилить их чувствительность 

к стимуляции. Для создания панели НА-1-специфичных ТКР нами была 

использована библиотека векторов, содержащая 25 α субъединиц и 29 β 

субъединиц ТКР, происходящих из 5 доноров. Были собраны 48 

лентивирусных конструктов, несущих трансгенные ТКР. Информация о 

каждой клонированной субъединице ТКР и каждом конструкте с трансгенным 

ТКР приведена в таблице 4 приложения. Для сборки ТКР использовали только 
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пары субъединиц, происходящие из одной культуры. Поскольку в некоторых 

культурах несколько α и β субъединиц были определены как достоверно чаще 

встречающиеся в антиген-специфичной фракции, были собраны ТКР со всеми 

возможными комбинациями субъединиц, происходящих из этой культуры. С 

помощью лентивирусной трансдукции были получены 48 культур клеток J76, 

экспрессирующих трансгенные ТКР. Чтобы нивелировать возможные 

искажения измерения аффинности ТКР, вызванные разницей в среднем 

количестве провируса между культурами и как следствие разным количеством 

трансгенных молекул ТКР на поверхности клеток, трансдукции были 

проведены при соотношении одна вирусная частица на пять клеток. Согласно 

распределению Пуассона, такое соотношение гарантирует не более одной 

интеграции вектора на одну клетку. Культуры репортерных лимфоцитов 

стимулировали клетками K562, презентирующими экзогенный пептид НА-1 в 

контексте молекул HLA-A*02. Культуры, в которых наблюдали экспрессию 

зеленого флуоресцентного белка после стимуляции, считали несущими 

функциональный НА-1-специфичный ТКР.  Были найдены 13 таких культур, 

затем экспрессирующие трансген клетки из этих культур сортировали. Таким 

образом были получены культуры репортерных лимфоцитов, в которых более 

99% клеток содержали трансген.  

3.5 ʀʟʫʯʝʥʠʝ ʩʚʦʡʩʪʚ ʊʂʈ, ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʳʭ ʢ ʅɸ-1, ʥʘ ʤʦʜʝʣʠ ʨʝʧʦʨʪʝʨʥʳʭ 

ʣʠʤʬʦʮʠʪʦʚ, ʚʳʷʚʠʣʦ ʥʘʠʙʦʣʝʝ ʘʬʬʠʥʥʳʝ ʊʂʈ, ʥʝ ʦʙʣʘʜʘʶʱʠʝ 

ʘʣʣʦʨʝʘʢʪʠʚʥʦʩʪʴʶ HLA -A*02  

Аффинность - одна из важнейших метрик, которыми можно 

охарактеризовать ТКР. В контексте этой работы, под аффинностью ТКР мы 

понимаем чувствительность ТКР к стимуляции комплексами HLA-пептид, то 

есть чем больше аффинность ТКР, тем меньшее количество пептида требуется 

для активации лимфоцита, и тем большее количество лимфоцитов может быть 

активировано одним и тем же количеством комплексов HLA-пептид. 

Аффинность ТКР имеет большое значение для Т-клеточной терапии, 



87 
 

поскольку количество пептидного антигена на поверхности клетки очень 

невелико. Для оценки функциональной аффинности НА-1-специфичных ТКР, 

специфичных к НА-1, репортерные клетки J76 стимулировали клетками К562, 

презентирующими различные количества экзогенного пептида НА-1 в 

контексте молекул HLA-A*02. Стимуляцию проводили одиннадцатью 

последовательными разведениями пептида НА-1, начиная с концентрации  

4,88 нмоль/мл. Измеряли процент ответивших GFP-позитивных клеток для 

каждой экспериментальной точки и строили кривые титрования. Было 

проведено два независимых эксперимента, репрезентативные кривые 

приведены на рисунке 17. Измеренный по двум независимым экспериментам 

диапазон аффинности для НА-1-специфичных ТКР представлен на рисунке 18. 

 

ʈʠʩʫʥʦʢ 17. ʈʝʧʨʝʟʝʥʪʘʪʠʚʥʳʝ ʢʨʠʚʳʝ ʪʠʪʨʦʚʘʥʠʷ ʠʟʤʝʨʝʥʠʷ ʘʬʬʠʥʥʦʩʪʠ 

ʪʨʘʥʩʛʝʥʥʳʭ ʅɸ-1-ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʳʭ ʊʂʈ. На оси ординат отложен процент GFP+ клеток J76 

по данным проточной цитофлуориметрии. Трансгенные клетки J76, экспрессирующие 

трансгенные НА-1-специфичные ТКР, стимулировали клетками линии K562, 

презентирующими пептид НА-1 в контексте молекул HLA-A*02. Концентрация 

экзогенного пептида НА-1 в среде указана на оси абсцисс. Для каждого анализируемого 

ТКР каждая экспериментальная точка имеет две технических повторности, на рисунке 

приведены репрезентативные кривые титрования для одного эксперимента. Планки 

погрешностей означают абсолютную ошибку среднего. 
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ʈʠʩʫʥʦʢ 18. ʆʮʝʥʢʘ ʘʬʬʠʥʥʦʩʪʠ ʅɸ-1-ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʳʭ ʊʂʈ. Трансгенные клетки J76, 

экспрессирующие трансгенные НА-1-специфичные ТКР, стимулировали клетками линии 

K562, презентирующими пептид НА-1 в контексте молекул HLA-A*02. Средние значения 

аффинности ТКР, выраженные в lg (EC50) для каждого ТКР, были получены из двух 

независимых титрований пептида. 

 

Измерение функциональной аффинности ТКР позволяет очень 

приблизительно сравнить между собой аффинность разных ТКР, однако в 

целом можно сделать вывод, что в репертуаре здоровых доноров 

присутствуют как высоко-, так и низкоаффинные ТКР, распознающие НА-1 

(рис. 18). У высокоаффинных ТКР, к которым можно причислить ER20, ER12, 

ER29, PKS11, ER1, ER24, ER6, ER8 и ER28, кривая титрования вышла на 

верхнее плато (рис.17) при концентрации пептида в 1-5 нмоль/мл. Кривая 

титрования низкоаффинных ТКР не выходила на верхнее плато в пределах 

исследованных концентраций пептида, поэтому оценка их функциональной 

аффинности ещё менее точна. 

Измеренная нами относительная функциональная аффинность, однако, 

не тождественна термодинамической аффинности связывания молекулярных 

комплексов ТКР-HLA-пептид. ТКР может связываться с антигеном с низкой 

константой диссоциации (то есть с высокой термодинамической 

аффинностью), но такое сильное взаимодействие не приводит к эффективной 

активации внутриклеточных каскадов [180]. Так, согласно теории, называемой 

kinetic proofreading, для успешной активации Т-клетки, необходимо несколько 

циклов последовательной ассоциации и диссоциации ТКР с комплексом 
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пептид-HLA, а при низкой константе диссоциации ТКР с комплексом пептид-

HLA этот процесс диссоциации затруднен, что в итоге приводит к менее 

эффективной активации Т-клетки [180].   

Окраска мультимерными комплексами HLA-пептид позволяет оценить 

термодинамическую аффинность ТКР, чем больше интенсивность 

окрашивания – тем больше аффинность. Окраска клеточных культур J76, 

экспрессирующих HA-1-HLA-A*02:01 декстрамером (Immudex, Дания) 

показала расхождения с измерением функциональной аффинности. Например, 

клетки с рецепторами ER6, ER8 и ER29 по результатам титрования показали 

относительно низкое значение EC50, и эти ТКР были определены как более 

аффинные. В то же время культуры с этими ТКР показали низкие уровни 

связывания декстрамера (рис.19). Клетки с низкоаффинными рецепторами 

ER4, PKS3, ER17 и ER23 показали уровень окраски декстрамером практически 

неотличимый от уровня отрицательного контроля. Однако необходимо 

помнить, что именно функциональная аффинность является наиболее важной 

характеристикой ТКР [181]. Примечательно, что хотя ТКР ER17 и ER29 были 

получены из фракции клеток, связавшихся с тетрамером, трансгенные 

лимфоциты J76 с этими ТКР не окрашивались декстрамером. Вероятно, это 

несоответствие может быть объяснено особенностями модели репортерных 

клеток J76: уровень экспрессии трансгенного ТКР в клетках репортерной 

линии может отличаться от уровня экспрессии нативного ТКР с теми же 

генами TRAV и TRBV в первичных CD8+ Т-лимфоцитах. Тем не менее, при 

отборе ТКР для дальнейшего изучения, мы ориентировались как на 

функциональную аффинность, так и на уровень окраски культуры 

декстрамером.  
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ʈʠʩʫʥʦʢ 19. ʆʢʨʘʰʠʚʘʥʠʝ ʨʝʧʦʨʪʝʨʥʳʭ ʢʣʝʪʦʯʥʳʭ ʣʠʥʠʡ J76 HA-1 ʅɸ-1-HLA -

A*02:01 ʜʝʢʩʪʨʘʤʝʨʦʤ. Показана средняя интенсивность флуоресценции (MFI) клеток из 

трех независимых окрашиваний; планки погрешностей означают абсолютную ошибку 

среднего. 

В целом, порядок аффинности ТКР, специфичных НА-1 соответствует 

типичным для ТКР аффинностям 10-100 мкМ [182]. Наибольший уровень 

окраски декстрамером из исследованных ТКР демонстрировала культура с 

ТКР PKS11, полученным из аллогенной экспансии. Также PKS11 показал 

высокий уровень функциональной аффинности. Однако, как видно из кривой 

титрования для PKS11, на нижнем плато кривой, где количество пептида было 

исчезающе мало, происходила активация репортеров на значительном уровне 

– около 40% клеток культуры репортеров. Культура с PKS3 - другим ТКР, 

полученным из аллогенной экспансии – также демонстрировала уровень 

активации порядка 5% на нижнем плато кривой титрования. Это позволяет 

выдвинуть предположение, что ТКР PKS11 и PKS3 активируются не только 

пептидом НА-1, презентируемым в контексте молекул HLA-A*02, но и 

самими молекулами HLA-A*02, то есть ТКР PKS11 и PKS3 являются 

аллореактивными. Для проверки этой гипотезы мы провели инкубацию 

репортерных лимфоцитов, экспрессирующих трансгенный ТКР PKS3, с 

периферическими мононуклеарами трех доноров с фенотипом HLA-A*02+ 

НА-1+, трех доноров с фенотипом HLA-A*02+ НА-1- и трех доноров с 

фенотипом HLA-A*02- (рис.20). Репортерные лимфоциты, экспрессирующие 
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рецептор PKS3, демонстрировали ответ на клетки с молекулами HLA-A*02, 

независимо от наличия у них пептида НА-1. При этом репортерные 

лимфоциты не демонстрировали ответ на клетки без молекул HLA-A*02, что 

свидетельствует об аллореактивности ТКР PKS3 на молекулы HLA-A*02. 

Следовательно, хотя PKS3 обладает высокой аффинностью, он не подходит 

для Т-клеточной терапии.  

