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Введение 

 

Несмотря на развитие новых методов лечения рака молочной железы (РМЖ), 

смертность от данной патологии до сих пор занимает одно из ведущих мест в ми-

ре в структуре онкологических заболеваний среди женского населения [под ред. 

Давыдова]. Исследования в области клеточной и молекулярной биологии, имму-

нологии, развитие новых биотехнологий позволило выделить ряд патогенетиче-

ских причин, которые, в конечном итоге, приводят к опухолевой трансформации 

нормальных клеток организма [Colotta F., 2009]. Успехи в онкоиммунологии, свя-

занных с пониманием причин возникновения опухолевого перерождения и зако-

номерностей патогенетических механизмов развития опухолевого процесса, а 

также открытие ряда опухолевых антигенов, распознающихся иммунокомпетент-

ными клетками, позволило начать разрабатывать методы воздействия на эффек-

торные клетки иммунной системы для формирования эффективного противоопу-

холевого иммунного ответа [Coussens 2002; Anderson, 2009; Mantovani A., 2007]. 

Многочисленные исследования показали, что в организме больных различ-

ными онкологическими заболеваниями, и РМЖ в частности, возможно формиро-

вание слабого противоопухолевого иммунного ответа [Grivennikov S.I., 2010], ко-

торый в некоторых случаях может способствовать «спонтанному» регрессу опу-

холи. [Shankaran V., 2001; Disis M.L., 2010]. Однако в большинстве исследований 

показано подавление развития противоопухолевых цитотоксических реакций, 

увеличивающееся по мере возрастания опухолевой нагрузки [Grivennikov S.I., 

2010]. Такое ингибирование иммунного ответа может быть связано как с недоста-

точной иммуногенностью опухолевых клеток (связанная с недостаточной экс-

прессией опухоль-ассоциированных антигенов (ОАА)), так и со способностью 

опухоли вызывать местную и системную иммунодепрессию, за счет секреции та-

ких цитокинов, как интерлейкин-10 (ИЛ-10) и трансформирующего фактора роста 

бета (TGFβ), а также ряда медиаторов, таких как простагландина Е2 и IDO. 

[Nagorsen D., 2008]. Секретируемые опухолью факторы приводят к подавлению 

активности дендритных клеток (ДК), как основных антиген-презентирующих кле-
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ток (АПК), нарушая в них экспрессию костимуляторных молекул (например, 

CD80, CD86, CD40), участвующих в процессе презентации ОАА наивным Т-

клеткам. В конечном итоге, это приводит к снижению активации и противоопухо-

левой функции Т-лимфоцитов [Koski G.K., 2008]. 

Дендритные клетки являются привлекательным объектом исследований для 

коррекции нарушений презентации ОАА и стимуляции образования антиген-

специфических цитотоксических Т-лимфоцитов (ЦТЛ) благодаря их модулирую-

щей активности в отношении иммунокомпетентных клеток [Шевченко Ю.А., 

2009; Сенников С.В., 2009]. Они являются профессиональными АПК, которые 

способны распознавать, захватывать, обрабатывать и представлять антигены в 

комплексе с молекулами МНС I и II класса Т-лимфоцитам для запуска иммуноло-

гических механизмов элиминации опухоли. Это достигается также за счет экс-

прессии большого количества костимуляторных молекул (например, CD80, CD86) 

на поверхности ДК, необходимых для эффективной презентации ОАА в комплек-

се с молекулами MHC [Koski G.K., 2008]. Праймированные CD4
+
 и CD8

+
 Т-

лимфоциты секретируют такие цитокины, как интерферон гамма (ИФН-γ) и фак-

тор некроза опухоли альфа (ФНО-α), которые способствуют пролиферации ЦТЛ, 

разрушению опухолевой ткани и потенциальному контролю и даже элиминации 

опухолевых клеток [Dunn G.P., 2006]. 

В настоящее время, в мире активно разрабатываются различные способы 

доставки опухолевых антигенов в ДК, например с использование антигенов лиза-

та опухолевых клеток, пептидов, мРНК, ДНК-конструкций, кодирующих эпитопы 

опухоль-ассоциированных антигенов, что позволяет создавать на их основе как 

терапевтические, так и профилактические вакцины [Paluchka A.K., 2011a, 

Banchereau J., 2005]. Каждая опухоль имеет индивидуальные антигенные особен-

ности, поэтому использование лизата опухолевых клеток позволяет сформировать 

клеточный иммунный ответ против конкретной опухолевой ткани. Использование 

в качестве антиген-несущих конструкций мРНК, выделенных из опухолевых кле-

ток, позволяет повысить концентрацию опухоль-ассоциированных антигенов за 

счет многократного синтеза молекул пептидов после проникновения трансляци-
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онно-активной мРНК в дендритные клетки. Известно, что антигенный профиль 

опухоли может меняться в ходе опухолевого процесса и при проведении химио- и 

лучевой терапии. В связи с этим, выделенные из самой ткани опухоли антигены 

будут характеризовать антигенный профиль опухолевых клеток на данном этапе 

развития, и не перекрывать его возможное изменения. В связи с этим, одним из 

перспективных подходов получения функционально-активных ДК для активации 

противоопухолевого иммунного ответа является использование в качестве источ-

ника антигенов ДНК-конструкций, кодирующих генетические последовательно-

сти опухолевых антигенов и/или их отдельных иммуногенных эпитопов. Благода-

ря возможности включения в состав ДНК-конструкций нескольких иммуноген-

ных эпитопов различных ОАА, удается достичь максимального перекрывания ан-

тигенного профиля опухолевых клеток, тем самым способствуя генерации наи-

большего количества антиген-специфических клонов ЦТЛ, участвующих в эли-

минации трансформированных клеток. Также, такие полиэпитопные ДНК-

конструкции позволяют преодолевать возможное изменение антигенного профиля 

опухолевых клеток в связи с их трансформацией в ходе канцерогенеза или в связи 

с проводимым терапевтическим воздействием. Используя методы компьютерного 

моделирования для создания ДНК-конструкций, удается уменьшить риск разви-

тия аутоиммунных или иммуносупрессивных реакций, благодаря отбору только 

иммуностимулирующих эпитопов ОАА [Palucka K., 2011а]. В ходе разработки 

конструкций, происходит отбор эпитопов, которые наиболее эффективно могут 

быть представлены в комплексе с определенным MHC и, соответственно, разра-

ботка HLA-специфических генетических конструкций увеличивает шанс развития 

эффективного специфического CD8
+
 и/или CD4

+
 Т-клеточного ответа. Кроме то-

го, ДНК/РНК-конструкции обеспечивают более длительное представление имму-

ногенных эпитопов для процессинга и презентации зрелыми дендритными клет-

ками. 

Таким образом, возможность антиген-специфической активации дендритных 

клеток с формированием противоопухолевого цитотоксического иммунного отве-

та на сегодняшний день рассматривается как один из перспективных методов 
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борьбы с онкологическими заболеваниями. Использование ДНК-конструкций, ко-

дирующих различные эпитопы опухоль-ассоциированных антигенов, в качестве 

источника целевых иммуногенов для трансфекции дендритных клеток, представ-

ляется актуальным и перспективным направлением по исследованию возможно-

сти стимуляции противоопухолевого иммунного ответа в культуре мононуклеар-

ных клеток периферической крови больных раком молочной железы [Сенников 

С.В., 2015]. 

Целью данной работы является изучение эффективности индукции клеточ-

ного цитотоксического иммунного ответа в культуре мононуклеарных клеток пе-

риферической крови больных раком молочной железы с помощью зрелых денд-

ритных клеток, трансфицированных ДНК-конструкциями, кодирующими имму-

ногенные эпитопы опухоль-ассоциированных антигенов. 

Задачи: 

1. Изучить влияние дендритных клеток, трансфицированных ДНК-

конструкциями, кодирующими поли-ЦТЛ-эпитопный иммуноген, содер-

жащий HLA-A*02:01-специфичные антигенные детерминанты белка 

HER2-neu или кодирующими полноразмерный белок ErbB2, на цитоток-

сический потенциал (прямую цитотоксическую и перфорин-

синтезирующую активность) мононуклеарных клеток HLA-A*02 позитив-

ных условно-здоровых доноров против клеточной линии рака молочной 

железы человека MCF-7. 

2. Изучить эффективность индукции цитотоксического иммунного ответа в 

культуре мононуклеарных клеток больных раком молочной железы с по-

мощью дендритных клеток, трансфицированных ДНК-конструкциями, 

кодирующими поли-ЦТЛ-эпитопные иммуногены, содержащие HLA-

A*02:01-специфичные антигенные детерминанты нескольких опухоль-

ассоциированных антигенов. 

3. Оценить эффективность индукции цитотоксического иммунного ответа в 

культуре мононуклеарных клеток HLA-A*02-позитивных и HLA-A*02-

негативных больных раком молочной железы с помощью дендритных 
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клеток, трансфицированных ДНК-конструкциями, кодирующими поли-

ЦТЛ-эпитопные иммуногены, содержащие HLA-A*02:01-специфичные 

антигенные детерминанты нескольких опухоль-ассоциированных антиге-

нов. 

4. Сравнить эффективность стимуляции цитотоксического иммунного ответа 

в культуре мононуклеарных клеток больных раком молочной железы ден-

дритными клетками, праймированными антигенами лизата опухолевых 

клеток или полиэпитопными ДНК-конструкциями. 

 

Научная новизна работы: 

Продемонстрировано, что дендритные клетки, трансфицированные ДНК-

конструкцией, кодирующей поли-ЦТЛ-эпитопный иммуноген, содержащий HLA-

A*02:01-специфичные антигенные детерминанты белка HER2-neu, по сравнению 

с дендритными клетками, трансфицированными ДНК-конструкцией, кодирующей 

полноразмерный белок ERBB2, более эффективно индуцируют способность мо-

нонуклеарных клеток здоровых доноров вызывать гибель опухолевых клеток ли-

нии MCF-7 связанное с увеличением перфорин-позитивных клеток как одних из 

возможных медиаторов цитотоксичности, что свидетельствует об эффективности 

использования отдельных иммуногенных эпитопов в составе ДНК-конструкции 

для презентации зрелыми дендритными клетками.  

Также впервые показано, что зрелые дендритные клетки, трансфицирован-

ных ДНК-конструкциями, кодирующими поли-ЦТЛ-эпитопные иммуногены, со-

держащие HLA-A*02:01-специфичные антигенные детерминанты нескольких 

опухоль-ассоциированных антигенов, индуцируют способность мононуклеарных 

клеток вызывать гибель аутологичных опухолевых клеток при совместном куль-

тивировании, о чем свидетельствует повышение цитотоксической активности мо-

нонуклеарных клеток больных раком молочной железы против аутологичных 

опухолевых клеток, а также увеличение количества перфорин-позитивных клеток 

в данных культурах. 
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Установлено, что дендритные клетки, трансфицированных ДНК-

конструкциями, кодирующими поли-ЦТЛ-эпитопные иммуногены, содержащие 

HLA-A*02:01-специфичные антигенные детерминанты нескольких опухоль-

ассоциированных антигенов индуцируют цитотоксический иммунный ответ в 

культуре мононуклеарных клеток против аутологичных опухолевых клеток рака 

молочной железы как при добавление, так и без ИЛ-12 и ИЛ-18, в отличие от ден-

дритных клеток, праймированных антигенами лизата аутологичных опухолевых 

клеток, которые индуцируют  цитотоксический ответ МНК только при добавле-

ние костимуляторных факторов ИЛ-12 и ИЛ-18. 

Теоретическая и практическая значимости работы: 

Использование для трансфекции зрелых дендритных клеток ДНК-

конструкций, кодирующими поли-ЦТЛ-эпитопный иммуноген, содержащая HLA-

A*02:01-специфичные антигенные детерминанты белка HER2-neu, является более 

эффективным способом активации мононуклеарных клеток больных раком мо-

лочной железы, чем использование ДНК-конструкций, кодирующих полнораз-

мерный белок ERBB2. Использование дендритных клеток, трансфицированных 

ДНК-конструкциями, кодирующими поли-ЦТЛ-эпитопные иммуногены, содер-

жащие HLA-A*02:01-специфичные антигенные детерминанты нескольких опу-

холь-ассоциированных антигенов является эффективным способом стимуляции 

цитотоксического потенциала мононуклеарных клеток больных раком молочной 

железы. Полученные данные указывают на то, что уровень стимуляции мононук-

леарных клеток зрелыми дендритными клетками, трансфицированными ДНК-

конструкциями, зависит от HLA-A-гаплотипа больного и от типа используемой 

ДНК-конструкции.. В отсутствие иммунорегуляторных цитокинов ИЛ-12 и ИЛ-18 

дендритные клетки, трансфицированных ДНК-конструкциями, кодирующими по-

ли-ЦТЛ-эпитопные иммуногены, содержащие HLA-A*02:01-специфичные анти-

генные детерминанты нескольких опухоль-ассоциированных антигенов, индуци-

руют формирование эффективного цитотоксического ответа мононуклеарных 

клеток только при соответствующем гаплотипе HLA*02:01 больных раком мо-

лочной железы. Дополнительное воздействие иммунорегуляторных цитокинов 
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ИЛ-12 и ИЛ-18 на совместные культуры дендритных клеток, трансфицированных 

полиэпитопными HLA-A*02:01-специфичными ДНК-конструкциями, и мононук-

леарных клеток позволяет формированить клеточно-опосредованный цитотокси-

ческий ответ культуры мононуклеарных клеток против аутологичных опухолевых 

клеток также в группе HLA-A*02-негативных больных раком молочной железы. 

Полученные данные о цитотоксическом противоопухолевом эффекте денд-

ритных клеток, трансфицированных полиэпитопными ДНК-конструкциями, со-

культивированных с мононуклеарными клетками периферической крови, позво-

ляют рассматривать их в качестве перспективного подхода для разработки новых 

методов клеточной иммунотерапии больных раком молочной железы. На основа-

нии проведенного исследования получен патент №2521506 «Способ генерации 

антиген-специфических цитотоксических клеток с противоопухолевой активно-

стью при раке молочной железы» и подана заявка №201313546 на получение па-

тента. 

Основные положения, выносимые на защиту: 

Дендритные клетки, трансфицированные ДНК-конструкциями, кодирующи-

ми поли-ЦТЛ-эпитопные иммуногены, содержащие HLA-A*02:01-специфичные 

антигенные детерминанты нескольких опухоль-ассоциированных антигенов рака 

молочной железы, способствуют формированию цитотоксического клеточно-

опосредованного иммунного ответа in vitro.  

Способность к индукции цитотоксического ответа мононуклеарных клеток 

зрелыми дендритными клетками, трансфицированными ДНК-конструкциями, за-

висит от структуры подобранных иммуногенов, входящих в ДНК-конструкции, и 

от HLA-A-гаплотипа больного. 
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нотерапия основных заболеваний человека: от эксперимента к клинике», Новоси-

бирск, 2011 
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2012 
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патологии» в рамках Объединенного иммунологического форума, Нижний Нов-
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Глава 1. Обзор литературы 

1.1. Дендритные клетки и Т-лимфоциты 

 

 

 

В развитии противоопухолевого иммунного ответа ведущую роль играют анти-

ген-презентирующие клетки (АПК) и Т-лимфоциты. Эти клетки взаимодействуют 

между собой с помощью прямых контактов или через продукцию цитокинов или 

хемокинов, которые действуют ауто- или паракринно для контроля и моделиро-

вания процесса роста опухоли. Среди антиген–презентирующих клеток, именно 

дендритные клетки рассматриваются как наиболее мощные профессиональные 

клетки для захвата и презентации различных видов антигенов [Banchereau 

J.,2005]. Они могут стимулировать местный иммунный ответ в очагах инфекции, а 

также служить переносчиками антигенов в лимфоидные органы для праймирова-

ния специфических Т-клеток. 

Иммунобиология дендритных клеток 

Дендритные клетки – антиген-презентирующие клетки костномозгового проис-

хождения, которые способны инициировать и регулировать как врожденный, так 

и приобретенный Т-клеточный (CD4
+
 и CD8

+
) и B-клеточный иммунные ответы 

[Steinman M.R., 1991;]. 

На сегодняшний день в крови человека выделяют 2 основные субпопуляции 

ДК: миелоидные (мДК) и плазмоцитоидные (пДК). С помощью данных проточной 

цитофлуорометрии удалось установить, что данные субпопуляции разделяются на 

основании экспрессии поверхностных рецепторов. Так, плазмоцитоидные ДК вы-

соко экспрессируют рецептор к ИЛ-3 (CD123 или ИЛ-3Rα цепь), TLR (Toll-like 

receptor) 1,6,7,9,10 и не экспрессируют CD11с, в то время как миелоидные ДК, на-

оборот, высоко экспрессируют CD11c, TLR: 1,2,3,4,5,6,8 и 10, но слабо экспрес-

сируют CD123 [Ueno H., 2007; Jarrossay D., 2001]. 
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Незрелые ДК характеризуются высокой организацией цитоскелета, низкой под-

вижностью, и небольшим количеством отростков [Banchereau J., 2000]. Они экс-

прессируют низкий уровень костимуляторных молекул (например, CD80, CD83, 

CD86), молекул главного комплекса гистосовместимости (MHC) I и II типа, высо-

кий уровень рецепторов к хемокинам (например, CCR7), которые позволяют им 

мигрировать в лимфатические узлы. Незрелые ДК способны слабо стимулировать 

пролиферацию и дифференцировку Т-клеток. При этом они обладают выражен-

ной способностью поглощать и обрабатывать различные антигены (АГ) [Rosen-

blatt J., 2003]. Дендритные клетки используют рецептор-опосредованный меха-

низм и макропиноцитоз для захвата и эффективной презентации растворимых ан-

тигенов Т-клеткам.[ Sallusto F., 1995]. 

Зрелые ДК характеризуются низкой плотностью цитоплазмы, многочисленны-

ми выростами, которые облегчают подвижность и увеличивают площадь для кон-

такта с Т-клетками. По мере созревания ДК наблюдается снижение уровня экс-

прессии эндоцитозных и фагоцитозных рецепторов, что приводит к снижению 

способности захватывать антиген. Одновременно происходит увеличение уровня 

экспрессии костимуляторных молекул (CD40, CD80, CD83, CD86) и комплекса 

МНС-антигенный пептид, что позволяет эффективно праймировать Т-клетки для 

запуска специфичного иммунного ответа [Banchereau J., 2000; Sabatte, 2007]. 

Праймирование Т-клеток обеспечивается 3 основными сигналами [Ruffell B., 

2010], [Diebold S.S., 2008; Russell S.M., 2008]: 

- Первый сигнал - взаимодействие комплекса МНС-пептид с Т-клеточным ре-

цептором (TCR). В зависимости от происхождения АГ (внутриклеточный или 

внеклеточный), его презентация может происходить в комплексе с MHC I и II, со-

ответственно. При взаимодействии ДК с Т-клеточным рецептором, в зависимости 

от экспрессии I или II класса молекул MHC на поверхности ДК будут активиро-

ваться CD8
+
 или CD4

+
 Т-клетки, соответственно [Ackerman A.L., 2004]. Однако, 

возможен механизм перекрестной презентации, когда внеклеточный АГ представ-

ляется в комплексе с MHC I класса CD8
+
- клеткам. Эта способность позволяет ДК 
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праймировать CD8
+
-клеточный ответ для защиты от патогенов, которые не пора-

жают непосредственно ДК [Ackerman A.L., 2004; Groothuis T.A., 2005]. 

- Второй сигнал - взаимодействие костимуляторных молекул, экспрессирую-

щих на поверхности АПК, таких как B7-1 (CD80), B7-2 (CD86) и др., с CD28 - 

костимуляторной молекулой на поверхности Т-клеток для указанных рецепторов 

АПК. В отсутствии костимуляторного сигнала не происходит активации Т-клеток, 

и они становятся толерогенными или входят в состояние анергии [Steinman T.M., 

2003]. 

- Третий сигнал - цитокины, содержащиеся в микроокружении взаимодейст-

вующих клеток. Они направляют дифференцировку Т-клеток к различным типам 

эффекторов [Sabatte, J., 2007; Rossi M.; De Jong E.C., 2004]. Зрелые ДК продуци-

руют такие цитокины, как ИЛ-12, ИЛ-18 и ИФН-α, и способствуют развитию кле-

точного адаптивного иммунного ответа. Они поляризуют дифференцировку на-

ивных Т-лимфоцитов в сторону Т-хелперов (Th) 1-го типа, которые, в свою оче-

редь, продуцируя ИФН-γ, способствуют дифференцировке и развитию CD8
+
 ЦТЛ, 

разрушению опухолевой ткани и потенциальному контролю или даже элимина-

ции рака. [De Jong E.C., 2004; Dunn G.P. 2006]. 

В зависимости от набора данных сигналов, наивные Т-клетки при контакте с 

ДК могут дифференцироваться либо в CD8
+
 цитотоксические лимфоциты либо в  

CD4
+
-хелперы, которые распознают антигенные пептиды, представленные в ком-

плексе с MHC I или MHC II, соответственно. 

Рядом авторов было отмечено, что в отсутствии цитокинов in vivo CD8
+
 ЦТЛ, 

очевидно, способны обнаруживать АГ, но не могут эффективно отвечать на его 

различные формы, включая растворимые пептиды или белковые АГ [Schmidt C.S., 

2002; Le Bon A., 2006]. Исходя из того, что опухоли не имеют адъювантных 

свойств, Curtsinger J.M. с соавт. предположили, что при узнавании опухоли CD8
+
-

лимфоцитами, может складываться ситуация, когда они распознают опухолевые 

АГ, но в связи с недостаточностью продукции цитокинов, их распространение ли-

бо не увеличивается до необходимого уровня, либо не достигается достаточная 

эффекторная функция ЦТЛ, и они перестают контролировать рост опухоли 
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[Curtsinger J.M.,2007]. 

Помимо влияния на дифференцировку CD4
+
 Th1 и CD8

+
 ЦТЛ, ДК также могут 

способствовать дифференцировке и развитию CD4
+
 T-хелперов 2-го типа, секре-

тируя ИЛ-4, ИЛ-5 и ИЛ-13. Считается, что данные цитокины подавляют развитие 

Th1 типа иммунного ответа [Sabatte, J.,2007; Amsen D., 2004], блокируя актива-

цию транскрипционных факторов Th1 клеток, вместо которых происходит акти-

вация транскрипционных факторов, контролирующих развитие Th2 лимфоцитов 

[Amsen D., 2004; Romagnani S., 2006]. 

CD8
+ 

цитотоксические лимфоциты 

Многочисленные исследования показали, что по продукции ИФН-γ и прямой 

гибели клеток-мишеней, CD8
+
 ЦТЛ являются критическими эффекторами адап-

тивного противоопухолевого иммунного ответа. Они осуществляют свою цито-

токсическую функцию двумя основными механизмами: либо через высвобожде-

ние набора протеаз, так называемый гранулоопосредованный механизм (перфо-

рин/гранзим), либо через семейство ФНО рецепторов (Fas- или TRAIL-

рецепторы), так называемый ФНО-зависимый, или гранулонезависи-

мый/рецепторный путь гибели клеток [Liu K., 2006; Cullen S.P., 2010]. 

