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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

АФК – активные формы кислорода 

ДМСО – диметилсульфоксид  

кДНК – комплементарная цепь ДНК 

мРНК – матричная РНК 

РТПХ – реакция "трансплантат против хозяина" 

ЭПР – эндоплазматический ретикулюм 

ADCC – antibody-dependent cellular cytotoxicity (антитело-зависимая клеточная 

цитотоксичность) 

AARS1 – alanyl-tRNA synthetase 1 (аланил-тРНК-синтетаза 1) 

AKAPs – A-kinase anchoring proteins (белки, закрепляющие А-киназу) 

ALT – alternative lengthening of telomeres (альтернативное удлинение теломер) 

APAF1 – apoptotic protease activating factor 1 (апоптоз-активирующий фактор 1) 

ATM – ataxia telangiectasia mutated (атаксия-телеангиэктазия мутированный белок) 

ATR – ataxia telangiectasia and Rad3-related protein (атаксия-телеангиэктазия и Rad3-

родственный белок) 

Bad – BCL2 associated agonist of cell death (агонист гибели клеток, ассоциированный с BCL2) 

Bak – BCL2 antagonist/killer (антагонист/киллер BCL2) 

BARX2 – BARX homeobox 2 (BARX гомеобоксный белок 2) 

Bax – BCL2 associated X protein (ассоциированный с BCL2 белок X) 

Bcl-2 – B-cell lymphoma 2 (лимфома В-клеток 2) 

Bcl-W – BCL2 like protein 2 (белок, подобный BCL2, W) 

Bcl-XL – B-cell lymphoma-extra large (лимфома В-клеток, увеличенная) 

BECN1 – beclin 1 (беклин 1) 

Bid – BH3 interacting domain death agonist (BH3-взаимодействующий агонист гибели) 

BiKEs – bispecific killer cell engagers (биспецифические активаторы клеток-киллеров) 

Bim – BCL2 like protein 11 (BCL2-взаимодействующий медиатор гибели клеток) 

Bmf – Bcl2 modifying factor (модифицирующий фактор Bcl2) 

CARD – caspase recruitment domain (домен рекрутирования каспаз) 

c-FLIP – FLICE-like inhibitory protein (FLICE-подобный ингибиторный белок) 

c-FLIPL – long form of c-FLIP (длинная форма c-FLIP) 

c-FLIPS – short form of c-FLIP (короткая форма c-FLIP) 

CEBPZ – CCAAT enhancer binding protein zeta (CCAAT/энхансер-связывающий белок дзета) 

CHK1 – checkpoint kinase 1 (киназа контрольной точки 1) 
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CHK2 – checkpoint kinase 2 (киназа контрольной точки 2) 

CID – chemical inducer of dimerization (химический индуктор димеризации) 

CMV – cytomegalovirus (цитомегаловирус) 

c-Myc – MYC proto-oncogene (прото-онкоген MYC) 

DDR – DNA damage response (ответ на повреждение ДНК) 

DEGs – differentially expressed genes (дифференциально экспрессируемые гены) 

DIABLO – direct IAP binding protein with low pI (белок прямого связывания IAP с низким pI) 

DISC – death-inducing signaling complex (сигнальный комплекс, индуцирующий гибель) 

DMEM – Dulbecco's Modified Eagle Medium (среда Игла в модификации Дульбекко) 

DSBs – double-strand breaks (двухцепочечные разрывы) 

EBV – Epstein–Barr virus (вирус Эпштейна–Барр) 

EJC – exon junction complex (комплекс экзонных соединений) 

FACS – fluorescence-activated cell sorting (флуоресцентно-активированная сортировка 

клеток) 

FADD – Fas-associated protein with death domain (Fas-ассоциированный белок с доменом 

смерти) 

FasL – Fas ligand (Fas-лиганд) 

FCS – fetal calf serum (сыворотка крови плода крупного рогатого скота) 

FKBP – FK506 binding protein (FK506-связывающий белок) 

FOXD2 – forkhead box D2 (фактор транскрипции FOXD2) 

GFP – green fluorescent protein (зелёный флуоресцентный белок) 

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

макрофагальный колониестимулирующий фактор) 

GSEA – gene set enrichment analysis (анализ обогащения наборов генов) 

HEK293T – human embryonic kidney 293T (эмбриональные клетки почки человека 293T) 

HLA-I – human leukocyte antigen class I (человеческий лейкоцитарный антиген класса I) 

HRR – homologous recombination repair (репарация гомологичной рекомбинацией) 

Hrk – harakiri, BCL2 interacting protein (белок, взаимодействующий с BCL2) 

HSC – hematopoietic stem cell (гемопоэтические стволовые клетки) 

HSP70 – heat shock protein 70 (белок теплового шока 70) 

HSD17B8 – 17-beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 8 (17-бета-

гидроксистероиддегидрогеназа тип 8) 
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IFN-γ – interferon gamma (гамма-интерферон) 

IL – interleukin (интерлейкин) 

ILC – innate lymphoid cell (врождённая лимфоидная клетка) 

iNKRs – inhibitory natural killer cell receptors (ингибиторные рецепторы NK-клеток) 

iPSC – induced pluripotent stem cell (индуцированная плюрипотентная стволовая клетка) 

Jak – Janus kinase (Янус-киназа) 

K562 – линия клеток эритролейкемии человека 

KEGG – Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (Киотская энциклопедия генов и 

геномов) 

KIRs – killer cell immunoglobulin-like receptors (иммуноглобулиноподобные рецепторы 

киллерных клеток) 

KLRG1 – killer cell lectin-like receptor subfamily G member 1 (лектин-подобный рецептор 

киллерных клеток) 

LAG-3 – lymphocyte-activation gene 3 (ген активации лимфоцитов 3) 

LAMP-1 – lysosomal associated membrane protein 1 (лизосомальный ассоциированный 

мембранный белок 1) 

Mcl-1 – myeloid cell leukemia 1 (лейкемия миелоидных клеток 1) 

MHC-I – major histocompatibility complex class I (главный комплекс гистосовместимости 

класса I) 

MICA/MICB – MHC class I polypeptide-related sequence A/B (последовательность, 

родственная MHC класса I) 

MOI – multiplicity of infection (множественность заражения) 

MOMP – mitochondrial outer membrane permeabilization (пермеабилизация внешней 

мембраны митохондрий) 

MSC – mesenchymal stromal cell (мезенхимальная стромальная клетка) 

mTOR – mechanistic target of rapamycin (мишень рапамицина) 

NCR – natural cytotoxicity receptor (рецептор натуральной цитотоксичности) 

NEAA – non-essential amino acids (незаменимые аминокислоты) 

NES – normalized enrichment score (нормализованный показатель обогащения) 

NF-κB – nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (ядерный фактор каппа-

легких цепей) 

NKL – natural killer cell line (линия натуральных киллеров) 

NKG2 – natural killer cell group 2 (группа 2 рецепторов NK-клеток) 

NMD – nonsense-mediated decay (нонсенс-опосредованный распад мРНК) 
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Noxa – phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 (индуцированный ФМА белок 1) 

PBS – phosphate buffered saline (фосфатно-солевой буфер) 

PBMC – peripheral blood mononuclear cells (мононуклеарные клетки периферической крови) 

PD-1 – programmed cell death protein 1 (белок программируемой гибели клеток 1) 

PD-1L – programmed death-ligand 1 (лиганд PD-1) 

PI31 – proteasome inhibitor of 31kD (протеасомальный ингибитор 31 кДа) 

p-jnk – phospho-c-Jun N-terminal kinase (фосфорилированная c-Jun N-концевая киназа) 

Puma – p53 upregulated modulator of apoptosis (модулятор апоптоза, активируемый p53) 

qPCR – quantitative polymerase chain reaction (количественная полимеразная цепная реакция) 

RAG – recombination activating gene (ген, активирующий рекомбинацию) 

Raji – линия В-клеточной лимфомы человека 

RBM8A – RNA binding motif protein 8A (РНК-связывающий мотивный белок 8A) 

RCD – regulated cell death (регулируемая гибель клеток) 