В теории, в репертуаре ТКР доноров, негативных по конкретному 

аллелю HLA, присутствует большое количество высокоаффинных ТКР, 

способных распознать антиген в молекулах этого аллеля HLA [177,178]. 

Согласно гипотезе авторов приведенных исследований, ТКР у доноров, 

негативных по конкретному аллелю HLA, не проходили отрицательной 

селекции на презентируемые в молекулах HLA этого аллеля пептиды, поэтому 

у таких доноров могут быть обнаружены наиболее высокоаффинные клоны. К 

сожалению, наша выборка аллогенных экспансий была очень мала, и хотя 

один из двух полученных из аллогенной экспансии ТКР действительно 

обладал наибольшей аффинностью среди всех исследованных ТКР, он также 

был аллорективным. По-видимому, для детекции не являющегося 

аллореактивным ТКР из аллогенных экспансий требуется скрининг большого 

количества ТКР. Таким образом, выбор ТКР для дальнейших исследований 

ограничивался только ТКР, полученными из аутологичных экспансий.  Все 

высокоаффииные ТКР, к которым можно причислить ER20, ER12, ER29, ER1, 

ER24, ER6, ER8 и ER28, продемонстрировали приблизительно одинаковый 

порядок функциональной активности, однако наибольшую интенсивность 

окраски декстрамером показали клетки с ТКР ER24, ER28 и ER12. Для 

дальнейшего изучения мы ориентировались на результаты окраски 

декстрамером и на результаты стимуляции. Мы отобрали три 

высокоаффинных ТКР, два из которых показали высокую функциональную 

аффинность и интенсивность окраски декстрамером (ER12, ER28), а третий, 

ER6, высокую функциональную аффинность и низкую интенсивность окраски 

декстрамером. 



92 
 

 

 

ʈʠʩʫʥʦʢ 20. ʉʪʠʤʫʣʷʮʠʷ ʨʝʧʦʨʪʝʨʥʳʭ ʢʣʝʪʦʢ, ʵʢʩʧʨʝʩʩʠʨʫʶʱʠʭ ʘʣʣʦʨʝʘʢʪʠʚʥʳʡ 

ʊʂʈ PKS11. Указан процент активировавшихся репортеров. Исследован ответ на 

периферические мононуклеары доноров, презентирующие пептид НА-1 в контексте 

молекул HLA-A*02, либо имеющих только молекулы HLA-A*02, либо не имеющих HLA-

A*02. В каждой группе для стимуляции использовали клетки трех доноров. Планка 

погрешности обозначает абсолютную ошибку среднего. 

3.6 ʈʝʧʦʨʪʝʨʥʳʝ ʣʠʤʬʦʮʠʪʳ ʩ ʪʨʘʥʩʛʝʥʥʳʤʠ ʊʂʈ ʨʘʩʧʦʟʥʘʶʪ ʵʥʜʦʛʝʥʥʦ 

ʧʨʦʮʝʩʩʠʨʫʝʤʳʡ ʧʝʧʪʠʜ ʅɸ-1 

Поиск ТКР из репертуара наивных CD8+ Т-клеток сталкивается с 

определенными ограничениями. В частности, известно, что при аутологичных 

in vitro стимуляциях экзогенным пептидом значительная часть отобранных 

ТКР - низкоаффинные, поскольку при стимуляциях используются 

нефизиологично высокие концентрации антигена. В результате, отобранные 

ТКР часто неспособны распознавать антиген в физиологических условиях из-

за низкой аффинности [183]. Нами была исследована способность 

трансгенных ТКР распознавать эндогенно процессированный пептид НА-1 с 

использованием модели репортерных клеток J76. Линии J76, несущие 

трансгенные ТКР ER6, ER12 и ER28 стимулировали периферическими 

мононуклеарами здоровых доноров (рис. 21А), и пациентов со 

злокачественными новообразованиями крови (рис. 21Б). Образцы 

периферической крови пациентов отбирались при госпитализации и до 

назначения терапии, процент опухолевых клеток в образцах периферической 
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крови варьировал от 0,5% до 95%. Здоровые доноры и пациенты имели четыре 

генотипа в зависимости от наличия аллеля HLA-A*02 и гомо- или 

гетерозиготности аллельных вариантов НА-1: имеющие аллель HLA-A*02 

гомозиготы по иммуногенному аллелю НА-1 (HLA-A*02+ НА-1+/+), имеющие 

аллель HLA-A*02 гетерозиготы по иммуногенному аллелю НА-1 (HLA-A*02+ 

НА-1+/-), имеющие аллель HLA-A*02 гомозиготы по неиммуногенному 

аллелю НА-1 (HLA-A*02+ НА-1-/-), и не имеющие HLA-A*02. Для каждой 

стимуляции был также сделан позитивный контроль: в ячейку позитивного 

контроля дополнительно добавляли экзогенный пептид НА-1 до конечной 

концентрации 4,88 нмоль/мл.  

 

ʈʠʩʫʥʦʢ 21. ʈʝʧʦʨʪʝʨʥʳʝ ʢʣʝʪʢʠ J76, ʵʢʩʧʨʝʩʩʠʨʫʶʱʠʝ ʪʨʘʥʩʛʝʥʥʳʝ ʊʂʈ ER28, ER6 

ER12 ʜʝʤʦʥʩʪʨʠʨʫʶʪ ʦʪʚʝʪ ʥʘ ʅɸ-1-ʧʦʟʠʪʠʚʥʳʝ ʧʝʨʠʬʝʨʠʯʝʩʢʠʝ ʤʦʥʦʥʫʢʣʝʘʨʘ r

ʟʜʦʨʦʚʳʭ ʜʦʥʦʨʦʚ (ɸ) ʠ ʧʘʮʠʝʥʪʦʚ ʩʦ ʟʣʦʢʘʯʝʩʪʚʝʥʥʳʤʠ ʥʦʚʦʦʙʨʘʟʦʚʘʥʠʷʤʠ ʢʨʦʚʠ 

(ɹ). Каждая точка означает средний процент GFP+ репортерных клеток между тремя 

техническими повторностями стимуляции клетками одного донора с указанным генотипом. 

Статистическая значимость: U-критерий Манна-Уитни **** p<0,0001, ns p > 0,05 

 

Ответ репортерных клеток был детектирован на клетки всех здоровых 

доноров, имеющих генотип HA-1+/+ и 9 из 10 доноров, имеющих генотип HA-

1+/-, тогда как при стимуляции клетками доноров с генотипами HA-1-/- или 
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HLA-A*02- не наблюдалось активации. Стимуляция клетками здоровых 

доноров с генотипом HA-1+/+ активировала больший процент репортерных Т-

клеток по сравнению со стимуляцией клетками с генотипом HA-1+/-, что, 

вероятно, можно объяснить большим содержанием комплексов HA-1-HLA-

A*02 на поверхности клеток гомозигот. Тем не менее, такой разницы в 

активации репортерных лимфоцитов не наблюдали при стимуляции клетками 

пациентов со злокачественными новообразованиями крови (рис. 21Б).  

Стимуляция клетками пациентов приводила в среднем к меньшему 

проценту активированных репортерных лимфоцитов. Клетки трёх пациентов 

с генотипом HA-1+/+ и восьми с генотипом HA-1+/- вообще не были способны 

активировать репортерные лимфоциты до уровня, отличимого от стимуляции 

клетками с генотипами HA-1-/- или HLA-A*02-. Этот эффект может 

объясняться экспрессией опухолевыми клетками ингибирующих иммунный 

ответ молекул, в частности PD-L1. Было показано, что экспрессия PD-L1 на 

опухолевых клетках ингибирует активацию клеток Jurkat [184].  

Другой возможный механизм ухода опухолевых клеток от иммунного 

ответа - снижение экспрессии HLA [185]. Действительно, мы наблюдали, что 

периферические мононуклеары пациентов со злокачественными 

новообразованиями крови в среднем имеют более низкий уровень экспрессии 

HLA-A*02:01 по сравнению с клетками здоровых доноров (рис. 22). Еще одно 

возможное объяснение меньшего процента репортерных лимфоцитов, 

активируемых клетками опухоли, заключается в меньшем уровне экспрессии 

ARHGAP45 в опухолевых клетках по сравнению со здоровыми клетками, 

согласно базе данных bloodspot.eu. (рис. 1 приложения). Хотя объяснение 

меньшей иммуногенности периферических мононуклеаров пациентов со 

злокачественными новообразованиями крови благодаря экспрессии 

ингибиторных молекул и меньшему уровню экспрессии молекул HLA кажется 

наиболее вероятным, нельзя исключать и другие механизмы ухода от 

иммунного ответа. 
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ʈʠʩʫʥʦʢ 22. ʇʝʨʠʬʝʨʠʯʝʩʢʠʝ ʤʦʥʦʥʫʢʣʝʘʨʳ ʧʘʮʠʝʥʪʦʚ ʩʦ ʟʣʦʢʘʯʝʩʪʚʝʥʥʳʤʠ 

ʥʦʚʦʦʙʨʘʟʦʚʘʥʠʷʤʠ ʢʨʦʚʠ ʜʝʤʦʥʩʪʨʠʨʫʶʪ ʙʦʣʝʝ ʥʠʟʢʠʡ ʫʨʦʚʝʥʴ ʦʢʨʘʰʠʚʘʥʠʷ ʥʘ 

HLA, ʯʝʤ ʧʝʨʠʬʝʨʠʯʝʩʢʠʝ ʤʦʥʦʥʫʢʣʝʘʨʳ ʟʜʦʨʦʚʳʭ ʜʦʥʦʨʦʚ. Показана средняя 

интенсивность флуоресценции HLA-A*02 на клетках здоровых доноров и пациентов со 

злокачественными новообразованиями крови, измеренная с помощью проточной 

цитофлуориметрии. Высота столбца соответсвует медианному значению, планки 

погрешностей обозначают абсолютную ошибку среднего. Статистическая значимость: U-

критерий Манна-Уитни **p=0,017 

 

При стимуляции репортерных лимфоцитов периферическими 

мононуклеарами здоровых доноров и пациентов, наибольший процент 

активировавшихся клеток наблюдали в культуре с трансгенным ТКР ER28. 

Следующей по проценту активировавшихся лимфоцитов была культура с ТКР 

ER6, хотя эта культура и показала невысокий уровень окраски декстрамером. 

Культура с трансгенным ТКР ER12 напротив, показала практически равный 

уровень окраски декстрамером с культурой, несущей ТКР ER28, но процент 

активировавшихся лимфоцитов при стимуляции в культуре ER12 был в два 

раза меньше, чем в культуре ER28. Таким образом, изучение трансгенных ТКР 

на более далеких от физиологических условий моделях (окраска 

мультимерами HLA-пептид, стимуляция репортерных лимфоцитов клеточной 

линией, презентирующей экзогенный пептид), позволяет лишь 

приблизительно оценить эффекторные качества ТКР. Однако опыты на таких 

моделях нужны для первоначального отбора ТКР для дальнейшего изучения. 
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Для более точной оценки свойств трансгенного ТКР необходимо 

использование более приближенной к реальным условиям модели.  