Гранулоопосредованный путь апоптоза 

Гранулоопосредованный механизм клеточной гибели традиционно рассматри-

вается как основной механизм, который используют ЦТЛ для элиминации клеток-

мишеней, в том числе и опухолевых [Rousalova I., 2010]. Он не требует от CD8
+
 

ЦТЛ синтеза белков de novo, вместо этого они используют предсинтезированные 

литические гранулы, расположенные в цитоплазме [Trapani, J.A., 2002b]. 

Литические гранулы – это мембран-связанные секреторные лизосомы, которые 

содержат плотное ядро, состоящее из различных белков, включая перфорин и 

гранзимы. Ядро окружено билипидным слоем, содержащим лизосом-

ассоциированные мембранные гликопротеины (LAMPs), включая CD107a 

(LAMP-1), CD107b (LAMP-2) и CD63 (LAMP-3). Функцией данных рецепторов 

считается предупреждение выхода ферментов из литических гранул и защита са-

мих ЦТЛ от литического действия содержимого гранул [Peters, P.J., 1991]. 
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Дегрануляция CD8
+
 цитотоксических лимфоцитов происходит незамедлитель-

но после активации TCR [Barry, M., 2002]. В результате полимеризации микро-

трубочек происходит транспорт литических гранул к иммунологическому синап-

су, сформированному между ЦТЛ и клеткой-мишенью [Betts M.R., 2003], слияние 

мембраны литических гранул с клеточной мембраной и выход активных веществ 

в иммунологический синапс [Peters, P.J., 1991], что в конечном итоге приводит к 

гибели клеток-мишеней. 

Цитотоксичность проявляется при совместных усилиях всех компонентов гра-

нул [Barry, M., 2002], основными из которых являются перфорин и семейство 

гранзимов. Перфорин был выделен в чистом виде в 1984 году как кальций-

зависимый порообразующий белок, секретирующийся ЦТЛ, размером около 

67kDa. По структурным и функциональным характеристикам данный белок бли-

зок к С9 компоненту комплемента. Его экспрессия регулируется в ходе диффе-

ренцировки Т-лимфоцитов с помощью рецепторных активационных сигналов 

(например, через Т-клеточный рецептор) и цитокинами (например, ИЛ-2, ИЛ-15 и 

ИЛ-21). Находясь внутри гранулы, перфорин остается неактивным благодаря ки-

слому значению рН, а также связывающему кальций белку – кальретикулину. При 

выходе в иммунологический синапс, при своей высокой концентрации, наличии 

свободных ионов Са
2+

 и нейтральном значении рН, перфорин встраивается в мем-

брану таргетной клетки, образуя трансмембранные поры 5-20 нм в диаметре, 

обеспечивая проникновения других сериновых протеаз – гранзимов – внутрь 

клетки. 

Хотя в последние годы были обнаружены альтернативные механизмы доставки 

гранзима внутрь клеток (через маннозо-6-фосфатные рецепторы, прямой захват 

гранзима или в ходе обменно-абсорбционного процесса [Bolitho P.,2007]), иссле-

дования на нокаутированных мышах показали ключевую роль перфорина в гран-

зимопосредованой цитотоксичности [Bolitho P.,2007]. При недостатке перфорина 

становится невозможной доставка гранзимов внутрь таргетной клетки, иначе го-

воря, ЦТЛ теряют свою цитотоксическую функцию. 
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Гранзимы – семейство сериновых протеаз, которые содержатся в секреторных 

гранулах ЦТЛ. У человека на сегодняшний день выделено 5 типов протеаз, разли-

чающихся по типу лизируемого субстрата: гранзим А, К, В, Н, и М [Trapani, J.A., 

2001]. Однако определенная клетка обычно экспрессирует только один-два вида 

этих протеаз, находясь в макромолекулярном комплексе с молекулой-

переносчиком серглицином [Синцов А.В., 2008]. Гранзимы отличаются друг от 

друга своей литической способностью, что связано с различием в их структуре и 

молекулярных механизмах действия [Fan Z., 2005]. При этом гранзим В является 

главным эффектором ЦТЛ, особенно в отношении опухолевых клеток. Его наи-

большая протеолитическая активность связана, в первую очередь, со способно-

стью непосредственно активировать прокаспазы – цистеиновые протеиназы, на-

ходящиеся в нормальной клетке в неактивной форме. Помимо этого, гранзим В 

участвует в расщеплении ядерных белков, что указывает на многообразие его 

функций, поэтому в случае удаления одного из пути развития апоптоза эндоген-

ным или вирусным блокатором, функция гранзима В не будет нарушена [Trapani, 

J.A., 2001]. 

У человека дефицит секреторных литических гранул критически сказывается 

на выживаемости организма, особенно при внутриклеточной инфекции: в зависи-

мости от степени поражения данного механизма возможно либо снижение устой-

чивости к внутриклеточным патогенам, либо развитие иммунной дисрегуляции, 

известной как лимфогистиоцитоз [Voskoboinik I., 2010]. В экспериментах на мы-

шах, с нокаутом генов перфорина и гранзима, была показана предрасположен-

ность животных к развитию лимфоидных опухолей, а также меланомы, раку про-

статы и молочной железы [Trapani, J.A., 2001; Voskoboinik I., 2010]. 

Однако, несмотря на тот факт, что гранулоопосредованный механизм цитоток-

сичности является доминантным при функционировании ЦТЛ, результаты по-

следних исследований доказывают важность других механизмов запуска апоптоза 

при опухоль-специфической цитотоксичности CD8
+
-лимфоцитов. Например, бы-

ло показано, что гранулоопосредованный цитолиз лучше действует при мини-

мальной опухолевой нагрузке и становится менее эффективным при ее увеличе-
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нии. При увеличении опухолевой нагрузки значение приобретает Fas-

опосредованный механизм апоптоза [Phoelein C.H., 2003]. 

Семейство ФНО рецепторов и их роль в запуске апоптоза  

Fas-рецептор (FasR) относится к семейству ФНО рецепторов и экспрессируется 

на неизмененных эпителиальных клетках кишечника, молочной железы и других 

органов. Опухоль-специфичные активированные ЦТЛ используют Fas-лиганд 

(FasL) на своей поверхности и соединяются с Fas-рецептором на поверхности 

опухолевой клетки, запуская внутриклеточный каскад каспаз, приводящий к ее 

гибели [Phoelein C.H., 2003]. 

Помимо активированных CD8
+
-лимфоцитов, FasL также был обнаружен на раз-

личных клетках, включая клетки рака молочной железы. В 2000 году Mullauer L. с 

соавт. показали, что при злокачественном росте происходит увеличение экспрес-

сии FasL клетками молочной железы, по сравнению с окружающими неизменен-

ными клетками. Они предположили, что данное увеличение экспрессии обеспечи-

вает малигнизированные клетки преимуществом, вызывая гибель иммунных 

и/или стромальных клеток, экспрессирующих FasR, тем самым позволяя избегать 

опухоли иммунного контроля [Mullauer L., 2000]. Fersching D.M.I. с соавт. показа-

ли, что уровень свободного Fas-лиганда в плазме крови больных раком молочной 

железы значительно превышает его уровень у здоровых доноров. Авторы делают 

предположение, что по уровню FasL можно различать здоровых доноров и людей 

с метастазирующими формами рака молочной железы, а также возможную его 

прогностическую ценность [Fersching D.M.I., 2012]. 

Кроме того, в последних исследованиях было отмечена связь Fas-рецептора, 

клеточной пролиферации и развития опухоли [Liu K., 2006]. В ряде исследований 

колоректального рака было показано, что в первичной клеточной популяции су-

ществуют разные подтипы раковых клеток, и при взаимодействии между FasL на 

иммунных клетках и Fas-рецепторов на опухолевых клетках происходит появле-

ние Fas-устойчивых форм опухоли с большим потенциалом к метастазированию 

[Liu K., 2006; Liu K., 2003]. Следует отметить, что потеря экспрессии Fas-

рецептора на опухолевых клетках ряд авторов связывает с повышенным риском 
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метастазирования, связанной с утратой Fas-зависимого пути апоптоза [Liu K., 

2006].  

Еще одним представителем суперсемейства рецепторов ФНО являются TRAIL 

(TNF-related apoptosis-inducing ligand) рецепторы. При их активации, аналогично 

Fas- опосредованному механизму, запускается внутриклеточный каскад реакций, 

приводящий к апоптозу клеток. У человека описано 4 разных типа TRAIL рецеп-

торов, однако к рецепторам «смерти» относятся только 1 и 2 тип рецепторов 

(TRAIL-1R, или DR4, TRAIL-2R, или DR5). В отличие от нормальных клеток ор-

ганизма, опухолевые клетки, в том числе и клетки рака молочной железы, более 

чувствительные к TRAIL-опосредованному апоптозу [Rahman M., 2009]. Согласно 

экспериментальным данным, TRAIL- TRAILR- опосредованный механизм апоп-

тоза играет непосредственную роль в регуляции возникновения опухоли и ее рос-

та. Потеря функции TRAIL в результате мутации или снижения экспрессии, а 

также изменения в ключевых медиаторах сигнальных путей, могут служить при-

чиной устойчивости опухоли к TRAIL- опосредованному механизму апоптоза 

[Johnstone R.W., 2008]. 

Если роль CD8
+
-лимфоцитов в уничтожении опухолевого процесса давно из-

вестна, то только в последние годы наблюдается более глубокое понимание роли 

CD4
+
-клеток в противоопухолевом иммунитете. Можно выделить несколько при-

чин для этого. Во-первых, концептуально более просто представить цитотоксиче-

ские лимфоциты, запускающими апоптоз инфицированных, поврежденных или 

опухолевых клеток. Во-вторых, солидные опухоли редко экспрессируют молеку-

лы HLA II класса, в отличие от молекул HLA I класса, которые делают опухоле-

вые клетки видимыми для прямого поражения CD8
+
-клетками. И последнее, более 

выраженная зависимость резекции опухоли от ЦТЛ, и относительная легкость по-

лучения CD8
+
- клеток из опухоли укрепили репутацию ЦТЛ как первичных эф-

фекторов противоопухолевого иммунитета [Koski G.K., 2008]. 

Однако, опухоль-специфичные CD4
+
-клетки могут развивать цитотоксическую 

активность и опосредовать резекцию опухоли через MHC-II опосредованное уз-
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навание опухолевых клеток, тем самым предполагая, что CD4
+
-клетки тоже могут 

быть эффекторами противоопухолевого иммунного ответа. 

CD4
+
 Т-лимфоциты 

При взаимодействии TCR с комплексом MHC II-пептид на поверхности денд-

ритных клеток происходит активация CD4
+
-лимфоцитов. В отличие от CD8

+ 
ЦТЛ, 

которые представлены в организме человека одним фенотипом, выделяют не-

сколько фенотипов CD4
+
 Т-клеток-хелперов, отличающихся по выполняемой ими 

функции и секреции цитокинов [Sallusto A., 2009; Wilson S.B., 2009]: Th1-клетки 

секретируют цитокины, такие как ИФН-γ, ФНО-α, ГМ-КСФ и ИЛ-2, и поддержи-

вают функционирование ЦТЛ, участвуя в удалении вирусов, внутриклеточных 

бактерий и разрушение опухолевых клеток; Th2-клетки секретируют цитокины, 

такие как ИЛ-10, ИЛ-4 и ИЛ-5, обеспечивая элиминацию внеклеточных парази-

тов, а также ограничивают пролиферацию ЦТЛ; Th17-клетки секретируют ИЛ-17 

и действуют при аутоиммунных заболеваниях; Трег-клетки секретируют ИЛ-10 и 

TGF-β, которые подавляют иммунный ответ.  

На сегодняшний день известно, что T-хелперы 1 типа способствуют активации 

ЦТЛ посредством нескольких основных механизмов: 

 Классический механизм – Th1-клетки участвуют в аутокрин-

ной/паракринной секреции Т-клеточных ростовых и дифференцировочных факто-

ров, например ИЛ-2, который в большинстве случаев требуется для роста и диф-

ференцировки ЦТЛ, но ими не секретируется; 

 Одновременный контакт 3 клеток – АПК (ДК), ЦТЛ и Th1 клетки - обеспе-

чивает специфическую активацию Th1-клеток, которые стимулируют увеличение 

экспрессии CD40L, вызывая дальнейшую активацию ДК, и уже только потом ак-

тивируют ЦТЛ; 

 Оптимальный CD4
+
Т-клеточный ответ может увеличить накопление CD8

+
 

ЦТЛ в опухоли, способствуя распространению, миграции и дифференцировке 

опухоль-специфичных CD8
+
 Т-лимфоцитов [Behrens G., 2004; Marzo A.L., 2000]. 

Было показано, что количество опухоль-инфильтрирующих CD4
+
 Т-лимфоцитов 
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коррелирует с эффективностью противоопухолевого ответа CD8
+
 цитотоксиче-

ских лимфоцитов [Lai Y.-P., 2011]. 

Однако постепенно накопленные данные указывают, что CD4
+
-клетки не толь-

ко важны для противоопухолевой активности ЦТЛ, но также, иногда способны 

опосредовать резекцию опухоли без видимого участия CD8
+
 ЦТЛ [Hung K., 1998; 

Daniel D., 2005]. Th1-лимофицты сами непосредственно могут запускать апоптоз 

опухолевых клеток через Fas/FasL или TRAIL-опосредованный механизм апопто-

за [Schattner EJ, 1996; Thomas WD, 1998]. Считается, что секретируемые активи-

рованными CD4
+
 Т-клетками цитокины способны вызывать гибель части опухо-

левых клеток. Например, при активации CD4
+
 Т-лимфоцитов гранулоцитарно-

макрофагальным колониестимулирующим фактором (ГМ-КСФ) происходит сек-

реция Th1 и Th2 типа цитокинов, которые активируют в свою очередь эозинофи-

лы и макрофаги, вызывающие лизис опухолевых клеток путем секреции активных 

форм кислорода и оксида азота [Hung K., 1998]. Было показано, что CD4
+
 Т-

клетки подавляют опухолевый ангиогенез посредством секреции цитокинов груп-

пы ИФН [Ostrand-Rosenberg S., 2005]. Кроме того, CD4
+
 Т-лимфоциты могут вы-

зывать «спячку» опухоли, не позволяя ей ускользать от иммунного надзора 

[Denardo D.G., 2009]. 

Состояние клеток адаптивного иммунного ответа в процессе  

опухолевой инвазии 

Несмотря на реализацию функций адаптивного иммунитета, со временем, опу-

холевые клетки в процессе иммуноредактирования становятся устойчивыми к  

воздействию клеток первой линии защиты и развивают фенотип, способный воз-

действовать на иммунные клетки через секрецию хемокинов и цитокинов [Chow 

M.T., 2012; Mantovani A., 2008]. 

Исследования последних двух десятилетий указывают, что неадекватная пре-

зентация опухолевых антигенов дендритными клетками организма является од-

ним из потенциальных механизмов опухоль-опосредованного подавления функ-

ции ДК как антиген-презентирующих клеток. Так как общепринято считать ДК 

первичной популяцией клеток, ответственных за запуск противоопухолевого им-
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мунитета, неудивительно, что опухоли развивают механизмы для ингибирования 

функции и выживаемости ДК. Becker с соавт. предположили, а Chaux доказал 

роль ИЛ-10, секретируемого раковыми клетками, в подавлении противоопухоле-

вой функции ДК [Becker Y.,1992; Chaux P., 1995]. В 1996 году Gabrilovich с соав-

торами в серии in vivo и in vitro испытаний на мышах-опухоленосителях показали, 

что ДК обладают сниженной способностью захватывать и представлять АГ, не-

достаточной для активации Т-клеточной пролиферации [Gabrilovich D. I., 1996a; 

Gabrilovich D. I., 1996b.]. Тогда же была показана сниженная экспрессия основных 

костимуляторных молекул дендритных клеток – CD80/CD86 [Chaux P., 1996.]. 

Было показано, что клетки меланомы способны продуцировать факторы, которые 

изменяют антиген-презентирующую активность ДК на индукцию толерантности 

против опухолевой ткани, изменяя противоопухолевую роль ДК на «молчащий» 

иммунный ответ [Enk A.H., 1997]. Также, было показано, что опухоль может сек-

ретировать вещества, подавляющие пролиферацию и дифференцировку ДК 

[Gabrilovich D.I., 1996a], что приводит к резкому снижению пула активных ДК, 

способных стимулировать противоопухолевый иммунный ответ в микроокруже-

нии опухоли. Помимо этого, опухоль способна вызывать апоптоз ДК и их пред-

шественников, как in vivo, так и in vitro [Esche C., 1999; Katsenelson N.S., 2001; 

Pinzon-Charry A., 2006]. Таким образом, такое опухоль-опосредованное вмеша-

тельство в генерацию, функционирование и выживаемость ДК, являются одним 

из возможных путей, с помощью которых опухоль избегает иммунного ответа, 

подавляя активность ДК. 

Помимо ингибирования ДК, опухолевые клетки способны перепрограммиро-

вать или реполяризировать дифференцировку гематопоэтических клеток-

предшественников ДК от традиционной линии дендритных клеток к регулятор-

ным или толерогенным субпопуляциям ДК, проонкогенным эндотелиально-

подобным ДК, или миелоидным супрессорным ДК (MDSC) и моноци-

там/макрофагам [Shurin et al. 2006]. В асцитической жидкости больных раком 

яичника и меланомой были обнаружены иммуносупрессивные дендритные клетки 

[Wertel F.,2006; McCarter M.D.,2007]. Дендритные клетки, образованные в присут-
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ствии растворимых факторов, продуцированных мелкоклеточным раком легкого 

и аденокарциномы, фенотипически и функционально больше похожи на макрофа-

ги, чем на обычные ДК [Avila-Moreno et al. 2006]. 

Третьим механизмом опухолевой инвазии считается так называемое избега-

ние (avoidance), которое связано с потерей экспрессии хемокинов опухолевыми 

клетками, в результате чего не образуется необходимый градиент для направлен-

ной миграции ДК к очагу малигнизации. Хемоаттрактанты для ДК продуцируют-

ся всеми нормальными тканями, однако их экспрессия может быть подавлена в 

ходе малигнизации. Экспрессия CXCL14 коррелирует с привлечением и хоумин-

гом ДК, активируя их созревание. Отсутствие хемокина является наиболее изу-

ченным фактором, который способствует избеганию иммунного надзора [Freder-

ick et al., 2000] и должно рассматриваться как дополнительный механизм, способ-

ствующий росту опухоли [Shurin et al. 2005a]. 

Было обнаружено, что уменьшение количества ДК в лимфатических узлах при 

РМЖ непосредственно коррелирует с увеличенаем количества метастазов в лим-

фатические узлы и плохим прогнозом выживания [Coventry BJ, 2003; Georgiannos 

SN, 2003; Iwamoto M, 2003 Kohrt H.E., 2005; Liyanage UK, 2002, Стахеева М.Н., 

2011]. Было показано, что в 90% образцов РМЖ в опухолевом окружении присут-

ствуют незрелые ДК, в то время как зрелые ДК обнаруживались только в 60% об-

разцов. В некоторых случаях, Т-клетки образуют кластер вокруг ДК, аналогично 

кластеру Т-клетки-ДК во вторичных лимфоидных органах, что указывает на про-

ходящие иммунные реакции в опухолевом микроокружении [Bell D., 1999]. 

Помимо ДК, в опухолевом микроокружении, а также в дренирующих лимфати-

ческих узлах, представлены все субпопуляции Т-клеток [Grivennikov S.I., 2010]. 

При этом известно, что они способны проявлять как опухоль-ингибирующие, так 

и опухоль-стимулирующие эффекты [DeNardo D.G., 2009; Smyth M.J., 2006]. Уве-

личенное количество Т-клеток, особенно активированных ЦТЛ и Th1-

лимфоцитов, коррелирует с лучшей выживаемостью при некоторых формах рака, 

включая инвазивные формы колоректального рака, меланому, множественную 

миелому и рак поджелудочной железы [Grivennikov S.I., 2010; Swann J.B., 2007]. 
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При раке молочной железы, наличие опухоль-инфильтрирующих лимфоцитов с 

высокими показателями соотношения CD4
+
/CD8

+
 и Th2/Th1 указывает на плохой 

прогноз [Kohrt H.E., 2005]. Th2-лимфоциты стимулируют прогрессию рака мо-

лочной железы, а также метастазирование опухоли путем «обучения» опухоль-

ассоциированных макрофагов продукции проангиогенных и прометастатических 

факторов [DeNardo D.G., 2009]. Kohrt H.E. с соавторами показали, что в поражен-

ных метастазами лимфатических узлах (ЛУ) больных РМЖ снижено содержание 

CD4
+
, CD8

+
Т-клеток, и CD1a ДК при сравнении со здоровой группой доноров. 

Однако в непораженных ЛУ наблюдается повышенное содержание CD1a ДК 

[Kohrt H.E., 2005]. Авторы показывают, что наличие CD4
+
T-лимфоцитов и ДК в 

подмышечных ЛУ имеет высокую положительную корреляцию с прогнозом вы-

живаемости, независимо от наличия метастазов в данных ЛУ. 

Различные цитокины также могут либо стимулировать (ИЛ-6, ИЛ-17, ИЛ-23), 

либо ингибировать (ИЛ-12, TRAIL, ИФН-γ) развитие и прогрессию опухоли, без-

относительно их источника, а также оказывать прямые эффекты на рост и выжи-

ваемость раковых клеток (TRAIL, FasL, ФНО-α, EGFR лиганд, TGFβ, ИЛ-6) 

[Grivennikov S.I., 2010]. На мышиных моделях было показано, что эффект макро-

фагов и Т-клеток на развитие колит-ассоциированного рака опосредуется ИЛ-6, 

ИЛ-11, ФНО-α, ИЛ-1β, а также ИЛ-23. При раке желудка ИЛ-1β выступает в каче-

стве опухолевого промотора. У людей высокий уровень циркулирующего ИЛ-6 

связывают с фактором риска гепатоцеллюлярной карциномы, и он является луч-

шим предиктором быстрой прогрессии патологии от вирусного гепатита до гепа-

то-целюлярной карциномы. ИЛ-23 имеет двоякое действие на опухолевый рост. 

Его про-опухолевые эффекты опосредованы ИЛ-17 и ИЛ-22, которые секретиру-

ются Th17 [Grivennikov S.I., 2010]. 

Таким образом, описанные данные о роли иммунных эффекторных механизмов 

указывают на возможность системы иммунитета эффективно контролировать 

рост опухоли.  Клетки адаптивного иммунного ответа, а также продуцируемые 

ими цитокины, могут оказывать воздействие на все аспекты развития опухоли, 

тем самым показывая возможности иммунной системы подавлять рост опухоле-
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вых клеток [Моисеенко В.М., 2007]. На сегодняшний день общепринятым счита-

ется, что иммунная система способна контролировать опухолевый процесс [Finn 

O.J., 2008]. Подтверждение наличия предсуществующего противоопухолевого 

иммунного ответа, как клеточного (цитотоксический CD8
+
 T-клеточный и CD4

+
 

Th1 ответы), так и гуморального (наличие антител) против опухолевых клеток 

[Viehl C.T., 2005; Grube M., 2007], а также открытие опухолевых антигенов стало 

основными предпосылками для начала обширных исследований в области моду-

ляции иммунного ответа как in vitro, так и in vivo, с целью создания различных 

иммунотерапевтических антиген-специфических подходов для борьбы с онколо-

гическими заболеваниями. 