RFC3 – replication factor C subunit 3 (субъединица 3 фактора репликации C) 

RPN2 – ribophorin II (рибофорин II) 

RPMI-1640 – Roswell Park Memorial Institute 1640 medium (среда RPMI-1640) 

SARS-CoV-2 – severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (коронавирус тяжёлого 

острого респираторного синдрома 2) 

SGK1 – serum/glucocorticoid regulated kinase 1 (киназа 1, регулируемая 

сывороткой/глюкокортикоидами) 

SLC1A5 – solute carrier family 1 member 5 (переносчик растворённых веществ семейства 1, 

член 5) 

SMAC – second mitochondria-derived activator of caspases (второй митохондриальный 

активатор каспаз) 

SOCS – suppressor of cytokine signaling (супрессор сигналинга цитокинов) 

SRSF3 – serine/arginine-rich splicing factor 3 (богатый серином/аргинином фактор 

сплайсинга 3) 

STAT5 – signal transducer and activator of transcription 5 (трансдьюсер сигнала и активатор 

транскрипции 5) 

TAP – transporter associated with antigen processing (транспортёр, ассоциированный с 

процессингом антигена) 

TAPBPL – TAP binding protein like (TAP-связывающий белок-подобный) 

tBid – truncated Bid (усечённый Bid) 

TERC – telomerase RNA component (РНК-компонент теломеразы) 
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TIGIT – T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains (Т-клеточный иммунный рецептор) 

TIM-3 – T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3 (Т-клеточный 

иммуноглобулин и муцин-домен-содержащий белок 3) 

TNF – tumor necrosis factor (фактор некроза опухоли) 

TNFR – tumor necrosis factor receptor (рецептор фактора некроза опухоли) 

TRAIL – TNF-related apoptosis-inducing ligand (TNF-родственный лиганд, индуцирующий 

апоптоз) 

TRAP – telomeric repeat amplification protocol (протокол амплификации теломерных 

повторов) 

TRF2 – telomeric repeat binding factor 2 (теломерный связывающий фактор 2) 

TriKEs – trispecific killer cell engagers (триспецифические активаторы киллерных клеток) 

TU – transducing units (трансдуцирующие единицы) 

ULBP – UL16 binding protein (белок, связывающий UL16) 

VDAC2 – voltage dependent anion channel 2 (потенциал-зависимый анионный канал 2) 

XIAP – X-linked inhibitor of apoptosis protein (X-сцепленный ингибитор апоптозного белка) 
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования и степень ее разработанности 

Клеточная терапия в настоящее время является быстро развивающейся областью. 

NK-клетки зарекомендовали себя как перспективную основу для развития клеточной 

терапии рака. Преимуществами применения NK-клеток в адоптивной терапии являются 

пониженные риски развития тяжёлых побочных явлений, например, реакции "трансплантат 

против хозяина" (РТПХ) и синдрома высвобождения цитокинов, наблюдаемых при Т-

клеточной терапии в условиях аллогенной трансплантации [1]. Открытие врождённой 

способности NK-клеток распознавать и уничтожать злокачественные новообразования без 

предварительной сенсибилизации значительно способствовало развитию исследований, 

посвящённых выделению, культивированию и последующей модификации NK-клеток. Тем 

не менее, использование NK-клеток связано с рядом ограничений. Содержание NK-клеток 

в периферической крови составляет 10-15% от мононуклеаров периферической крови, и 

продолжительность их жизни после выделения невелика. Для наработки достаточных 

количеств (более 1 × 10^6 клеток /кг) с целью терапевтического применения необходимо 

проводить дополнительные манипуляции in vitro для индукции интенсивной и длительной 

пролиферации NK-клеток, что может приводить к их скорому истощению [2].  Генетическая 

инженерия открывает возможности повышения эффективности функционального ответа 

терапевтических NK-клеток за счет увеличения длительности персистенции 

модифицированных клеток, дополнительных механизмов распознавания опухолевых 

мишеней и улучшения проникновения в опухолевый очаг [2–4].  

Введение генетических конструкций в терапевтические клетки, тем не менее, 

может способствовать развитию непредсказуемых осложнений [5,6]. Применение 

модифицированных клеток без соответствующего контроля или предварительного 

облучения может быть небезопасно. Токсичность, нецелевая “off-target” или направленная 

против нормальных клеток, которые экспрессируют целевой антиген, “on-target, off-tumor”, 

подробно описана при Т-клеточной терапии рака [7], а для терапевтических клеток, 

полученных из мезенхимальных стволовых клеток (MSC) и индуцированных 

плюрипотентных клеток (iPSC), был выявлен повышенный риск злокачественной 

трансформации [8,9]. Генно-модифицированные NK-клетки, способные к усиленной и 

продолжительной пролиферации, характеризующиеся повышенной функциональной 

активностью, могут быть также потенциально опасны. Предварительное облучение либо 

встраивание генетических конструкций позволяет избирательно ликвидировать 
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потенциально опасные клетки, снижая риски осложнений  [10,11]. Однако облученные NK-

клетки имеют ограниченный терапевтический потенциал и не способны обеспечивать 

длительный иммунный надзор над опухолью. В качестве альтернативы были созданы 

генетические конструкции, позволяющие контролируемо отключать и даже полностью 

элиминировать модифицированные NK-клетки, что повышает их терапевтическую 

безопасность и снижает риски как краткосрочных, так и отсроченных побочных эффектов 

[11,12]. 

Модификация NK-клеток геном hTERT, кодирующим каталитическую 

субъединицу теломеразы человека, представляет перспективный подход к поддержанию 

продолжительной выживаемости и пролиферации NK-клеток, наряду с сохранением 

активированного функционального состояния во времени [13,14]. Тем не менее, 

повышенная экспрессия теломеразы ассоциирована с опухолевой трансформацией, и 

контроль над hTERT-модифицированными NK-клетками крайне необходим для 

обеспечения безопасности их потенциального терапевтического применения. 

Использование дополнительной модификации NK-клеток геном «суицидной» конструкции 

iCasp9, может обеспечить надлежащий контроль над hTERT-NK-клетками. Данная 

конструкция активирует в клетках апоптоз при добавлении химического индуктора 

димеризации (CID), и, в отличие от других систем «клеточного суицида», позволяет 

избежать ингибирования многими противоапототическами факторами, поскольку 

активирует клеточную гибель на финальных стадиях апоптотического сигнального пути. С 

другой стороны, в последнее время появляются работы, свидетельствующие не о 100% 

эффективности элиминации iCasp9-модифицированных клеток. Возможное совместное 

участие hTERT и iCasp9 в модуляции внутриклеточных путей на различных уровнях к 

настоящему времени практически не изучено. Однако понимание связи данных белков с 

клеточной выживаемостью и функциональной активностью крайне необходимо. До сих пор 

полностью не ясен механизм подавления гибели клеток, характеризующихся повышенной 

экспрессией hTERT. Предположительно, сложный комплекс внутриклеточных 

взаимодействий между каталитической субъединицей теломеразы и другими участниками 

основных сигнальных путей способствует повышению выживаемости. Различная 

внутриклеточная локализация позволяет hTERT напрямую взаимодействовать с 

цитоплазматическими и митохондриальными компонентами, что значительно расширяет 

спектр функциональных возможностей этого белка. Несмотря на эти факты, большая часть 

современных исследований по-прежнему сосредоточена на внутриядерной регуляции и 

функционировании субъединицы hTERT, в то время как относительно мало данных о её 
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цитоплазматической и митохондриальной активности. Таким образом, неканонические 

функции hTERT требуют дальнейшего изучения. 

В данной работе проведена ретровирусная модификация первичных NK-клеток 

геном hTERT, кодирующим каталитическую субъединицу теломеразы hTERT, и геном 

iCasp9, кодирующим синтетическую суицидную конструкцию на основе каспазы-9. 

Исследованы молекулярные механизмы, связанные с выживаемостью и клеточной 

гибелью, а также ролью hTERT и iCasp9 в них. 