Ни одна из культур с ТКР ER28, ER12 или ER6 не демонстрировала 

активации при стимуляции клетками, не имеющими пептида НА-1 или 

молекул HLA-A*02. Чтобы более достоверно подтвердить отсутствие 

кроссреактивности этих ТКР на другие аллели HLA, мы провели инкубацию 

репортерных клеток J76 с образцами периферических мононуклеаров от 21 

здорового донора с наиболее частыми аллелями HLA (таблица 6). Ни один из 

исследованных ТКР не проявлял активации при стимуляции клетками, 

экспрессирующими молекулы HLA указанных аллелей. Таким образом мы 

показали, что ни один из отобранных нами ТКР не обладает 

кроссреактивностью на распространенные аллели HLA, и следовательно эти 

ТКР могут быть безопасно применены в большинстве трансплантаций. В 

результате, по совокупности проведенных экспериментов, ER28 выглядит 

наиболее подходящим кандидатом для дальнейшего изучения. 

ʊʘʙʣʠʮʘ 6. ʂʦʣʠʯʝʩʪʚʦ ʜʦʥʦʨʦʚ ʩ ʨʘʟʣʠʯʥʳʤʠ ʘʣʣʝʣʷʤʠ HLA , 

ʧʨʦʪʝʩʪʠʨʦʚʘʥʥʳʤʠ ʥʘ ʘʣʣʦʨʝʘʢʪʠʚʥʦʩʪʴ. 

HLA ˨ͦͤͦͪ·, 
ͦ͟͡-͍ ͦ

HLA ˨ͦͤͦͪ·, 
ͦ͟͡-͍ ͦ

HLA ˨ͦͤͦͪ·, 
ͦ͟͡-͍ ͦ

A*01 14 B*07 3 C*02 2 

A*03 3 B*08 8 C*03 5 

A*11 1 B*13 1 C*04 3 

A*24 5 B*14 1 C*05 1 

A*25 2 B*15 1 C*06 2 

A*26 3 B*27 2 C*07 9 

A*31 1 B*35 5 C*08 1 

A*32 1 B*37 2 C*12 3 

A*33 2 B*39 3 C*14 1 

A*68 1 B*40 4 C*16 2 

  
B*41 2 C*17 1 

  
B*49 1 
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B*44 2 

  

  
B*51 1 

  

  
B*52 1 

  

  
B*57 2 

  

 

3.7 ʀʟʫʯʝʥʠʝ ʵʬʬʝʢʪʠʚʥʦʩʪʠ CRISPR/Cas ʥʦʢʘʫʪʘ ʵʥʜʦʛʝʥʥʦʛʦ ʊʂʈ ʥʘ 

ʢʣʝʪʢʘʭ Jurkat  E6-1 

При модификации Т-клеток трансгенным ТКР возникает проблема: 

нативные и трансгенные субъединицы ТКР могут формировать гетеродимеры, 

в которых одна субъединица имеет эндогенное происхождение, а другая – 

трансгенное. Как упоминалось ранее, образующиеся гетеродимеры ТКР могут 

быть аутореактивны [159]. Кроме того, в клетке присутствует ограниченное 

количество молекул CD3, и трансгенным субъединицам ТКР приходится 

конкурировать за CD3 с эндогенными субъединицами ТКР. CRISPR/Cas 

нокаут эндогенного ТКР позволяет убрать эту конкуренцию и увеличить 

присутствие молекул трансгенного ТКР на поверхности клетки [160].  

В нашей работе был использован метод CRISPR/Cas нокаута путем 

доставки рибонуклеопротеиновых комплексов gRNA-Cas9 в клетку 

электропорацией. Этот метод доставки более эффективен, чем трансфекция в 

клетку кодирующей Cas9 мРНК или лентивирусная трансдукция 

нуклеотидной последовательности Cas9 [186]. Мы провели исследование 

эффективности CRISPR/Cas нокаута эндогенного ТКР, сравнив процент 

отрицательных по экспрессии ТКР клеток линии Jurkat E6-1 после нокаута. 

Сравнение проводили между пятью gRNA, гибридизующихся с геномной 

ДНК в первом экзоне гена TRAC и восемью gRNA, гибридизующихся с 

геномной ДНК в первом экзоне TRBC1/2. Последовательности были либо 

взяты из публикаций [160,187], либо предложены программой Synthego 

(www.synthego.com). Эффективность нокаута сильно варьировала между 

разными gRNA (таблица 7, рис.23). Максимальный процент нокаута был выше 
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для gRNA специфичных к TRAC, чем к TRBC1/2. По-видимому, это 

объясняется тем, что у gRNA, гибридизующихся с нуклеотидными 

последовательностями TRBC1/2 в 2 раза больше мишеней в геноме, поскольку 

TRBC1 и TRBC2 имеют высокую степень гомологии. Наибольшую 

эффективность нокаута продемонстрировали последовательности gRNAa1 и 

gRNAb5. Эти гайд-РНК были взяты в дальнейшую работу. 

Мы проанализированы генетические изменения, произошедшие после 

редактирования в последовательностях TRAC и TRBC на уровне 

индивидуальных клеток. После CRISPR/Cas нокаута ТКР в клетках Jurkat E6-

1 с использованием gRNAa1 или gRNAb5, отрицательные по экспрессии ТКР 

клетки сортировали с помощью сортировщика клеток FACS Aria III  в 96-

ячеечные планшеты в количестве одной клетки на ячейку. Клетки 

культивировали в течение трех недель, из полученных клонов выделяли ДНК 

и исследовали изменения в длинах нуклеотидных последовательностей TRAC 

и TRBC методом фрагментного анализа. 

 

ʈʠʩʫʥʦʢ 23. ʀʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʝ ʵʬʬʝʢʪʠʚʥʦʩʪʠ ʥʦʢʘʫʪʘ ʨʘʟʣʠʯʥʳʭ gRNA ʥʘ ʢʣʝʪʢʘʭ 

Jurkat  E6-1. На графике представлен средний процент нокаутных клеток между тремя 

независимыми экспериментами по CRISPR/Cas нокауту эндогенного ТКР, планки 

погрешностей обозначают абсолютную ошибку среднего.   

 

Мы проанализировали 8 клонов с нокаутом TRAC и 8 клонов с нокаутом 

TRBC1/2. Наиболее часто встречающейся мутацией в гене TRAC была 

инсерция 1 нуклеотида, а также делеция 6 нуклеотидов. Для TRBC1 и TRBC2 
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наиболее распространенной мутацией являлась инсерция 1 нуклеотида, более 

редкое событие - инсерция 2 и 3 нуклеотидов. Следует также отметить, что 

события, приводящие к делеции или инсерции аминокислот с сохранением 

рамки считывания все равно приводили к нокаутному фенотипу по ТКР 

анализируемых клеток Jurkat E6-1. Практически все исследуемые клоны были 

гетерозиготны по редактируемому аллелю, то есть имели одновременно 

аллель дикого типа и модифицированный аллель. Это, вероятно, объясняется 

тем, что в клетках Jurkat E6-1 за счет аллельного исключения ТКР только одна 

копия TRAC и TRBC1 функциональна и потому находится в состоянии 

открытого хроматина, наиболее доступного для CRISPR/Cas редактирования. 

Хотя у клеток Jurkat E6-1 в β-субъединице ТКР используется только TRBC1, 

во всех клонах нокаут TRBC1 приводил также к редактированию TRBC2. 

Наиболее вероятно, подвергшийся изменению аллель TRBC2 находится на 

одной хромосоме с редактируемым TRBC1. По данным литературы, в Т-

клетках CRISPR/Cas редактированию как правило подвергается только один 

аллель, в то время как второй из-за аллельного исключения находится в 

состоянии гетерохроматина и потому менее доступен для редактирования 

[188]. 

ʊʘʙʣʠʮʘ 7. ʀʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʝ ʵʬʬʝʢʪʠʚʥʦʩʪʠ ʥʦʢʘʫʪʘ ʨʘʟʣʠʯʥʳʭ gRNA 

Название Целевой ген Последовательность Источник Эффективность нокаута 

gRNAa1 
TRAC AGAGTCTCTCAGCTGGTACA [187] 86% 

gRNAa2 
TRAC GCUGGUACACGGCAGGGUCA Synthego 37% 

gRNAa3 
TRAC CUCUCAGCUGGUACACGGCA Synthego 7% 

gRNAa4 
TRAC UCAGGGUUCTGGAUAUCUGU [160] 53% 

gRNAa5 
TRAC UCUCUCAGCUGGUACACGGC Synthego 11% 
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gRNAb1 
TRBC1/2 CUUUCCAGAGGACCUGAACA Synthego 6% 

gRNAb2 
TRBC1/2 CAGGGAAGAAGCCUGUGGCC Synthego 2% 

gRNAb3 
TRBC1/2 GUGGUCAGGGAAGAAGCCUG Synthego 45% 

gRNAb4 
TRBC1/2 AGGCUUCUUCCCUGACCACG Synthego 4% 

gRNAb5 
TRBC1/2 CAAACACAGCGACCTTGGGT [187] 57% 

gRNAb6 
TRBC1/2 AACACGUUUUUCAGGUCCUC Synthego 14% 

gRNAb7 
TRBC1/2 CGGGGUAGAAGCCUGUGGCC Synthego 7% 

gRNAb8 
TRBC1/2 AGAGAUCUCCCACACCCAAA [160] 36% 

3.8 ʊʨʘʥʩʛʝʥʥʳʡ ʅɸ-1-ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʳʡ ʊʂʈ ʬʫʥʢʮʠʦʥʘʣʝʥ ʚ CD8+ ʊ-

ʣʠʤʬʦʮʠʪʘʭ 

Первичные CD8+ Т-лимфоциты сложнее модифицировать трансгенными 

ТКР, чем клетки J76, из-за более низкой эффективности трансдукции. Кроме 

того, в первичных CD8+ Т-лимфоцитах существует конкуренция между 

трансгенными и эндогенными субъединицами ТКР за связывание с 

молекулами CD3 и выход на поверхность. Для увеличения присутствия 

трансгенного ТКР на поверхности клетки можно применять не только 

CRISPR/Cas нокаут эндогенного ТКР, но и изменять аминокислотную 

последовательность трансгенных ТКР [168]. Муринизация регионов TRAC и 

TRBC, то есть замена человеческой аминокислотной последовательности на 

мышиную, а также внедрение дополнительной цистеиновой связи между 

субъединицами ТКР широко применяются при создании Т-клеточных 

терапий. Мышиные TRAC и TRBC, по-видимому, имеют более стабильную 

белковую конформацию, а дополнительная цистеиновая связь обеспечивает 

большую стабильность связывания субъединиц трансгенного ТКР. В 
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результате, за счет большей стабильности, трансгенные ТКР имеют 

преимущество в связывании CD3 и тем самым обеспечивают большее 

присутствие на поверхности клетки [168–170]. Кроме того, использование 

муринизированных TRAC и TRBC позволяет непосредственно оценивать 

эффективность трансдукции методом проточной цитофлуориметрии.  

