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ИССЛЕДОВАНИЕ ЭФФЕКТИВНОСТИ ИНДУКЦИИ 
ЦИТОТОКСИЧЕСКОГО ИММУННОГО ОТВЕТА 
МОНОНУКЛЕАРНЫМИ КЛЕТКАМИ С ПОМОЩЬЮ 
ДЕНДРИТНЫХ КЛЕТОК, ТРАНСФЕЦИРОВАННЫХ 
ПОЛИЭПИТОПНЫМИ КОНСТРУКЦИЯМИ HER2/ERBB2
Максютов А.З., Лопатникова Ю.А., Курилин В.В., Шевченко Ю.А., 
Хантакова Ю.Н., Гаврилова Е.В., Максютов Р.А., Перегудов А.Г., 
Зайцев С.А., Козлов В.А., Сенников С.В.
ФГБУ «НИИ клинической иммунологии» СО РАМН, г. Новосибирск, Россия

Резюме. В работе представлен дизайн генетических конструкций, кодирующих универсальный 
и HLA-A*0201-специфический полиэпитопные иммуногены, содержащие антигенные детерминан-
ты белка HER2. Показано, что трансфекция зрелых дендритных клеток полиэпитопными конструк-
циями с помощью магнитных наночастиц приводила к эффективной стимуляции цитотоксического 
иммунного ответа в культуре мононуклеарных клеток HLA-A*0201-позитивных здоровых доноров, 
оцениваемого по стимулированной гибели HLA-A*0201- и HER2-позитивных опухолевых клеток ли-
нии MCF-7 и экспрессии перфориновых гранул.
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Введение
В настоящее время ведется активный по-

иск опухолевых антигенов, которые позволи-
ли бы создать таргетную терапию в отношении 
злокачественных клеток. Рак молочной железы 
в настоящее время является распространенным 

злокачественным новообразованием среди жен-
щин, являющимся одной из наиболее частых 
причин смерти женщин по сравнению с другими 
формами злокачественных новообразований [2, 
13]. От 10 до 35 % случаев рака груди у женщин 
характеризуются увеличенной экспрессией белка 
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HER2, также ассоциированного с более агрес-
сивным течением процесса и плохим прогнозом 
[4, 19]. Белок HER2, кодируемый геном ErbB2, – 
член семейства рецепторов эпидермальных фак-
торов роста, регулирующих клеточную пролифе-
рацию, дифференцировку, миграцию и адгезию 
[19]. Увеличение экспрессии HER2 приводит 
к супрессии апоптоза и активации пролифера-
ции, что может стимулировать опухолевый про-
цесс [9]. 

Создание конструкций, несущих опухоль-
специфические белки и/или их наиболее ак-
тивные эпитопы, является еще одним шагом 
в направлении индукции противоопухолевого 
иммунитета [3]. 

Данное исследование посвящено экспери-
ментальной проверке эффективности индукции 
формирования цитотоксического Т-клеточного 
иммунного ответа в культуре мононуклеарных 
клеток с помощью дендритных клеток (ДК), 
трансфицированных генетическими конструк-
циями на основе опухоль-ассоциированных ан-
тигенов.

Материалы и методы
В исследовании использовалась перифери-

ческая кровь условно здоровых доноров, не-
сущих по результатам генотипирования (на-
бор ALLSET™ GOLD HLA A LOW RES SSP 
[«Invitrogen», США]) аллель HLA-A02.