Цель исследования: изучение роли повышенной экспрессии теломеразы в клетках, 

модифицированных геном hTERT, для получения длительно пролиферирующих, 

высокоактивных NK-клеток с возможностью их быстрой направленной элиминации с 

использованием суицидной конструкции на основе iCasp9. 

В рамках данной цели были сформулированы следующие задачи: 

1. Получить NK-клетки, модифицированные генами hTERT и iCASP9, и оценить 

влияние трансгенов на их выживаемость и пролиферативную активность. 

2. Выявить изменения транскрипционной и функциональной активности в NK-

клетках, модифицированных генами hTERT и iCASP9; 

3. Оценить развитие истощения iCasp9-NK-клеток с оверэкспрессией hTERT после 

продолжительного культивирования; 

4. Изучить возможность направленной элиминации iCasp9-NK-клеток с 

оверэкспрессией hTERT химическим индуктором димеризации (CID);  

5. Охарактеризивать выжившие после обработки CID NK-клетки ((CID)-iCasp9-NK-

клетки). 

Научная новизна работы 

В данной работе использован оригинальный подход к модификации NK-клеток с 

помощью ретровирусной трансдукции двух генов: гена hTERT, способствующего 

выживаемости клеток, и гена iCASP9, позволяющего индуцировать апоптоз 

модифицированных клеток. Проведенная модификация позволила получить NK-клетки с 

улучшенным функциональным и пролиферативным потенциалом. При индукции 

клеточной гибели путём активации iCasp9 продемонстрировано участие неканонических 

функций каталитической субъединицы теломеразы человека hTERT в противодействии 
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запуску апоптоза на поздних стадиях апоптотического каскада на уровне каспазы-9. 

Показана позитивная ассоциацию уровней экспрессии транскриптов гена BIRC3, 

кодирующего противоапототический фактор c-IAP-2, с оверэксперссией hTERT в NK-

клетках. Однако, продемонстрировано, что hTERT способна защищать NK-клетки от 

индукции апоптоза на уровне каспазы-9 другими путями, несвязанными с регуляцией 

уровней BIRC3. NK-клетки, выживающие после обработки димеризатором и устойчивые к 

индукции апоптоза (NK-клетки с оверэкспрессией hTERT), охарактеризованы на 

транскрипционном уровне повышенненной экспрессией генов, которые ассоциированы с 

прохожением клеточного цикла. Показана взаимосвязь оверэкспрессии hTERT с 

изменениями сплайсинга транскриптов в NK-клетках, устойчивых к индукции клеточной 

гибели при добавлении димеризатора. Так, представленные в работе данные 

демонстрируют транскрипционные изменения в hTERT-оверэкспрессирующих NK-клетках 

и позволяют предположить механизм hTERT-опопсредованной устойчивости NK-клеток к 

индукции апоптоза на поздних стадиях апоптотического каскада каспазой-9. 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Теоретическая значимость данной работы заключается в расширении 

существующих представлений о неканонических ролях каталитической субъединицы 

теломеразы человека hTERT. Исследована роль hTERT в поддержании функционального и 

пролиферативного состояния NK-клеток человека. Показана роль hTERT в 

противодействии запуску апоптоза на поздних стадиях апоптотического каскада, на уровне 

каспазы-9, посредством активации синтетической суицидной конструкции iCasp9. 

Понимание процессов, снижающих эффективность данной конструкции, важно с 

клинической точки зрения, поскольку модификация иммунотерапевтических клеток iCasp9 

уже широко применяется в терапии, тогда как раскрытие механизмов, 

противодействующих направленной элиминации клеток с помощю конструкции iCasp9, 

необходимо для поиска решений в восстановлении функции iCasp9 и предсказания 

работоспособности данной системы в различных аппликациях. С другой стороны, изучение 

неканонической функции теломеразы в противодействии клеточной гибели, не только 

важно для получения высокоактивных длительно персистирующих терапевтических NK-

клеток, но и с фундаментальной точки зрения: для раскрытия роли оверэкспрессии hTERT 

в обеспечении выживаемости опухолевых клеток при действии лекарственных агентов. 

Основные положения, выносимые на защиту 
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1. hTERT-iCasp9-NK-клетки обладают повышенной выживаемостью, наряду с 

сохранением пролиферативной и функциональной активности в течение 2 месяцев; 

2. hTERT-iCasp9-NK-клетки устойчивы к развитию истощения в условиях длительной 

цитокиновой стимуляции в сравнении с NK-клетками, не подвергнутыми 

модификации, либо трансдуцированными одним из данных трансгенов; 

3. Оверэкспрессия hTERT вызывает снижение эффективности направленной 

элиминации iCasp9-индуцированной клеточной гибели при добавлении CID; 

4. NK-клетки, выжившие после обработки CID ((CID)-iCasp9-NK-клетки) и 

устойчивые (hTERT-iCasp9-NK-клетки) к индукции апоптоза димеризатором, 

характеризуются наличием повышенной экспрессии генов, способствующих 

прохождению клеточного цикла, и схожих альтернативно сплайсированных 

транскриптов. 

 Апробация работы 

Основные результаты работы были представлены на российских и международных 

конференциях: I Конгресс Национального общества трансплатации гемопоэтических 

стволовых клеток, генной и клеточной терапии, 18-20 сентября 2025 года, г.Санкт-

Петербург, Россия; VI Национальный Конгресс по Регенеративной Медицине 13-15 ноября 

2024 года, г.Санкт-Петербург, Россия; Biomembranes 2024, 7-11 октября 2024 года, 

г.Долгопрудный, Московская область, Россия; V Национальный Конгресс по 

Регенеративной Медицине 23 - 25 ноября 2022 года, г.Москва, Россия; 45th FEBS Congress, 

«Молекулы жизни: навстречу новым горизонтам», 3-8 июля 2021 года, г.Любляна, 

Словения; XXXIII, XXXIV и XXXV Зимняя молодежная научная школа «Перспективные 
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тезисов.  

Статьи в рецензируемых журналах 

1. Palamarchuk A.I., Ustiuzhanina M.O., Velichinskii R.A., Vavilova J.D., Grechikhina 

M.V., Kovalenko E.I., Streltsova M.A. Interplay of telomerase non-canonical functions in NK cell 

resistance to iCasp9-mediated apoptosis. Cell Death Discov. (2026), DOI:10.1038/s41420-026-

03183-y. 



15 
 

2. Palamarchuk A.I., Ustiuzhanina M.O., Kovalenko E.I., Streltsova M.A. Comparison of 

Functional and Proliferative Activity of hTERT-NK and iCasp9-NK Cells. Biochem (Mosc) Suppl 

Ser A Membr Cell Biol (2025), 19 (3) 338–347. DOI:10.1134/S1990747825700291. 

3. Streltsova M.A, Palamarchuk A.I., Vavilova J.D., Ustiuzhanina M.O.., Boyko A.A., 

Velichinskii RA, Alekseeva NA, Grechikhina MV, Shustova OA, Sapozhnikov AM, Kovalenko 

EI. Methodological Approaches for Increasing the Retroviral Transduction Efficiency of Primary 

NK Cells. Curr Pharm Des (2024), 30 (37) 2947–2958. 

DOI:10.2174/0113816128314633240724060916. 

4. Palamarchuk A.I., Kovalenko E.I., Streltsova M.A. The hTERT and iCasp9 Transgenes 

Affect EOMES and T-BET Levels in NK Cells and the Introduction of Both Genes Improves NK 

Cell Proliferation in Response to IL2 and IL15 Stimulation. Biomedicines (2024), 12 (3) 650. 

DOI:10.3390/biomedicines12030650. 

5. Palamarchuk A.I., Kovalenko E.I., Streltsova M.A. Multiple Actions of Telomerase 

Reverse Transcriptase in Cell Death Regulation. Biomedicines (2023), 11 (4) 1091. 

DOI:10.3390/biomedicines11041091. 