Нами была показана функциональность трансгенных НА-1-

специфичных ТКР в первичных CD8+ Т-клетках. Из HLA-A*02:01-

отрицательного донора выделяли и активировали CD8+ Т-клетки, после чего 

трансдуцировали тремя муринизированными HA-1-специфичными ТКР: 

ER28, ER6 и ER12. Процент трансдуцированных клеток, оцененный по 

экспрессии трансгенного ТКР методом проточной цитофлуориметрии, 

составил 8–9% для всех трех культур (рисунок 24).  

 

ʈʠʩʫʥʦʢ 24. ʇʘʨʘʣʣʝʣʴʥʳʝ ʪʨʘʥʩʜʫʢʮʠʠ ʢʣʝʪʦʢ ʦʜʥʦʛʦ ʜʦʥʦʨʘ ʧʨʦʭʦʜʷʪ ʩ ʦʜʠʥʘʢʦʚʦʡ 

ʵʬʬʝʢʪʠʚʥʦʩʪʴʶ. Экспрессию муринизированных ТКР ER6, ER12 и ER28 в CD8+ Т-

клетках измеряли методом проточной цитофлуориметрии окраской специфичными к 

мышиному ТКР антителами через 72 часа после трансдукции. 

 

Трансдуцированные культуры CD8+ Т-лимфоцитов стимулировали 

клетками К562 при разных концентрациях экзогенного пептида НА-1. 

Трансгенные лимфоциты секретировали IFN-γ при стимуляции экзогенным 

пептидом HA-1, зависимость количества секретируемого IFN-γ от 

концентрации пептида описывалась сигмоидальной кривой (рисунок 25).  
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ʈʠʩʫʥʦʢ 25. CD8+ ʊ-ʢʣʝʪʢʠ, ʤʦʜʠʬʠʮʠʨʦʚʘʥʥʳʝ ʪʨʘʥʩʛʝʥʥʳʤʠ HA-1-ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʳʤʠ 

ʊʂʈ, ʧʨʠ ʩʪʠʤʫʣʷʮʠʠ ʵʢʟʦʛʝʥʥʳʤ ʧʝʧʪʠʜʦʤ HA-1, ʧʨʝʜʩʪʘʚʣʝʥʥʳʤ ʚ ʤʦʣʝʢʫʣʘʭ 

HLA -A*02 ʢʣʝʪʢʘʤʠ K562, ʜʝʤʦʥʩʪʨʠʨʫʶʪ ʟʘʚʠʩʠʤʫʶ ʦʪ ʢʦʥʮʝʥʪʨʘʮʠʠ ʧʝʧʪʠʜʘ 

ʩʝʢʨʝʮʠʶ IFN-ɔ. Точками обозначено среднее между тремя техническими повторностями 

количество IFN-γ, планки погрешности обозначают абсолютную ошибку среднего. 

 

Следует отметить, что количество секретируемого IFN-γ в точке 

максимальной концентрации пептида было одинаковым для всех трех культур. 

По результатам эксперимента, CD8+ Т-лимфоциты с ТКР ER28 показали 

наибольшую чувствительность к стимуляции пептидом НА-1, клетки с ТКР 

ER12 продемонстрировали наименьшую чувствительность к стимуляции. 

Учитывая интенсивность окрашивания декстрамером репортерных клеток J76 

с трансгенными ТКР, а также по результатам изучения функциональной 

аффинности ТКР, экспериментов по стимуляции клетками крови здоровых 

доноров и пациентов, а также секрециии IFN-γ CD8+ Т-лимфоцитами, ТКР 

ER28 показал наибольшую активность и был выбран как наиболее 

перспективный кандидат для дальнейшего анализа. 

Далее мы показали увеличение количества трансгенного ТКР на 

поверхности лимфоцитов после CRISPR/Cas нокаута эндогенного ТКР с 

помощью окраски декстрамером. CD8+ Т-лимфоциты пяти HLA-A*02:01-

отрицательных доноров были модифицированы трансгенным 

муринизированным ТКР ER28 лентивирусной трансдукцией. Затем каждая из 

пяти культур была разделена на две субкультуры, одна из которых 
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подвергалась нокауту α и β субъединиц эндогенного ТКР электропорацией 

RNP комплексами, а контрольная культура подвергалась электропорации без 

RNP комплексов. Через 96 ч после электропорации производили окраску 

культур НА-1-HLA-A*02:01 декстрамером (рис. 26).  

  

ʈʠʩʫʥʦʢ 26. ʅʦʢʘʫʪ ʵʥʜʦʛʝʥʥʦʛʦ ʊʂʈ ʫʚʝʣʠʯʠʚʘʝʪ ʧʨʠʩʫʪʩʪʚʠʝ ʪʨʘʥʩʛʝʥʥʦʛʦ ʊʂʈ ʥʘ 

ʧʦʚʝʨʭʥʦʩʪʠ ʢʣʝʪʦʢ. Представлены результаты окрашивания HA-1-HLA-A*02:01 

декстрамером CD8+ T-лимфоцитов пяти доноров, трансдуцированных HA-1-специфичным 

ТКР ER28, с CRISPR/Cas9 нокаутом эндогенного ТКР (КО) и без (No KO). Высота столбцов 

соответсвует медианному значению, планки погрешностей представляют абсолютную 

ошибку среднего. Статистическая значимость: t-критерий Стьюдента, p<0,001 

 

Нокаут эндогенного ТКР увеличивал интенсивность флуоресценции 

культур при окраске декстрамером на 60-70%, что свидетельствует об 

увеличении количества трансгенных ТКР на поверхности клеток. Таким 

образом, нокаут эндогенного ТКР способствует улучшению эффекторных 

качеств трансгенных лимфоцитов, поскольку количество трансгенных ТКР на 

поверхности напрямую влияет на чувствительность клетки к стимуляции 

антигеном.  

3.9 CD8+ T-ʢʣʝʪʢʠ ʩ ʤʫʨʠʥʠʟʠʨʦʚʘʥʥʳʤ ʪʨʘʥʩʛʝʥʥʳʤ HA-1-

ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʳʤ ʊʂʈ ʠ CRISPR/Cas ʥʦʢʘʫʪʦʤ ʵʥʜʦʛʝʥʥʦʛʦ ʊʂʈ ʦʙʣʘʜʘʶʪ 

ʮʠʪʦʪʪʦʢʩʠʯʥʦʩʪʴʶ ʚ ʦʪʥʦʰʝʥʠʠ ʢʣʝʪʦʢ ʢʨʦʚʠ HA-1-ʧʦʣʦʞʠʪʝʣʴʥʳʭ 

ʧʘʮʠʝʥʪʦʚ ʩ ʨʘʟʣʠʯʥʳʤʠ ʦʥʢʦʛʝʤʘʪʦʣʦʛʠʯʝʩʢʠʤʠ ʟʘʙʦʣʝʚʘʥʠʷʤʠ 

Последняя и наиболее важная из стоявших перед нами задач – показать 

in vitro цитотоксический эффект лимфоцитов с трансгенным НА-1-
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специфичным ТКР. Мы продемонстрировали цитотоксический эффект CD8+ 

T-лимфоцитов с HA-1-специфичным трансгенным ТКР на периферических 

мононуклеарах пациентов со злокачественными новообразованиями крови. 

Культуры трансгенных лимфоцитов получали следующим образом: из двух 

HLA-A*02:01-отрицательных доноров выделяли и активировали CD8+ Т-

лимфоциты, проводили CRISPR/Cas нокаут эндогенных α- и β-субъединиц 

ТКР, и трансдуцировали лентивирусным вектором, несущим ТКР ER28. Далее 

трансгенные клетки сортировали за молекулы трансгенного ТКР. После 

сепарации клетки культивировали в течение 20 дней, более чем десятикратно 

увеличив количество отсортированных клеток (рис.27).  

 

ʈʠʩʫʥʦʢ 27. ʆʙʦʛʘʱʝʥʥʳʝ ʤʘʛʥʠʪʥʦʡ ʩʝʧʘʨʘʮʠʝʡ CD8+ ʊ-ʢʣʝʪʢʠ ʜʝʤʦʥʩʪʨʠʨʫʶʪ 

ʚʳʩʦʢʠʡ ʧʨʦʣʠʬʝʨʘʪʠʚʥʳʡ ʧʦʪʝʥʮʠʘʣ. Показаны графики для двух доноров. Для 

каждого донора 5*106 CD8+ Т-клеток были трансдуцированы и подверглись CRISPR/Cas 

нокауту эндогенного ТКР на 3-й день после активации, магнитная сепарация за мышиный 

ТКР была проведена на 7-й день. 

 

Окрашивание отсортированных культур HA-1-HLA-A*02:01 

декстрамером через две недели культивации показало, что >90% клеток в 

обогащенных культурах были специфичны к HA-1 (рис. 28). Можно сделать 

вывод, что трансген не подвергается значительной эпигенетической репрессии 

и уровень его экспрессии сохраняется на относительно стабильном уровне 

[189].  
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ʈʠʩʫʥʦʢ 28. ʆʙʦʛʘʱʝʥʥʳʝ ʢʫʣʴʪʫʨʳ ʪʨʘʥʩʛʝʥʥʳʭ CD8+ ʊ-ʣʠʤʬʦʮʠʪʦʚ ʜʚʫʭ ʜʦʥʦʨʦʚ 

ʩʦʭʨʘʥʷʶʪ ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʦʩʪʴ ʢ ʅɸ-1 ʧʦʩʣʝ ʜʣʠʪʝʣʴʥʦʡ in vitro ʢʫʣʴʪʠʚʘʮʠʠ. 

Окрашивание HA-1-HLA-A*02:01 декстрамером необогащенной культуры (синий цвет) и 

культуры, обогащенной с помощью иммуномагнитной сепарации экспрессирующих 

муринизированный ТКР клеток (красный цвет).  
 