 

 

 

1.2. Основные опухоль-ассоциированные антигены при раке молочной 

железы 

 

 

 

Любая опухоль экспрессирует разнообразные белковые АГ, узнаваемые им-

мунной системой, которые являются потенциальными целями для модуляции им-

мунного ответа. Опухоль-ассоциированными антигенами (ОАА) называют анти-

гены, свойственные опухолевым клеткам, которые в норме отсутствуют или слабо 

экспрессируются на нормальных тканях взрослого организма [Finn O.J., 2009]. 

Экспрессия ОАА клетками опухоли – спонтанный процесс, хотя в низких титрах 

экспрессия ОАА может происходить и в нормальных клетках [Grazino D.F.]. 

Используя доступные современные методы для молекулярной идентификации 

и характеристики опухолевых антигенов, можно выделить следующие подклассы 

опухоль-ассоциированных антигенов [Finn O.J., 2009; Novellino L., 2005]: 

1. Онкофетальные антигены – молекулы, которые высоко экспрессируются 

в течение эмбрионального развития, экспрессия которых подавляется после рож-
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дения. На опухолях обнаружено восстановление экспрессии данных молекул, в то 

время как нормальные клетки продолжают быть негативными по данным антиге-

нам. К этой группе относятся: онкофетальный антиген, незрелый рецептор лами-

нина (OFA/iLRP), глипикан 3, альфа-фетопротеин (АФП) и раково-

эмбриональный антиген (CEA).  

2. Дифференцировочные антигены – тканеспецифические белки или глико-

протеины, синтезируемые нормальной тканью данного гистогенеза на определен-

ных этапах своего развития: тирозиназа, гликопротеин-100, Мелан-А/меланомный 

антиген, распознаваемый Т-клетками (Melan-A/MART-1), простат-специфический 

антиген (ПСА), простат-специфический мембранный антиген (ПСМА). 

3. Раково-яичковые антигены – данные молекулы экспрессируются многими 

гистологическими типами опухолей, но не нормальными тканями за исключением 

яичек (сперматогониев и первичных сперматоцитов). Так как мужские гермина-

тивные клетки не экспрессируют HLA молекул, они не могут презентировать ци-

тотоксические эпитопы Т-клеткам и не могут служить мишенью для CD8
+
 проти-

воопухолевого иммунного ответа. К ним относятся MAGE, GAGE, BAGE  и дру-

гие.  

4. Гиперэкспрессируемые генные продукты и универсальные опухолевые 

антигены – антигены, выявляемые благодаря гиперэкспрессии соответствующих 

генов. В нормальных тканях данные гены экспрессируются обычно на низком 

уровне. К ним можно отнести р53, Her-2, CEA и MUC-1. 

5. Онкогенные вирусные антигены – из них, наиболее часто ассоциируются с 

раковой трансформацией антигены вируса папилломы человека 16 и 18 серотипов 

Е6 и Е7 для рака шейки матки, вирус Эпштейн-Барр для лимфомы Бюркитта, ви-

русы гепатита В и С. 

6. Уникальные антигены – являются продуктами мутаций и реаранжировки 

экспрессирующихся антигенов. 

Таким образом, опухолевые антигены можно отнести к двум группам антиге-

нов по своему происхождению: уникальные (мутантные) антигены и общие нему-

тантные собственные антигены. Выбор между данными двумя антигенами можно 
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рассматривать как выбор между стимуляцией иммунитета (мутантные антигены), 

или преодолением толерантности и стимуляцией аутоиммунного процесса (собст-

венные антигены) [Palucka K., 2011b]. Следует отметить, что антигенный профиль 

опухоли не является стабильным ни качественно, ни количественно на различных 

этапах опухолевого процесса, и метастазы могут иметь отличающийся от первич-

ной опухоли набор опухолевых антигенов. Это является серьезной проблемой для 

модуляции иммунного ответа. Тем не менее, если рассматривать онкологию в це-

лом, было выделено более 100 белков, которые являются кандидатами для созда-

ния противоопухолевых вакцин [Тюряева И.И., 2008]. 

Наиболее перспективным и активно изучающимся антигеном при раке молоч-

ной железы является рецептор Her-2/neu. Однако в связи с наличием негативных 

по экспрессии Her2 форм рака, изменением уровня экспрессии маркера в зависи-

мости от проводимой терапии и стадии заболевания в мире активно ведутся ис-

следования иммунотерапевтического потенциала других опухоль-

ассоциированных антигенов, причем как в моноспецифичных, так и полиспеци-

фичных вакцинах. 

Белок HER-2 (HER-2/neu, или ErbB2) является трансмембранным тирозинки-

назным рецептором. Относится к семейству рецепторов эпидермального фактора 

роста с молекулярной массой 185 кДа и не имеет собственного лиганда. Свои 

функции осуществляет при формировании димерных форм (гетеродимеров с дру-

гими представителями класса рецепторов HER, или гомодимеров). В норме, белок 

HER2 экспрессируется в период формирования организма, и небольшой уровень 

экспрессии наблюдается на эпителиальных клетках во взрослом организме. 

Белки семейства HER играют важную роль в дифференцировке и росте клеток. 

Рецептор HER-2 наиболее широко экспрессируется в организме, находясь на 

клетках желудочно-кишечного тракта, легких, молочной и поджелудочной желез, 

яичника, кожи, центральной нервной системы и мочевыводящей системы эм-

бриональных и взрослых тканей [Gutierrez C., 2011]. На мышах с нокаутом гена 

HER2/neu было показано, что отсутствие рецептора приводит к гибели особей на 
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11 день эмбрионального развития в связи с пороками развития сердца и отсутст-

вием нервной системы [Morris J.K., 1999].  

Считается, что на нормальных клетках может наблюдаться не значительная 

экспрессия рецепторов HER2/neu, при этом она не оказывает никакого влияния на 

функционирование этих клеток. Однако при гиперэкспрессии рецептора возраста-

ет клеточная пролиферация, бесконтрольный рост клеток, туморогенность и мета-

статический потенциал в сравнении с клетками, экспрессирующими базальный 

уровень рецептора [Gutierrez C., 2011]. 

Гиперэкспрессия рецептора HER-2/neu наблюдается в 20% всех случаев инва-

зивных форм рака молочной железы, в 50% случаев отечно-инфильтративных 

форм рака и в 60-70% случаев внутрипротоковой карциномы in situ, и ассоцииру-

ется с клинически агрессивными формами заболевания. Различия в уровне экс-

прессии рецептора на опухолевых и нормальных клетках позволяет использовать 

HER-2 как потенциально возможную мишень для иммунотерапии. Амплификация 

рецептора считается относительно ранним событием туморогенеза, происходя-

щим примерно в 60-70% случаев карциномы in situ. HER2-позитивный статус 

поддерживается в течение прогрессии заболевания до инвазивной формы и при 

метастазировании [Carlsson J.,2004]. Однако в связи с тем, что только 20% инва-

зивных форм рака экспрессируют HER2, ряд авторов предполагает, что многие 

HER2-амплифицированные формы не прогрессируют в инвазивную стадию 

[Gutierrez C., 2011]. При лечении Трастузумабом (моноклональные антитела к ре-

цептору HER2/neu) некоторые опухоли теряют экспрессию рецептора, предполо-

жительно в ходе селекции HER2 негативных клонов, которые не погибли при воз-

действии антителами [Mittendorf  E.A., 2009]. И наоборот, первоначально отрица-

тельные опухоли могут начинать экспрессировать рецептор HER2, особенно по-

сле гормональной терапии, направленной на эстрогеновые рецепторы [Lopez-

Tarruella S., 2007]. 

Начиная с 1994 года, в различных исследованиях было показано наличие кле-

точного и/или гуморального иммунных ответов против рецептора HER2 у паци-

ентов с HER2 гиперэкспрессированными опухолями. Как показано на преклини-
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ческих моделях, наличие иммунного ответа может способствовать медленному 

развитию опухоли на ранних стадиях заболевания [Ladjemi M.Z., 2010]. Данные 

наблюдения совместно с сообщениями об эффективности трастузумаб-

основанной анти-HER2 пассивной иммунотерапии стали толчком к началу иссле-

дования различных стратегий модуляции анти-HER2 иммунного ответа in vitro и 

in vivo. 

В экспериментальных работах было показано, что иммунизация с использова-

нием ДК, трансфицированных аденовирусным вектором, кодирующим HER2 бе-

лок, сдерживала возникновение HER2/neu-позитивного рака молочной железы у 

BALB/c трансгенных мышей [Sakai Y, 2004]. Chen Y. с соавт. продемонстрирова-

ли, что введение ДК, которые были трансфицированы аденовирусом, кодирую-

щим HER2 и ИЛ-12, может стимулировать опухолевую защиту у FVB мышей с 

сингенными HER2 гиперэкспрессированными опухолями, и что обе популяции 

CD4
+
 и CD8

+
 Т-лимфоцитов необходимы для вызова данного ответа [Chen Y., 

2001]. Аналогичные результаты были показаны с ДК, которые были трансфици-

рованы аденовирусными векторами, кодирующими HER2 и ФНО-α [Chen Z., 

2002]. 

В одном клиническом испытании исследовали ДК, нагруженные различными 

иммуногенными пептидами белка ErbB2/HER2-neu, специфичными по HLA I и II 

типа. Авторами показано развитие пептид-специфичного цитотоксического отве-

та, наличие CD4
+
Т-клеток, продуцирующих большое количество ИФН-γ, а также 

стабилизация процесса до 8 месяцев [Brossart P., 2000; Czerniecki B.J., 2007]. Не-

давние исследования показали иммуногенность HER2/neu вакцин особенно в со-

четании с адъювантом ГМ-КСФ [Florescu A., 2011]. Рядом других авторов было 

показано увеличение безрецидивного периода течения рака молочной железы с 

вовлечением лимфатических узлов по сравнению с контрольными группами [Peo-

ples G.E., 2005]. 

Однако в связи с высокой экспрессией рецептора HER2 в эмбриональный пери-

од при изолированной стимуляции HER2-специфичного иммунного ответа воз-

можно развитие Т-клеточной толерантности, которая в совокупности с использо-
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ванием HLA-специфичных последовательностей пептидов ограничивает возмож-

ный репертуар высокоавидных Т-клеток для предотвращения развития аутоим-

мунного процесса. В связи с этим исследования других опухолевых антигенов, 

которые экспрессируются клетками рака молочной железы, но имеют ограничен-

ное распространение на неизмененных клетках организма способно привести к 

более эффективной стимуляции цитотоксического Т-клеточного иммунного отве-

та. Наиболее изученными антигенами являются маммаглобин А, NY-BR-1 и 

hMENA, которые достаточно часто встречаются именно при опухолях молочной 

железы, а также ряд более универсальных антигенов, экспрессия которых встре-

чается при разных типах опухолей: 

- Маммаглобин А – секреторный белок с молекулярной массой 10 кДа 

[O’Brien N, 2002]. Гиперэкспрессия данного антигена наблюдается в 70-80% слу-

чаев РМЖ [Zehentner B.K., 2004]. Он отличается высокой специфичностью к 

клеткам молочной железы, гиперэкспрессируясь при разных стадиях РМЖ (неин-

вазивная, инвазивная, метастатическая), что делает его привлекательной мише-

нью для таргетной иммунотерапии заболевания. Viehl C.T. с соавторами показали 

возможность генерации in vitro маммаглобин-специфичных CD8
+
 Т-лимфоцитов, 

Т-хелперов 1 типа, которые продуцируют ИФН-γ, однако продукция ИЛ-4 Т-

хелперами 2 типа отсутствовала [Viehl C.T., 2005; Jaramillo A., 2004]. Также было 

определено несколько HLA I-специфичных эпитопов белка маммаглобина, кото-

рые распознаются CD8
+
-цитотоксическими Т-лимфоцитами [Jaramillo A., 2004]. 

- NY-BR-1 – ген, который кодирует полипептид с предполагаемой массой 150-

160 кДа. мРНК NY-BR-1 экспрессируется в 80% образцов рака молочной железы 

и очень редко при других формах рака [Jager D., 2001] и никогда в нормальных 

тканях, исключая яички. У больных с РМЖ обнаруживается гуморальный NY-

BR-1-специфичный иммунный ответ, что указывает на иммуногенность данного 

белка [Wang W., 2006]. Wang W. с соавт. в 2006 году изолировали 3 CD8
+
-

цитотоксических HLA-A*02:01-специфичных эпитопа, которые способны презен-

тироваться дендритными клетками для запуска NY-BR-1-специфичного иммунно-

го ответа in vitro [Wang W., 2006]. 
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- Рецептор hMena (ENAH) - человеческий ортолог мышинного Mena [Di 

Modugno F., 2004], член семейства белков Ena/VASP. Эта ключевая актиновая ре-

гуляторная молекула контролирует форму клеток, их адгезию и миграцию [Krause 

M., 2003]. Di Modugno F. С соавторами показали, что гиперэкспрессия hMena 

служит ранним маркером опухолевой трансформации молочной железы: он не 

обнаруживается на нормальном эпителии железы, и начинает гиперэкспрессиро-

ваться при доброкачественном ее повреждении с повышенным риском трансфор-

мации, особенно при опухолях с HER2+, ER/PgR- и Ki67
high

 фенотипом [Di 

Modugno F., 2006]. В испытаниях ex vivo было выявлена способность к секреции 

ИФН-γ CD8
+
 Т-лимфоцитами у больных раком молочной железы, что подтвер-

ждает иммуногенность отдельных эпитопов белка hMena [Di Modugno F., 2004]. 

- Ген WT1 играет важную роль в росте и дифференцировке клеток. Впервые он 

был выделен при исследовании гистологического материала рака почек у детей, 

однако в последующем был обнаружен при лейкемии и некоторых солидных опу-

холях. При РМЖ наблюдается гиперэкспрессия маркера  более чем в 90% случаев 

[Sugiyama H., 2010]. Предполагается, что белок WT1 играет роль в поддержании 

пролиферации раковых клеток при раке молочной железы. Было показано, что 

воздействие липосом, с включенными олигодезоксинуклеотидными антагониста-

ми WT1, на клеточные линии рака молочной железы приводит к подавлению про-

лиферации и дифференцировки данных линий [Zapata-Benavides P., 2002]. 

Gillmore R. с соавторами показали, что в организме больных раком молочной же-

лезы WT1-специфические ЦТЛ обнаруживаются исключительно в дренирующих 

лимфатических узлах. При этом они способны вызывать лизис только предвари-

тельно обработанных ИФН-γ клеток РМЖ с высоким уровнем экспрессии HLA-

A*02 молекул [Gillmore R., 2006]. Эти данные показывают, что изолированный 

WT1-специфический цитотоксический ответ может служить для защиты от огра-

ниченного типа опухолей, однако для его использования может потребоваться 

высокий уровень экспрессии комплекса WT1-MHC I на опухолевой клетке и до-

полнительная активация эффекторной функции CD8
+
 Т-лимфоцитов. 
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- Мембран-ассоциированный гликопротеин MUC 1 – белок, который играет 

важную роль в формировании слизистых барьеров на поверхности эпителиальных 

клеток, принимает участие при внутриклеточной передаче сигнала. Гиперэкс-

прессия белка, «неправильная» (аберантная) внутриклеточная локализация, а так-

же О-гликозилирование связывают с различными формами рака, включая рак лег-

кого, рак поджелудочной железы и рак молочной железы [Hanisch F.G., 2001]. На 

стадии преклинических испытаний было показано, что Muc1 может стимулиро-

вать гуморальный, а не клеточный иммунный ответ [Apostolopoulos V., 1994]. В 

целом, в клинических испытаниях показаны различные и неубедительные данные 

об эффективности применения данных вакцин [Florescu A., 2010; Musselli C., 

2002]. На начальной стадии испытаний вакцин было показано формирование сла-

бого анти-MUC 1 иммунного ответа, что привело к развитию различных модифи-

каций и адъювантов для повышения ее иммуногенности [Florescu A., 2010; 

Musselli C., 2002]. 

- Сурвивин - антиген, экспрессирующийся на различных типах опухолей, 

включая рак легкого, колоректальный рак, рак молочной железы, и ряд других, 

при этом отсутствующий на нормальных дифференцированных тканях. Он явля-

ется бифункциональным белком, который участвует в защите клеток от апоптоза 

и регуляции митоза [Andersen M.H., 2007]. Гиперэкспрессия сурвивина в раковых 

клетках ассоциируется с уменьшением продолжительности жизни, увеличением 

уровня рецидивов и уменьшением апоптотического индекса опухолевых клеток in 

vivo [Andersen M.H., 2007]. Высказывается мнение, что он может служить в каче-

стве универсальной мишени противоопухолевой иммунотерапии [Soresen R.B., 

2008]. Рядом авторов был описан спонтанный анти-сурвивин Т-клеточный им-

мунный ответ при раке молочной железы, колоректальном раке, миеломе, лимфо-

ме и меланоме. Сурвивин-специфические цитотоксические лимфоциты обнару-

живаются как в крови больных онкологией, так и в опухолевом микроокружении 

[Grube M., 2007; Andersen M.H., 2001]. Schmidt с соавторами показали, что сурви-

вин-специфические цитотоксические лимфоциты, полученные от здоровых доно-
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ров или больных лейкемией, вызывают цитолитическую активность против опу-

холевых клеток, экспрессирующих сурвивин [Schmidt S.M., 2003]. 

- hTERT (human telomerase reverse transcriptase) - универсальный опухолевый 

антиген, который играет важную функциональную роль в росте и развитие опухо-

ли, и отсутствует в нормальных клетках организма. Он стимулирует активацию Т-

лимфоцитов против клеток различных опухолей [Schultze J.L., 2001]. hTERT-

специфические CD8
+
 Т-лимфоциты были получены в образцах крови больных он-

кологическими заболеваниями в стадии ремиссии после стандартной терапии 

[Filaci G., 2006]. При вакцинации больных раком молочной железы пептидами 

hTERT была показана индукция образования hTERT-специфических Т-

лимфоцитов, которые обнаруживаются как в ткани опухоли, вызывая развитие 

некроза, так и в периферической крови. Данные hTERT специфические CD8
+
 Т-

лимфоциты способны продуцировать ИФН-γ и вызывать лизис опухолевых кле-

ток in vitro. У вакцинированных больных показана большая медиана выживаемо-

сти по сравнению с контрольной группой [Domchek S.M., 2007].  

- Белок 53 (р53) является транскрипционным фактором, который регулирует 

клеточный цикл и выполняет функции супрессора образования злокачественных 

опухолей. Мутации гена р53, основанные на замене 1 аминокислоты, часто при-

водят к развитию рака. Накопленный мутантный белок р53 способен вызывать ак-

тивацию антиген-презентирующих клеток и развитие анти-р53 иммунного ответа 

даже против р53 дикого типа [Soussi T., 2000]. У человека обнаружены спонтан-

ные MHC I-рестриктированные р53-специфические цитотоксические лимфоциты 

[Asai T., 2002], MHC II-рестриктированная р53-специфическая пролиферация Т-

хелперов [Chikamatsu K., 2003] и гуморальный иммунный ответ против р53 

[Pedersen A.E., 2011]. В испытаниях in vivo показана способность р53-

специфических цитотоксических Т-лимфоцитов опосредовать иммунный ответ 

против р53-экспрессирующих опухолей [Met O., 2011; Svane I.M., 2011]. 

Открытия опухолевых антигенов, а также предсуществующего противоопухо-

левого иммунного ответа [Viehl C.T.,2005; Grube M.,2007], стали основными 

предпосылками для начала активных исследований в области возможности моду-
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ляции иммунного ответа in vitro с целью создания различных иммунотерапевти-

ческих антиген-специфических подходов для борьбы с онкологическими заболе-

ваниями. Одновременное использование нескольких антигенов, а также большая 

концентрация иммуногенных эпитопов ОАА возможно позволит преодолеть им-

мунную толерантность к опухолевым клеткам. Развитие толерантности может 

быть объяснено физиологическими механизмами формирования иммунологиче-

ской толерантности к «своему», которая предотвращает развитие иммунного от-

вета к аутоантигенам. Считается, что преимущественно обрабатываемые собст-

венные детерминанты антигенов являются эффективными в стимуляции толе-

рантности. Однако для каждого аутоантигена существуют изолированные детер-

минанты, которые не способны вызвать развитие толерантности и по этой причи-

не они могут обладать иммуногенными свойствами. С одной стороны, если опу-

холевый антиген представлен в достаточном количестве, это приводит к тому, что 

субдоминантные пептиды антигена могут быть представлены в высокой концен-

трации MHC I класса на поверхности опухолевой клетки, тем самым они преодо-

левают порог Т-клеточной активации и способны узнаваться иммунной системой. 

С другой стороны, изобилие субдоминантных эпитопов, представленных в ком-

плексе с MHC, может приводить к высокой экспрессии ауто-белков, приводя к 

развитию аутоиммунного процесса при запуске Т-клеточного ответа [Bernhard H., 

2002]. Текущей задачей исследователей является поиск таких условий, которые 

позволят сломать данную иммунную толерантность без стимуляции аутоиммун-

ного процесса. 

Стратегии противоопухолевых вакцин имеют множество направлений, включая 

использование свободных пептидов, дендритных клеток, нагруженных пептидами 

или опухолевым лизатом, и ДНК-вакцины [Моисеенко В.М., 2007]. Все стратегии 

активной иммунотерапии ставят своей целью получение специфического Т-

клеточного иммунного ответа 

Если рассмотреть основные способы доставки опухолевых антигенов иммуно-

компетентным клеткам для модуляции иммунного ответа, которые применяются в 

исследованиях, то главным их недостатком будет невозможность предугадывания 
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степени захвата АГ клетками иммунной системы для запуска противоопухолевого 

ответа. В первую очередь, это относится к изолированному использованию ре-

комбинантных пептидов и белков, лизата опухолевых клеток, а также ДНК/РНК 

конструкций. Известно, что сила иммунного ответа зависит от захвата антигена, 

его обработки, доставки в лимфатические узлы и презентации эффекторным клет-

кам адаптивной иммунной системы. В связи с этим является актуальным исполь-

зование способа доставки, который позволит контролировать данные процессы и, 

тем самым, контролировать иммунный ответ. Предполагается, что именно ДК, 

обладая способностью к стимуляции иммунного ответа, будут отвечать всем по-

ставленным задачам и будут эффективно стимулировать опухоль-специфичные 

эффекторные Т-клетки, которые не только будут способны уменьшать опухоле-

вую массу, но и будут формировать иммунологическую память, контролирую-

щую возможное возникновение рецидива опухоли.  