Получение ДНК-конструкций
Цитотоксические Т-клеточные эпитопы, 

использованные для получения «универсаль-
ных» иммуногенов, были отобраны с помощью 
программы TEpredict [1] в составе HER2 бел-
ка (P04626.1), с учетом основных шагов MHC 
I-рестриктированной презентации антигена – 
протеасомной деградацией [23], и пептидного 
связывания с TAP (Transporters associated with 
antigen processing) [18]. Пептиды, не имеющие 
по прогнозам сайта протеасомной деградации 
на C-конце или неэффективные при связывании 
с TAP, были исключены из дальнейшего анализа. 
Таким образом, был выбран минимальный на-
бор из 35 MHC I-рестриктированных пептидов 
с пятикратным перекрытием. Выбранные эпито-
пы были объединены в более длинные пептиды, 
если они перекрывались в рамках исходной по-
следовательности HER2. Пептиды, отобранные 
с использованием либо TEpredict, либо NetMHC 
[1, 16], как HLA-A0201-связующие, были выбра-
ны для построения HLA-A*0201-специфичного 
иммуногена в том же порядке. HLA-A0201 ал-
лель был выбран как наиболее часто встречаю-
щийся в человеческой популяции. Индивиду-
альные гены с модифицированными кодонами, 
оптимизированные для экспрессии в клетках 

млекопитающих, были синтезированы на ос-
нове «универсальных» полиэпитопных им-
муногенов и HLA-A0201-специфических по-
следовательностей. ДНК была клонирована 
в эукариотическом векторе pDNAVACCultra5 
(Nature Technology Corporation, США) непосред-
ственно после CMV промотора. Трансформация 
E. coli (штамм XL2blue) каждой из ДНК-плазмид 
подтверждалась результатами рестрикции и сек-
венированием ДНК. Плазмидную ДНК получа-
ли из соответствующих клонов, очищали с ис-
пользованием EndoFree Plasmid Giga Kit (Qiagen, 
Германия) в соответствии с инструкцией заво-
да-изготовителя и повторно ресуспендировали 
в стерильном PBS. Концентрацию ДНК опреде-
ляли методом УФ-спектроскопии. Для исследо-
вания функциональных свойств были получе-
ны ДНК-конструкции на основе ДНК-вектора 
pDNAVACCultra5, кодирующие «универсальные» 
полиэпитопные иммуногены (pDNA5-BC-U 
[плазмида (U]), HLA-A*0201-специфичные по-
лиэпитопные иммуногены (pDNA5-BC-A [плаз-
мида (A]) и полноразмерный антиген HER2 
(pDNA5-HER2 [плазмида (ErbB2]).

Среды и реагенты
Культуральные среды RPMI-1640 («Биолот» 

Россия), фиколл (Bioclot), урографин (Schering 
AG), эмбриональная сыворотка телят (FCS, 
HyClone), 2-меркаптоэтанол (Sigma), L-глутамин 
(Биолот, Россия), гентамицин (KRKA, Слове-
ния), ампициллин (Синтез, Курган), 96-луноч-
ные планшеты, чашки Петри (ТРР, Швейцария), 
48-луночные планшеты (Cellstar, США). Реком-
бинантные человеческие цитокины: IL-4, GM-
CSF, TNFα (Bio-Vision).

Получение ДК
Мононуклеарные клетки (МНК) перифериче-

ской крови условно здоровых доноров получали 
стандартным методом на градиенте фиколла-
урографина. Клетки с повышенной адгезивной 
способностью выделяли с помощью инкубации 
на пластике в течение 2 часов, при 5% СО2 и 37°С. 
К прилипшей фракции МНК добавляли 50 нг/ мл 
GM-CSF, 100 нг/мл IL-4 на 4 суток для получе-
ния незрелых ДК. Для созревания добавлялся 
TNFα (25 нг/мл) в течение 24 часов. Фракция не-
прилипших клеток культивировалась культураль-
ном флаконе в концентрации 2 млн/ мл, в объеме 
1 мл в полной среде RPMI-1640 до проведения 
процедуры ссаживания. Магнитная трансфекция 
осуществлялась на стадии зрелых ДК согласно 
инструкции фирмы Promokine. Оценка эффек-
тивности трансфекции проводилась с помощью 
набора для ник-трансляции Promo-Fluor-500 Nick 
Translation Labeling Kit («Promokine»), с дальней-
шим анализом на проточном цитофлуориметре 
с использованием метода Flow-FISH [20]. В ка-
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честве контроля использовались ДК, для кото-
рых не проводилась процедура трансфекции (ДК 
[0]) и ДК, трансфицированные ДНК-вектором 
pDNAVACCultra5 (плазмида [p5]), не содержа-
щим вставок иммуногенных пептидов. 