Наконец, нами была показана селективная цитотоксичность 

трансгенных лимфоцитов в отношении образцов периферической крови 

пациентов со злокачественными новообразованиями крови. Обогащенные 

культуры HA-1-специфичных CD8+ Т-лимфоцитов, экспрессирующих 

трансгенный ТКР ER28, полученные из двух отрицательных по HLA-A*02:01 

здоровых доноров, культивировали с клетками периферической крови 

пациентов, как описано в материалах и методах. Проводили два независимых 

эксперимента, эффекторами в которых выступали трансгенные лимфоциты от 

двух доноров. В каждом эксперименте, стимуляцию проводили в трех 

технических повторностях, также для каждого пациента делали позитивный 

контроль, в который добавляли экзогенный пептид НА-1 в количестве 4,88 

нмоль/мл, и отрицательный контроль, в котором эффекторами выступали 

нетрансдуцированные CD8+ Т-лимфоциты.  
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Оценка цитотоксичности трансгенных Т-лимфоцитов была произведена 

измерением процента клеток-мишеней в состоянии некроза или апоптоза 

методом проточной цитофлуориметрии. Клетки-эффекторы были помечены 

липофильным красителем DID и исключались из анализа. В анализе 

цитотоксичности были использованы клетки тех же пациентов, что и при 

стимуляции репортерных лимфоцитов J76. Среди имеющих аллель HLA-

A*02:01 пациентов, клетки шести пациентов имели генотип HA-1+/+, девяти 

пациентов имели генотип HA-1+/-, четырех – генотип HA-1-/-, также 

стимуляцию проводили клетками шести пациентов, не имеющих аллеля HLA-

A*02:01. Репрезентативные графики цитометрического анализа для двух 

позитивных по HLA-A*02:01  пациентов с генотипами HA-1+/+ и HA-1-/- 

приведены на рис. 29А. Живые клетки расположены в Q4, клетки, начавшие 

апоптоз и имеющие активную каспазу расположены в Q1. Клетки, в которых 

произошла активация каспаз и нарушение целостности мембраны, и как 

следствие окраска ДНК-интеркалирующим красителем 7AAD, расположены в 

Q2. Из приведенных графиков видно, что в образцах, где присутствуют только 

периферические мононуклеары пациентов, большинство клеток сохраняют 

жизнеспособность. Добавление нетрансдуцированных лимфоцитов не 

приводит к увеличению процента погибших клеток-мишеней. Инкубация с 

лимфоцитами, экспрессирующими ТКР ER28, напротив, приводит к 

значительной гибели позитивных по НА-1 клеток, но не отрицательных по 

НА-1 клеток. Добавление экзогенного пептида НА-1 к клеткам с генотипом 

HA-1-/- значительно увеличивало их процент гибели в присутствии 

лимфоцитов с трансгенным ТКР ER28. Это доказывает, что цитотоксический 

ответ происходит именно на пептид НА-1. Сравнение процента гибели клеток 

пациентов с различными генотипами при инкубации с трансгенными 

лимфоцитами приведено на рис. 29Б. Каждая точка на графике представляет 

усредненное значение гибели клеток-мишеней между двумя независимыми 

экспериментами, проведенными с использованием трансгенных эффекторов 

от двух доноров. Трансгенные лимфоциты демонстрируют выраженную 



107 
 

цитотоксическую активность в отношении клеток всех пациентов с генотипом 

HA-1+/+ и шести из девяти пациентов с генотипом HA-1+/-. Не было 

детектировано цитотоксичности в отношении клеток пациентов с генотипом 

HA-1-/- или не имеющих аллеля HLA-A*02:01. Это доказывает специфическую 

цитототоксичность лимфоцитов с трансгенным ТКР ER28 только в отношении 

клеток, презентирующих пептид НА-1 в контексте молекул HLA-A*02:01.  

 

ʈʠʩʫʥʦʢ 29. ʊʨʘʥʩʛʝʥʥʳʝ ʅɸ-1-ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʳʝ CD8+ ʣʠʤʬʦʮʠʪʳ ʩ ʥʦʢʘʫʪʦʤ 

ʵʥʜʦʛʝʥʥʦʛʦ ʊʂʈ ʩʧʝʮʠʬʠʯʝʩʢʠ ʫʙʠʚʘʶʪ ʢʣʝʪʢʠ ʢʨʦʚʠ ʅɸ-1-ʧʦʣʦʞʠʪʝʣʴʥʳʭ 

ʧʘʮʠʝʥʪʦʚ. ɸ. Периферические мононуклеары пациентов со злокачественными 

новообразованиями крови культивировали с трансгенными CD8+ Т-клетками, 

модифицированными ТКР ER28 после CRISPR/Cas нокаута эндогенного ТКР. В образцах 

положительного контроля трансгенные CD8+ Т-клетки культивировали с периферическими 

мононуклеарами тех же пациентов, но с добавлением в среду 4,88 нмоль/мл пептида НА-1. 

Экспериментальные образцы, где эффекторами выступали подвергшиеся мок-трансдукции 

CD8+ Т-клетки служили в качестве отрицательного контроля. Периферические 

мононуклеары пациентов, культивировавшиеся без добавления эффекторов, использовали 
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в качестве контроля фоновой гибели клеток. Графики окрашивания на каспазу 3/7 и 7AAD 

приведены для двух репрезентативных позитивных по HLA-A*02:01 пациентов. ɹ. 

Трансгенные CD8+ Т-клетки, модифицированные рецептором ER28, специфически 

уничтожают периферические мононуклеары HA-1-позитивных пациентов. 

Цитотоксичности по отношению к клеткам доноров, отрицательных по HA-1 и HLA-A*02, 

не наблюдалось. Каждая точка обозначает долю клеток-мишеней в экспериментальном 

образце, положительных по каспазам 3/7 и/или 7AAD. Каждая точка соответствует одному 

уникальному пациенту со злокачественными заболеваниями крови, отложенные значения 

для каждой точки являются арифметическим средним между результатами двух 

независимых экспериментов, эффекторами в которых выступали модифицированные CD8+ 

Т-лимфоциты двух здоровых доноров, каждый из двух независимых экспериментов 

выполнен в двух технических повторностях. Измерение проводили методом проточной 

цитофлуориметрии. Статистическая значимость: U-критерий Манна-Уитни. ns: p>0.05. 

Горизонтальная черта обозначает среднее значение в каждой группе. (В) Трансгенные CD8+ 

Т-клетки демонстрируют большую цитотоксичность при добавлении экзогенного пептида 

HA-1 по сравнению с образцами, в которых присутствовал только эндогенно 

процессированный пептид. Статистическая значимость: дисперсионный анализ, p<0,0001 

 

Добавление экзогенного пептида НА-1 увеличивало гибель клеток-

мишеней при контакте с эффекторами (рис. 29В), однако насыщающая 

концентрация антигена не приводила к полному лизису всех клеток-мишеней. 

По-видимому, количество антигена на поверхности клеток является лишь 

одним из факторов, влияющих на эффективность цитотоксического ответа. 

Логично было бы предположить, что большая вариативность клеточной 

гибели между образцами разных пациентов может объясняться разным 

количеством опухолевых клеток в образцах, поскольку опухолевые клетки 

более устойчивы к апоптозу [190]. Действительно, наблюдалась статистически 

значимая (p=0.0264) негативная корреляция между процентом опухолевых 

клеток в образцах периферической крови пациентов, измеренным при 

госпитализации, и эффективностью цитотоксического ответа на эти образцы 

(рис. 30). Однако при добавлении экзогенного пептида НА-1 негативная 

корреляция переставала быть статистически значимой (p=0.0565). По-

видимому, различный процент опухолевых клеток в экспериментальных 

образцах оказывает влияние на цитотоксический ответ Т-клеток, и меньшее 

количество эндогенного пептида НА-1 на опухолевых клетках – наиболее 

вероятное объяснение наблюдаемого тренда, и эта гипотеза согласуется с 

данными экспресии ARHGAP45 (рис.1 приложения). 
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 Важно также отметить, что первичные CD8+ Т-лимфоциты, по-

видимому, обладают большей чувствительностью к антигену, чем 

репортерные клетки J76. При стимуляции клеток J76, экспрессирующих 

трансгенный ТКР ER28, клетками пациентов со злокачественными 

новообразованиями крови, для 3 из 7 пациентов с генотипом HA-1+/+ и 8 из 14 

пациентов с генотипом HA-1+/-, процент активированных репортерных 

лимфоцитов был неотличим от процента активации в негативных контролях. 

В то же время, при исследовании цитотоксического ответа трансгенных CD8+ 

Т-лимфоцитов, экспрессирующих трансгенный ТКР ER28, не наблюдали 

значительной гибели только клеток трех НА-1-позитивных пациентов. 

 Большинство образцов крови принадлежало пациентам с ОМЛ (таблица 

5 приложения), однако цитотоксический эффект наблюдали и в образцах от 

пациентов с другими диагнозами, в том числе Т- и В-клеточными ОЛЛ. 

Цитотоксический эффект, наблюдаемый на клетках пациентов с различными 

диагнозами, позволяет рассматривать МАГ HA-1 как потенциальную 

универсальную иммуногенную мишень для иммунотерапии различных 

злокачественных гематологических новообразований.

 

ʈʠʩʫʥʦʢ 30. ʎʠʪʦʪʦʢʩʠʯʝʩʢʠʡ ʵʬʬʝʢʪ ʪʨʘʥʩʛʝʥʥʳʭ ʅɸ-1-ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʳʭ ʊ-ʢʣʝʪʦʢ 

ʥʝʛʘʪʠʚʥʦ ʢʦʨʨʝʣʠʨʫʝʪ ʩ ʧʨʦʮʝʥʪʥʳʤ ʩʦʜʝʨʞʘʥʠʝʤ ʙʣʘʩʪʦʚ ʚ ʦʙʨʘʟʮʘʭ 

ʧʝʨʠʬʝʨʠʯʝʩʢʦʡ ʢʨʦʚʠ, ʦʜʥʘʢʦ ʧʨʠ ʜʦʙʘʚʣʝʥʠʠ ʵʢʟʦʛʝʥʥʦʛʦ ʧʝʧʪʠʜʘ ʵʪʦʪ ʪʨʝʥʜ ʪʝʨʷʝʪ 

ʩʪʘʪʠʩʪʠʯʝʩʢʫʶ ʟʥʘʯʠʤʦʩʪʴ. Коэффициент корреляции Спирмена был рассчитан для 

ненормального распределения данных, уровень статистической значимости α=0.05. Каждая 

точка соответствует проценту гибели клеток-мишеней, как показано на рис.29, и проценту 

бластов в каждом образце. На графике «без экзогенного пептида» исследованы клетки всех 

позитивных по НА-1 пациентов, на графике «с экзогенным пептидом» исследованы клетки 



110 
 

всех позитивных по HLA-A*02:01 пациентов. Корреляцию рассчитывали для 

цитотоксических экспериментов, как с добавлением экзогенного пептида, так и без (данные 

из таблицы 5 приложения). В экспериментах без добавления экзогенного пептида 

корреляция была определена как значимая: коэффициент корреляции r=-0.6207, 

доверительный интервал (ДИ): -0.8774; -0.08778, двустороннее p-значение=0.0264. В 

экспериментах с добавлением экзогенного пептида статистическая значимость корреляции 

не была показана: коэффициент корреляции r=-0.4446, ДИ: -0.7541; 0.02653), двустороннее 

p-значение=0.0565. 

ɻʃɸɺɸ 4. ʆɹʉʋɾɼɽʅʀɽ 

Среди всех типов Т-клеточной иммунотерапии в настоящее время 

доминируют Т-клетки с химерными антигенными рецепторами (CAR-T) – это 

очевидно по огромному количеству (более 600) активных клинических 

испытаний [154], а также по большому разнообразию (более 80) 

потенциальных мишеней, на которые разрабатывается терапия [95]. По 

сравнению с CAR-T, терапия с применением трансгенных ТКР все еще 

находится в зачаточном состоянии: проводятся около 100 клинических 

испытаний и определены 19 антигенов [156,157]. Это несоответствие можно 

объяснить большей технической сложностью модификации клеток 

конструктом с трансгенным ТКР, состоящим из двух белковых цепей, в 

отличие от одной белковой цепи у CAR, а также сложностью идентификации 

Т-клеточных антигенов, требующей трудоемкого ex vivo культивирования Т-

клеток, их экспансии и последующего анализа репертуара ТКР [191]. Однако 

для ряда диагнозов терапевтическое применение CAR-T ограничено из-за 

отсутствия подходящих поверхностных антигенов. В частности, при лечении 

ОМЛ, миелотоксичность, вызванная CAR-T терапией, ограничивает роль 

CAR-T бридж-терапией перед алло-ТГСК [11]; поэтому необходимы другие 

терапевтические подходы [192]. 