 

 

 

1.3. Преимущества и недостатки различных источников опухолевых антиге-

нов для праймирования дендритных клеток 

 

 

 

ДК способны доставлять опухолевые АГ, полученные из различных источни-

ков, что позволяет им эффективно стимулировать опухоль-специфичные эффек-

торные Т-клетки [Барышников А.Ю., 2007, Нехаева Т.Л., 2014; Курилин В.В., 

2015]. В данном процессе, первым шагом является обеспечение ДК опухоль-

специфичными антигенами. В исследовательских моделях используют различные 

источники ОАА для ex vivo нагрузки ДК опухолевыми антигенами [Markiewicz  

M.A., 2004].  

Опухолевый лизат 

Так как опухоли имеют гетерогенную природу, то они способны экспрессиро-

вать широкий набор ОАА. Использование опухолевого лизата как источника опу-
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холевых иммуногенов, обладает потенциальным преимуществом в стимуляции 

ответа против различных известных и неизвестных ОАА. Данный метод позволя-

ет вызвать поликлональный иммунный ответ, стимулируя как CD4
+
, так и цито-

токсический CD8
+
 тип иммунного ответа, тем самым снижая возможность опухо-

ли избежать иммунного ответа. Использование опухолевого лизата уменьшает 

время и усилия, направленные на выявление и синтез отдельных иммунодоми-

нантных пептидных эпитопов, позволяя ДК естественно процессировать опухоле-

вые антигены. Недостатком данного метода является ограниченный объем опухо-

левого материала, использующийся для изготовления лизата, а также ограничен-

ная пригодность опухолевых клеток, полученных от пациентов [Liu L.N., 2008]. 

Эффективность вакцины будет зависеть от концентрации иммуногенных и имму-

носупрессивных АГ в материале опухоли [Dong H., 2014]. Кроме того, использо-

вание антигенов лизата опухолевых клеток не перекрывает изменяющийся репер-

туар опухолевых антигенов, который возникает в ходе метастазирования, а также 

при проведении специфической химио- и/или лучевой терапии. Также, при дан-

ном способе активации существует риск развития аутоиммунных реакций, т.к. в 

материале опухоли могут присутствовать клетки нормальных тканей. Однако по-

казано, что опухолевый АГ, представленный дендритными клетками, стимулиру-

ет специфический ЦТЛ ответ [Bohnenkamp H.R., 2004; Kass R., 2003; Delirezh N., 

2009]. 

Нативные белки 

При непосредственном культивировании полноразмерного белка с ДК, стано-

вится неактуальным вопрос выбора белка по гаплотипу MHC/HLA, тем самым 

обходится вопрос о необходимости идентификации отдельных эпитопов. Данный 

метод успешно используется в клинических исследованиях клеточных вакцин при 

раке легкого, почки, лимфоме и миеломе, показывая формирование АГ-

специфического ЦТЛ ответа [Berzofsky J.A., 2004;, Landjemi, 2011]. Однако стоит 

отметить, что при загрузке ДК внеклеточным антигеном не осуществляется эф-

фективная презентация его эпитопов в комплексе с MHC I класса и стимуляция 

CD8
+
 ЦТЛ. Поэтому, в дополнение к использованию нативных белков, сейчас ис-
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пользуют так называемые fusion-белки, которые могут способствовать более эф-

фективной обработке и даже увеличивать иммуногенность белка. Например, fu-

sion-белки могут содержать ТАТ-белок вируса иммунодефицита человека, кото-

рый улучшает проникновение в клетку [Viehl C.T., 2005; Yang H., 2009]. 

Пептиды 

Благодаря созданию синтетических пептидов стало возможным улучшение им-

мунного ответа против опухолевой ткани. Использование синтетических пепти-

дов позволяет прямо загружать АГ в комплексы MHC I или II класса, в зависимо-

сти от эпитопа, и индуцировать эпитоп-специфический Т-клеточный ответ [Zhou 

Y., 2002]. Также данный способ уменьшает риск возникновения аутоиммунных 

реакций так как. используется только эпитоп опухолевого белка и не развивается 

кросс-реакция на собственные ткани. Существенным минусом данного метода яв-

ляется обязательное знание эпитопов антигена, HLA типа человека и последова-

тельность аминокислот в данном пептиде. Использование пептида не позволяет 

точно предугадать происходящие процессы обработки данных молекул, в резуль-

тате чего не всегда удается осуществить презентацию необходимых антигенов в 

нативной форме. Кроме того, использование пептидов в качестве источника анти-

генов ограничивается размером молекул, способных проникнуть в клетку или 

способных связаться с MHC на поверхности АПК [Pol, 2015]. На сегодняшний 

день, терапия пептид-ДК ограничена стимуляцией исключительно CD8
+
 цитоток-

сического ответа и при этом остается не решенным вопрос о стимуляции CD4
+
 Т-

клеточного ответа, также необходимого для борьбы с опухолью [Knutson KL, 

2002; Mittendorf EA, 2009]. 

Таким образом, при использовании пептид/лизат-нагруженных ДК длитель-

ность экспрессии ограничивается не только аффиностью пептида к молекуле 

МНС, но и временем полужизни комплекса пептид-МНС, временем обновления 

МНС молекул [Kirk C.J., 2000]. При приготовлении вакцин с использованием 

опухолевых клеток исследователи сталкиваются с проблемами, связанными со 

стандартизацией ОАА и доступностью опухолевых клеток. В этом случае удобен 

способ нагрузки ДК РНК самой опухоли, так как даже при невозможности выде-
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лить достаточное количество опухолевых клеток, РНК получить из них всегда 

возможно. Этот метод также удобен при ситуации, когда не удается определить 

опухоль-специфический АГ на поверхности опухолевых клеток.  

 

ДНК/РНК конструкции 

Введение ДНК/РНК-конструкций в ДК обладает рядом преимуществ, в сравне-

нии с ex vivo пептид/лизат-нагруженными клетками и опухолевыми клетками 

[Nakamura M., 2005]. Благодаря наличию программного обеспечения, в состав 

ДНК-конструкций включаются только наиболее иммуногенные эпитопы иссле-

дуемого белка, при этом происходит исключение аутоиммунных и иммуносу-

прессивных эпитопов. Использование ДНК-конструкций позволяет прицельно 

модулировать иммунный ответ против опухолевых клеток, экпрессирующих дан-

ный антиген, при этом в одну плазмиду ДНК возможно включение нескольких 

генов (в том числе, отличающихся по специфичности к гаплотипу HLA), коди-

рующих различные антигены [Marchini, 2013]. При трансфекции ДК с помощью 

ДНК-конструкций происходит длительная экспрессия опухолевого АГ, что обес-

печивает ДК доступным АГ для прологнированной презентации. При введении 

генетического материала в дендритные клетки АГ обрабатываются эндогенно для 

презентации в комплексе с молекулами MHC I класса, который приводит к эф-

фективной стимуляции цитотоксического противоопухолевого иммунного ответа. 

После обработки в клетке осуществляется экспрессия антигенов в их нативной 

форме, что облегчает процессинг и презентацию их иммунной системе. Использо-

вание полиэпитопных конструкций позволяет запускать реакцию нескольких кло-

нов Т-клеток, обеспечивающих запуск более мощного иммунного ответа против 

различных раковых клеток, составляющих опухоль, а кроме того, позволяет пре-

одолевать возможную потерю экспрессии данного ОАА в опухолевых клетках. 

Дополнительное проведение HLA-типирования позволяет выбирать только те 

эпитопы, которые увеличивают шанс развития специфического CD8
+
 или CD4

+ 
Т-

клеточного ответа, или обоих одновременно [Palucka K., 2011a]. 
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Помимо использования последовательности определенных иммуногенных эпи-

топов опухолевых антигенов, в плазмидную ДНК/РНК могут быть добавлены 

конструкции, которые оказывают влияние на различные этапы передачи сигнала 

между ДК и Т-клетками, что включает в себя: 

 Генетические модификации, обеспечивающие доставку антигена для стиму-

ляции Т-клеточного рецептора. Это достигается при использовании HLA-

специфичных последовательностей эпитопа, усилении эндогенной экспрессии ан-

тигена дендритной клеткой, достаточной и непрерывной доставкой естественно 

обработанного антигена; 

 Генетические модификации для усиления костимуляторного сигнала. Это 

достигается либо за счет усиления костимуляторных сигналов, либо за счет по-

давления экспрессии ингибиторных молекул; 

 Генетические модификации, направленные на улучшение иммунного мик-

роокружения, например стимуляция секреции Th1 цитокинов (ФНО-α, ИФН-γ, 

ИЛ-2, и ИЛ-18), подавление активности регуляторных цитокинов (TGF-β, ИЛ-10), 

изменение секреции хемокинов [Boundreau J.E., 2011].  

Перенос нуклеиновых кислот, кодирующих опухолевые антигены, внутрь ДК 

осуществляется методами трансфекции плазмид (липосом-опосредованная транс-

фекция, магнитная трансфекция и другие виды трансфекций), с использованием 

вирусных векторов, или методом электропорации [Bolhassani A., 2011]. Основным 

недостатком использования генетических конструкций является малая эффектив-

ность (около 5-20%) их прямого захвата дендритными клетками [Markov, 2015b]. 

Предполагается, что способ доставки, использующийся для переноса генов, ока-

зывает большое воздействие на эффективность трансфекции [Kirk C.J., 2000]. 

Слабая эффективность трансфекции может быть связана с ограниченной способ-

ностью молекул ДНК достигать ядра, где осуществляется транскрипция [Luo D., 

2000]. Кроме того, физические методы могут нарушать и изменять функцию и 

фенотип ДК, или даже оказываются токсичными для клеток [Lundqvist A., 2002]. 

С другой стороны, использование электропорации показало увеличение эффек-

тивности трансфекции и клеточную жизнеспособность [Lundqvist A., 2002; 
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Grunebach F., 2005]. Хотя вирусные векторы обладают гораздо большей эффек-

тивностью, для проникновения в ДК (около 90-100%), их применение в испыта-

ниях ДК-вакцин ограничено в связи с возможным вирусным поражением клеток.  

Исходя из представленного выше материала, для рационального выбора источ-

ника опухолевого антигена для нагрузки дендритных клеток необходимо учиты-

вать ряд факторов, а именно:  

1. определенные пептидные/ДНК/РНК молекулы содержат эпитопы, специфич-

ные к определенному HLA типу, и соответственно их применение приводит к 

ограничению развития эффективного иммунного ответа в зависимости от ти-

па HLA человека;  

2. наличие ограниченного набора хорошо охарактеризованных опухоль-

ассоциированных антигенов;  

3. при использовании определенных пептидных/ДНК/РНК молекул происходит 

ограничение репертуара Т-клеточных клонов, и, соответственно, ограниче-

ние возможности иммунной системы развивать сильный полиспецифический 

противоопухолевый ответ. 

ДК-вакцины показали хорошие результаты на стадии преклинических испыта-

ний [Markov, 2015а]. Использование дендритных клеток достаточно для актива-

ции Т-клеточного ответа, но они не всегда способны обеспечивать адекватную 

дальнейшую поддержку иммунного ответа. Как уже говорилось выше, сущест-

вующая опухоль создает иммуносупрессивное иммунное окружение, в связи с 

чем, успешные ДК-вакцины должны быть подготовлены для праймирования 

сильного и персистирующего иммунного ответа. Генетические модификации ден-

дритных клеток должны позволить осуществлять непрерывную подачу естествен-

но обрабатываемого антигена и иммуностимуляторных молекул, и, возможно, 

кроме этого, обеспечивать более сильный и постоянный иммунный ответ. Созда-

ние высокоспецифичных конструкций, кодирующих эпитопы опухоль-

ассоциированных антигенов, которые будут распознаваться иммунокомпетент-

ными клетками человека, является важным шагом на пути развития ДК-вакцин. 
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В последние годы разработка возможных методов лечения онкозаболеваний со-

средоточена на развитии специфических противоопухолевых вакцин, способных 

модулировать собственный иммунный ответ против специфических опухолевых 

антигенов. Все подходы различаются по природе антигенов и тому, как происхо-

дит доставка опухолевых АГ эффекторным клеткам иммунной системы. Одним из 

таких источников антигенов являются ДНК-конструкции, которые способны ко-

дировать несколько иммуногенных эпитопов разных опухоль-ассоциированных 

антигенов. Трансфекция такими ДНК-конструкциями дендритных клеток позво-

ляет максимально приблизить условия обработки и презентации опухолевых ан-

тигенов эффекторным клеткам иммунной системы. Исходя из этого, представля-

лось интересным исследовать индукцию противоопухолевого иммунного ответа 

мононуклеарных клеток зрелыми дендритными клетками, трансфицированными 

ДНК-конструкциями, содержащими эпитопы опухоль-ассоциированных антиге-

нов, а также сравнить уровень цитотоксического иммунного ответа при использо-

вании дендритных клеток, нагруженных опухолевыми антигенами различной 

природы.  
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Глава 2. Материалы и методы 

 

 

 

Среды и реагенты 

Культуральные среды RPMI-1640 («Биолот»), ЕМЕМ («Вектор»), DMEM 

(«Биолот» Россия»), физиологический раствор, забуференный фосфатным буфе-

ром pH=7,4 (ЗФР), эмбриональная сыворотка телят (ЭТС) («HyClone»), 2-

меркаптоэтанол («Sigma»),  L-глутамин («Биолот»),  инсулин бычий («Пан-Эко»), 

гентамицин (KRKA, Словения), ампициллин (ЗАО «Синтез» Курган), бензилпе-

нициллин («ЗАО «Синтез» Курган»), буфер HEPES («Sigma»), TWEEN 20%, 

трипсин. Рекомбинантные человеческие (рч) цитокины: рчИЛ-4, рчГМ-КСФ, 

рчФНО-α, рчИЛ-12, рчИЛ-18 («Peprotech»). Моноклональные антитела для про-

точной цитофлуорометрии: anti-human CD14-PE, anti-human CD83-FITC, anti-

human CD86-PE, anti-human HLA-DR-FITC, anti-human CD209-PerCP-Cy, anti-

human CD205 (DEC205)-PE, anti-human CD80-PE, anti-human perforin-FITC, anti-

human granzyme B – PE, anti-human CD8 – APC (APC-H7) (все – «BD Pharmigen»). 

Скребок для снятия клеточных культур («TPP», Швейцария), контейнеры «Гема-

син» 250/200 с гемоконсервантом Фаглюцидом («Синтез», г. Курган), культу-

ральные флаконы («TPP», Швейцария), 96-луночные круглодонные планшеты 

(«ТРР»), 96-луночные плоскодонные планшеты («Costar»), 48-луночные планше-

ты (Cellstar, США), чашки Петри («Nunclon»), пробирки «Falcon», фильтр 0,45мкм 

(TPP, Швейцария), цитотоксический тест CytoTox96 (Promega, США), набор 

Allset™ Gold HLA A Low Res SSP («Invitrogen», США), набор для трансфекции 

MATRa-A (Promokine). 

ДНК-конструкции 

Плазмидные вектора, используемые для трансфекции дендритных клеток, 

были разработаны и любезно предоставлены к.б.н. Максютовым А.З. (ООО 

«АваксисБиотерапевтикс»): 
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 Плазмида Е – плазмидная ДНК-конструкция pDNA5-BC-E, кодирующая 

полный ген ErbB2; 

 Плазмида АHER – плазмидная ДНК-конструкция pDNA5-BC-A1, кодирую-

щая поли-ЦТЛ-эпитопный иммуноген, содержащий HLA-A*0201-

специфические антигенные детерминанты белка ErbB2/HER2-neu; 

 Плазмида А – эквимолярная смесь трех плазмидных ДНК-конструкций, 

pDNA5-BC-A1, pDNA5-BC-A2 и pDNA5-BC-A3. Плазмидная ДНК-

конструкция pDNA5-BC-A2 кодирует поли-ЦТЛ-эпитопный иммуноген, 

содержащий 73 HLA-A*0201-специфические антигенные детерминанты 

опухоль-ассоциированных антигенов HER2, mammaglobin, NY-BR-1, и 

hMena. Плазмидная ДНК-конструкция pDNA5-BC-A3 кодирует поли-ЦТЛ-

эпитопный иммуноген, содержащий 74 HLA-A*0201-специфические анти-

генные детерминанты опухоль-ассоциированных антигенов WT1, hTERT, 

survivin, p53 и Muc1; 

 Плазмида р5 – контрольная плазмидная ДНК-конструкция pDNA5-BC-С, 

кодирующая белок Ag51, не являющийся опухолевым антигеном. 

Описание способа получения ДНК-конструкций, а также структуры иммуно-

генных эпитопов представлено в Приложении 1. 

Объект исследования 

В работе использовалась венозная кровь от 40 пациенток с первично-

верифицированным диагнозом «рак молочной железы», IA, IIA и IIb стадий, не 

проходившие химио- и/или лучевую терапию в неоадъювантном режиме, посту-

пившие на хирургическое лечение в онкологическом отделение №3 ГКБ №1 

(МБУЗ ГКБ №1 города Новосибирска). В день операции до оперативного вмеша-

тельства у пациенток забирали периферическую венозную кровь в контейнеры 

«Гемасин» в объеме 100мл. Во время операции забирался фрагмент опухолевого 

материала, объемом 1-2 см
3
. Определение уровня экспрессии рецептора Her2/neu 

на материале опухолевой ткани проводилось методом иммуногистохимического 

анализа, результаты предоставлены проф., д.м.н., Сидоровым С.В.. В таблице 1 
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представлена характеристика пациентов, вошедших в данное исследование. В ка-

честве контроля использовалась периферическая венозная кровь 9 HLA-A*02 по-

зитивных условно-здоровых доноров, средний возраст 37,7 года (от 25 до 56 лет). 

Исследование одобрено локальным этическим комитетом ФГБУ «НИИКИ» (№91 

от 25.09.2015г) и проводилось с добровольного информированного согласия всех 

больных и условно здоровых доноров. 

 

Таблица 1. Характеристика группы пациентов 

Пол Женский – 100% (40/40) 

Средний возраст 58,6 лет (35-77) 

Наличие  HLA-A02 

генотипа 

HLA-A*02 – позитивные – 50% (20/40),  

HLA-A*02 – негативные – 50% (20/40). 

Экспрессия рецеп-

тора ErbB2/Her2-neu 

на поверхности опу-

холевых клеток  

Экспрессирующие рецептор Her2/neu – 65% 

(26/40), из них высокоэкспрессирующих (2+, 3+)  

- 46% (12/26). 

Неэкспрессирующие рецептор Her2/neu – 

35%(14/40) 

TNM T1N0M0 – 32,5% (13/40),  

T1N1M0 – 10% (4/40),  

T2N0M0 – 30% (12/40),  

T2N1M0 – 27,5% (11/40) 

Гистологический 

диагноз 

Инфильтративно-протоковый рак – 95 % 

(38/40),  

аденокарцинома – 2,5% (1/40),  

папиллярный рак – 2,5% (1/40) 

 

Культивирование клеточной линии MCF-7. 



45 
 

 

Линия клеток аденокарциномы молочной железы человека MCF-7 была полу-

чена из Института цитологии РАН (г. Санкт-Петербург). Культивирование кле-

точной линии MCF-7 осуществлялось в среде EMEM с добавлением 10% эмбрио-

нальной телячьей сыворотки, 80 мкг/мл гентамицина, 2мМ L-глутамина, 5х10
-5

 

мМ меркаптоэтанола и 10мкг/мл бычьего инсулина. Пассажи проводились один 

раз в 3-4 дня, при достижении монослоя в культуральном флаконе, снятие клеток 

осуществлялось ферментативным способом с помощью раствора Версена и трип-

сина (3:1) на льду. Жизнеспособность клеточной линии на момент использования 

в опыте составляла не менее 92%. 

Выделение мононуклеарных клеток периферической крови 

Мононуклеарные клетки (МНК) периферической крови выделяли в стерильных 

условиях стандартным методом в градиенте фиккола-урографина (ρ=1,077 г/л) 

[40, Boyum A., 1968]. Для этого, 100 мл цельной крови исследуемых пациентов 

разводили 50 мл среды RPMI 1640. Далее 30 мл крови наслаивали на 15 мл фи-

колл-урографина и центрифугировали 45 минут при 1500 об/мин и температуре 

20-22 
o
С. Интерфазное кольцо, содержащее МНК, собирали, дважды отмывали в 

15 мл среды RMPI 1640. После выделяли клетки с повышенной адгезивной спо-

собностью. Для этого отмытые клетки ресуспендировали в 25 мл полной среды 

RMPI, содержащей 10% FCS, 2 мМ L-глютамина, 10 мМ HEPES буфера, 5*10
-4

М 

2-меркаптоэтанола, 80 мкг/мл гентамицина, 100 мкг/мл бензилпенициллина, пе-

реносили в культуральные флаконы (75см
3
) в максимальной концентрации 50 

млн. клеток на 1 флакон и инкубировали в течение 2 часов в атмосфере, содержа-

щей 5% CO2 при 37 С. 

Через 2 часа, среду с неприлипшими клетками удаляли, клетки осаждали путем 

центрифугирования при 1200 об/мин в течение 10 минут и переносили в культу-

ральный флакон со средой RPMI-1640 до проведения процедуры ссаживания. 

Клетки культивировались в атмосфере 5% СО2 при 37
0
С.  

Поверхность культурального флакона с прилипшими клетками омывали средой 

RPMI-1640, клетки собирали с помощью скребка для клеточных культур, осажда-
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ли путем центрифугирования при 1200 об/мин в течение 10 минут и разводили до 

концентрации 1 млн/мл.  

Получение лизата опухолевых клеток 

Опухолевые клетки получали путем механической и ферментативной дезагре-

гации опухоли. Для этого, образец опухоли в стерильных условиях отчищали от 

соединительной ткани и разделяли на фрагменты 2-3 мм
2
. Для дезагрегации фраг-

менты опухоли помещали в раствор трипсин-Версена на 24 часа при +4
0
С, а затем 

на 40 минут при 37
0
С. После, полученный раствор мягко ресуспензировали и по-

мещали в полную среду RPMI 1640 с 10% FCS для инактивации трипсина. Ос-

тавшиеся крупные фрагменты подвергали дополнительной механической дезагре-

гации. Полученные суспензии клеток помещали в 5 мл среды RPMI 1640, центри-

фугировали при 1000 об/мин 10 минут и разделяли на две части. Первая часть 

клеток замораживалась в 90% FCS и 10% ДМСО при -76
0
С для хранения и даль-

нейшего проведения цитотоксического теста. После размораживания жизнеспо-

собность полученных опухолевых клеток оценивали по окрашиванию эритрози-

ном, она составляла не менее 50%. 

Для получения лизата, оставшиеся клетки подвергали трем циклам заморажи-

вания в среде RMPI 1640 до -76 
0
С в течение 20 минут с последующим оттаивани-

ем при комнатной температуре, а затем пропускали через фильтр с диаметром пор 

0,45 мкм. Общая концентрация белка в лизате определялась на приборе 

«NanoDrop» (Thermo Scientific, США) по соотношению оптической плотности на 

длине волны 260/280 нм. 

Протокол получения ДНК-конструкций, а также структура универсальных и 

HLA-A*02:01-специфических цитотоксических Т-клеточных эпитопов указаны в 

приложении 1. 