Оценку фенотипа ДК проводили методом 
проточной цитометрии на приборе FACS Aria 
(Becton Dickinson, США), с использовани-
ем соответствующих моноклональных антител 
СD3- FITC, CD14-PE, HLA-DR-FITC, CD11c-
PE, CD209-PerCP-Cy5.5, CD86-FITC, CD83-PE 
(Becton Dickinson, США). Способность ДК к эн-
доцитозу, как показатель функциональной ак-
тивности, оценивалась по захвату FITC-Dexran 
(Sigma) с последующим анализом на проточном 
цитофлюориметре FACS Aria (Becton Dickinson, 
США) [17].

Совместное культивирование мононукле-
арных клеток, истощенных по моноцитарной 
фракции, и ДК в соотношении 10:1 проводи-
лось в 48-луночных планшетах в течение 4 суток. 
Для определения содержания перфорин-пози-
тивных клеток анализируемые клетки фиксиро-
вали, пермеабилизировали 0,2% Tween 20 и ин-
кубировали с моноклональными антителами 
к перфорину. Количество перфорин-позитивных 
клеток определяли методом проточной цитоме-
трии в лимфоцитарном регионе.

Анализ цитотоксического эффекта монону-
клеарных клеток, культивированных с транс-
фецированными ДК, против опухолевых клеток 
линии аденокарциномы молочной железы чело-
века MCF-7 (банк клеточных культур Института 
цитологии РАН, Санкт-Петербург) проводился 
с помощью оценки содержания в кондиционной 
среде лактатдегидрогеназы (ЛДГ), высвободив-
шейся из лизированных клеток. Процедура про-
водилась согласно инструкции производителя 
набора («Promega»).

Статистическая обработка данных
Статистическая обработка результатов произ-

водилась при помощи программы «Statistica 6.0». 
При ненормальном распределении выборки, 
для статистической проверки использовались не-
параметрические критерий Вилкоксона, данные 
представлены в виде медианы и межквартильно-
го интервала.

Результаты
Структура универсальных и HLA-A*0201 специ-

фических цитотоксических Т-клеточных эпитопов
Отобранные фрагменты HER2 и HLA- A0201-

специфичные пептиды были объединены, со-
ответственно, в «универсальные» (рис. 1А) 
и HLA-A*0201-специфические (рис. 1Б) поли-
CTL-эпитопы. Cтруктура эпитопов оптими-
зировалась выбором соответствующего паро-

сочетания эпитопов, подходящих спейсеров 
для каждой пары эпитопов и оптимального рас-
положения эпитопов в пределах конструкции, 
с целью увеличения эффективности процессинга 
полиэпитопа и презентации целевых эпитопов. 
В состав поли-Th фрагмента был включен уни-
версальный иммуногенный пептид PADRE (Pan 
DR Т-хелперный эпитоп – AKFVAAWTLKAAA). 
Пептиды были соединены через двухосновные 
K/Р-К/R мотивы, необходимые для расщепле-
ния лизосомальными катепсинами B и L, уча-
ствующими в процессинге эндоцитированных 
антигенов [25, 11]. Этот поли-Т-хелперный эпи-
топ является общим для обоих полиэпитопных 
иммуногенов (рис. 1). N-концевой лидерный 
пептид (рис. 1) был разработан по аналогии с ори-
гинальным HER2 сигнальным пептидом с ис-
пользованием веб-сервера SignalP [5]. Последние 
11 аминокислот человеческого белка LAMP-1 
были выбраны в качестве С-концевого сортиро-
вочного сигнала [1], который был непосредствен-
но слит с С-концом поли-Th фрагмента. Затем 
поли-CTL эпитоп с N-концевой лидерной после-
довательностью и поли-Th эпитоп с C-концевой 
частью LAMP-1 были объединены через спейсер, 
формирующий протеасомный сайт расщепления 
на С-конце поли-CTL участка (рис. 1). Методами 
ник-трансляции и Flow-FISH было подтвержде-
но, что эффективность магнитной трансфекции 
достигала более чем 40%. 