6. Streltsova M.A.., Boyko AA., Ustiuzhanina M.O., Palamarchuk A.I., Alekseeva N.A., 

Velichinskii R.A., Vavilova J.D., Grechikhina M.V., Sapozhnikov A.M., Deev S.M., Kovalenko 

E.I. Subpopulation Heterogeneity of NK Cells during the Genetic Modification for Subsequent 

Use in Targeted Therapy. Dokl Biochem Biophys (2022), 507 (1) 380–382. 

DOI:10.1134/S1607672922340142. 

7. Palamarchuk A.I., Alekseeva N.A., Streltsova M.A., Ustiuzhanina M.O., Kobyzeva P.A., 

Kust S.A., Grechikhina M.V., Boyko A.A., Shustova O.A., Sapozhnikov A.M., Kovalenko E.I. 

Increased susceptibility of the CD57− NK cells expressing KIR2DL2/3 and NKG2C to iCasp9 

gene retroviral transduction and the relationships with proliferative potential, activation degree, 

and death induction response. Int J Mol Sci (2021), 22 (24). DOI:10.3390/ijms222413326. 

Участие в конференциях, тезисы 

1. А.И. Паламарчук, Ю.Д. Вавилова, Е.И. Коваленко, М.А. Стрельцова // I Конгресс 

Национального общества трансплатации гемопоэтических стволовых клеток, генной и 

клеточной терапии, 18-20 сентября 2025 года, г.Санкт-Петербург, Россия. 

https://congress.rusbmt.org/. // Подходы к повышению эффективности ретровирусной 

модификации NK-клеток с помощью ингибитора каспаз Ac-DEVD-CHO.  

2. Palamarchuk A.I., Streltsova M.A. // VI Национальный Конгресс по Регенеративной 

Медицине, 13-15 ноября 2024 года, г.Санкт-Петербург, Россия. 



16 
 

https://congress.regmedru.com/ru/contacts. // Оверэкспрессия каталитической субъединицы 

теломеразы hTERT приводит к повышению уровня экспрессии PIK3CD NK-клеток. 

 3. Palamarchuk A.I., Streltsova M.A. // Biomembranes 2024, 7-11 октября 2024 года, 

г.Долгопрудный, Московская область, Россия. 

https://biomembranes.events/2024/#rec731244962. // The comparison of functional and 

proliferative activity between hTERT-NK cells versus iCasp9-NK cells.  

4. А.И. Паламарчук, М.А. Стрельцова, Е.И. Коваленко // XXXV Зимняя молодёжная 

научная школа «Перспективные направления в физико-химической биологии и 

биотехнологии», 7-10 февраля 2023 года, г.Москва, Россия. https://sec-ibch.ru/school2023 // 

Исследование роли оверэкспресcии hTERT в выживании NK-клеток, которые были 

дополнительно модифицированы суицидной конструкцией на основе каспазы-9 (iCasp9). 

Устный доклад, призёр.  

5. А.И. Паламарчук, М.А. Стрельцова, Е.И. Коваленко // V Национальный Конгресс 

по Регенеративной Медицине, 23-25 ноября 2022 года, г.Москва, Россия. 

https://congress.regmedru.com/2022/ru/. // Выявление факторов, ассоциированных с 

эффективностью запуска апоптоза химическим индуктором димкризации (CID) в NK-

клетках, модифицированных геном индуцируемой каспазы 9 (iCasp9). 

6. А.И. Паламарчук, М.А. Стрельцова, Е.И. Коваленко // XXXIV Зимняя молодёжная 

научная школа «Перспективные направления в физико-химической биологии и 

биотехнологии», 8-11 февраля 2022 года, г.Москва, Россия. https://sec-ibch.ru/school2022. // 

Переклонирование плазмиды pMSCV F del Casp 9. IRES GFP в pMSCV F del Casp 9. IRES 

BFP с целью проведения последующей трансдукции двух генов в NK клетки. Онлайн-

доклад. 

7. Palamarchuk A.I., Streltsova M.A., Kovalenko E.I. // 45th FEBS Congress, Molecules of 

Life: Towards New Horizons, 3–8 июля 2021 года, г.Любляна, Словения. https://www.febs-

edu.eu/w/2021_Ljubljana/index.html. // Retroviral modification of NK-cells with iCasp9 gene for 

their directed elimination. Онлайн-доклад. 

8. А.И. Паламарчук, М.А. Стрельцова, Е.И. Коваленко // XXXIII Зимняя молодёжная 

научная школа «Перспективные направления в физико-химической биологии и 

биотехнологии», 8-11 февраля 2021 года, г.Москва, Россия. https://sec-ibch.ru/school2021. // 

Оптимизация процедуры ретровирусной трансдукции гена iCasp9 в NK клетки с целью их 

контролируемой элиминации. Онлайн-доклад. 



17 
 

1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1 NK-клетки 

Первоначально NК-клетки были описаны как крупные гранулярные лимфоциты, 

обладающие естественной цитотоксичностью по отношению к опухолевым клеткам. 

Позднее NK-клетки были выделены в отдельную линию лимфоцитов, обладающих как 

цитотоксическими, так и цитокинпродуцирующими эффекторными функциями [15]. NK-

клетки относятся к цитотоксическим клеткам врождённого иммунитета (ILC, innate 

lymphoid cell). В отличие от группы хэлперных ILCs NK-клетки экспрессируют Eomes, 

транскрипционный фактор эомезодермин, и аналогично с ILC1 экспрессируют 

транскрипционный фактор T-Bet [16,17]. Натуральные киллеры (NK-клетки) относятся к 

ветви врождённого иммунитета и участвуют в обеспечении первой линии защиты 

организма от чужеродных клеток, а также аутологичных клеток, экспрессирующих 

маркеры клеточного стресса, инфицированных или подвергшихся опухолевой 

трансформации. Активация NK-клеток контролируется динамическим балансом 

активирующих и ингибирующих сигналов, которые возникают при взаимодействии NK-

клеток с потенциальными клетками-мишенями. NK-клетки экспркссируют широкий спектр 

активирующих рецепторов на клеточной поверхности, которые могут запускать 

цитолитические программы, а также секрецию цитокинов или хемокинов [15,18]. Помимо 

цитолитической активности NK-клетки также активно взаимодействуют с другими 

клетками иммунной системы (моноцитами/макрофагами, Т-лимфоцитами и дендритными 

клетками) и модулируют их созревание и активацию [19,20]. 

1.1.1 Активирующие и ингибирующие рецепторы NK-клеток 

Широкий репертуар активирующих (aNKRs) и ингибирующих (iNKRs) 

рецепторов, используемый NK-клетками для эффективного узнавания опухолевых, 

инфицированных и клеток в стрессе, одновременно позволяет обеспечить толерантность к 

нормальным клеткам организма [21,22]. NK-клетки относятся к лимфоццитам врожденной 

системы иммунитета, и, в отличие от Т- и B-лимфоцитов, в NK-клетках не происходит 

RAG-зависимой (recombination-activating genes) реанжировки сегментов генов рецепторов. 

Так, эффективное функционирование и распознавание мишеней NK-клетками 

регулируется тонким балансом сигналов, приходящих от множества рецепторов [23], 

наличие которых на клеточной поверхности может динамично изменяться как в процессе 

созревания NK-клеток, так и под влиянием микроокружения: цитокинового фона и 

стимуляции различными факторами [18].  
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У NK-клеток существует два основных принципа распознавания клеток-мишеней. 

Первый, “отсутствие своего” заключается в том, что гомеостатических условиях NK-клетки 

остаются в состоянии покоя благодаря ингибирующему сигналингу от рецепторов к 

“классическим” и “неклассическим” комплексам MHC-I, которые конститутивно 

экспрессируются на “своих” клетках. К этим рецепторам относятся представители семейств 

иммуноглобулиноподобных рецепторов-киллеров (KIRs, Killer Ig-like Receptors) и 

рецепторов лектинов C-типа (NKG2). Именно благодаря связыванию этих рецепторов с 

MHC-I (HLA-I, Human Leukocyte Antigen class I – человеческий лейкоцитарный антиген 

класса I) NK-клетки в норме не проявляют аутореактивности и, наоборот, активируются 

при взаимодействии с клеткой, не несущей или с низким уровнем экспрессии комплекcов 

HLA-I на поверхности [23–26]. Согласно второму принципу распознавания 

“индуцированный свой” NK-клетки активируются при взаимодействии с аутологичными 

клетками, экспрессирующими маркёры клеточного стресса, например, MICA и MICB (MHC 

class I polypeptide–related sequence A or B) и белки семейства ULBP1-6 (UL16-binding 

protein), которые являются лигандами для активирующего рецептора NKG2D [27,28]. NK-

клетки также способны распознавать и ликвидировать вирус-инфицированные и 

изменённые клетки.  Рецепторы натуральной цитотоксичности (NCRs: NKp46, NKp30 и 

NKp44) способны распознавать лиганды вирусного происхождения и некоторые опухоль-

ассоциированные маркеры [18,29–31]. 