Получение популяции антиген-активированных дендритных клеток 

Прилипшую фракцию мононуклеарных клеток культивировали в 48-луночном 

планшете в концентрации 1 млн/мл, в объеме 0,5мл в RPMI-1640 с добавлением 

10% FCS, гентамицина 80 мкг/мл, 2мМ L-глутамина, 5х10-5 мМ меркаптоэтанола 

в присутствии ростовых факторов: 50 нг/мл рчГМ-КСФ и 100 нг/мл рчИЛ-4 в те-
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чение 96 часов для получения популяции незрелых дендритных клеток. В часть 

лунок с популяцией незрелых ДК спустя 48 часов от начала культивирования до-

бавлялся лизат аутологичных опухолевых клеток в концентрации 100 мкг/мл для 

получения популяции лизат-активированных ДК (ДК-Лизат). Для получения по-

пуляции зрелых ДК, во все лунки спустя 96 часов от начала культивирования, не-

зависимо от проведенной антигенной стимуляции, добавлялся рчФНО-α (25 

нг/мл) [Obermaier B., 2003]. Для нагрузки оставшихся ДК опухолевыми антигена-

ми через 24 часа после добавления рчФНО-α проводили трансфекцию клеток 

ДНК конструкциями. В качестве контроля использовали популяцию ДК, созрева-

ние которых происходило без добавления лизата опухолевых антигенов и ДК, 

трансфицированных плазмидой, не кодирующей опухолевые антигены. 

Трансфекция и оценка эффективности трансфекции ДК 

Процедура магнитной трансфекции осуществлялась с помощью реактивов 

фирмы Promokine согласно протоколу производителя. Для этого, за 20 минут до 

проведения трансфекции в 25мкл среды DMEM проводили образование комплек-

са 0,3мкл реагента MATra-A, представляющего собой магнитные наночастицы, и 

0,3 мкг исследуемой ДНК конструкции при комнатной температуре. За 5 минут до 

окончания инкубации в соответствующих лунках, содержащих популяцию зрелых 

ДК, проводилась смена культуральной среды RPMI-1640 на 250 мкл культураль-

ной среды DMEM. Для осуществления непосредственно процесса трансфекции, 

полученный комплекс плазмида-MATra-A добавлялся в каждую исследуемую 

лунку в объеме 25 мкл. Планшет с клетками помещали на магнитную плату в те-

чение 15 минут. По окончании процедуры трансфекции, осуществлялась смена 

среды DMEM. Последующее культивирование клеток продолжалось в 300 мкл 

полной среды RPMI-1640 без сопутствующих созревающих стимулов в течение 

24 часов в СО2 инкубаторе при 37 С до проведения следующего этапа работы. 

Оценка эффективности трансфекции проводилась с помощью набора для ник-

трансляции Promo-Fluor-500 Nick Translation Labeling Kit («Promokine), с даль-

нейшим анализом на проточном цитофлуориметре с использованием метода 

Flow-Fish [Rufer N., 1999].  
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Полная схема получения дендритных клеток, использующихся в эксперименте, 

представлена на рисунке 1. 

 

Рисунок 1 Схема получения антиген-активированных дендритных клеток 

Примечание: 

МНК – мононуклеарные клетки; ДК – дендритные клетки: нДК – незрелые ДК 

ДК0 – культура зрелых ДК, созревание которых происходило в отсутствии антигенной сти-

муляции; 
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ДК-р5 – культура ДК, трансфицированных контрольной плазмидой ДНК-конструкцией 

pDNA5-BC-С; 

ДК-А – культура ДК, трансфицированных одним из вариантов HLA-A*02:01-специфичной 

плазмидной ДНК-конструкции, кодирующей поли-ЦТЛ-эпитопный иммуноген, содеражщий 

HLA-A*02:01-антигенные детерминанты; 

ДК-Е – культура ДК, трансфицированных ДНК-конструкцией, кодирующей полный белок 

ERBB2; 

ДК-Л - культура ДК, нагруженных антигенами лизата аутологичных опухолевых клеток. 

 

Определение фенотипических и функциональных показателей  

дендритных клеток. 

Оценку фенотипа клеток проводили методом проточной цитофлуориметрии на 

приборе BD FACS Aria (Becton Dickinson США), предварительно проведя мече-

ние соответствующими моноклональными антителами СD3-Fitc/CD14-PE, HLA-

DR-Fitc/ CD11c-PE, CD86-Fitc/CD83-PE. Для анализа 100 тыс. исследуемых кле-

ток отмывались от культуральной среды RPMI-1640 в 200 мкл раствора PBS с 

азидом натрия (NaN3), центрифугировались 10 минут при 1500 об/мин и помеща-

лись в 100 мкл раствора PBS с азидом. Клетки инкубировали с соответствующими 

сочетаниями антител в течение 20 минут при комнатной температуре в темноте. 

По окончании инкубации, клетки повторно отмывались от антител и фиксировали 

в 100 мкл холодного раствора 1% параформальдегида для последующего анализа. 

Способность полученных ДК к рецептор-опосредованному эндоцитозу оцени-

валась по способности клеток в зависимости от температуры культивирования по-

глощать FITC-меченный декстран [Sallusto F., 1995]. Для этого, 100 тыс. иссле-

дуемых клеток отмывали от культуральной среды RPMI-1640 раствором PBS с 

азидом (объем 500 мкл) и центрифугировали при 1500 об/мин в течение 10 минут. 

Клетки инкубировали в 100 мкл раствора PBS с азидом при добавлении 10 мкл 

раствора FITC-меченного декстрана (0,5 мг/мл) в течение 60 минут при +4
0
С (на 

льду) и +37
0
С. Далее для подавления поверхностной неспецифической флюорес-

ценции добавляли 100 мкл раствора трипанового синего (0,5 мг/мл) при +4
0
С в 

течение 5 минут с последующей двукратной отмывкой. Индекс эндоцитозной ак-
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тивности дендритных клеток определялась путем вычисления отношения внутри-

клеточного поглощения FITC-меченного декстрана при 37С к неспецифическому 

связыванию, которое происходит при +4С. 

Совместное культивирование различных популяций ДК и  

мононуклеарных клеток 

Совместное культивирование исследуемых популяций дендритных клеток 

(ДК(А или АHer), ДК(Лизат), ДК(Е)) и неприлипшей фракции мононуклеарных 

клеток (нфМНК) проводилось в 48-луночных и 96-луночных планшетах в течение 

96 часов, в соотношении 333 мкл МНК и 33 мкл ДК в 48-луночном планшете, и 

222 мкл МНК и 22 мкл ДК в 96-луночном планшете. Для этого, неприлипшую 

фракцию МНК собирали из культурального флакона, центрифугировали при 1200 

об/мин в течение 10 минут и доводили до концентрации 1 млн/мл. Исследуемые 

дендритные клетки собирали по группам в отдельные пробирки, центрифугирова-

ли при 1200 об/мин в течение 10 минут и доводили до концентрации 1 млн/мл. 

Совместное культивирование клеток (ДК и МНК) проводили в питательной среде 

RPMI-1640 с добавлением 10% эмбриональной телячьей сыворотки, гентамицина 

80 мкг/мл, 2мМ L-глутамина, 5х10
-5

 меркаптоэтанола, в присутствии или отсутст-

вии рчИЛ-12 – 10нг/мл и  рчИЛ-18 – 100 нг/мл. Таким образом, каждая группа 

клеток (исследуемые и контрольные) была поделена на 2 подгруппы, в зависимо-

сти от условий культивирования: 

- без дополнительного воздействия; 

- при добавлении цитокинов (рчИЛ-12 и рчИЛ-18); 

В качестве контроля использовали неприлипшую фракцию мононуклеарных 

клеток, культивированную в тех же условиях, а также сокультивированных с ден-

дритными клетками, созревание которых происходило в отсутствии опухолевых 

антигенов или с дендритными клетками, трансфицированными контрольной 

плазмидой, не кодирующей опухолевые антигены. 

Для оценки количества перфорин-позитивных клеток, спустя 48 часов после 

ссаживания клеточную суспензию из 96-луночного планшета отмывали, а затем 

продолжали культивирование в объеме 250 мкл полной среды RPMI-1640,  в те-
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чение 48 часов без совместного культивирования с опухолевыми клетками опухо-

левых клеток.  

Таким образом, после ссаживания получились следующие группы клеток: 

- нфМНК и нфМНК + рчИЛ-12+рчИЛ-18; 

- нфМНК + ДК(0) и нфМНК + ДК(0) + рчИЛ-12+рчИЛ-18; 

- нфМНК + ДК(р5) и нфМНК + ДК(р5) + рчИЛ-12+рчИЛ-18. 

- нфМНК + ДК(А-HER) и нфМНК + ДК(А-HER) + рчИЛ-12+рчИЛ-18; 

- нфМНК + ДК(А) и нфМНК + ДК(А) + рчИЛ-12+рчИЛ-18; 

- нфМНК + ДК(Е) и нфМНК + ДК(Е) + рчИЛ-12+рчИЛ-18; 

- нфМНК + ДК(Лизат) и нфМНК + ДК(Лизат) + рчИЛ-12+рчИЛ-18. 

Определение цитотоксического эффекта на опухолевые клетки и клеточ-

ную линию MCF-7. 

Для оценки цитолитической активности совместной культуры нфМНК и ДК 

использовали нерадиоактивный цитотоксический тест CytoTox96 (Promega, 

США), основанный на количественном определении содержания внутриклеточ-

ного фермента – лактатдегидрогеназы (ЛДГ), которое увеличивается пропорцио-

нально гибели опухолевых клеток [Korzeniewski]. Процедуру осуществляли со-

гласно протоколу фирмы-производителя. Для этого, перед постановкой цитоток-

сического теста проводили инкубацию в атмосфере 5% СО2 и 37 
о
С в течение 16-

18 часов клеток-мишеней – аутологичных опухолевых клеток или клеток опухо-

левой линии MCF-7 – с совместной культурой нфМНК (клетки-эффекторы) и ДК 

в соотношении 10:1. Гибель клеток-мишеней оценивали по высвобождению внут-

риклеточного фермента (лактатдегидрогеназы). Оптическую плотность измеряли 

с помощью спектрофотометра при длине волны 490 нм. Уровень цитотоксичности 

оценивали как отношение оптической плотности в образце со смесью эффекторов 

и мишеней к оптической плотности в образце с полностью лизированными мише-

нями, выраженное в процентах. Учитывали поправки на присутствие ЛДГ в среде 

и спонтанный выход ЛДГ из эффекторов и клеток-мишеней (опухолевые клетки). 

Определения содержания перфорин-позитивных клеток 
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Для определения количества перфорин-позитивных клеток в совместных куль-

турах нфМНК с исследуемыми и контрольными группами ДК проводили методом 

проточной цитофлюориметрии на приборе BD FACS Aria (Becton Dickinson 

США), используя соответствующие моноклональные антитела FITC-perforin. Для 

этого, анализируемые клетки собирали, однократно отмывали раствором PBS с 

азидом в объеме 500 мкл при 1200 об/мин в течение 10 минут, проводили фикси-

рование клеток в 100 мкл холодного раствора 1% параформальдегида в течение 20 

минут. Фиксированные клетки повторно отмывали, осадок ресуспензировали в 

200 мкл PBS, содержащего 0,2% Tween 20 и инкубировали в течение 20 минут 

при комнатной температуре для пермеабилизации клеточной мембраны. После 

этого, клетки повторно отмывали и инкубировали в 10 мкл PBS с 2 мкл FITC-

меченных антител к перфорину в течение 30 минут при комнатной температуре. 

После инкубации, клетки отмывали от метки и повторно фиксировали в  100 мкл 

холодного раствора 1% параформальдегида для дальнейшего определения перфо-

рин-позитивных клеток. 

Генотипирование для выявления аллеля HLA-A*02. 

Для генотипирования использовали оставшиеся клетки от неприлипшей фрак-

ции мононуклеарных клеток. Выделение ДНК осуществлялось фенол-

хлороформным способом с последующим типированием на наличие аллеля HLA-

A02 с использованием коммерческого набора ALLSET™ GOLD HLA A LOW RES 

SSP («Invitrogen», США) согласно инструкции производителя.  

В ходе проведения работы набрана группа условно-здоровых доноров (27 чело-

век), среди которых было выявлено 18 человек носителей аллеля HLA-A02, из них 

3 имели гомозиготный набор. Все пациентки (n=40), входившие в исследование, 

были генотипированы (рисунок 2), и по итогам были разделены на пациентов не-

сущих аллель HLA-A*02 (n=20), и несущих другие аллельные варианты (n=20. 
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Рисунок 2 Электрофорез в 2% агарозном геле образца ДНК гомозиготного 

по HLA-A02 (донор № 6). Во 2-ой лунке (слева направо) положительные бан-

ды, свидетельствующие о наличие аллеля HLA-A02. Лунки 9, 10, 19 и 20 – 

маркеры молекулярного веса ДНК. 

 

Также было показано наличие аллеля HLA-A02 у клеточной линия аденокарци-

номы молочной железы человека MCF-7, на которой в последующих этапах про-

водилось тестирование цитотоксичности культуры МНК и ДК. 

Статистическая обработка данных 

Статистическая обработка результатов производилась при помощи программы 

«Statistica 6.0». Для статистической проверки значимости результатов использо-

вались критерии ANOVA для повторных измерений, Уилкоксона и Манна-Уитни. 

Различия сравниваемых параметров считали статистически значимыми, если ве-

роятность ошибки p была меньше 0,05. Все данные представлены в виде среднего 

и ошибки среднего для параметрического распределения, медианы и квартильно-

го размаха для непараметрического распределения. Для построения графиков ис-

пользовалось программное обеспечение GraphPadPrism 6.0. 
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Глава 3. Результаты исследований 

3.1 Оценка протокола получения зрелых дендритных клеток в группе 

условно-здоровых доноров 

 

 

 

Культуры зрелых ДК получали из прилипшей фракции МНК по ранее отрабо-

танной схеме согласно методике, описанной в главе «Материалы и методы» 

[Хрипко 2008, Шевченко 2009, Шевченко 2008]. Фенотипический профиль полу-

ченных клеток определялся на проточном цитофлуориметре FACSAria. 

В группе условно-здоровых доноров показано достоверное снижение уровня 

экспрессии маркера CD14, и достоверное увеличение CD83, на поверхности ДК, 

что согласуется с литературными данными по описанию фенотипа ДК [Burdek M., 

2010; Dauer M. 2003; Obermaier B., 2003]. При сравнении показателя эндоцитоз-

ной активности незрелые дендритные клетки более интенсивно по сравнению со 

зрелыми дендритными клетками захватывают АГ, что свидетельствует о преобла-

дании механизма рецептор-опосредованного эндоцитоза, и о сохранении способ-

ности зрелых ДК к неспецифическому связыванию декстрана без проникновения 

его в клетку. 

Полученные данные свидетельствуют об эффективности протокола получения 

дендритных клеток из мононуклеарных клеток периферической крови. Незрелые 

ДК обладают более высокой эндоцитозной активностью, что может быть исполь-

зовано для нагрузки их опухолевыми антигенами. Используемые в дальнейшей 

работе ДК, обладают фенотипом, относящимся к зрелым дендритным клеткам, и 

имеют соответствующую своей степени зрелости эндоцитозную способность.  
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3.2 Влияние дендритных клеток, трансфицированных ДНК 

конструкциями, на цитотоксический потенциал культуры мононуклеарных 

клеток условно-здоровых доноров 

 

 

 

На следующем этапе работы необходимо было провести оценку способности 

ДК, трансфицированных опытными плазмидами (HLA-A*02:01-специфичной для 

белка HER2/neu, т.н.плазмида АHER, и кодирующей полноразмерный белок 

ERBB2, т.н.плазмида Е), стимулировать цитотоксический потенциал культуры 

МНК. Для этого, было решено использовать два теста: определение цитотоксиче-

ской активности в отношении клеточной линии аденокарциномы молочной желе-

зы человека MCF-7, а также стимуляцию культуры МНК по накоплению перфо-

рин-позитивных клеток. Клеточная линия MCF-7 была выбрана в связи с показан-

ной экспрессией опухолевого антигена HER2-neu и молекулы HLA-A*02:01 

[Subik K., 2010]. Набор группы условно-здоровых доноров осуществлялся с про-

ведением генотипирования и включением в исследование только HLA-A*02-

позитивных доноров. 

Для оценки цитотоксичности МНК мы использовали тест, в котором определя-

лось количество высвобожденного фермента ЛДГ при совместном культивирова-

нии клеток с клеточной линией аденокарциномы молочной железы человека 

MCF-7 (рисунок 3). 
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Рисунок 3 Цитотоксическая активность культуры мононуклеарных кле-

ток, сокультивированных с аутологичными дендритными клетками, транс-

фицированными ДНК-конструкциями, против клеточной линии MCF-7 в 

группе HLA-A*02-позитивных условно-здоровых доноров (N=8). Данные 

представлены в виде медианы и разброса квартилей. 

Примечание: 

МНК – контрольная культура МНК; 

МНК+ДК(0) –совместная культура МНК и ДК без трансфекции; 

МНК+ДК(р5) – совместная культура МНК и ДК, трансфицированных контрольной плазми-

дой pDNA5-BC-С; 

МНК+ДК(А-Her) – совместная культура МНК и ДК, трансфицированных ДНК-

конструкцией, кодирующей поли-ЦТЛ-эпитопный иммуноген, содержащий HLA-A*0201-

специфичные антигенные детерминанты белка HER2-neu; 

МНК+ДК (Е) – совместная культура МНК и ДК, трансфицированных ДНК-конструкцией, 

кодирующей полный белок ERBB2; 

Стрелками обозначены статистически значимые различия (ANOVA для повторных измере-

ний, p<0,05). 

 

В результате проведенного эксперимента нами установлено, что трансфекция 

зрелых ДК плазмидой АHER, приводит к достоверному увеличению цитотоксиче-

ского ответа культуры МНК по сравнению со всеми контрольными группами (на-

тивной культурой МНК, совместной культурой МНК с ДК без трансфекции, со-
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вместной культурой МНК с ДК, трансфицированными контрольным вектором 

р5), а также с ДК, трансфицированными плазмидой Е. 

Однако, как следует из рисунка 4, трансфекция ДК обеими исследуемыми 

плазмидами (плазмидой АHER и плазмидой Е) достоверно увеличивают цитотокси-

ческий потенциал культуры МНК через стимуляцию префорин-позитивных кле-

ток. 

 

Рисунок 4 Содержание перфорин-позитивных клеток в совместной куль-

туре мононуклеарных клеток HLA-A*02-позитивных условно-здоровых до-

норов и аутологичных дендритных клеток, трансфицированных ДНК-

конструкциями (N=10). Данные представлены в виде медианы и разброса 

квартилей. 

Примечание: 

МНК – контрольная культура МНК; 

МНК+ДК(0) –совместная культура МНК и ДК без трансфекции; 

МНК+ДК(р5) – совместная культура МНК и ДК, трансфицированных контрольной плазми-

дой pDNA5-BC-С; 

МНК+ДК(А-Her) – совместная культура МНК и ДК, трансфицированных ДНК-

конструкцией, кодирующей поли-ЦТЛ-эпитопный иммуноген, содержащий HLA-A*0201-

специфичные антигенные детерминанты белка HER2-neu; 

МНК+ДК (Е) – совместная культура МНК и ДК, трансфицированных ДНК-конструкцией, 

кодирующей полный белок ERBB2; 

Стрелками обозначены статистически значимые различия (ANOVA для повторных измере-

ний, p<0,05). 
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Несмотря на стимуляцию перфорин-позитивных клеток, использование ДК, 

трансфицированных ДНК-конструкциями, кодирующими полноразмерный белок 

ERBB2, не приводит к развитию эффективной цитотоксической активности МНК, 

что может быть связано с наличием иммуносупрессорных и латентных эпитопов, 

входящих в состав ДНК-конструкции. 

В результате проведенной работы было показано достоверное влияние ДК, 

трансфицированных ДНК-конструкцией, кодирующей поли-ЦТЛ-эпитопный им-

муноген, содержащий HLA-A*02:01-специфичные антигенные детерминанты 

белка HER2/neu, на количество клеток несущих перфориновые гранулы, а также 

на цитотоксический ответ в отношении клеточной линии MCF-7, что свидетель-

ствует об эффективности индукции специфического цитотоксического иммунного 

ответа в культуре МНК с помощью трансфицированных дендритных клеток. В 

дальнейшем, в связи с показанной неэффективностью применения плазмиды, ко-

дирующей полноразмерный белок ERBB2, нами было решено продолжить работу 

с использованием материала больных раком молочной железы под воздействием 

только HLA-A*02:01-специфичной полиэпитопной ДНК-конструкцией. В связи с 

гетерогенностью антигенного профиля аутологичных опухолевых клеток, в целях 

формирования эффективного иммунного ответа, было решено использовать 

трансфекцию ДК эквимолярной смесью 3 HLA-A*02:01 ДНК-конструкций, коди-

рующих поли-ЦТЛ-эпитопные иммуногены, содержащие HLA-A*0201-

специфические антигенные детерминанты различных опухоль-ассоциированных 

антигенов. Использование эквимолярной смеси 3 ДНК-конструкций, позволяет 

уменьшить размер конструкции, что облегчает процесс трансфекции и после-

дующие процессинг и презентацию антигенов дендритными клетками. 
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3.3 Оценка протокола получения зрелых дендритных клеток в группе 

больных раком молочной железы 

 

 

 

Для проведения дальнейшей работы нами проводилась оценка эффективности 

протокола получения культуры зрелых дендритных клеток из прилипшей фрак-

ции мононуклеарных клеток периферической крови у больных РМЖ. Для этого 

мы оценивали уровень экспрессии основных дифференцировочных маркеров и 

уровень эндоцитозной активности полученных клеток согласно методике, опи-

санной выше.  

Показано, что под действием соответствующих цитокинов МНК больных раком 

молочной железы дифференцируются в зрелые ДК и имеют фенотип, соответст-

вующий характеристикам зрелых ДК (Рисунок 5). 

 

Рисунок 5 Экспрессия дифференцировочных маркеров прилипающей 

фракцией МНК, незрелыми и зрелыми дендритными клетками больных ра-

ком молочной железы (N=5)  

Примечание: Данные представлены как процент (%) положительных клеток в популяции мо-

ноцитов. Стрелками показаны достоверные различия (Wilcoxon test, р<0,05).  
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На рис. 6 представлены результаты эндоцитозной активности дендритных кле-

ток в группе больных раком молочной железы на разных этапах созревания денд-

ритных клеток. Незрелые дендритные клетки больных раком молочной железы 

более интенсивно по сравнению со зрелыми дендритными клетками захватывают 

декстран, что указывает на сохранность рецептор-опосредованного механизма эн-

доцитоза у больных раком молочной железы.  

 

Рисунок 6 Индекс эндоцитозной активности дендритных клеток в зависи-

мости от степени зрелости в группе больных раком молочной железы (N=5) 

Примечание: Данные представлены в виде среднего и ошибки среднего (Wilcoxon test, 

p<0,05). 