Еще одна область, в которой ТКР-Т терапия имеет некоторые 

преимущества перед CAR-T, — это лечение солидных опухолей [193]. 

Факторами, осложняющими применение Т-клеточной терапии при солидных 

опухолях, являются плохая инфильтрация лимфоцитов в опухоль, 

иммуносупрессивное микроокружение и большая по сравнению с 

гематологическими заболеваниями гетерогенность опухолевых клеток и их 
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антигенов [194]. Многие поверхностные антигены не являются необходимыми 

для выживания раковой клетки, поэтому их экспрессия может быть легко 

утеряна; или же целевые антигены экспрессируются на низком уровне; кроме 

того, большинство антигенов, доступных для CAR-T, представляют собой 

ОАА, что значительно увеличивает вероятность цитотоксического ответа на 

здоровые клетки [195]. Основанная на ТКР терапия имеет преимущество, 

поскольку использует другой класс антигенов: если CAR распознает 

исключительно поверхностные молекулы, ТКР способен распознавать 

антигены из белков, не экспрессирующихся на поверхности и потому 

недоступных для распознавания CAR [196]. Таким образом, уникальный для 

пациента репертуар ТКР опухоль-инфильтрирующих лимфоцитов может быть 

использован в персонализированной терапии лимфоцитами с трансгенным 

ТКР [197].  

Как показано в недавнем исследовании, специфичные к поверхностному 

белку клаудину CAR-T-клетки могут быть эффективно стимулированы мРНК-

вакциной, индуцирующей экспрессию CLDN6 на поверхности дендритных 

клеток [198]. Та же стратегия может быть применена с большей 

эффективностью при терапии с использованием трансгенных ТКР, поскольку 

распознаваемые Т-рецептором антигены значительно меньшего размера и 

могут быть доставлены с помощью пептидной, мРНК или вирусной 

онколитической вакцины [199]. 

Эффективность презентации антигена в HLA является главным 

фактором, который следует учитывать при разработке эффективной ТКР-

терапии. Двумя другими факторами, влияющими на эффект ТКР-терапии, 

являются иммуногенность пептида и различия в экспрессии источника 

антигена между здоровыми и опухолевыми клетками. Это значительно 

ограничивает выбор антигенов: в большинстве ТКР-терапий используются 

мишени NY-ESO-1 и WT-1 против солидных и гематологических 

злокачественных новообразований соответственно [157]. При этом, среди Т-

клеточных ОАА высокая иммуногенность NY-ESO-1 является скорее 
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исключением [200]. Опухолевые неоантигены, напротив, более иммуногенны; 

однако лишь некоторые из них являются общими для большого числа 

пациентов [201]. Следовательно, поиск новых и более иммуногенных 

пептидов, полученных из ОАА, а также увеличение аффинности ТКР [202] 

необходимы для дальнейшего развития ТКР-Т терапии. 

МАГ могут быть использованы как мишени для иммунотерапии 

наиболее выгодно в первую очередь в контексте алло-ТГСК, по сравнению с 

ОАА и опухолевыми неоантигенами. МАГ более иммуногенны, чем ОАА, 

потому что они полностью чужды для иммунной системы МАГ-негативного 

донора [203]. Кроме того, МАГ, экспрессия которых ограничена клетками 

крови, являются более безопасными мишенями по сравнению с ОАА, 

поскольку их представленность в таком случае будет ограничена только 

клетками крови реципиента [204]. При этом МАГ не являются уникальными 

для каждого пациента, в отличие от большинства опухолевых неоантигенов. 

Мишени МАГ-специфичной терапии могут быть идентифицированы без 

трудозатратного секвенирования транскриптома и генома опухоли [205]. 

Кроме того, если МАГ возникают из полиморфизма в гене, функция которого 

важна для злокачественной клетки, опухоль с меньшей вероятностью сможет 

избежать иммунного ответа путем утраты экспрессии этого гена. Уход от 

иммунного надзора в таком случае скорее будет осуществляться потерей генов 

HLA [206]. Это особенно важно при лечении ОМЛ, так как считается, что этот 

тип лейкоза состоит из большого количества субклонов, и нацеливание на 

зародышевый полиморфизм, такой как МАГ, может быть подходящей 

стратегией [206]. Таким образом, адоптивный перенос Т-клеток, 

модифицированных трансгенными ТКР - перспективный метод 

иммунотерапии, дополняющий алло-ТГСК для эффективной профилактики 

рецидивов, и может быть применен в лечении широкого спектра 

злокачественных новообразований крови [122,207]. 

В настоящее время МАГ-специфичные трансгенные Т-клетки 

исследуются лишь в нескольких клинических испытаниях для терапии 
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рецидивирующих и рефрактерных гематологических заболеваний, в 

особенности ОМЛ [148]. Учитывая частоту аллелей HLA и МАГ, можно 

предположить, что разработка терапий, направленных на 50 различных МАГ, 

позволит эффективно применять посттрансплантационную МАГ-

специфичную терапию в 35% всех аллоТГСК [88]. 

Метод получения антиген-специфичных ТКР из Т-клеточных 

экспансий, описанный в нашей работе, может быть эффективно применен для 

получения репертуаров ТКР, специфичных к другим терапевтически 

перспективным МАГ, например HA-2 [208] и ACC-1Y [128], а также любому 

другому Т-клеточному антигену. В нашей работе проведено сравнение 

полученного нами репертуара ТКР с опубликованными ранее репертуарами 

ТКР, специфичных к различным антигенам [148,151]. Репертуары МАГ-

специфичных ТКР отличаются от опубликованных ранее и лучше изученных 

репертуаров вирус-специфичных ТКР, например распознающих антигены 

SARS-CoV2 и цитомегаловируса. Репертуар HA-1-специфичных ТКР 

продемонстрировал низкую степень гомологии последовательностей CDR3 и 

низкое разнообразие β-субъединиц V-генов, причем наиболее часто 

использовался ген TRBV7-9. Хотя анализ антигенспецифичного репертуара 

ТКР носит в основном описательный характер, он может быть полезен для 

разработки Т-клеточной терапии: некоторые V-гены являются «слабыми» из-

за менее эффективного фолдинга, что снижает способность трансгенных ТКР 

выходить на поверхность клетки и конкурировать с эндогенным ТКР за 

связывание с комплексом CD3 [209]. Следовательно, знание репертуара ТКР 

может позволить отобрать ТКР с «сильными» генами TRAV и TRBV, 

обеспечивающими большее присутствие ТКР на поверхности лимфоцитов. 

Эффективность экспрессии трансгенного ТКР и его выход на 

поверхность может быть улучшена не только выбором оптимального V-гена, 

но и за счет использования регионов TRAC и TRBC мышиного происхождения 

[160,168]. Такой подход неизбежно вызывает опасения по поводу 

безопасности и иммуногенности Т-клеточного продукта, поскольку 
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чужеродные фрагменты ТКР могут вызывать иммунный ответ [210]. 

Действительно, клинические испытания Т-клеток с трансгенным 

муринизированным ТКР показали наличие антител, специфичных к 

мышиному ТКР после инфузии аутологичного клеточного продукта примерно 

у 23% пациентов [170]. Однако обнаруженные антитела были 

нейтрализующими и могли влиять на эффективность терапии только в 

половине из этих случаев. Что еще более важно, образовавшиеся после 

адоптивного переноса антитела были специфичны к вариабельным доменам 

муринизированного ТКР, расположенным более дистально относительно 

клеточной мембраны, и потому более доступным для распознавания 

иммунной системой. В использованных нами ТКР, мышиное происхождение 

имеют только регионы TRAC и TRBC, что снижает иммуногенность 

трансгенных ТКР. Однако сохраняется возможность развития CD8+ Т-

клеточного иммунного ответа реципиента на пептиды, происходящие из 

чужеродных частей генетического конструкта [211]. Хотя мало что известно 

об ответе Т-киллеров, направленном на муринизированные ТКР, есть 

свидетельства того, что ответ на CD8+ Т-клеток на CAR-T снижает 

эффективность терапии [212,213]. Следовательно, для терапевтического 

применения может потребоваться устранение Т-клеточных иммуногенных 

эпитопов мышиного ТКР, что может быть направлением для дальнейшей 

работы. 

Модификация трансгенным ТКР может привести к гетеродимеризации 

между α и β субъединицами трансгенного и эндогенного ТКР, способствуя 

образованию нового потенциально кроссреактивного ТКР [159]. 

Предотвратить это может CRISPR/Cas нокаут эндогенного ТКР [214,215] и 

замена человеческих константных цепей трансгенного ТКР на мышиные, 

способствуя преимущественной гибридизации трансгенных субъединиц ТКР 

между собой. Генетическая модификация клеток путем электропорации RNP 

комплексами, согласно литературным данным, более безопасна по сравнению 

с доставкой CRISPR/Cas лентивирусным вектором. Так, при электропорации 
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белок Cas9 не вызывал иммунного ответа из-за кратковременного присутствия 

в организме, в отличие от конститутивной экспрессии с интегрированного в 

геном вирусного вектора. Показано, что при кратковременном воздействии 

нецелевая активность Cas9 незначительна и не может повлиять на 

генетическую стабильность Т-клеточного терапевтического продукта [216]. 

По мере того, как белок Cas9 и системы электропорации клинического уровня 

становятся все более доступными, CRISPR/Cas нокаут эндогенного ТКР 

вероятно станет стандартной процедурой при производстве терапевтического 

Т-клеточного продукта. 

Персистенция модифицированных Т-клеток критична для 

эффективности терапии [196]. CAR-T-клетки с костимуляторным доменом 4-

1BB демонстрируют лучшую персистенцию, чем CAR-T с доменом CD28, что 

связано с более умеренным уровнем активации рецепторов и как следствие 

меньшим истощением клеток [217]. Трансгенный ТКР индуцирует наиболее 

физиологичный уровень активации лимфоцитов по сравнению с CAR, и 

прямое сравнение CAR-T и ТКР-T показало, что, хотя CAR-T являются более 

мощными эффекторами в короткой перспективе, клетки ТКР-T более 

эффективны при высокой опухолевой нагрузке, поскольку меньше 

истощаются и более эффективно пролиферируют по сравнению с CAR-T [218]. 