Более того, NK-клетки способны опосредовать антитело-зависимую 

цитотоксичность через связывание рецептора CD16 на поверхности NK-клеток с Fc-

фрагментом антител [32]. Сигнал от CD16 способен без дополнительной ко-стимуляции 

инициировать дегрануляцию NK-клеток [33]. 

Хронические инфекции или длительное культивирование in vitro при постоянной 

стимуляции цитокинами обычно истощают NK-клетки [34]. Эти клетки теряют способность 

к интенсивной функциональной активности, выработке IFN-γ или цитотоксичности по 

отношению к клеткам-мишеням. Фенотипически истощение NK-клеток связано со 

снижением экспрессии набора активирующих поверхностных молекул NKG2D, CD16 и 

NCR (NKp30, NKp44 и NKp46) [35], в то время как белки контрольных точек иммунной 

системы (PD-1, TIM-3, LAG-3, TIGIT) увеличивают свою экспрессию [36]. Поверхностная 

молекула KLRG-1 также определяет терминально дифференцированные и истощённые NK-

клетки, которые демонстрируют низкий пролиферативный и функциональный ответ 

[34,37]. 
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PD-1 является важным маркёром функциональной активности NK-клеток, 

поскольку связывание с соответствующими лигандами (PD-1L) может нарушать 

противоопухолевую эффекторную функцию NK-клеток, способствуя уклонению опухоли 

от иммунного ответа. TIGIT связан с истощением NK-клеток, и блокада рецептора 

контрольной точки TIGIT предотвращает истощение NK-клеток и индуцирует мощный 

противоопухолевый иммунитет [38]. Роль рецептора TIM-3, экспрессируемого на NK-

клетках, неоднозначна. Экспрессия TIM-3 скорее связана с созреванием NK-клеток и 

широко выражена в функционально активных NK-клетках. Однако, связывание TIM-3 с его 

лигандом подавляет ответ NK-клеток на клетки-мишени [39,40]. LAG-3 является членом 

суперсемейства рецепторов иммуноглобулинов, обладающим ингибирующими 

свойствами. Нокаут гена LAG-3 приводит к неспособности NK-клеток уничтожать 

определённые типы опухолей [36]. 

1.1.2 Функциональная активность NK-клеток 

Эффекторные функции NK-клеток включают цитотоксический ответ на клетки-

мишени и продукцию различных цитокинов (в том числе IFN-γ) после активации. 

Экзоцитоз литических гранул является основным механизмом уничтожения клеток-

мишеней. Натуральные киллеры в отличие от наивных Т-лимфоцитов способны к быстрой 

дегрануляции в ответ на активацию. Они содержат заранее накопленные гранзимы и 

перфорины в своих литических гранулах и им не требуется время на транскрипцию, 

трансляцию литических белков. NK-клетки конститутивно экспрессируют 

предзаготовленные мРНК для ускоренного синтеза IFN-γ и, таким образом, могут быстро 

после активации запустить продукцию цитокинов [41]. 

Цитотоксические лимфоциты могут также убивать клетки-мишени без 

использования литических гранул, задействуя так называемые рецепторы смерти. 

Существует 3 различных рецепторно-лигандных системы, которые могут инициировать 

апоптоз клеток-мишеней: 1) TNF связывается либо с рецептором TNFR1, либо с рецептором 

TNFR2; 2) FasL взаимодействует с рецептором CD95 (APO-1/Fas) и 3) TRAIL связывает с 

различные рецепторы TRAIL-R [42,43]. 

NK-клетки также оказывают иммуномодулирующее воздействие на окружение. 

NK-клетки секрекретируют, как провоспалительные, так и иммуносупрессивные цитокины. 

Оптимальная комбинация стимулов для экспрессии каждого цитокина различается. 

Например, комбинация IL-12+IL-18 стимулирует продукцию IFN-γ, IL-15+IL-18 

инициируют продукцию GM-CSF, а IL-12+IL-15 способствуют экспрессии IL-10 [44]. 
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Одним из значимых противоопухолевых цитокинов NK-клеток, является IFN-γ. Данный 

цитокин стимулирует активность цитотоксических Т-лимфоцитов, NK-клеток, макрофагов 

и дендритных клеток. IFN-γ повышает экспрессию молекул MHC I класса и таким образом 

способствует презентации опухоль ассоциированных антигенов. Так, IFN-γ проявляет 

значимый противоопухолевый эффект [45,46]. 

1.1.3 Транскрипционные факторы Eomes и T-Bet и их роль в созревании NK-клеток 

Человеческие NK-клетки составляют около 15% всех лимфоцитов и 

фенотипически определяются по экспрессии CD56 и отсутствию экспрессии CD3. 

Большинство (≈90%) NK-клеток человека имеют низкую экспрессию CD56 (CD56dim) и 

высокие уровни экспрессии рецептора Fcy III (FcyRIII, CD16), в то время как ≈10% NK-

клеток являются CD56brightCD16dim или CD56brightCD16–. Данные субпопуляции также 

различаются по поверхностной экспрессии ряда рецепторов и разделяются функционально 

на две группы: иммунорегуляторные CD56bright и цитотоксические CD56dim [18,47–50]. 

NK-клетки, как и другие лимфоциты, происходят из CD34+ гемопоэтических 

стволовых клеток (HSC) костного мозга, которые дифференцируются через общую стадию 

лимфоидного предшественника. Во вторичных лимфоидных тканях происходит развитие 

NK-клеток человека, в результате чего клетки последовательно развиваются в про-NK-

клетки стадии 1 (CD34+CD45RA+CD117–CD94–), за которыми следует стадия 2, или пре-

NK-клетки (CD34+CD45RA+CD117+CD94–) (Рисунок 1). Клетки 1-й и 2-й стадий являются 

мультипотентными, поскольку они также обладают потенциалом развития Т-клеток и 

дендритных клеток. Клетки 3-й стадии (CD34–CD117+CD94–CD16–) являются 

коммитированными предшественниками NK-клеток, поскольку они больше не могут 

развиваться в Т-клетки или дендритные клетки. Стадия 4 (CD34–CD56brightCD94+CD16–) и 

стадия 5 (CD34–CD56dim, CD94+CD16+) являются зрелыми NK-клетками [51].  

CD56bright (стадия 4) являются менее дифференцированными по сравнению с 

CD56dim (стадия 5) и несут на своей поверхности NKG2A, но не KIRs. CD56bright не способны 

проявлять ADCC, из-за отсутствия рецептора CD16. CD56bright экспрессируют CD25, 

высокоаффинного рецептора IL-2, позволяющего запускать быструю и интенсивную 

пролиферацию. IL-15R после связывания запускает дифференцировку из CD56bright через 

CD56brightCD16+ в CD56dim [48,49,52].  CD56dim характеризуются высокой поверхностной 

экспрессией KIRs, а также гетерогенной экспрессией NCRs, которые модулируют силу 

цитотоксического ответа. CD56dim способны одновременно проявлять сильную 

цитолитическую активность и секретировать цитокины [21,26,53]. 
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Eomes и T-Bet являются основными факторами транскрипции, ответственными за 

функциональное состояние NK-клеток на поздних стадиях: 4 и 5 клеточной 

дифференцировки. Постепенное изменение преимущественной экспрессии Eomes на T-Bet 

определяет созревание NK-клеток. Гены-мишени Eomes и T-Bet частично совпадают. А 

именно, Eomes и T-Bet определяют уровни экспрессии цитокиновых рецепторов, уровни 

факторов, участвующих в апоптотическом каскаде, и пролиферативную активность. NK-

клетки Eomes+T-Bet+ NK проявляют наибольшую функциональную активность, включая 

выработку IFN-γ и цитотоксичность, тогда как NK-клетки Eomes–T-Bet– демонстрируют 

фенотип истощения [54–57]. 