 

Таким образом, использование данного протокола получения культуры ДК по-

зволяет получать функционально-зрелые дендритные клетки из мононуклеарных 

клеток периферической крови, что позволяет использовать их в дальнейшем ис-

следовании возможности формирования противоопухолевого иммунного ответа в 

группе больных раком молочной железы. 
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3.4 Влияние дендритных клеток, трансфицированных ДНК-

конструкциями, кодирующими поли-ЦТЛ-эпитопные иммуногены, 

содержащие HLA-A*02:01-специфичные антигенные детерминанты опухоль-

ассоциированных антигенов, на цитотоксический потенциал 

мононуклеарных клеток больных раком молочной железы 

 

 

 

На следующем этапе работы по исследованию возможности модуляции цито-

токсического ответа культуры мононуклеарных клеток больных раком молочной 

железы с помощью трансфицированных ДК, нами оценивались: 

 цитотоксическая активность клеток против аутологичных опухолевых кле-

ток, полученных из опухолевого материала; 

 потенциальная цитотоксичность по накоплению количества клеток, содер-

жащих гранулы перфорина; 

Для усиления Тh1-клеточных реакций использовались рекомбинантные цито-

кины ИЛ-12 и ИЛ-18, которые поляризуют дифференцировку наивных Т-

лимфоцитов в сторону Т-хелперов 1-го типа. Синергическое действие ИЛ-18 и 

ИЛ-12 усиливает пролиферацию Т-клеток и продукцию ИФН-γ, оказывает влия-

ние на активацию, дифференцировку и выживаемость ЦТЛ in vivo, в его присут-

ствии значительно возрастает эффекторная функция CD8
+
клеток [Schmidt CS, 

2002; Obleuhova I.A., 2013]. 

Способность полученных трансфицированных ДК стимулировать прямую ци-

тотоксическую активность против аутологичных опухолевых клеток оценивалась 

по уровню высвобождения внутриклеточного фермента лактатдегидрогеназы.  

При анализе общей выборки пациентов было показано усиление цитотоксиче-

ского эффекта при применении ДК, трансфицированных плазмидой А, по сравне-

нию со всеми контрольными группами. При дополнительной стимуляции ИЛ-12 и 

ИЛ-18 было показано однонаправленное усиление цитотоксической активности в 

группе МНК с ДК, трансфицированной плазмидой А, по сравнению с клетками 
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всех контрольных групп. Кроме того, отмечено достоверное влияние ИЛ-12 и ИЛ-

18 на цитотоксическую активность данной культуры по сравнению с аналогичной 

культурой клеток без дополнительных стимуляторов (Рисунок 7) 

 

Рисунок 7 Цитотоксический ответ мононуклеарных клеток больных раком 

молочной железы, сокультивированных с трансфицированными дендрит-

ными клетками, против аутологичных опухолевых клеток. (N=38). Данные 

представлены в виде медианы и разброса квартилей. 

Примечание: 

МНК – контрольная культура МНК; 

МНК+ДК(0) –совместная культура МНК и ДК без трансфекции; 

МНК+ДК(р5) – совместная культура МНК и ДК, трансфицированных контрольной плазми-

дой pDNA5-BC-С; 

МНК+ДК (А) – совместная культура МНК и ДК, трансфицированными смесью ДНК-

конструкций, кодирующих поли-ЦТЛ-эпитопный иммуногены, содержащие HLA-A*0201-

специфичные антигенные детерминанты опухоль-ассоциированных антигенов; 

Стрелками обозначены статистически значимые различия (ANOVA для повторных измере-

ний, p<0,05) 

 

При исследовании одного из возможных механизмов цитотоксической актив-

ности в культуре МНК нами отмечено достоверное увеличение перфорин-

позитивных клеток в ответ на сокультивирование МНК и дендритными клетками, 
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трансфицированными плазмидой А, по сравнению со всеми контрольными груп-

пами (МНК, МНК+ДК(0), МНК+ДК(р5)), с увеличением количества перфорин-

позитивных клеток при стимулирующем влиянии ИЛ-12 и ИЛ-18 (Рисунок 8).  

 

Рисунок 8 Процентное содержание перфорин-позитивных клеток в куль-

туре МНК больных раком молочной железы и аутологичных трансфициро-

ванных ДК (n=40). Данные представлены в виде медианы и разброса кварти-

лей. 

Примечание: 

МНК – контрольная культура МНК; 

МНК+ДК(0) –совместная культура МНК и ДК без трансфекции; 

МНК+ДК(р5) – совместная культура МНК и ДК, трансфицированных контрольной плазми-

дой pDNA5-BC-С; 

МНК+ДК (А) – совместная культура МНК и ДК, трансфицированными смесью ДНК-

конструкций, кодирующих поли-ЦТЛ-эпитопный иммуногены, содержащие HLA-A*0201-

специфичные антигенные детерминанты опухоль-ассоциированных антигенов; 

Стрелками обозначены статистически значимые различия (ANOVA для повторных измере-

ний, p<0,05) 

 

Низкое значение количества перфорин-позитивных клеток, помимо озвученно-

го ранее, может быть связано с ранее происходящими цитотоксическими процес-

сами в организме больного и соответствующей дергануляцией клеток. Кроме то-
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го, активная наработка внутриклеточных гранул перфорина происходит при непо-

средственном клеточном контакте клеток-эффекторов и клеток-мишеней, а в ходе 

нашего протокола оценка количества перфорин-позитивных клеток происходит 

вне такого контакта. 

Таким образом, совместное культивирование зрелых дендритных клеток, 

трансфицированных ДНК-конструкциями, кодирующими поли-ЦТЛ-эпитопные 

иммуногены, содержащие HLA-A*0201-специфичные антигенные детерминанты 

ОАА, и неприлипающей фракции мононуклеарных клеток приводит к достовер-

ному повышению содержания перфориновых гранул с потенциальной цитотокси-

ческой активностью. Добавление иммунорегуляторных цитокинов, ИЛ-12 и ИЛ-

18 оказывает дополнительное индуцирующее влияние на уровень цитотокисче-

ской активности МНК. 

Система генов главного комплекса гистосовместимости (у человека это лейко-

цитарные антигены — Human Leukocyte Antigens — HLA) осуществляет генети-

ческий контроль над развитием специфического иммунного ответа и участвует в 

поддержании иммунного постоянства организма. Большинство известных эпито-

пов ОАА представляются Т клеткам в комплексе с молекулами MHC I класса и 

распознаются опухоль-специфичными цитотоксическими CD8
+
 Т-лимфоцитами. 

Гаплотип HLA-A*02 известен как наиболее распространенный вариант семейства 

HLA-A, а вариант HLA-A*02:01 несут свыше 95% HLA-A2-позитивных лиц кав-

казоидной популяции [Chen, 2012]. В связи с вышеперечисленными фактами, бы-

ло решено разделить выборку больных РМЖ в зависимости от гаплотипа HLA-

A*02 и оценить эффективность трансфицированных полиэпитопной HLA-

A*02:01-специфичной ДНК-конструкцией дендритных клеток модулировать ци-

тотоксический ответ в данных подгруппах. 
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3.5 Влияние дендритных клеток, трансфицированных ДНК-

конструкциями, кодирующими поли-ЦТЛ-эпитопные иммуногены, 

содержащие HLA-A*02:01-специфичные антигенные детерминанты опухоль-

ассоциированных антигенов, на цитотоксический потенциал 

мононуклеарных клеток больных раком молочной железы в зависимости от 

наличия генотипа HLA-A*02 

 

 

 

После разделения больных по наличию HLA-A*02, в каждой отдельной вы-

борке пациентов оценивались цитотоксический ответ культуры МНК против ау-

тологичных опухолевых клеток и количество перфорин-позитивных клеток в дан-

ных культурах, при сокультивировании с дендритными клетками, трансфициро-

ванны полиэпитопными ДНК-конструкциями, кодирующими поли-ЦТЛ-

эпитопные иммуногены, содержащие HLA-A*0201-специфичные антигенные де-

терминанты ОАА. 

В группе HLA-A*02 позитивных больных (Рисунок 9А), дендритные клетки, 

трансфицированные плазмидой А, достоверно стимулируют цитотоксический от-

вет МНК при добавлении и без ИЛ-12 и ИЛ-18 по сравнению со всеми группами 

контроля (МНК, МНК+ДК(0) и МНК+ДК(р5)) против аутологичных опухолевых 

клеток.  
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Рисунок 9. Цитотоксический эффект совместной культуры мононуклеар-

ных клеток HLA-A*02-позитивных больных раком молочной железы и 

трансфицированных дендритных клеток. Данные представлены в виде ме-

дианы и разброса квартилей. 

А) Цитотоксический тест (N=19) 

Б) Процент перфорин-позитивных клеток (N=20).  

Примечание: 

МНК – контрольная культура МНК; 
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МНК+ДК(0) –совместная культура МНК и ДК без трансфекции; 

МНК+ДК(р5) – совместная культура МНК и ДК, трансфицированных контрольной плазми-

дой pDNA5-BC-С; 

МНК+ДК (А) – совместная культура МНК и ДК, трансфицированными смесью ДНК-

конструкций, кодирующих поли-ЦТЛ-эпитопный иммуногены, содержащие HLA-A*0201-

специфичные антигенные детерминанты опухоль-ассоциированных антигенов; 

Стрелками обозначены статистически значимые различия (ANOVA для повторных измере-

ний, p<0,05) 

 

В группе HLA-A*02 позитивных больных, достоверная стимуляция перфорин – 

продуцирующей функции МНК в сравнении со всеми группами контроля (МНК, 

МНК+ДК(0), МНК+ДК (р5)) получена при совместном культивировании с ДК, 

трансфицированными плазмидой А, в культурах клеток при добавлении и без ИЛ-

12 и ИЛ-18 (Рисунок 9Б). При использовании цитокинов, наблюдается достовер-

ное увеличение образования клеток, несущих гранулы перфорина при сокульти-

вировании МНК с трансфицированными плазмидой А ДК по сравнению с анало-

гичной культурой клеток без добавления цитокинов. 

В группе HLA-A*02 негативных больных раком молочной железы (Рисунок 

10А), культивирование МНК и трансфицированных ДК без добавления ИЛ-12 и 

ИЛ-18 выявило различия только с нативной популяцией МНК. Однако при добав-

лении ИЛ-12 и ИЛ-18 достигается достоверное увеличение цитотоксического по-

тенциала совместной культуры МНК и ДК, трансфицированных плазмидой А, при 

сравнении со всеми группами контроля.  
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Рисунок 10. Цитотоксический эффект совместной культуры мононуклеар-

ных клеток HLA-A*02-негативных больных раком молочной железы и 

трансфицированных дендритных клеток. Данные представлены в виде ме-

дианы и разброса квартилей. 

А) Цитотоксический тест (N=19) 

Б) Процент перфорин-позитивных клеток (N=20). 

Примечание: 

МНК – контрольная культура МНК; 

МНК+ДК(0) –совместная культура МНК и ДК без трансфекции; 



69 
 

 

МНК+ДК(р5) – совместная культура МНК и ДК, трансфицированных контрольной плазми-

дой pDNA5-BC-С; 

МНК+ДК (А) – совместная культура МНК и ДК, трансфицированными смесью ДНК-

конструкций, кодирующих поли-ЦТЛ-эпитопный иммуногены, содержащие HLA-A*0201-

специфичные антигенные детерминанты опухоль-ассоциированных антигенов; 

Стрелками обозначены статистически значимые различия (ANOVA для повторных измере-

ний, p<0,05) 

 

В группе HLA-A02 негативных больных показано достоверное влияние сокуль-

тивирования МНК с ДК, трансфицированными плазмидой А на количество пер-

форин-позитивных клеток при добавлении и без ИЛ-12 и ИЛ-18. Стоит отметить, 

что цитокины оказывают достоверное стимулирующее влияние на накопление 

перфориновых гранул (Рисунок 10Б).  

Таким образом, в нативных культурах клеток без добавления ИЛ-12 и ИЛ-18 

только в группе HLA-A*02-позитивных больных совместное культивирование 

МНК и ДК, трансфицированных ДНК-конструкциями, кодирующими поли-ЦТЛ-

эпитопные иммуногены, содержащие HLA-A*02:01-специфичные антигенные де-

терминанты ОАА, приводит к формированию эффективного противоопухолевого 

иммунного ответа против аутологичных опухолевых клеток, связанное с увеличе-

ние количества перфорин-позитивных клеток в данных культурах. Однако в при-

сутствии рчИЛ-12 и рчИЛ-18 независимо от наличия гаплотипа HLA-A02 у боль-

ных раком молочной железы, использование ДК, трансфицированных плазмидой 

А, позволяет эффективно стимулировать цитотоксический потенциал культуры 

МНК. Полученные результаты могут быть связаны, с перекрестным сродством 

HLA-A*02:01-специфичных иммуногенных эпитопов к другим вариантам гапло-

типа HLA-A, а также с непосредственным количеством иммуногенных эпитопов, 

входящих в данную конструкцию. 

Таким образом, нами показана эффективная стимуляция цитотоксического 

потенциала культуры мононуклеарных клеток при использовании дендритных 

клеток, трансфицированных ДНК-конструкциями, кодирующими поли-ЦТЛ-

эпитопные иммуногены, содержащие HLA-A*0201-специфичные антигенные де-

терминанты ОАА, как у HLA-A*02-позитивных, так и у HLA-A*02-негативных 



70 
 

 

больных раком молочной железы при добавлении иммунорегуляторных цитоки-

нов ИЛ-12 и ИЛ-18. При исследовании одного из возможных механизмов разви-

тия цитотоксического эффекта МНК, нами показано увеличение количества пер-

форин-позитивных клеток в совместных культурах МНК с трансфицированными 

полиэпитопными ДНК-конструкциями дендритными клетками и ИЛ-12 и ИЛ-18. 

В настоящее время, в исследованиях возможности стимуляции цитотоксиче-

ского противоопухолевого иммунного ответа используются дендритные клетки, 

праймированные различными по структуре опухолевыми антигенами, такие как 

цельные белки или отдельные пептиды, лизат опухолевых клеток, ДНК/РНК-

конструкции. Основным преимуществом использования целых белков или анти-

генов лизата аутологичных опухолевых клеток для праймирования дендритных 

клеток является возможность предоставлять полный набор антигенов, характер-

ных для опухоли человека на данном этапе развития. Существенными недостат-

ками обоих типов антигенов является наличие в составе эпитопов, способствую-

щих развитию аутоиммунных и иммуносупрессивных реакциях, изменчивость ан-

тигенного профиля опухолевых клеток по мере роста и метастазирования, а также 

невозможность контроля над эффективностью захвата, процессинга и презента-

ции только иммуностимулирующих эпитопов. Таким образом, в связи с сущест-

вующими данными литературы, на следующем этапе было решено провести срав-

нение двух разных источников опухолевых антигенов для праймирования денд-

ритных клеток с целью формирования наиболее специфического цитотоксическо-

го иммунного ответа в культуре мононуклеарных клеток больных раком молоч-

ной железы против аутологичных опухолевых клеток. 
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3.6 Влияние дендритных клеток, праймированных антигенами лизата 

аутологичных опухолевых клеток, на цитотоксический потенциал 

мононуклеарных клеток больных раком молочной железы 

 

 

 

Праймирование дендритных клеток антигенами лизата аутологичных опухоле-

вых клеток является наиболее распространенным способом специфичной актива-

ции цитотоксического ответа МНК [Курилин В.В., 2012; Obleukhova I.A., 2014]. 

Считается, что использование дендритных клеток, нагруженных антигенами опу-

холевого лизата, позволяет стимулировать цитотоксический Т-клеточный ответ 

как CD8
+
, так и CD4

+
 Th1-лимфоцитами. Для проверки эффективности разрабо-

танной в качестве источника антигенов полиэпитопной ДНК-конструкции, было 

решено сравнить цитотоксическую активацию МНК трансфицированными и 

классическими лизат-активированными дендритными клетками. 

При оценке цитотоксической активности совместной культуры МНК и прайми-

рованных лизатом зрелых дендритных клеток против аутологичных опухолевых 

клеток, была показана достоверная стимуляции противоопухолевого ответа по 

сравнению со всеми группами контроля при добавлении ИЛ-12 и ИЛ-18, а также с 

клетками, культивированными в отсутствии ИЛ-12 и ИЛ-18 (Рисунок 11). 
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Рисунок 11 Цитотоксичность совместной культуры МНК и аутологичных 

дендритных клеток, праймированных антигенами лизата аутологичных опу-

холевых клеток, по отношению к опухолевым клеткам больных раком мо-

лочной железы (n=22). Данные представлены в виде медианы и разброса 

квартилей 

Примечание: 

МНК – контрольная культура МНК; 

МНК+ДК(0) –совместная культура МНК и зрелых ДК, созревание которых происходило в 

отсутствие опухолевого антигена 

МНК+ДК (Лизат) - совместная культура МНК и ДК, нагруженных лизатом аутологичных 

опухолевых клеток; 

Стрелками обозначены статистически значимые различия (ANOVA для повторных измере-

ний, p<0,05) 

 

При сокультивировании МНК и дендритных клеток, нагруженных антигенами 

лизата опухолевых клеток, получено достоверное увеличение перфорин-

позитивных клеток в присутствии рчИЛ-12 и рчИЛ-18 при сравнении со всеми 

группами контроля (МНК, МНК+ДК(0)) (Рисунок 12), а также культурой клеток 

без цитокинов. 



73 
 

 

 

Рисунок 12 Процентное содержание перфорин-позитивных клеток в совме-

стной культуре МНК больных раком молочной железы и аутологичных ден-

дритных клеток, праймированных антигенами лизата опухолевых клеток 

(n=25). Данные представлены в виде медианы и разброса квартилей 

Примечание: 

МНК – контрольная культура МНК; 

МНК+ДК(0) –совместная культура МНК и зрелых ДК, созревание которых происходило в 

отсутствие опухолевого антигена 

МНК+ДК (Лизат) - совместная культура МНК и ДК, нагруженных лизатом аутологичных 

опухолевых клеток; 

Стрелками обозначены статистически значимые различия (ANOVA для повторных измере-

ний, p<0,05) 

 

Таким образом, нами показано, что только в присутствии иммунорегуляторных 

цитокинов ИЛ-12 и ИЛ-18 дендритные клетки, праймированные антигенами лиза-

та опухолевых клеток, стимулируют цитотоксический ответ культуры МНК, вы-

раженный в увеличение цитотоксической активности МНК против аутологичных 

клеток и увеличением количества перфорин-позитивных клеток в данных культу-

рах.  

В ходе выполнения работы мы показали эффективность разработанного нами 

протокола получения зрелых дендритных клеток с последующим проведением 
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процедуры магнитной трансфекции для нагрузки ДК полиэпитопными ДНК-

конструкциями. Нами показано, что использование ДК, трансфицированных 

ДНК-конструкцией, кодирующей поли-ЦТЛ-эпитопный иммуноген, содержащий 

HLA-A*0201-специфичные антигенные детерминанты белка HER2\neu, является 

эффективным способом активации цитотоксического потенциала культуры МНК 

по сравнению с использованием ДК, трансфицированными ДНК-конструкцией, 

кодирующей полноразмерный белок ERBB2. При дальнейшем исследовании, мы 

показали, что совместное использование ДК, трансфицированных ДНК-

конструкциями, кодирующими поли-ЦТЛ-эпитопные иммуногены, содержащие 

HLA-A*0201-специфичные антигенные детерминанты ОАА, приводит к значи-

мому увеличению цитотоксического потенциала МНК в общей выборке пациен-

тов, а также у HLA-A*02-позитивных. При добавлении цитокинов ИЛ-12 и ИЛ-18 

происходит индукция цитотоксического ответа культуры МНК с трансфициро-

ванными смесью ДНК-конструкций ДК в группе HLA-A*02-негативных больных 

раком молочной железы. Использование ИЛ-12 и ИЛ-18 при совместном культи-

вировании трансфицированных дендритных клеток с мононуклеарными клетками 

значительно усиливает цитотоксический потенциал последних против аутологич-

ных опухолевых клеток у больных раком молочной железы. При исследовании 

одного из возможных механизмов развития цитотоксического эффекта МНК, на-

ми показано увеличение количества перфорин-позитивных клеток в совместных 

культурах МНК с трансфицированными полиэпитопными ДНК-конструкциями 

дендритными клетками. Исследования другого способа антиген-специфического 

праймирования дендритных клеток, а именно с использованием антигенов лизата 

аутологичных опухолевых клеток, выявили значимый уровень клеточно-

опосредованной цитотоксической активности мононуклеарных клеток больных 

раком молочной железы только при добавлении ИЛ-12 и ИЛ-18, в отличие от 

трансфицированных дендритных клеток. 

Суммируя полученные данные об эффективности трансфицированных денд-

ритных клеток индуцировать цитотоксическую активность культуры мононукле-

арных клеток, а также данные литературы, можно заключить, что использование 
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дендритных клеток, трансфицированных ДНК-конструкциями, кодирующими по-

ли-ЦТЛ-эпитопные иммуногены, содержащие HLA-A*0201-специфичные анти-

генные детерминанты ОАА, является эффективным способом индукции противо-

опухолевого ответа в культуре мононуклеарных клеток больных раком молочной 

железы. Использование иммунорегуляторных цитокинов ИЛ-12 и ИЛ-18 способ-

ствует дополнительному повышению цитотоксического потенциала данных куль-

тур. 
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Глава 4. Обсуждение 

 

 

 

Еще в конце 19 века, Coley W.B., пионер противоопухолевой иммунотера-

пии, отметил, что некоторые опухоли могут регрессировать при заражении паци-

ентов бактериальными инфекциями. Спустя 15 лет, Эрлих предположил, что 

трансформированные клетки постоянно появляются в нашем организме, однако 

иммунная система распознает и элиминирует их до клинического проявления за-

болевания. В середине 20 века, Бернет и Томас привели экспериментальные дока-

зательства данной теории, показав регрессию опухоли под влиянием иммунной 

системы на модели трансплантации опухоли. Данная концепция позднее была 

подкреплена открытием опухоль-ассоциированных антигенов и открытием ин-

фильтрирующих лимфоцитов. Все эти открытия привели к пониманию, что воз-

действуя на иммунную систему, удастся получить развитие эффективного цито-

токсического иммунного ответа, направленного на подавление развития онколо-

гического процесса [Boudreau J.E., 2011]. 

Благодаря прицельному исследованию взаимодействия иммунной системы и 

опухолевых клеток стало понятно, что антитела и Т-клетки могут избирательно 

вызывать гибель трансформированных клеток. Исследования генетических и эпи-

генетических событий, происходящих в опухолевых клетках, позволило детально 

изучить природу и специфичность/чувствительность опухолевых антигенов, пре-

доставившие новые возможности для проведения прицельной антиген-

специфической иммунотерапии. В ходе исследований были определены детали 

распознавания антигенов Т-клетками, которые открыли возможности проведения 

модификации антигенов для значительного усиления их иммуностимулирующей 

способности. Кроме того, сейчас стало известно о лигандах, рецепторах и сиг-

нальных путях, которые участвуют в регуляции иммунного ответа и о влиянии 

микроокружения опухоли на данные молекулы. Ключевыми клетками, которые 
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запускают весь каскад эффекторных реакций, являются ДК. Способность ДК за-

хватывать, обрабатывать и предоставлять АГ, экспрессия на их поверхности ос-

новных костимуляторных молекул и синтез провоспалительных цитокинов, по-

зволяют дендритным клеткам обеспечивать наивные Т-клетки всеми необходи-

мыми сигналами для запуска АГ-специфической дифференцировки и пролифера-

ции, приводящей к образованию клонов эффекторных Т-клеток. В зависимости от 

набора данных факторов, происходит формирование клеточного цитотоксическо-

го, гуморального или регуляторного иммунного ответа. В условиях онкологиче-

ского процесса происходит смещение типа эффекторного ответа в сторону регу-

ляторного, что препятствует элиминации трансформированных клеток и даже на-

оборот, способствует их росту. В связи с чем, основной целью многих исследова-

ний является получение такой популяции антиген-активированных ДК, которая 

при введении в организм больного будет способствовать восстановлению баланса 

иммунного ответа и смещение его в сторону цитотоксических клеточных реакции. 