Персистенция in vivo клеток с трансгенным ТКР, прошедших ex vivo 

экспансию и адоптивный перенос, может варьировать от недели [219] до более 

чем 430 дней [220]. В среднем, персистенция лимфоцитов с трансгенным ТКР 

длится как минимум 2-6 месяцев [221-223]. Использование высоких доз IL-2 

во время культивирования ex vivo способствует преимущественному фенотипу 

эффекторной памяти в лимфоцитах, что отрицательно влияет на 

персистенцию лимфоцитов и эффективность терапии, что было явно 

продемонстрировано на трансфузии HA-1-специфичных Т-клеточных 

экспансий [140]. Персистенцию лимфоцитов с трансгенным ТКР можно 

увеличить, если модифицировать популяции наивных клеток и стволовых 

клеток памяти, что доказало свою эффективность при производстве CAR-T 
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[224]. В ряде случаев персистенция CAR-T достигала 10 лет после инфузии, и 

от клеток с трансгенным ТКР можно ожидать не меньшей длительности 

персистенции [225]. 

С помощью передовых методов генной инженерии и биоинформатических 

инструментов для прогнозирования иммуногенности пептидов, терапия на 

основе лимфоцитов с трансгенным ТКР имеет возможность стать 

высокоэффективным и специфичным методом лечения, когда другие подходы 

показывают недостаточную эффективность, что особенно актуально для 

терапии рецидивирующего и рефрактерного ОМЛ. При этом именно МАГ – 

наиболее многообещающие мишени для посттрансплантационной терапии 

злокачественных новообразований крови, поскольку в отличие от других 

классов антигенов, МАГ позволяют Т-лимфоцитам эффективно различать 

клетки крови донорского и реципиентского происхождения. 

 

ɻʃɸɺɸ 5. ɿɸʂʃʖʏɽʅʀɽ 

Нами были получены трансгенные CD8+ Т-лимфоциты, распознающие 

минорные антигены гистосовместимости ACC-1Y и HA-1, подтверждена 

функциональная активность трансгенных CD8+ Т-лимфоцитов, специфичных 

к МАГ ACC-1Y и HA-1. 

По результатам работы можно сделать следующие ʚʳʚʦʜʳ: 

1. Стимуляция наивных CD8+ T-лимфоцитов здоровых доноров in vitro 

позволяет получить культуры T-клеток, распознающих минорные 

антигены НА-1 и ACC-1Y. Антиген-специфичные α и β субъединицы 

ТКР могут быть выявлены с помощью статистического анализа 

количества прочтений субъединиц при секвенировании репертуаров 

ТКР. 

2. Модель репортерных Т-лимфоцитов J76 позволяет выявить 

функциональные комбинации субъединиц ТКР, оценить их 

аффинность и кроссреактивность. 
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3. CD8+ Т-лимфоциты с нокаутом эндогенного ТКР методом CRISPR/Cas, 

несущие трансгенный НА-1-специфичный ТКР ER28, специфично 

уничтожают in vitro клетки периферической крови пациентов с 

минорным антигеном НА-1, не затрагивая клетки, не несущие этого 

антигена. 

Использованный в работе метод изучения ТКР можно рекомендовать для 

поиска ТКР, специфичных к различным терапевтически перспективным 

Т-клеточным антигенам. 

Дальнейшим направлением исследования является изучение 

цитотоксичности трансгенных НА-1-специфичных лимфоцитов in vivo на 

мышиной модели. 
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ʈʠʩʫʥʦʢ 1 ʧʨʠʣʦʞʝʥʠʷ. ʀʟʤʝʥʝʥʠʝ ʵʢʩʧʨʝʩʩʠʠ ARHGAP45 ʚ ʢʣʝʪʢʘʭ ʆʄʃ ʧʦ 

ʩʨʘʚʥʝʥʠʶ ʩʦ ʟʜʦʨʦʚʳʤʠ ʛʝʤʦʧʦʵʪʠʯʝʩʢʠʤʠ ʢʣʝʪʢʘʤʠ. ɼʘʥʥʳʝ bloodspot.eu 

 

ʊʘʙʣʠʮʘ 1 ʧʨʠʣʦʞʝʥʠʷ. ʀʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʝ ʵʢʩʧʘʥʩʠʡ, ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʳʭ ʢ ʅɸ-1  

Донор Аллель 

HLA-A 

Тип экспансии Генотип по 

исследуемому 

МАГ 

Количество 

позитивных 

по окраске 

тетрамером 

экспансий 

экспансии/в

сего 

экспансий 

Метод 

получения 

антиген-

специфичной 

фракции 

клеток 

Клониро

ваные 

субъеди

ницы 

ТКР 

P005 A*02+ Аутологичная HA-1-/- 10/35 Окраска 

тетрамером 

11 альфа 

10 бета 

P845 A*02+ Аутологичная HA-1-/- 15/22 Рестимуляция 8 альфа 

6 бета 

P1102 A*02+ Аутологичная HA-1-/- 6/22 Окраска 

тетрамером 

7 альфа 

6 бета 

P180 A*02+ Аутологичная HA-1-/- 3/15 Рестимуляция Нет 
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P1221 A*02+ Аутологичная HA-1-/- 5/15 Окраска 

тетрамером 

Нет 

P196 A*02- Аллогенная HA-1-/- 3/6 Окраска 

тетрамером 

1 альфа 

1 бета 

P1329 A*02- Аллогенная HA-1-/- 3/12 Окраска 

тетрамером 

2 альфа 

2 бета 

P856 A*02- Аллогенная HA-1-/- 1/6 Окраска 

тетрамером 

Нет 
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ʊʘʙʣʠʮʘ 2 ʧʨʠʣʦʞʝʥʠʷ. ʀʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʝ ʵʢʩʧʘʥʩʠʡ, ʩʧʝʮʠʬʠʯʥʳʭ ʢ ACC-

1Y 

Донор Аллель 

HLA-A 

Тип экспансии Генотип по 

исследуемому 

МАГ 

Количество 

позитивных 

лунок в 

экспансии/в

сего лунок 

Метод 

получения 

антиген-

специфичной 

фракции 

клеток 

Клониров

аные 

субъедин

ицы ТКР 

P001  A*24+ Аутологичная ACC-1C/C 4/23 Рестимуляци

я 

1 альфа 

1 бета 

Р008  A*24+ Аутологичная ACC-1C/C 3/18 Рестимуляци

я 

Нет 

 

 

ʊʘʙʣʠʮʘ 3 ʧʨʠʣʦʞʝʥʠʷ. ɸʤʠʥʦʢʠʩʣʦʪʥʳʝ ʧʦʩʣʝʜʦʚʘʪʝʣʴʥʦʩʪʠ CDR3, V 

ʠ J ʛʝʥʳ ʩʫʙʲʝʜʠʥʠʮ ʊʂʈ, ʦʪʦʙʨʘʥʥʳʭ ʜʣʷ ʢʣʦʥʠʨʦʚʘʥʠʷ 

˨ͦͤͦͪ ˿ͯ͋Ά͔͙͙͒ͤͼ͊ ˹͍͙͔͊͊ͤ͘ 
˽͔͍͔ͦͫ͒ͦ͊ͭ͡͡ΈͤͦͫͭΈ 

CDR3  V ͎ ͔ͤ J ͎ ͔ͤ ̒;͔͚͊͟ 

p005 beta w15 b1 CASSTTLLHEQYF TRBV7-9 TRBJ2-7 well_15 

p005 beta w11 b CASSSGTVYNEQFF TRBV7-9 TRBJ2-1 well_11 

p005 beta w3 b CASSLLSSYEQYF TRBV7-9 TRBJ2-7 well_3 

p005 beta w5 b 1 CASSWTSARTDTQYF TRBV7-9 TRBJ2-3 well_5 

p005 beta w15 b2 CASSLTLTDTQYF TRBV7-9 TRBJ2-3 well_15 

p005 beta w5 b2 CASSSIGTQYF TRBV7-9 TRBJ2-5 well_5 

p005 beta w15 b3 CASSTTLLHEQYF TRBV7-9 TRBJ2-7 well_15 

p005 beta w7b CASSEQRGGGSQYF TRBV9 TRBJ2-5 well_7 

p005 beta w6b CASSLVSATLGTEAFF TRBV7-9 TRBJ1-1 well_6 

p005 beta w15b4 CASSLVTDQPQHF TRBV7-9 TRBJ1-5 well_15 

p005 alpha w5 a1 CAYRRVTGNQFYF 
TRAV38-

2DV8 TRAJ49 well_5 

p005 alpha w15 a1 CVVSGGGSQGNLIF TRAV10 TRAJ42 well_15 

p005 alpha w5 a2 CILRGDNDYKLSF TRAV26-2 TRAJ20 well_5 

p005 alpha w3 a CALRGTGGFKTIF TRAV19 TRAJ9 well_3 

p005 alpha w7 a CAVHQNAGGTSYGKLTF TRAV20 TRAJ52 well_7 

p005 alpha w11 a CIVRGTSGTYKYIF TRAV26-1 TRAJ40 well_11 

p005 alpha w5 a4 CAGHQLGSGAGSYQLTF TRAV35 TRAJ28 well_5 

p005 alpha w15 a2 FRAFNAGNNRKLIW TRAV25 TRAJ38 well_15 

p005 alpha w6 a CASPSGAGSYQLTF TRAV17 TRAJ28 well_6 

p005 alpha w15 a3 CAGPGGNTPLVF TRAV25 TRAJ29 well_15 

p005 alpha w15 a4 CAEPPRTYKYIF TRAV29DV5 TRAJ40 well_15 

p1102 beta w15b CASREAGRYEQYF TRBV10-2 TRBJ2-7 well_15 
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p1102 beta w8b1 CASIVLQGREKFF TRBV7-9 TRBJ2-1 well_8 