NK-клетки CD56bright, продуцирующие цитокины, характеризуются более 

высокими уровнями Eomes и более низкими уровнями T-Bet, в сравнении с 

цитотоксическими NK-клетками CD56dim. Терминально дифференцированные NK-клетки 

CD57posCD56dim, наоборот, экспрессируют высокие уровни T-Bet и низкие уровни Eomes. 

Соответственно, процессы созревания NK-клеток тесно связаны с повышением 

поверхностной экспрессии KIRs, снижением Eomes, повышением уровней T-Bet и 

формированием функциональных цитотоксических свойств [58,59]. 

Кроме того, экспрессия Eomes и T-Bet положительно коррелирует с продукцией 

IFN-γ. Однако NK-клетки проявляют меньшую цитотоксичность в отсутствие T-Bet, что, 

возможно, вызвано снижением выработки перфорина и гранзима В. Исследования на 

мышах показывают, что T-Bet, но не Eomes, непосредственно связаны с производством 

цитотоксических молекул. В совокупности, T-Bet и Eomes совместно регулируют 

выработку IFN-γ в NK-клетках, в то время как T-Bet, по-видимому, является ключевым 

регулятором их цитотоксической активности [59–61]. Интересно, что повышение уровня 

Eomes способствует поверхностной экспрессии CD16 на NK-клетках, а следовательно, их 

переходу из CD56brightCD16– в CD56brightCD16+. Поскольку наличие CD16 на NK-клетках 

является ключевым фактором для обеспечения ADCC, получение NK-клеток с фенотипом 

CD16+ относится к одной из значимых задач адоптивной NK-клеточной терапии. В 

комбинации с терапией моноклональными антителами или BiKEs и TriKEs, направленными 

против опухолевых мишеней, NK-клетки CD16+ получают дополнительный стимул от 

связывания CD16 с антителами, что улучшает распознавание опухолевых клеток и их 

уничтожение [30,51,62].  

Помимо субпопуляций CD56bright и CD56dim существуют также функционально 

неактивные CD56–CD16+ (CD56–), нетрадиционные CD56dimCD16– (uCD56dim) и подобные 
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клеткам памяти (“memory-like”) CD56dimCD57+KIR+NKG2C+NKG2A– [18,63,64]. Данные 

субпопуляции в норме являются слабо представленными в организме, но могут 

увеличиваться под действием неблагоприятных факторов, длительных воспалительных 

процессов, инфекций или супрессирующего опухолевого микроокружения. Также среди 

опухоль-ассоциированных NK-клеток выделяются субпопуляции, которые проявляют либо 

незрелый CD56brightCD16− , либо промежуточный CD56brightCD16+ фенотип, тогда как зрелые 

и функционально активные NK-клетки CD56dimCD16+KIR+ редко встречаются в 

микроокружении опухоли [65]. Такой истощённый фенотип может развиваться под 

действием продолжительной стимуляции NK-клеток цитокинами, что приводит к 

увеличению экспрессии супрессоров цитокинового сигналлинга (SOCS: SOCS-1, SOCS-2, 

SOCS-3 и CIS), которые ингибируют активацию сигнального пути Jak/STAT и клеточный 

ответ на цитокины. CIS индуцируется IL-15 и IL-2 и образует петлю отрицательной 

обратной связи, подавляющую путь Jak/STAT5, который регулирует широкий спектр генов, 

ответственных за дифференцировку, выживание, пролиферацию, цитокиновую продукцию 

и цитотоксичность NK-клеток. Экспрессия SOCS-2 и SOCS-3 также регулируется IL-15, а 

экспрессия SOCS-1 скорее зависит от IL-12 [35,66]. В целом, повышение внутриклеточных 

уровней SOCS нарушает передачу сигналов от цитокинов и способствуют истощению NK-

клеток. Нарушения функциональной активности NK-клеток сопровождаются изменением 

баланса транскрипционных факторов Eomes и T-Bet в NK-клетках. Одновременное 

снижение экспрессии T-Bet и Eomes приводит к дисфункции и неспособности NK-клеток 

контролировать рост опухоли и ассоциировано с менее благоприятным исходом терапии 

[51,67]. Уменьшение уровня Eomes и/или T-Bet приводит к изменению поверхностной 

экспрессии рецепторов цитокинов, и как следствие снижению ответа NK-клеток на них 

[59,61]. 
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Рисунок 1. Иллюстрация созревания NK-клеток человека и взаимосвязь с 

градиентом экспрессии транскрипционных факторов Eomes и T-Bet в них. 

1.1.4 Генетическая модификация NK-клеток 

Терапевтические подходы, основанные на NK-клетках, быстро развиваются в 

области клеточной терапии рака. Различные дополнительные модификации, направленные 

на повышение функциональной активности NK-клеток и распознавания мишеней, требуют 

времени между выделением NK-клеток ex vivo и их готовности к использованию. Кроме 

того, необходима интенсивная стимуляция для получения достаточного количества NK-

клеток, восприимчивых к ретровирусной трансдукции. Однако длительное 

культивирование in vitro, сопровождаемое процессом модификации NK-клеток, может 

снизить их общую функциональность и пролиферативную активность до момента 

терапевтического применения [68].  

Злокачественные новообразования используют большое разнообразие стратегий 

ускользания из-под иммунного надзора, в частности создавая супрессирующее 

микроокружение путём снижения экспрессии активирующих лигандов и увеличения 

представленности различных ингибиторов контрольных точек иммунитета. Таким образом, 

внедрение генетических конструкций, способных увеличивать персистенцию, 

стимулировать, уменьшать подавление, улучшать миграцию, активировать и нацеливать 

иммунные клетки на распознавание и ликвидацию опухолей, является одним из рабочих 

подходов создания иммунотерапевтических NK-клеток [69–71].  

NK-клетки могут быть модифицированы с использованием различных методов: 

вирусного и невирусного переноса генов. Однако низкая эффективность модификации всё 

ещё остаётся главной проблемой [72]. Ретровирусная трансдукция генов в NK-клетки, 

которая сейчас является наиболее широко используемым подходом модификации 

терапевтических клеток, по эффективности сильно уступает эффективностьи, показанной 

для Т-лимфоцитов, что, вероятно, связано с механизмами противовирусной защиты NK-

клеток [73,74].  Несмотря на трудоёмкость методик вирусной трансдукции их 

эффективность сравнительно выше методов невирусной модификации натуральных 

киллеров [72,73]. 

Основными преимуществами ретровирусной трансдукии являются стабильная 

экспрессия трансгена, за счёт встраивания генетического материала ДНК клетки и 

относительная простота применяемых конструкций [72,73]. Однако использование 
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реторовирусной трансдукции повышает риски инсерционного мутагенеза и связанных с 

ним непредсказуемых побочных явлений, которые наибольшим образом могут проявится 

при длительном культивировании клеток [72,75].  

Векторы на основе γ-ретровирусов были одни из первых успешно использованы 

для стабильной модификации иммунотерапевтических клеток. Тем не менее, они 

неспособны заражать неделящиеся клетки, поскольку не обладают машинерией, 

облегчающей проникновение генетического материала через ядерные поровые комплексы 

[73,76–78]. Поэтому стимуляции NK-клеток, направленные на усиление их пролиферации, 

крайне необходимы, поскольку значительно повышают восприимчивость NK-клеток к 

ретровирусной трансдукции [79,80]. 