На сегодняшний день трансфекция ДНК-конструкциями рассматривается как 

эффективный способ доставки опухолевых антигенов дендритным клеткам для 

представления последних в комплексе с молекулами MHC и является современ-

ным вариантом получения иммунотерапевтических вакцин для лечения онколо-

гических заболеваний [Palucka K., 2011a]. Создание полиэпитопных конструкций, 

содержащих не весь антиген, а только эпитопы, стимулирующие Тh1 и цитоток-

сические клетки представляется наиболее перспективным подходом для стимуля-

ции клеточного иммунного ответа в связи с отсутствием иммуносупрессивных 

эпитопов, которые содержаться в полноразмерных конструкциях. Полиэпитопные 

конструкции могут содержать эпитопы из различных белковых антигенов, и в то-

же время покрывать заданное разнообразие аллельных вариантов молекул MHC. 

Для увеличения иммуногенности и для оптимизации MHC I- или MHC II-

зависимой презентации эпитопов в состав полиэпитопных конструкций могут 

быть включены различные сигнальные последовательности. Известно, что в ходе 

онкогенеза опухолевые клетки способны изменять свой антигенный профиль, как 

под влиянием иммунных реакций организма, так и в ходе своего метастазирова-
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ния и проводимой химио- и/или лучевой терапии. Благодаря включению в ДНК-

конструкции иммуногенных эпитопов нескольких ОАА возможно максимально 

охватить антигенный репертуар опухолевых клеток и развить поликлональный Т-

клеточный иммунный ответ. Антигенный профиль эпителиальных форм опухолей 

во многом перекрывается, что позволяет предполагать возможность создания 

универсальной конструкции, эффективной при нескольких типах опухолей, в том 

числе и в профилактических целях для предотвращения рецидива и метастазиро-

вания опухоли, а также при высокой генетической предрасположенности к разви-

тию онкологического заболевания. ДНК-конструкции можно использовать, когда 

получение опухолевого материала затруднено либо невозможно в силу разных 

причин (например, небольшой размер опухоли). Несмотря на явные преимущест-

ва использования трансфицированных ДК с целью стимуляции противоопухоле-

вого иммунного ответа, данный метод нагрузки редко встречается в клинической 

практике и находится на стадии преклинических испытаний при раке молочной 

железы.  

Эффективность любой вакцины напрямую связаны с типом и качеством от-

ветной иммунной реакции. Формирование антиген-специфического иммунного 

ответа требует взаимодействия между антиген-специфическими Т-клетками и 

профессиональными АПК, включающем моноциты, макрофаги и ДК. В данной 

работе использовались дендритные клетки, получаемые из прилипающей фракции 

мононуклеаров периферической крови условно-здоровых доноров с подтвер-

жденным наличием аллеля HLA-A*02 и больных раком молочной железы. Взаи-

модействие ДК и Т-лимфоцитов приводит к активации, клональной экспансии, и 

дифференцировке Т-клеток в эффекторные CD4
+
 и/или CD8

+
-лимфоциты, а также 

клетки памяти. Стимуляция иммунного ответа в направлении Тh1 и цитотоксиче-

ского ответа является наиболее актуальным для иммунотерапии онкологических 

заболеваний [Kulikova EV., 2015]. 

Известно, что природа и эпитопный состав АГ оказывает влияние на уровень 

и тип эффекторных реакций. В связи с чем, было проведено исследование влия-

ния ДК, трансфицированными различными ДНК-конструкциями, на формирова-
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ние цитотоксического иммунного ответа МНК против клеточной линии рака мо-

лочной железы человека MCF-7, экспрессирующая на своей поверхности целевые 

антигены ERBB2, и аутологичных опухолевых клеток. 

Анализ проведенных экспериментов в группе условно-здоровых доноров по-

казал достоверное повышение цитотоксической активности МНК в отношении 

клеточной линии MCF-7 в группах с ДК, трансфицированными HLA-A*02:01-

специфичной ДНК-конструкцией, кодирующей иммуногенные эпитопы белка 

Her2/neu, по сравнению с группой ДК без трансфекции, с трансфекцией кон-

трольной плазмидой и плазмидой, кодирующей полноразмерный белок ERBB2. 

Также показана эффективность трансфекции зрелых ДК опытными ДНК конст-

рукциями (кодирующей HLA-A*02:01-специфичные эпитопы белка HER2; коди-

рующей полноразмерный белок ErbB2) на количество клеток, содержащих белок 

перфорин, в данных культурах. Несмотря на низкие значения количества перфо-

рин-позитивных клеток, развитие эффективного цитотоксического ответа позво-

ляет предполагать, что данного количества клеток, несущих гранулы перфорина, 

достаточно для проникновения основных эффекторных гранул (гранзима В) для 

запуска грануло-опосредованного механизма апоптоза. Кроме того, не исключено, 

что данные клетки также принимают участие в рецептор-опосредованных меха-

низмах элиминации опухолевых клеток, таких как Fas- и TRAIL-зависимые меха-

низмы цитотоксичности. 

Из вышеописанного следует, что в группе условно-здоровых доноров ис-

пользование дендритных клеток, трансфицированных ДНК-конструкцией, коди-

рующей поли-ЦТЛ-эпитопный иммуноген, содержащий HLA-A*0201-

специфичные антигенные детерминанты белка HER2-neu, приводит к формирова-

нию эффективного клеточного цитотоксического ответа МНК против опухолевых 

клеток линии MCF-7. 

В исследовании Scardino A. с соавторами показали, что использование анало-

гичной полиэпитопной конструкции pVax1/Pet-neu эффективно стимулировало 

противоопухолевый ЦТЛ ответ in vitro у условно-здоровых доноров. В состав 

ДНК вектора авторами были включены 12 эпитопов белка ErbB2, 8 из которых 
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были HLA-A0201 специфичными, а 4 не обладали выраженной специфичностью к 

определенному гаплотипу HLA, таким образом можно утверждать о схожести 

данной конструкции с HLA-A*02:01-специфичной плазмидой, входящей в наше 

исследование. В отличие от нашей работы цитотоксическая активность культуры 

лимфоцитов изучалась против HLA-A0201 позитивной клеточной линии C1R-A2, 

предварительно трансфицированных отдельными иммуногенными эпитопами 

ErbB2, входящими в состав полиэпитопной конструкции, а также против клеточ-

ной линии MCF-7-T103. Авторами показано формирование ЦТЛ ответа только 

против некоторых иммуногенных эпитопов, входящих в конструкцию, а также 

против клеточной линии MCF-7-T103. Результаты работы авторов с МНК челове-

ка показывают возможность мобилизовать Т-клеточный репертуар человека, спе-

цифичный для многочисленных ErbB2 эпитопов, включая латентные эпитопы, 

входящие в нативный ген ErbB2, используя лишь часть иммуногенных эпитопов 

[Scardino A., 2007]. 

Из этого можно заключить, что исследования группы HLA-A02 позитивных ус-

ловно-здоровых доноров по получению из моноцитов периферической крови ДК, 

и дальнейшее представление антигенов аутологичным мононуклеарным клеткам 

согласуется с данными литературы об эффективности использования ДК, транс-

фицированных полиэпитопными ДНК-конструкциями, для модуляции цитотокси-

ческого противоопухолевого иммунного ответа. В работе МНК приобретают по-

вышенный цитотоксический потенциал за счет накопления клеток, содержащих 

гранулы перфорина, и непосредственно оказывают специфический цитотоксиче-

ский эффект на клеточную линию, экспрессирующую на своей поверхности мо-

лекулы-мишени (ErbB2/HER2-neu). Использование трансфекции ДК ДНК-

конструкцией, кодирующей цельный белок ErbB2, является менее эффективным 

способом доставки целевого антигена, поскольку в эксперименте с клеточной ли-

нией MCF-7 не показано значимой стимуляции цитотоксического потенциала 

МНК, несмотря на достоверное увеличение процента перфорин-позитивных кле-

ток. Это может быть объяснено рядом причин. Во-первых, в состав полноразмер-

ной конструкции входят как иммуногенные эпитопы, так и латентные и иммуно-
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супрессивные эпитопы, которые способны подавлять развитие иммунного ответа. 

Во-вторых, при построении полиэпитопных ДНК-конструкций соединение эпито-

пов происходит через спейсеры, чувствительные к эндо- или протеасомным фер-

ментам, которые обеспечивают оптимальный процессинг и презентацию иммуно-

генных эпитопов, тем самым мы можем предугадать размер и последовательность 

презентируемого эпитопа. Также, в конструкцию включают таргетные сигналы, 

которые непосредственно оказывают влияние на внутриклеточный транспорт 

белковой конструкции в специфические компартменты (протеасомы или эндо-

плазматический ретикулум), где происходит взаимодействие иммуногенного эпи-

топа с молекулами MHC. При использовании ДНК-коснтрукции, кодирующей 

весь белок ERBB2, не происходит «отбора» только оптимальных иммуногенных 

эпитопов, необходимых для эффективной активации Т-клеток. В связи с чем, ДК 

осуществляют презентацию эпитопов АГ наивным Т-клеткам с дифференциров-

кой последний в ЦТЛ, что подтверждается увеличением количества перфорин-

позитивных клеток в совместных культурах МНК и ДНК, трансфицированных 

полноразмерной ДНК конструкцией. Однако данная активация осуществляется, в 

том числе, и на не значимые эпитопы, поэтому не происходит увеличения цито-

токсической активности культуры МНК. В-третьих, возможно недостаточное об-

разование таких гуморальных факторов, как ИЛ-12, ИЛ-2 и ИФН-γ, которые не-

обходимы для пролиферации и эффекторной функции CD8
+
-Т-лимфоцитов. При 

недостатке цитокинов происходит недостаточная экспрессия необходимых кос-

тимуляторных молекул, как на ДК, так и на Т-лимфоцитах, в связи, с чем не фор-

мируется адекватный активационный сигнал для формирования эффекторной 

функции Т-лимфоцитов. 

Таким образом, полученные данные подкрепляют утверждение, что исполь-

зование ДНК конструкций позволяет прицельно стимулировать цитотоксический 

ответ против опухолевых клеток благодаря включению наиболее иммуногенных 

эпитопов опухолевых антигенов, специфичных к HLA-A*02:01-аллелю. 

В связи с показанной эффективностью в стимуляции цитотоксического потен-

циала МНК HLA-A*02-позитивных условно - здоровых доноров, в дальнейшем 
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было проведено исследование возможности модуляции цитотоксического ответа 

ДК, трансфицированными только HLA-A*02:01-специфичной полиэпитопной 

ДНК-конструкцией. В группе больных раком молочной железы исследовался ци-

тотоксический потенциал МНК против аутологичных опухолевых клеток в связи 

с большей иммуногенностью собственных тканей организма для иммунокомпе-

тентных клеток. В связи с гетерогенностью антигенного профиля аутологичных 

опухолевых клеток, помимо ДНК-конструкции, кодирующей HLA-A*02:01-

специфичные эпитопы белка ErbB2, были дополнительно разработаны две HLA-

A*02:01-специфичные конструкции, кодирующие иммуногенные эпитопы других 

ОАА, связанных с развитием РМЖ. В ходе эксперимента данные конструкции 

использовались в эквимолярных количествах в одной смеси (плазмида А). Реше-

ние не включать в исследование ДК, трансфицированные полноразмерным геном 

ErbB2, основано на доказанной слабой эффективности конструкции стимулиро-

вать цитотоксический ответ в группе условно-здоровых доноров. 

Для осуществления оптимальной презентации опухолевых антигенов, в культу-

ру клеток было решено добавить такие цитокины, как ИЛ-12 и ИЛ-18, которые 

повышают эффективность индукции противоопухолевого иммунного ответа и 

поддерживают дифференцировку наивных Т-лимфоцитов в сторону эффекторных 

клеток. 

В качестве дополнительного контроля эффективности формирования поликло-

нального цитотоксического ответа при сокультивировании МНК с трансфициро-

ванными ДК, было исследовано влияние ДК, нагруженных антигенами лизата ау-

тологичных опухолевых клеток, на культуру МНК больных раком молочной же-

лезы. Лизат опухолевых клеток представляет более широкий и индивидуальный 

набор опухолевых антигенов, который способствует развитию наибольшего числа 

Т-клеточных клонов, имеющих специфичность к разным иммуногенным эпито-

пам ОАА, характерных для данной опухоли. Однако существенным минусом яв-

ляется иммуносупрессивная и аутоиммунная активность лизата, в связи с гетеро-

генностью клеточного состава опухолевого материала. Также, иммуногенность 

антигенов лизата опухолевых клеток позволяет сформировать иммунный ответ 
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против определенной ткани опухоли, и не перекрывает возможную изменчивость 

антигенного профиля опухолевых клеток в ходе прогрессирования и лечения он-

кологического заболевания. 

В группе больных РМЖ, при проведении цитотоксического теста показано 

достоверное повышение цитотоксического индекса МНК при сокультивировании 

с трансфицированными ДК, при добавлении и без ИЛ-12 и ИЛ-18, при этом цито-

кины оказывают значимое влияние на цитотоксический потенциал совместной 

культуры клеток. Данные результаты указывают на наличие у больных сенсиби-

лизации МНК к иммуногенам собственных опухолевых клеток, которые в резуль-

тате воздействия трансфицированных ДК перестают быть функционально инерт-

ными и становятся способны проявлять противоопухолевую активность. Показа-

но эффективное накопление перфорин-позитивных клеток в культуре мононукле-

арных клеток под влиянием ДК, трансфицированных плазмидой А. Добавление 

ИЛ-12 и ИЛ-18 оказывает значимое влияние на количество перфорин-содержащих 

клеток. Полученное нами влияние иммунорегуляторных цитокинов ИЛ-12 и ИЛ-

18 на развитие клеточно-опосредованных механизмов цитотоксичности согласу-

ется с данными литературы о роли цитокинов в развитии ЦТЛ in vivo [Schmidt CS, 

2002, Якушенко Е.В., 2005]. 

Нами показано, что использование дендритных клеток, активируемых антиге-

нами лизата опухолевых клеток, позволяет осуществлять лизис аутологичных 

опухолевых клеток только в присутствии ИЛ-12 и ИЛ-18. Цитотоксический ответ 

культуры МНК развивается по перфорин-зависимому пути, что подтверждается 

увеличением количества перфорин-позитивных клеток в совместных культурах 

МНК и лизат-праймированных дендритных клеток. 

В данных условиях культивирования только при добавлении ИЛ-12 и ИЛ-18, 

можно говорить о сопоставимом эффекте при использовании двух типов ДК, а 

именно: дендритных клеток, трансфицированных ДНК-конструкциями, коди-

рующими поли-ЦТЛ-эпитопные иммуногены, содержащие HLA-A*0201-

специфические антигенные детерминанты ОАА, и дендритных клеток, праймиро-

ванных антигенами лизата аутологичных опухолевых клеток (Рисунок 13). В от-
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сутствие цитокинов праймированные лизатом дендритные клетки, в отличие от 

трансфицированных ДНК-конструкциями ДК, оказались не способны значимо 

стимулировать цитотоксический потенциал культуры МНК при сравнении с кон-

трольными группами клеток.  

  

Рисунок 13 Сравнение цитотоксического эффекта совместной культуры 

мононуклеарных клеток больных раком молочной железы и дендритных 

клеток, трансфицированных смесью HLA-A*02:01-специфичных ДНК-

конструкций (N=36) или праймированных антигенами лизата аутологичных 

опухолевых клеток (N=22): 

А) Цитотоксический тест  

Б) Процент перфорин-позитивных клеток 

Примечание: 

МНК+ДК (А) – совместная культура МНК и ДК, трансфицированными смесью ДНК-

конструкций, кодирующих поли-ЦТЛ-эпитопный иммуногены, содержащие HLA-A*0201-

специфичные антигенные детерминанты опухоль-ассоциированных антигенов; 

МНК+ДК (Лизат) - совместная культура МНК и ДК, нагруженных лизатом аутологичных 

опухолевых клеток; 

+ИЛ-12+ИЛ-18 – совместные культуры МНК и ДК при добавлении ИЛ-12 и ИЛ-18 

Стрелками обозначены статистически значимые различия (ANOVA для повторных измере-

ний, p<0,05) 

Данные представлены в виде медианы и разброса квартилей; 
 

Суммируя все преимущества использования ДНК-конструкций и недостатки 

антигенов лизата, а именно: включение большого числа различных иммуноген-

ных эпитопов, обладающих заданной HLA-специфичностью, возможность ис-
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ключения из состава конструкции аутоиммунных и иммуносупрессивных эпито-

пов, а также отсутствие эффекта лизат-активированных ДК без цитокинов и со-

поставимый уровень формирования цитотоксического ответа МНК при добавле-

нии ИЛ-12 и ИЛ-18, можно заключить, что использования смеси данных полиэпи-

топных HLA-A*02:01-специфичных ДНК-конструкций, является перспективным 

методом модуляции противоопухолевого иммунного ответа мононуклеарных кле-

ток периферической крови больных раком молочной железы. В будущем пред-

ставляется возможным использование таких трансфицированных дендритных 

клеток в качестве дополнительного метода лечения онкологических больных. 

Также не исключается возможность проведения профилактических вакцинаций в 

группах с высоким риском возникновения рака молочной железы. 

Для осуществления своей эффекторной функции, цитотоксические Т-

лимфоциты должны распознать антигены на поверхности таргетной клетки толь-

ко в комплексе с молекулами HLA. В нашей работе общая выборка больных ра-

ком молочной железы разделялась по наличию гаплотипа HLA-A*02, как наибо-

лее распространенного гаплотипа HLA-A у людей кавказоидой расы. Был прове-

ден анализ возможности модуляции цитотоксического иммунного ответа при со-

культивировании МНК больных раком молочной железы и трансфицированных 

ДК в зависимости от гаплотипа больного. 

Анализ полученных результатов показал, что независимо от наличия гаплотипа 

HLA-A*02 у больных раком молочной железы, дендритные клетки, трансфициро-

ванные ДНК-конструкциями, кодирующими поли-ЦТЛ-эпитопные иммуногены, 

содержащие HLA-A*0201-специфические антигенные детерминанты ОАА, в при-

сутствии ИЛ-12 и ИЛ-18 оказывает значимое влияние на цитотоксический потен-

циал культуры МНК. Это подтверждается увеличением цитотоксического ответа 

культуры МНК против аутологичных опухолевых клеток за счет увеличения ко-

личества перфорин-позитивных клеток. Если полученный эффект аллель-

специфичной ДНК-конструкции в группе HLA-A*02:01-позитивных больных ра-

ком молочной железы был ожидаемым результатом, то полученный эффект в 

группе HLA-A*02 негативных больных может быть объяснен рядом причин. Во-
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первых, существует так называемое перекрестное сродство аллель-специфичных 

иммуногенных эпитопов к другим вариантам гаплотипа HLA-A. Во-вторых, при 

использовании разработанной плазмиды А, за счет большого числа презентируе-

мых иммуногенных эпитопов, происходит презентация дендритными клетками 

такого количества иммуногенных эпитопов мононуклеарным клеткам, что сум-

марное количество развивающихся антиген-специфических клонов способствуют 

развитию эффективного цитотоксического иммунного ответа даже в отсутствии 

HLA-A*02 гаплотипа. В-третьих, без использования ИЛ-12 и ИЛ-18 только в 

группе HLA-A*02-позитивных больных ДК, трансфицированные плазмидой А, 

оказывают стимулирующее влияние на цитотоксический потенциал культуры 

МНК, что согласуется с представлениями об аффинности выбранных иммуноген-

ных эпитопов, входящих в ДНК-конструкции. Таким образом, полученный эф-

фект в группе HLA-A*02-негативных больных раком молочной железы связан с 

дополнительным стимулирующим влиянием ИЛ-12 и ИЛ-18, который они оказы-

вают на эффекторные функции иммунокомпетентных клеток. Несмотря на пока-

занный эффект в группе HLA-A*02-негативных больных раком молочной железы 

при добавлении ИЛ-12 и ИЛ-18, обращает на себя внимание присутствие выра-

женной тенденции к формированию более эффективного противоопухолевого 

иммунного ответа МНК при сокультивировании с дендритными клетками, транс-

фицированными плазмидой А, в группе HLA-A*02-позитивных больных РМЖ, 

вне зависимости от добавления ИЛ-12 и ИЛ-18 (Рисунок 14).  
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Рисунок 14 Сравнение цитотоксического ответа совместной культуры мо-

нонуклеарных клеток и дендритных клеток, трансфицированных HLA-

A*02:01-специфичной ДНК-конструкцией между HLA-A*02-позитивными 

(N=19) и HLA-A*02-негативными (N=19) больными раком молочной железы  

Примечание: 

МНК+ДК (А) – совместная культура МНК и ДК, трансфицированными смесью ДНК-

конструкций, кодирующих поли-ЦТЛ-эпитопный иммуногены, содержащие HLA-A*0201-

специфичные антигенные детерминанты опухоль-ассоциированных антигенов; 

МНК+ДК (А) – совместная культура МНК и ДК, трансфицированными смесью ДНК-

конструкций, кодирующих поли-ЦТЛ-эпитопный иммуногены, содержащие HLA-A*0201-

специфичные антигенные детерминанты опухоль-ассоциированных антигенов при добавлении 

ИЛ-12 и ИЛ-18; 

Данные представлены в виде медианы и разброса квартилей; 

Стрелками обозначены статистически значимые различия (U-критерий Манна-Уитни, 

p<0,05). 

 

Таким образом, несмотря на развитие противоопухолевого ответа в группе 

HLA-A*02-негативных больных раком молочной железы, его уровень при сокуль-

тивировании МНК с дендритными клетками, трансфицированными плазмидой А, 

даже в присутствии ИЛ-12 и ИЛ-18 остается ниже, что дополнительно подтвер-

ждает аффинность выбранных иммуногенных эпитопов. Исходя из этого, можно 

предположить, что использование в качестве источника антигенов ДНК-

конструкций, кодирующих большое число иммуногенных эпитопов различных 

ОАА совместно с цитокинами ИЛ-12 и ИЛ-18, позволяет преодолевать HLA-

специфическую стимуляцию цитотоксических Т-лимфоцитов за счет генерации 
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большого числа эффекторных клонов, но, несмотря на это, более выраженный 

уровень клеточно-опосредованного цитолиза МНК развивается только при совпа-

дении HLA гаплотипа больного и HLA-специфичности иммуногенных эпитопов, 

входящих в ДНК-конструкцию.  