p1102 beta w11b CASSSGRSTGELFF TRBV5-5 TRBJ2-2 well_11 

p1102 beta w8b2 CASSPRGGYGYTF TRBV6-1 TRBJ1-2 well_8 

p1102 beta w8b3 CASSLVAGVTEAFF TRBV7-9 TRBJ1-1 well_8 

p1102 beta w3b CASSLVFGEKLFF TRBV7-9 TRBJ1-4 well_3 

p1102 alpha w15 a CAMRKPNAGNMLTF TRAV14DV4 TRAJ39 well_15 

p1102 alpha w8 1a CAADYGQNFVF TRAV29DV5 TRAJ26 well_8 

p1102 alpha w8 2a CAGPLNARLMF TRAV35 TRAJ31 well_8 

p1102 alpha w8 3a CYGQNFVF TRAV13-1 TRAJ26 well_8 

p1102 alpha w8 4a CAMREATSGTYKYIF TRAV14DV4 TRAJ40 well_8 

p1102 alpha w11 a CATHSIGGTSYGKLTF TRAV20 TRAJ52 well_11 

p1102 alpha w3 a CAVGASGAGSYQLTF TRAV8-3 TRAJ28 well_3 

p845 beta 1 b CASSLLDRVAEQYF TRBV7-9 TRBJ2-7 W8 

p845 beta 2 b CASSLVVGTEAFF TRBV7-9 TRBJ1-1 W7 

p845 beta 3 b CATLSGTVLNEQFF TRBV7-9 TRBJ2-1 W4 

p845 beta 4 b CASSLLGSLETQYF TRBV7-9 TRBJ2-5 W2_1 

p845 beta 5 b CASSRLAGGQTGELFF TRBV7-9 TRBJ2-2 W2_2 

p845 beta 6 b CASSFVGAGNSPLHF TRBV7-9 TRBJ1-6 W1 

p845 alpha 1a CATGNQFYF TRAV17 TRAJ49 w8 

p845 alpha 2a CVVNRGTGRRALTF TRAV12-1 TRAJ5 w7_1 

p845 alpha 3a CAGPQGNTPLVF TRAV25 TRAJ29 w7_3 

p845 alpha 4a CAGYKSGAGSYQLTF TRAV35*2 TRAJ28 w7_2 

p845 alpha 5a CATGMNYGGSQGNLIF TRAV17 TRAJ42 w4_1 

p845 alpha 6a CIVRVTLIGFGNVLHC TRAV26-1 TRAJ35 w4_2 

p845 alpha 7a CAAYSGAGSYQLTF TRAV23DV6 TRAJ28 w2 

p845 alpha 8a CATDERSGAGSYQLTF TRAV17 TRAJ28 w1 

p856 alpha p856 alpha CAVRTSGTYKYIF TRAV21 TRAJ40 w4 

p856 beta p856 beta CASSLGGYEQYF TRBV12-3 TRBJ2-7 w4 

p1329 alpha 
p1329 
alpha1 CVVSDLSRARLMF TRAV8-2 TRAJ31 w6 

p1329 beta 
p1329 
beta1 CASSTTGQGVPEQYF TRBV7-9 TRBJ2-7 w6 

p196 alpha p196 alpha CAATGGYQKVTF TRAV12-2 TRAJ13 w3 

p196 beta 
p196 beta 

2 CASSSPGIGAAIYEQYF TRBV7-9 TRBJ2-7 w3 

p1329 alpha 
p1329 
alpha2 CALAGGYQKVTF TRAV9-2 TRAJ13 w11 

p1329 beta 
p1329 
beta2 CASSLSQETQYF TRBV7-9 TRBJ2-5 w11 

 

ʊʘʙʣʠʮʘ 4 ʧʨʠʣʦʞʝʥʠʷ. ʉʦʩʪʘʚ ʠ ʬʫʥʢʮʠʦʥʘʣʴʥʦʩʪʴ ʠʟʫʯʝʥʥʳʭ ʊʂʈ 

TCR name 
-h
ͫͯ͋Ά͔͙͙͒ͤͼ͊ 

-̡
ͫͯ͋Ά͔͙͙͒ͤͼ͊ ̒;͔͚͊͟ ˨ͦͤͦͪ ̅ͯͤ͟ͼ͙͔ͦͤ͊ͤ͡ 

ER1 1a 1b 8 p845 YES 

ER3 7a 4b 2 p845 - 

ER4 7a 5b 2 p845 YES 

ER5 2a 2b 7 p845 - 

ER6 3a 2b 7 p845 YES 

ER7 4a 2b 7 p845 - 
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ER8 8a 6b 1 p845 YES 

ER10 5a 3b 4 p845 - 

ER11 6a 3b 4 p845 - 

ER12 p1102 15a p1102 15b 15 p1102 YES 

ER13 p005 w7a p005 w7b 7 p005 - 

ER14 p005 w5a1 p005 w5b 5 p005 - 

ER15 p1102 w8b1 p1102 w8a1 8 p1102 - 

ER16 p1102 w8b1 p1102 w8a3 8 p1102 - 

ER17 p1102 w8b1 p1102 w8a4 8 p1102 YES 

ER18 p1102 w8b2 p1102 w8a2 8 p1102 - 

ER19 p005 w3b p005w3a 3 p005 - 

ER20 p005 w6b p005 w6a 6 p005 YES 

ER21 p1102 w3b p1102 w3a 3 p1102 - 

ER22 p005 w11a p005 w11b 11 p005 - 

ER23 p1102 w11a p1102 w11b 11 p1102 YES 

ER24 p005 w5a2 p005 w5b1 5 p005 YES 

ER25 p005 w5a4 p005w5b1 5 p005 - 

ER26 p005 w5a1 p005 w5b2 5 p005 - 

ER27 p005 w5a2 p005 w5b2 5 p005 - 

ER28 p005 w5a4 p005 w5b2 5 p005 YES 

ER29 p005 w15b3 p005 w15a3 15 p005 YES 

ER30 p1102 w8b1 p1102 w8a2 8 p1102 - 

ER31 p1102 w8b2 p1102 w8a1 8 p1102 - 

ER32 p1102 w8b2 p1102 w8a3 8 p1102 - 

ER33 p1102 w8b2 p1102 w8a4 8 p1102 - 

ER34 p1102 w8b3 p1102 w8a1 8 p1102 - 

ER35 p1102 w8b3 p1102 w8a2 8 p1102 - 

ER36 p1102 w8b3 p1102 w8a3 8 p1102 - 

ER37 p1102 w8 b3 p1102 w8a4 8 p1102 - 

ER38 p005 w15b1 p005 w15a1 15 p005 - 

ER39 p005 w15b1 p005 w15a2 15 p005 - 

ER40 p005 w15b1 p005 w15a4 15 p005 - 

ER41 p005 w15b2 p005 w15a1 15 p005 - 

ER42 p005 w15b2 p005 w15a2 15 p005 - 

ER43 p005 w15b2 p005 w15a4 15 p005 - 

ER44 p005 w15b4 p005 w15a1 15 p005 - 

ER45 p005 w15b4 p005 w15a2 15 p005 - 

ER46 p005 w15b4 p005 w15a4 15 p005 - 

PKS3 p1329 alpha1 p1329 beta1 6 ʨ1329 YES 

PKS11 p1329 alpha2 p1329 beta2 11 ʨ1329 YES 

ʊʘʙʣʠʮʘ 5 ʧʨʠʣʦʞʝʥʠʷ. ɼʠʘʛʥʦʟ ʧʘʮʠʝʥʪʦʚ, ʧʨʦʮʝʥʪ ʙʣʘʩʪʥʳʭ ʢʣʝʪʦʢ ʚ 

ʦʙʨʘʟʮʝ ʢʨʦʚʠ, ʠ ʮʠʪʦʪʦʢʩʠʯʝʩʢʠʡ ʦʪʚʝʪ ʥʘ ʦʙʨʘʟʝʮ 

ʅʦʤʝʨ ʧʘʮʠʝʥʪʘ  ɻʝʥʦʪʠʧ HA-1 ɼʠʘʛʥʦʟ 

ʇʨʦʮʝʥʪ 
ʙʣʘʩʪʦʚ ʚ 
ʦʙʨʘʟʮʝ 

ʂʠʣʣʠʥʛ CD8 
ʣʠʤʬʦʮʠʪʘʤʠ 
ʩ ER28 

ʂʠʣʣʠʥʛ CD8 
ʣʠʤʬʦʮʠʪʘʤʠ 
ʩ ER28 + 
ʧʝʧʪʠʜ 

p1876 ʦʪʨʠʮʘʪʝʣʴʥʳʡ ʆʄʃ 70% 5% 27% 

p829 ʛʝʪʝʨʦʟʠʛʦʪʘ ʆʄʃ 0.80% 12%   30% 

p1825 ʦʪʨʠʮʘʪʝʣʴʥʳʡ ʆʄʃ 0.54% 1% 36% 

p163 ʛʝʪʝʨʦʟʠʛʦʪʘ ʆʄʃ (ʤʦʥʦʮʠʪʳ) N/A 30%  55%  

p2053 ʛʝʪʝʨʦʟʠʛʦʪʘ ʆʄʃ 17.60% 37% 54% 
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p176 ʛʝʪʝʨʦʟʠʛʦʪʘ ʆʄʃ (ʤʦʥʦʮʠʪʳ) 1.80%     

p1727 ʛʦʤʦʟʠʛʦʪʘ B-ʆʃʃ 47.2%     

p925 ʦʪʨʠʮʘʪʝʣʴʥʳʡ ʆʄʃ 2.40% 6% 50% 

p1368 ʛʦʤʦʟʠʛʦʪʘ ʆʄʃ 2% 32% 51% 

p1900 ʦʪʨʠʮʘʪʝʣʴʥʳʡ ʆʃʃ 60% 2% 2% 

p2051 ʦʪʨʠʮʘʪʝʣʴʥʳʡ ʆʄʃ 67.60% 3% 34% 

p2056 ʦʪʨʠʮʘʪʝʣʴʥʳʡ ʆʄʃ 70.40% 4% 42% 

p854 ʛʝʪʝʨʦʟʠʛʦʪʘ B-ʆʃʃ N/A     

p939 ʛʦʤʦʟʠʛʦʪʘ Mycosis fungoides 0 42% 60% 

p187 ʛʝʪʝʨʦʟʠʛʦʪʘ ʍʄʄʃ N/A     

p1310 ʛʝʪʝʨʦʟʠʛʦʪʘ ʆʄʃ 0 34% 48% 

p1879 ʛʝʪʝʨʦʟʠʛʦʪʘ ʆʄʃ 60% 11% 24% 

p1364 ʛʦʤʦʟʠʛʦʪʘ ʆʄʃ 1% 23% 47% 

p180 ʛʝʪʝʨʦʟʠʛʦʪʘ ʆʄʃ N/A     

p1885 ʛʦʤʦʟʠʛʦʪʘ ʆʄʃ 33.20% 44% 54% 

p1884 ʛʝʪʝʨʦʟʠʛʦʪʘ T-ʆʃʃ 95.60% 10% 28% 

p1864 ʛʦʤʦʟʠʛʦʪʘ ʆʄʃ 37.20% 38% 45% 

p1861 ʛʦʤʦʟʠʛʦʪʘ ʆʄʃ 78.80% 23% 38% 

p1835 ʛʝʪʝʨʦʟʠʛʦʪʘ B-ʆʃʃ 95.60% 19% 27% 

p1983 ʛʝʪʝʨʦʟʠʛʦʪʘ ʆʄʃ 79.60% 31% 47% 

p2055 ʛʝʪʝʨʦʟʠʛʦʪʘ B-ʆʃʃ 90.80% 28% 55% 

p1900 A*02-ʥʝʛʘʪʠʚʥʳʡ ʆʃʃ N/A 2% 2% 

p2044 A*02-ʥʝʛʘʪʠʚʥʳʡ ʆʄʃ N/A 8% 12% 

p2120 A*02-ʥʝʛʘʪʠʚʥʳʡ ʆʃʃ N/A 3% 2% 

p300 

A*02-ʥʝʛʘʪʠʚʥʳʡ T-ʢʣʝʪʦʯʥʘʷ 
ʣʠʤʬʦʤʘ 

N/A 2% 2% 

p098 A*02-ʥʝʛʘʪʠʚʥʳʡ ʆʄʃ N/A 5% 5% 

p157 A*02-ʥʝʛʘʪʠʚʥʳʡ ʆʄʃ N/A 6% 6% 

 

 