1.1.5 Активация NK-клеток  

Прайминг или предварительная активация влияет на функциональную активность 

и продолжительность персистенции натуральных киллеров при адоптивной терапии, 

значительно повышая противоопухолевый ответ NK-клеток [81]. Среди цитокинов 

наиболее часто используют IL-2, IL-15, IL-12, IL-18 и IL-21, которые в значительной 

степени влияют на состояние зрелых NK-клеток: участвуют в дифференцировке, 

выживании и модулировании уровня пролиферативной и функциональной активности 

[64,72,82–84]. 

IL-2 часто используется в терапии, в том числе для стимуляции Т-клеточного 

ответа [85]. Сигналлинг через IL-2 (IL-2Rβγ) приводит к активации NK-клеток, 

сопровождающейся повышением экспрессии NKG2D [86]. Тем не менее, конечный ответ 

на стимуляцию различается в популяциях NK-клеток и варьрует в зависимости от уровня 

экспрессии рецепторов к IL-2. Например, только для NK-клеток CD56bright характерна 

экспрессия высокоаффинного рецептора к IL-2 (CD25, IL-2Rαβγ), который стимулирует 

высокий пролиферативный ответ даже в низких концентрациях IL-2 [87]. 

Методы стимуляции IL-2 и IL-15 широко используются для прайминга NK-клеток 

[88], было показано, что его применение IL-15 в комбинации с IL-2 улучшает экспансию и 

цитотоксичность NK-клеток [1,66,84]. IL-2 и IL-15 индуцируют выживаемость и 

пролиферацию NK-клеток через передачу сигналов через гетеродимеры IL-2R/β. Было 

показано, что стимуляция этими цитокинами способствует поддержанию и/или стимуляции 

различных противоапоптотических факторов семейства BCL2 (Bcl-2, Bcl-XL и Mcl-1) [89]. 
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IL-2 и IL-15 также увеличивают продолжительность жизни NK-клеток за счёт усиления 

экспрессии каталитической субъединицы теломеразы (TERT) [90–92]. 

Хотя ранее для активации NK-клеток использовалась стимуляция цитокинами, 

самые высокие уровни экспансии были получены при применении фидерных клеточных 

линий [93,94]. Линии миелолейкоза К562, которые не обладают поверхностной экспрессией 

комплексов HLA-I на своей поверхности, являются хорошими мишенями для NK-клеток, 

так как не ингибируют их ответ через KIRs и NKG2. Для стимуляции NK-клеток 

используют фидерные клетки, а именно, облучённые клетки K562 без или с генетическими 

модификациями: K562-mbIL15, K562-4-1BBL, K562-mbIL21 [94,95]. В свою очередь, 

предварительная активация NK-клеток комбинацией цитокина IL-2 и фидерных клеток 

K562-mbIL21 была успешно протестирована с целью повышения эффективности 

ретровирусной трансдукции, для которой требуются активно пролиферирующие клетки 

[96]. Более того, было продемонстрировано, что NK-клетки, стимулируемые только IL-2, 

подвергаются ретровирусной трансдукции с меньшей эффективностью [13,96,97]. 

Использование клеток K562-mbIL21 связано со значительным увеличением длины теломер, 

а следовательно, увеличением репликативного потенциала NK-клеток [97]. Более того, 

одновременная стимуляция NK-клеток IL-2 и K562-mbIL21 приводит к приобретению 

поверхностной экспрессии HLA-DR, связанной с активной пролиферацией NK-клеток, 

интенсивной продукцией IFN-γ, цитотоксичностью и более высокой экспрессией CD86 и 

NKG2D [98]. 

1.2 Трансгены, регулирующие выживаемость терапевтических клеток 

Введение различных типов клеток пациентам с терапевтической целью, наоборот, 

связано с рядом соображений безопасности [5,6]. Во-первых, введение таких улучшенных 

либо активированных и модифицированных клеток без соответствующего контроля или 

предварительного облучения может привести к возникновению различных побочных 

эффектов. “Нецелевая” или “нецелевая вне опухолевая” токсичность была подробно 

описана для Т-клеточной терапии [7]. В то время как повышенный риск злокачественной 

трансформации терапевтических клеток является распространённой проблемой в подходах, 

основанных на MSC и iPSC [8,9]. Следовательно, NK-клетки, дополнительно 

модифицированные для усиления пролиферативного и функционального потенциала, 

могут быть потенциально опасны [99,100]. Таким образом, необходим надлежащий 

контроль за такими клетками, чтобы гарантировать безопасность и минимизировать 

побочные эффекты у пациентов. Однако использование предварительного облучения 
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ограничено, поскольку оно снижает функциональную активность и персистенцию 

терапевтических клеток. Другой подход заключается в введении дополнительной 

модификации, позволяющей контролировать и быстро элиминировать “опасные” 

модифицированные NK-клетки. Такая модификация может повысить терапевтическую 

безопасность NK-клеток и снизить риски как краткосрочных, так и отсроченных побочных 

эффектов [70,101].  

В данной работе будут подробно рассмотрены эффекты и взаимные влияния 

продуктов генов hTERT, повышающего выживаемость и персистенцию NK-клеток, и гена 

iCASP9, кодирующего систему клеточного суицида на основе каспазы-9. 

1.2.1 Каталитическая субъединица теломеразы (hTERT) 

Продолжительная стимуляция цитокинами при культивировании in vitro и in vivo 

может привести к функциональному и пролиферативному истощению NK-клеток [102]. 

Для преодоления возможного истощения NK-клеток может быть использована трансдукция 

гена hTERT, кодирующего каталитическую субъединицу обратной транскриптазы 

теломеразы человека. hTERT известна своей канонической ролью – удлинением теломер 

[103]. Известно, что в лимфоцитах экспрессия hTERT обычно подавляется, но может быть 

индуцирована различными стимулами: цитокинами и при связывании лигандов 

активирующих рецептов [91,97,104]. Ранее было показано, что hTERT повышает 

репликативный потенциал и состояние активации NK-клеток, культивируемых in vitro, на 

месяцы [13,14]. Было показано, что даже после года культивирования NK-клетки сохраняли 

экспрессию рецепторов, ответственных за их активацию, таких как NKp30, NKp44, NKp46 

и NKG2D [80,105,106]. Известно, что hTERT в клетках способен не только удлинять 

теломеры, но и предотвращать гибель клеток различными неканоническими способами. 

Например, hTERT участвует в поддержании работы митохондрий и опосредует экспрессию 

широкого спектра генов [107–109]. Однако избыточная экспрессия hTERT обычно 

ассоциируется с повышенными рисками злокачественной трансформации клеток [71], 

поэтому использование таких клеток без облучения или соответствующего контроля не 

безопасно [70,110]. 

1.2.2 Индуцибельная каспаза-9 (iCasp9) 

Одним из способов контроля над терапевтическими клетками является 

использование суицидальных конструкций “safety switch”, основанных на активации 

различных стадий апоптотического пути. Например, были созданы конструкции на основе 
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рецепторов внешнего пути апоптоза Fas и FADD (Fas-associated protein with death domain), 

лежащего ниже по пути сигналлинга. Однако суицидальные конструкции на основе 

внутриклеточных эффекторных каспаз показали наибольшую эффективность. В 

клинических испытаниях многообещающие результаты уже были показаны для Т- и NK-

клеток, прощедших модификацию с помощью суицидального гена iCASP9. Введение гена 

iCASP9 в клетки обеспечивало быструю элиминацию всех и только iCasp9-

модифицированных клеток [111], тогда как индукция апоптоза конструкциями на основе 

Fas и FADD, особенно в Т-клетках памяти, была ограничена за счёт ингибирования 

противоапоптотическими белками (c-FLIP, Bcl-2 и Bcl-XL). Действуя на последних стадиях 

апоптотического сигнального каскада, iCasp9 способен вызывать гибель клеток в обход 

многих ингибиторов апоптоза, которые значительно снижают эффективность других 

суицидальных конструкций [112,113], что позволяет использовать iCasp9 конструкцию в 

широком диапазоне клеток [114–116]. Более того, iCasp9 способен быстро (уже в течение 

30 минут) и эффективно элиминировать модифицированные Т-клетки, что важно при 

быстром развитии осложнений [115]. 