Из всего вышеописанного можно заключить, что использование дендритных 

клеток, трансфицированных ДНК-конструкцией, кодирующей поли-ЦТЛ-

эпитопный иммуноген, содержащий HLA-A*0201-специфические антигенные де-

терминанты HER2-neu, позволяет формировать эффективный клеточно-

опосредованный иммунный ответ МНК против опухолевых клеток линии MCF-7 

по сравнению с дендритными клетками, трансфицированными ДНК-

конструкцией, кодирующей полноразмерный белок ERBB2. Дендритные клетки, 

трансфицированными ДНК-конструкциями, кодирующими поли-ЦТЛ-эпитопные 

иммуногены, содержащие HLA-A*0201-специфичные антигенные детерминанты 

ОАА, способны оказывать потенцирующее влияние на цитотоксическую актив-

ность и количество перфорин-позитивных клеток в культуре мононуклеарных 

клеток периферической крови больных раком молочной железы вне зависимости 

от добавления ИЛ-12 и ИЛ-18. Хотя уровень развивающихся цитотоксических ре-

акций мононуклеарных клеток больных раком молочной железы сопоставим при 

представлении антигенов дендритными клетками как трансфицированными ДНК-

конструкциями, кодирующими поли-ЦТЛ-эпитопные иммуногены, содержащие 

HLA-A*0201-специфичные антигенные детерминанты ОАА, так и праймирован-

ными антигенами лизата аутологичных опухолевых клеток при добавлении ИЛ-12 

и ИЛ-18, без добавления цитокинов достоверное специфическое влияние на куль-

туру МНК было выявлено только при использовании трансфицированных денд-

ритных клеток. Таким образом, для развития эффективного цитотоксического от-

вета МНК при сокультивировании с дендритными клетками, праймированными 

антигенами лизата аутологичных опухолевых клеток, дополнительная стимуляция 

цитокинами является обязательным фактором. Для дендритных клеток, трансфи-

цированных полиэпитопными аллель-специфичными ДНК-конструкциями, до-

бавление ИЛ-12 и ИЛ-18 оказывает значимое потенцирующее влияние на разви-
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вающиеся клеточные противоопухолевые реакции, однако формирование цито-

токсического ответа культуры МНК происходит вне зависимости от добавления 

цитокинов. Кроме того, совместное использование дендритных клеток, трансфи-

цированных ДНК-конструкциями, кодирующими поли-ЦТЛ-эпитопные иммуно-

гены, содержащие HLA-A*0201-специфичные антигенные детерминанты ОАА, и 

данных цитокинов способствует формированию такого количества антиген-

специфических клонов, которое позволяет в некоторой степени преодолевать за-

висимость эффекторных клеток от выбранного гаплотипа HLA, способствуя раз-

витию эффективных цитотоксический реакций культуры МНК у HLA-A*02-

негативных больных раком молочной железы. Таким образом, использование 

дендритных клеток, трансфицированных ДНК-конструкциями, кодирующих по-

ли-ЦТЛ-эпитопные иммуногены, содержащие HLA-A*0201-специфичные анти-

генные детерминанты ОАА, позволяет формировать цитотоксический противо-

опухолевый клеточно-опосредованный ответ в культуре мононуклеарных клеток 

больных раком молочной железы. 
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Глава 5. Заключение 

 

 

 

Дендритные клетки, трансфицированные различными ДНК-конструкциями, 

оказывают стимулирующее влияние на мононуклеарные клетки, способствуя раз-

витию клеточных цитотоксических иммунных реакций против опухолевых клеток 

линии рака молочной железы человека MCF-7 в группе условно-здоровых доно-

ров и аутологичных опухолевых клеток при раке молочной железы. 

Результаты исследований в группе в группе HLA-A*02-позитивных условно-

здоровых доноров показали значимое увеличение цитотоксического потенциала 

совместной культуры МНК и дендритных клеток, трансфицированных ДНК-

конструкцией, кодирующей поли-ЦТЛ-эпитопный иммуноген, содержащий HLA-

A*0201-специфичные антигенные детерминанты белка HER2-neu против клеточ-

ной линии рака молочной железы человека MCF-7. Полученные данные свиде-

тельствуют, что экспрессируемые ДНК-конструкцией иммуногенные эпитопы 

эффективно проходят процессинг и презентацию дендритными клетками. Это 

способствует развитию клеточного цитотоксического иммунного ответа, осуще-

ствляемого, в том числе, с участием перфорин-позитивных клеток. Сравнение 

различных ДНК-конструкций показало, что полиэпитопная HER2-neu-

специфичная ДНК-конструкция является более эффективным источником антиге-

нов, чем ДНК-конструкция, кодирующая полный белок ERBB2, что доказано бо-

лее значимым увеличением перфорин-зависимого цитотоксического ответа куль-

туры мононуклеарных клеток против клеточной линии рака молочной железы че-

ловека MCF-7. 

Исследование в группе больных раком молочной железы выявило возмож-

ность эффективной модуляции цитотоксического потенциала культуры МНК про-

тив аутологичных опухолевых клеток под влиянием дендритных клеток, транс-

фицированных ДНК-конструкциями, кодирующими поли-ЦТЛ-эпитопные имму-

ногены, содержащие HLA-A*0201-специфичные антигенные детерминанты опу-
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холь-ассоциированных антигенов вне зависимости от добавления иммунорегуля-

торных цитокинов ИЛ-12 и ИЛ-18. Установлено увеличение количества перфо-

рин-позитивных клеток в данных культурах, что указывает на роль клеточно-

опосредованной цитотоксичности в осуществлении лизиса аутологичных опухо-

левых клеток. 

Разделение общей выборки больных раком молочной железы показало, что в 

подгруппе HLA-A*02-позитивных больных, независимо от добавления ИЛ-12 и 

ИЛ-18 дендритные клетки, трансфицированные с ДНК-конструкциями, коди-

рующими поли-ЦТЛ-эпитопные иммуногены, содержащие HLA-A*02:01-

специфичные антигенные детерминанты опухоль-ассоциированных антигенов, 

оказывают достоверное влияние на цитотоксический ответ культуры МНК против 

аутологичных опухолевых клеток. Одним из механизмов развивающегося цито-

токсического ответа культуры мононуклеарных клеток в данных условиях куль-

тивирования является гранулоопосредованный клеточный лизис, связанный с 

увеличением количества перфорин-позитивных клеток в данных культурах. 

Для группы HLA-A*02-негативных больных РМЖ показано значимое увели-

чение цитотоксического ответа МНК при сокультивировании с дендритными 

клетками, трансфицированными ДНК-конструкциями, кодирующими поли-ЦТЛ-

эпитопные иммуногены, содержащие HLA-A*0201-специфичные антигенные де-

терминанты опухоль-ассоциированных антигенов при добавлении иммунорегуля-

торных цитокинов ИЛ-12 и ИЛ-18. Однако выявленный в данной группе уровень 

цитотоксической реакции МНК против опухолевых клеток не достигает значений, 

характерных для цитотоксического ответа МНК HLA-A*02-позитивных больных 

раком молочной железы. 

Использование дендритных клеток, праймированных антигенами лизата ау-

тологичных опухолевых клеток, позволяет модулировать развитие эффективного 

противоопухолевого ответа культуры мононуклеарных клеток при добавлении 

ИЛ-12 и ИЛ-18. При сравнении двух источников опухолевых антигенов, показано, 

что применение дендритных клеток, трансфицированных ДНК-конструкциями, 

кодирующими поли-ЦТЛ-эпитопные иммуногены, содержащие HLA-A*02:01-
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специфичные антигенные детерминанты опухоль-ассоциированных антигенов 

или праймированных антигенами лизата аутологичных опухолевых клеток, ока-

зывает сравнимый эффект на стимуляцию цитотоксической активности культуры 

МНК только при добавлении ИЛ-12 и ИЛ-18. Учитывая, что формирование эф-

фективного цитотоксического ответа МНК происходит при сокультивировании с 

трансфицированными полиэпитопными ДНК-конструкциями дендритными клет-

ками вне зависимости от добавления ИЛ-12 и ИЛ-18, а также на основании теоре-

тических знаний о преимуществах именно полиэпитопных ДНК-конструкций, 

возможно предположить использование таких ДНК-конструкций для трансфек-

ции дендритных клеток с целью модуляции противоопухолевого иммунного отве-

та, направленного против широкого спектра иммуногенных эпитопов ОАА. 

Таким образом, по итогам проделанной экспериментальной работы можно 

утверждать, что подход с использованием дендритных клеток, трансфицирован-

ных ДНК-конструкциями, кодирующими поли-ЦТЛ-эпитопные иммуногены, со-

держащие HLA-A*0201-специфичные антигенные детерминанты опухоль-

ассоциированных антигенов, способствует индукции противоопухолевого им-

мунного ответа в культуре мононуклеарных клеток больных раком молочной же-

лезы. 
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Выводы 

 

 

 

1. ДНК-конструкция, кодирующая поли-ЦТЛ-эпитопный иммуноген, содержа-

щий HLA-A*02:01-специфичные антигенные детерминанты белка HER2-neu, в 

отличие ДНК-конструкции, кодирующей полноразмерный белок ERBB2, 

обеспечивает увеличение цитотоксического ответа культуры мононуклеарных 

клеток против клеточной линии рака молочной железы человека MCF-7 и ко-

личества перфорин-позитивных клеток, что свидетельствует о более эффек-

тивном формировании клеточно-опосредованного иммунного ответа.  

 

2. У больных раком молочной железы, дендритные клетки, трансфицированные 

ДНК-конструкциями, кодирующими поли-ЦТЛ-эпитопные иммуногены, со-

держащие HLA-A*02:01-специфичные антигенные детерминанты опухоль-

ассоциированных антигенов, способствуют увеличению цитотоксической ак-

тивности мононуклеарных клеток против аутологичных опухолевых клеток и 

количества перфорин-позитивных клеток, что свидетельствует об индукции 

противоопухолевого цитотоксического иммунного ответа. 

 

3. В группе HLA-A*02:01-позитивных больных раком молочной железы денд-

ритные клетки, трансфицированные ДНК-конструкциями, кодирующими по-

ли-ЦТЛ-эпитопные иммуногены, содержащие HLA-A*02:01-специфичные ан-

тигенные детерминанты опухоль-ассоциированных антигенов, в отличие от 

группы HLA-A*02-негативных больных раком молочной железы индуцируют 

формирование эффективного клеточно-опосредованного цитотоксического 

ответа, что подтверждает HLA-специфичность выбранных эпитопов. 

 

4.  В группе HLA-A*02:01-негативных больных раком молочной железы, денд-

ритные клетки, трансфицированные ДНК-конструкциями, кодирующими по-

ли-ЦТЛ-эпитопные иммуногены, содержащие HLA-A*0201-специфичные ан-
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тигенные детерминанты опухоль-ассоциированных антигенов, только в при-

сутствии цитокинов ИЛ-12 и ИЛ-18 способствуют увеличению цитотоксиче-

ского ответа культуры мононуклеарных клеток и увеличению клеток, содер-

жащих гранулы перфорина, что свидетельствует о возможности усиления ан-

тиген-специфических клеточных реакций с помощью иммунорегулирующих 

цитокинов. 

 

5. Дендритные клетки, праймированные антигенами лизата аутологичных опу-

холевых клеток, в отличие от дендритных клеток, трансфицированных ДНК-

конструкциями, кодирующими поли-ЦТЛ-эпитопные иммуногены, содержа-

щие HLA-A*0201-специфические антигенные детерминанты опухоль-

ассоциированных антигенов, только при добавлении цитокинов ИЛ-12 и ИЛ-

18, эффективно способствуют формированию клеточного цитотоксического 

противоопухолевого иммунного ответа в культуре мононуклеарных клеток 

больных раком молочной железы. 
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Список сокращений 

 

 

 

CD – cluster of differentiation  

HLA – Human Leukocyte Antigen 

MHC – major histocompatibility complex 

TCR – T cell receptor 

TGFβ – трансформирующий ростовой фактор бета (tumor growth factor) 

Th – Т – хелпер лимфоцит 

TLR – Toll-like receptor 

TRAIL - TNF-related apoptosis-inducing ligand 

АГ – антиген 

АПК – антиген-презентирующая клетка 

ГМ-КСФ – гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор 

ДК – дендритная клетка 

ИЛ – интерлейкин 

ИФН – интерферон 

ЛУ – лимфатический узел 

МНК – мононуклеарная клетка 

ОАА – опухоль-ассоциированный антиген 

РМЖ – рак молочной железы 

рч – рекомбинантный человеческий 

ФНО – фактор некроза опухоли 

ЦТЛ – цитотоксические Т-лимфоциты 
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Приложение 1 Дизайн ДНК-конструкций 

Цитотоксические Т-клеточные эпитопы, использованные для получения имму-

ногенов были предсказаны с помощью программы TEpredict [Антонец Д.В., 2010] 

в составе белка HER2 (P04626.1), с учетом основных шагов MHC I-

рестриктированной презентации антигена – протеасомной деградацией [Toes R.E., 

2001], и пептидного связывания с TAP (Transporters associated with antigen pro-

cessing) [Peters B., 2003]. Пептиды, не имеющие по прогнозам, сайта протеасом-

ной деградации на C-конце или неэффективные при связывании с TAP были ис-

ключены из дальнейшего анализа. Таким образом, был выбран минимальный на-

бор из 35 MHC I-рестриктированных пептидов с пятикратным перекрытием.  Вы-

бранные эпитопы были объединены в более длинные пептиды, если они перекры-

вались в рамках исходной последовательности HER2. Пептиды предсказанные с 

использованием либо TEpredict или NetMHC [Антонец Д.В., 2010, Lundegraad C., 

2008], как HLA-A*0201-связующие были выбраны для построения HLA-A*0201-

специфичного иммуногена в том же порядке. Индивидуальные гены, с модифи-

цированными  кодонами, оптимизированные для экспрессии в клетках млекопи-

тающих, были синтезированы на основе HLA-A*0201-специфичных последова-

тельностей. ДНК была клонирована в эукариотическом векторе pDNAVACCultra5 

(Nature Technology Corporation, США) непосредственно после CMV промотора. 

Трансформация E.coli (штамм XL2blue) каждой из ДНК-плазмид подтверждалась 

результатами рестрикции и секвенированием ДНК. Плазмидную ДНК получали 

из соответствующих клонов, очищали с  использованием  EndoFree Plasmid Giga 

Kit (Qiagen, Германия) в соответствии с инструкцией завода-изготовителя и по-

вторно ресуспендировали в стерильном PBS. Концентрацию ДНК определяли ме-

тодом УФ-спектроскопии. Для исследования функциональных свойств были по-

лучены ДНК-конструкции на основе ДНК-вектора pDNAVACCultra5, кодирую-

щие, HLA-A*02:01-специфичные полиэпитопные иммуногены (pDNA5-BC-A1 

(HER2/neu специфичная), pDNA5-BC-A2 (ОАА специфичная), pDNA5-BC-A3 

(ОАА специфичная). ДНК-конструкция pDNA5-BC-A2 содержит 73 антигенные 



119 
 

 

детерминанты таких ОАА, как HER2, mammoglobin, NY-BR-1, и hMena; ДНК-

конструкция pDNA5-BC-A3 содержит 74 антигенные детерминанты таких ОАА, 

как WT1, hTERT, survivin, p53, и Muc1. pDNA5-BC-A1, pDNA5-BC-A2 и pDNA5-

BC-A3 использовались в эквимолярных количествах. Конструкция на основе 

DNA-вектора pDNAVACCultra5 без вставок иммуногенных пептидов была ис-

пользована в качестве контроля (конструкция DNA(p5)). 

Структура HLA-A*0201 специфичных цитотоксических Т-клеточных эпи-

топов.  

Хотя иммуногенность пептидов, определяется в основном его сродством к 

MHC, показано, что соседние аминокислотные остатки флангового эпитопа 

влияют на эффективность протеасомного высвобождения и TAP-зависимую 

транспортировку в эндоплазматическую сеть [Livingston BD, 2001]. Выбранные 

фрагменты HER2 и предсказанные HLA-A*0201-специфичные пептиды были 

объединены в HLA-A*0201-специфичные (рисунок 15) поли-CTL-эпитопы. 

Cтруктура эпитопов оптимизировалась выбором соответствующего паросочета-

ния эпитопов, подходящих спейсеров для каждой пары эпитопов и оптимального 

расположения эпитопов в пределах конструкции, с целью увеличения эффектив-

ности процессинга полиэпитопа и презентации целевых эпитопов. Для усиления 

эффективности в дополнение к цитотоксическим Т-клеточным эпитопам антиген-

ная конструкция должна содержать Т-хелперные эпитопы, которые были предска-

заны с использованием моделей прогнозирования ProPred [Singh H, 2001]. В со-

став поли-Th фрагмента был включен универсальный иммуногенный пептид 

PADRE (Pan DR Т-хелперный эпитоп – AKFVAAWTLKAAA).  Пептиды были со-

единены через двухосновные K/Р-К/R мотивы, необходимые для расщепления ли-

зосомальными катепсинами B и L, участвующими в процессинге эндоцитирован-

ных антигенов [Zhang T, 2000, Kato M., 2000]. Этот поли-Т-хелперный эпитоп яв-

ляется общим для обоих полиэпитопных иммуногенов (рисунок 15). 

BC-A1 

MELAALCRWGLLLALLPPGAPPDLLALLPPGAPDATLEEITGYLAILDEAYVMAPILHNGAYSLPQLFEDNY

ALSIISAVVGIAQLMPYGCLLRLLVVVLGVVRDLQLRSLTEIAILLVVVLGVPDAVVGILLVVADALCRWGLLLA

DYISAWPDSLRDKIFGSLAFLAKFVAAWTLKAAAKKAVVGILLVVVLGVVFGILIKRRQQKIRKKPICTIDVYMI
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MVKCWMIDSEKKAQMRILKETELRKVKVLGSGAKKIKWMALESILRRRFTHQSDVKKPICTIDVYMIMVKCWMID

SRKRSHAGYQTI 

BC-A2 

ILLVVVLGVALCRWGLLLQLFEDNYALYTSNDSYIVAVVGILLVVSQYSGQLKVAYLEEITGYLSAMMHALE

VAASIISAVVGIHLYQGCQVVVLIAENTMLMLLQQNVDVSLDQKLFQLAMMHALEVLQLMPYGCLLVMAGVGSPY

VACLTSTVQLVALLSHGAVIEVLIYDSSLCDLVLIQRNPQLGLMEEMSALRLLQETELVSLTPLLLSIAGLAAAI

AGAAAAKIFGSLAFLKLLMVLMLAALMEEMSALLLVDAEEYLVALQLRSLTEIAAMQLIYDSSLAYLEEITGYLL

LALLPPGAKIFGSLAFLAFLNQTDETLFLVDRKCQLAILDEAYVMAAFLNQTDETLYLLHENCMLKLLSHGAVIN

MWLQQQLVAFLLIKNANAAILHNGAYSLFASAMMHALLMVLMLAALAAAVYSEILSVATINPQVSKTTIDVYMIM

VAALLNWCMQIAVVLGVVFGILIYDSSLCDLALMDMQTFKASMSEDNRPLTLSNVEVFMQVFETLEEIATLEEIT

GYLKVMEINREVKLLMVLMLASLSKILDTVYISAWPDSLATINPQVSKTLMVLMLAALSLSKILDTVGLACHQLC

AAASIISAVVGIALLSHGAVIEVALIHHNTHLAGLQAASQPASLFESSAKIMIMVKCWMILLMVLMLAAYMIMVK

CWM 

BC-A3 

ELMLGEFLKLSTAPPVHNVILCGAQYRIVLDFAPPGAGLAPPQHLIRVAFLLSSLRPSLRMFPNAPYLFLLK

LTRHRVYLGSYGFRLFLLLLLTVLYMFPNAPYLKQSQHMTEVSLGEQQYSVQQYSVPPPVALLGRNSFEVRLTEV

IASILLLLTVLTVAALGSTAPPVYMFPNAPYLGLFPWCGLLRLFFYRKSVRMFPNAPYLLMSVYVVELALWGQDV

TSVKLCPVQLWVSLSYTNPAVGLAPPQHLIRVELMLGEFLKLILAKFLHWLVVPYEPPEVALLLLTVLTVCQLAK

TCPVSLPPPGTRVGLAPPQHLIVLVCVLVALFMCHHAVRICMTWNQMNLLLARCALFVVLAFGFALLAYLQVNSL

QTVALLPAVPSLYLFFYRKSVFLHWLMSVYVALLLTVLTVVYQGSYGFRLSLPPPGTRVLLQAYRFHASLGEQQY

SVALWGQDVTSVVVPYEPPEVCMTWNQMNLSTFKNWPFLKLLPENNVLSTPPPGTRVRMPEAAPPVAELLRSFFY

VRLFFYRKSVALLDTRTLEVAYLQVNSLQTVSLQELTWKMYLFFYRKSVLLVLVCVLVAFLDLQVNSLTLPPAWQ

PFLALLGRNSFEVSTPPPGTRVLMLGEFLKLYLGSYGFRLALNKMFCQLILSTLLCSLRMPEAAPPVSTAPPVHN

VRLVDDFLLVKLCPVQLWVFLSFHISNLLMLGEFLKLKMFCQLAKT 

 

Рисунок 15 Структура полиэпитопных иммуногенов HER2.  

Примечание: Спейсерные  последовательности выделены серым цветом. Оба полиэпитопа 

состоят из соответствующих поли-CTL-эпитопов и общего поли-Th-эпитоп фрагмента (выделе-

но рамкой). Начальные позиции CTL-эпитопов, показаны жирным шрифтом. Общие N-

концевые лидерные пептиды показаны белым шрифтом на черном фоне, 11 аминокислотных 

остатков человеческого LAMP-1 белка C-концевой части показаны подчеркнутым белым жир-

ным шрифтом на черном фоне. Последовательность PADRE выделена подчеркнутым жирным 

шрифтом. 

 

Антигенные конструкции, обладающие N-концевой сигнальной последователь-

ностью для направления в эндоплазматический ретикулум вместе с C-концевой 
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лизосомальной последовательностью, перенаправляющей ассоциированный им-

муноген в лизосомы для деградации, где пептидные фрагменты могут связываться 

с рециркулирующими молекулами MHC II класса, являются гораздо более эффек-

тивными в индукции Т-хелперного иммунного ответа, чем аналогичные иммуно-

гены, лишенные таких сигналов [Bonini C., 2001, Fassnacht M, 2005]. N-концевой 

лидерный пептид был разработан по аналогии с оригинальным HER2 сигнальным 

пептидом с использованием веб-сервера SignalP [Bernhard H, 2002]. Последние 11 

аминокислот человеческого белка LAMP-1 были выбраны в качестве С-концевого 

сортировочного сигнала [Антонец Д.В., 2010], который был непосредственно слит 

с С-концом поли-Th фрагмента. Затем поли-CTL эпитоп с N-концевой лидерной 

последовательностью  и поли-Th эпитоп с C-концевой частью LAMP-1 были объ-

единены через спейсер, формирующий протеасомный сайт расщепления на С-

конце поли-CTL участка.  

 