Получение дендритных клеток, оценка их фено-
типа и функциональной активности

Для оценки популяционного состава полу-
ченных ДК проводилось фенотипирование не-
зрелых и зрелых ДК с помощью специфических 
антител к поверхностным маркерам, описанным 
в литературе как маркеры дендритных клеток [12, 
17, 22]. Для незрелых и зрелых ДК были показаны 
статистически достоверные различия по следую-
щим основным маркерам: CD14 (10,25 и 1,75% 
соответственно), CD83 (24,25 и 37,95% соответ-
ственно), CD83/86 (22,85 и 37,45% соответствен-
но).

Для оценки функциональной активности был 
проведен анализ захвата декстрана незрелыми 
и зрелыми ДК. Степень захвата FITC-декстрана 
ДК определялась как относительная величина 
соответствующая соотношению интенсивно-
сти флюоресценции меченых клеток при 37 °С и 
4 °С что подразумевает специфическую эндоци-
тозную (при 37 °С) и неспецифическую актив-
ность (4 °С) соответственно. Было показано, что 
зрелые ДК обладают меньшей активностью в за-
хвате антигена, чем незрелые ДК, способные 
к эффективному захвату антигена по механизму 
рецептор-опосредованного эндоцитоза [14], что 
подтверждает направленное созревание и диф-
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ференцировку ДК из моноцитов перифериче-
ской крови.

Таким образом, ДК, полученные в использо-
ванном клеточном протоколе, обладают феноти-
пическими и функциональными особенностями 
данной популяции клеток.

Поскольку протективный противоопухоле-
вый иммунный ответ включает в себя разруше-
ние злокачественных клеток-мишеней, то была 
проведена оценка цитототоксической активно-
сти МНК, активированных трансфицированны-
ми ДК, против опухолевых клеток линии MCF-7, 
которые несут на своей поверхности антигены 
HLA-A0201 и HER2 с помощью количественного 
определения содержания цитозольного фермен-
та лактатдегидрогеназы, выделяющегося из ли-
зированных клеток. 

В результате проведенного эксперимента уста-
новлено, что трансфекция ДК универсальной 

и аллель-специфичной плазмидами приводит 
к достоверно большей цитотоксической актив-
ности мононуклеарных клеток при совместном 
культивировании против опухолевых клеток 
по сравнению с группами МНК, и МНК совмест-
но с ДК без трансфекции и с трансфекцией плаз-
мидой p5. В то же время группа с трансфекцией 
ДК плазмидой, кодирующей полноразмерный 
ген ErbB2, не показала значимого влияния на ци-
тотоксический эффект в отношении клеточной 
линии MCF-7 (рис. 2).

Для проверки одного из возможных меха-
низмов лизиса опухолевых клеток определялось 
содержание клеток, экспрессирующих внутри-
клеточный белок перфорин в культуре МНК 
здоровых доноров после сокультивирования 
с трансфицированными ДК. Было показано, что 
трансфекция ДК всеми типами целевых плазмид, 
содержащих антигеннные детерминанты белка 

Рисунок 1. Структура полиэпитопных иммуногенов HER2
Примечание. А. Универсальный полиэпитопный иммуноген. Б. HLA-A*020-специфический полиэпитопный иммуноген. Спейсерные по-
следовательности выделены серым цветом. Оба полиэпитопа состоят из соответствующих поли-CTL-эпитопов и общего поли-Th-эпитоп 
фрагмента (выделено 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 под-
черкнутым белым жирным шрифтом на черном фоне. Последовательность PADRE выделена подчеркнутым жирным шрифтом.

Рисунок 2. Цитотоксическая активность совместной культуры МНК HLA-A02-позитивных здоровых доноров 
и аутологичных трансфицированных ДК против клеток линии MCF-7 (n = 8)
Примечание. Данные представлены в виде медианы и межквартильного интервала.
*, #, & – статистически значимые различия с контрольными группами МНК, МНК+ ДК (0), МНК+ ДК (р5) соответственно. Стрелками 
обозначены статистически значимые различия
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HER-2, достоверно увеличивает цитотоксиче-
ский потенциал культуры МНК через стимуля-
цию продукции перфориновых гранул (рис. 3). 

Обсуждение
Использование трансфекции как одного 

из способов эффективной доставки антигенов 
в дендритные клетки для представления послед-
них в комплексе с молекулами МНС является 
современным вариантом получения иммуноте-
рапевтических вакцин для лечения онкологиче-
ских заболеваний [10]. Создание полиэпитоп-
ных конструкций, содержащих не весь антиген, 
а только эпитопы, стимулирующие Тh1 и цито-
токсические клетки, представляется перспек-
тивным подходом для стимуляции клеточного 
иммунного ответа. Полиэпитопные конструкции 
могут содержать эпитопы из различных белко-
вых антигенов и в то же время покрывать задан-
ное 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. Хотя иммуно-
генность пептидов определяется в основном его 
сродством к MHC, соседние аминокислотные 
остатки флангового эпитопа влияют на эффек-
тивность протеасомного высвобождения и TAP-
зависимую транспортировку в эндоплазмати-
ческую сеть [15]. Для усиления эффективности 
в дополнение к цитотоксическим Т-клеточным 
эпитопам антигенная конструкция должна со-
держать Т-хелперные эпитопы, которые были 
отобраны с использованием моделей прогно-
зирования ProPred [21]. Антигенные конструк-
ции, обладающие N-концевой сигнальной 
последовательностью для направления в эндо-
плазматический ретикулум вместе с C-концевой 

лизосомальной последовательностью, перена-
правляющей ассоциированный иммуноген в ли-
зосомы для деградации, где пептидные фраг-
менты могут связываться с рециркулирующими 
молекулами MHC II класса, являются гораздо 
более эффективными в индукции Т-хелперного 
иммунного ответа, чем аналогичные иммуно-
гены, лишенные таких сигналов [7, 8]. Для вве-
дения генетических конструкций, кодирующих 
универсальные и специфичные для гаплотипа 
HLA-A0201 полиэпитопные иммуногены, в на-
шей работе использовали метод магнитной транс-
фекции, основанный на проникновении наноча-
стиц магнита со связанной плазмидой в клетки 
под воздействием магнитного поля. Методами 
ник-трансляции и FLOW-FISH была показана 
высокая эффективность трансфекции (свыше 
40%). В литературе приводятся данные о прове-
дении трансфекции генетических конструкций 
как на стадии незрелых, так и на стадии зрелых 
дендритных клеток [6, 24]. В данной работе маг-
нитная трансфекция осуществлялась на стадии 
зрелых дендритных клеток. Предполагается, что 
выраженные эффекты ДК, трансфицированных 
на стадии зрелых клеток, могут быть обусловлены 
тем, что сама трансфекция является транзитор-
ной, и максимальный пик экспрессии целевых 
белков и их представления на клетках совпадает 
в клеточном протоколе с моментом взаимодей-
ствия ДК с аутологичными мононуклеарными 
клетками. Цитотоксические Т-клетки – глав-
ный компонент противоопухолевого иммунного 
ответа, поскольку они могут прямо лизировать 
клетки опухоли и секретировать иммуномодули-
рующие цитокины IL- 2, TNFα, GM-CSF и IFNγ, 
которые оказывают опосредованное воздействие 
на злокачественные клетки. Клеточная линия 
MCF-7 представляет собой клетки аденокарци-
номы легких молочной железы человека, несу-

Рисунок 3. Содержание перфорин-позитивных клеток в совместной культуре МНК здоровых HLA-A02-позитивных 
доноров и аутологичных трансфицированных ДК (n = 10)
Примечание. Данные представлены в виде среднего и ошибки среднего.
*, #, & – статистически значимые различия с контрольными группами МНК, МНК+ ДК (0), МНК+ ДК (р5) соответственно.
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щие поверхностные маркеры HLA-A0201 и HER2 
которые должны узнаваться «обученными» мо-
нонуклеарными клетками. Проведенные экспе-
рименты показали достоверное повышение ци-
тотоксического индекса в отношении клеточной 
линии MCF-7 в группах с ДК трансфицирован-
ными универсальной плазмидой и специфичной 
для гаплотипа HLA-A0201, по сравнению с кон-
трольными группами. Для ДК, трансфицирован-
ных плазмидой, кодирующей полноразмерный 
белок гена ErbB2, способность к стимуляции 
цитотоксического ответа сохраняется на уров-
не, соответствующем контрольным плазмидам, 
что свидетельствует о неэффективности данной 
плазмиды в отношении стимуляции клеточной 
цитотоксичности. При исследовании уровня 
внутриклеточного белка перфорина, который 
вызывает образование пор в цитоплазматиче-
ской мембране и приводит к лизису клеток ми-
шеней, в культуре МНК здоровых доноров после 
сокультивирования с трансфицированными ДК 
было показано, что трансфекция ДК всеми типа-
ми целевых плазмид достоверно увеличивает ци-
тотоксический потенциал культуры МНК через 
стимуляцию продукции перфориновых гранул. 
Возможно, что применение плазмиды, кодиру-

ющей полноразмерный ген ErbB2, для транс-
фекции ДК частичной стимулирует отдельные 
механизмы цитотоксичности, но не приводит 
к полной реализации цитолитической функции 
Т-лимфоцитов против опухолевых клеток.

Таким образом, в ходе проведенной работы 
были протестированы генетические конструкции 
BC-U и BC-A0201, кодирующие универсальный 
гаплотип HLA-A*0201-аллель-специфичные по-
лиэпитопные иммуногены, содержащие анти-
генные детерминанты белка HER2. Полученные 
из моноцитов, трансфицированные ДК способны 
представлять антиген аутологичным мононукле-
арным клеткам, после чего последние приобре-
тают повышенный цитотоксический потенциал 
за счет накопления в цитоплазме гранул перфо-
рина и непосредственно оказывают специфи-
ческий цитотоксический эффект на клеточную 
линию, несущую на своей поверхности молеку-
лы-мишени. Использование для трансфекции 
плазмиды, кодирующей полноразмерный белок 
ErbB2, представляется менее эффективным. 

Работа поддержана ФЦП «Научные и научно-
педагогические кадры инновационной России 
на 2009-2013 гг.» (Соглашение № 8265), грант 
Президента РФ № 16.120.11.3396-МК.
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EFFICIENCY STUDIES OF INDUCED CYTOTOXIC IMMUNE RESPONSE OF MONONUCLEAR 
CELLS BY MEANS OF DENDRITIC CELLS TRANSFECTED BY POLYEPITOPIC HER2/ERBB2 
CONSTRUCTS
Maksyutov A.Z., Lopatnikova Yu.A., Kurilin V.V., Shevchenko Yu.A., 
Khantakova Yu.N., Gavrilova E.V., Maksyutov R.A., Peregudov A.G., Zaytsev S.A., 
Kozlov V.A., Sennikov S.V.
Research Institute Of Clinical Immunology, Russian Academy of Medical Sciences, Siberian Branch, 
Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. This study describes a design of genetic constructs encoding either non-specific, or HLA-A 
*0201-specific polyepitopic immunogens containing antigenic determinants for HER2 protein. We have 
shown that transfection of mature dendritic cells by polyepitopic constructs with magnetic nanoparticles 
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lead to effective in vitro stimulation of cytotoxic immune response of mononuclear cell populations obtained 
from HLA-A0201-positive healthy donors/ This cytotoxic action was assessed in vitro, as lethal effects upon 
HLA-A0201/HER2 double positive MCF-7 tumor cells, and expression of perforin granules. (Med. Immunol., 
2014, vol. 16, N 5, pp 417-424)
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