Суицидальная конструкция iCasp9 представляет собой комбинацию дельта-

каспазы-9 (каспазы-9 без домена CARD), связанной с FKBP-доменом. Химический агент 

(CID, химический индуктор димеризации) индуцирует димеризацию путём связывания с 

доменом FKBP, что впоследствии активирует iCasp9 [117]. Однако не исключена 

возможность спонтанной димеризации, которая может приводить к непреднамеренному 

разрушению модифицированных клеток [118]. 

В недавних работах стали появляться свидетельства о неполной элиминации 

iCasp9-модифицированных клеток (гемопоэтических стволовых клеток и клеток-

предшественников). Этот аспект может снизить безопасность такой суицидальной 

конструкции [119,120]. Следовательно, важна идентификация факторов, опосредующих 

устойчивость iCasp9-модифицированных клеток к индукции апоптоза при использовании 

CID.  

1.3 Основные внутриклеточные молекулярные пути регулируемой клеточной 

гибели  

Регулируемая клеточная гибель (RCD, Regulated cell death) является генетически 

запрограммированным механизмом, который необходим для нормального развития 

многоклеточных (и ряда одноклеточных) организмов, позволяющим своевременно удалять 

повреждённые, изменённые и потенциально опасные клетки. RCD представляет собой 
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сложную молекулярную систему, которая может тонко регулироваться под влиянием 

внешних и внутренних факторов. Так, существует два различных, но взаимосвязанных пути 

(внутренний и внешний), приводящих к клеточной гибели [121]. Первый, внутренний 

апоптоз (intristic apoptosis), - путь клеточной гибели, который развивается в ответ на стресс: 

такой как недостаток факторов роста и цитокиновой поддержки, стресс 

эндоплазматического ретикулюма (ЭПР), повреждение ДНК или накопление 

внутриклеточных активных форм кислорода (АФК) [122–125]. Второй, внешний путь 

апоптоза, запускается в ответ на связывание рецепторов смерти (death receptors) с 

соответствующими лигандами [121,126]. Вдобавок, стоит упомянуть индукцию клеточной 

гибели с помощью гранзимов. Данный способ ликвидации клеток, в том числе опухолевых 

клеток, широко распространён среди цитотоксических лимфоцитов: NK-клеток и Т-

клеточных эффекторов [126].  

Все перечисленные пути в конечном счёте приводят к запуску каскада каспаз и 

гибели клетки, однако возможность тонкой регуляции на каждом уровне сигналинга 

позволяет замедлять или вовсе ингибировать этот процесс [121]. 

1.3.1 Внутренний путь апоптоза (intristic apoptosis) 

Ключевым этапом intristic apoptosis является пермеабилизация внешней мембраны 

митохондрий (MOMP, mitochondrial outer membrane permeabilization), которая 

контролируется балансом про- и противоапототических белков семейства BCL-2 [127]. 

Семейство состоит из 3 подгрупп, взаимосвязанных по наличию гомологичных BH-

доменов (BCL-2-homology domains). Среди них выделяют проапоптотические инициаторы 

(BH3-only initiators) и пермеабилизирующие мембрану эффекторы (effectors), в противовес 

которым действуют противоапоптотические защитники (anti-apoptotic guardians).  

Проапоптотические BH3-only initiators Bid (BH3 interacting domain death agonist), 

Puma (p53 upregulated modulator of apoptosis), Bim (BCL-2-interacting mediator of cell death) 

и Noxa (phorbol-12-myristate-13-acetate- induced protein 1) представляют собой медиаторы 

клеточного ответа на стресс. Активируясь пост-транскрипционно (например, Bid), либо 

путём усиления транскрипции (например, Puma, Bim, и Noxa), они способствуют развитию 

апоптоза через прямое взаимодействие с effectors Bax (BCL-2-associated X protein) и Bak 

(BCL-2 antagonist/killer). Bax в норме циркулирует между внешней мембратой митохондрий 

(OMM, outer mitochondria membrane) и цитозолем, а Bak располагается на OMM и там 

взаимодействует с VDAC2 (voltage dependent anion channel). Под действием 

апоптотических стимулов Bax и Bak приобретают способность к олигомеризации, 
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приводящей к формированию пор во внешней мембране митохондрий [121,128]. В 

противовес проапоптотическим белкам действуют anti-apoptotic guardians: Bcl-2 (B-cell 

lymphoma 2); Bcl-XL (B-cell lymphoma-extra large); Mcl-1 (Myeloid cell leukemia-1); Bcl-W 

(BCL-2 like protein 2). Большинство членов семейства anti-apoptotic BCL-2 ингибируют Bax 

и Bak, предотвращая их олигомеризацию либо напрямую физически изолируя OMM, либо 

косвенно через изоляцию of BH3-only активаторов. Противоапоптотические функции 

“guardians” семейства BCL-2 могут быть заблокированы связыванием с группой 

проапоптотических BH3-only белков семейства BCL-2 (Bad (BCL-2 associated agonist of cell 

death), Bmf (BCL-2 modifying factor) и Hrk (BCL-2 interacting protein)), известных как 

сенсибилизаторы или “sensitizers”, которые способны провоцировать MOMP без 

взаимодействия с Bax и Bak. Тогда как Bim, Bid, Puma способны связывать все anti-apoptotic 

BCL-2; Bad преимущественно взаимодействует с Bcl-2, Bcl-XL и Bcl-W; Noxa блокирует 

Mcl-1; а Hrk - Bcl-XL [121,129]. В итоге, пермеабилизация внешней мембраны митохондрии 

приводит к выходу цитохрома c (cyt c) и SMAC/DIABLO (second mitochondria-derived 

activator of caspases / Diablo homolog) в цитоплазму, где в дальнейшем происходит сборка 

апоптосомы из цитохрома с, APAF1 (Apoptotic protease activating factor 1) и прокаспазы-9 

[107]. Далее, происходит активация каспазы-9, которая приводит к запуску эффекторных 

каспаз-3 и -7. SMAC/DIABLO, в свою очередь, связывает ингибиторы каспаз, IAPs (inhibitor 

of apoptosis), которые в норме блокируют активность каспаз. Интересно, что XIAP (X-linked 

inhibitor of apoptosis protein) – единственный из IAPs, который напрямую физически 

блокирует каспазы. Так, активация каскада каспаз приводит к разрушению клеточных 

компонентов: фрагментации ДНК, появлению фосфотидилсерина на внешней мембране 

[130]. 

1.3.2 Внешний путь апоптоза (extristic apoptosis) 

Внешний путь апоптоза (extrinsic apoptosis) запускается при взаимодействии 

рецепторов смерти (Death receptors) со своими лигандами. Это связывание стимулирует 

сборку внутриклеточного комплеска DISC (death-inducing signaling complex), который 

регулирует активацию каспазы-8. Death receptors принадлежат к надсемейству TNFR 

(рецептор фактора некроза опухоли). TNFR содержат внеклеточный домен, богатым Cys, и 

гомологичный внутриклеточный домен, “домен смерти” (DD, death domain). Известно, что 

в качестве регулятора выступают различные изоформы c-FLIP (FLICE-like inhibitory 

protein): c-FLIPS и c-FLIPL [131]. Дальнейшее развитие событий происходит по двум 

различным путям. В «клетках типа I» (например, тимоцитах и зрелых лимфоцитах) 

активированная каспаза-8 напрямую протеолитически расщепляет эффекторные капазы-3 



30 
 

и -7 [132,133]. Наоборот, в «клетках II типа» (например, гепатоцитах, панкреатических β-

клетках и большинстве раковых клеток), в которых активация каспазы-3 и каспазы-7 

сдерживается XIAP, внешний апоптоз требует протеолитического расщепления Bid с 

помощью каспазы-8 и превращения его в tBid. tBid, в свою очередь, активирует Bax и Bak, 

что приводит к MOMP с последующим выходом SMAC/DIABLO и активацией каспазы-9 

[121,134]. 

1.3.3 Индукция клеточной гибели гранзимами 

Поскольку значительную противоопухолевую защиту обеспечивают иммунные 

клетки, такие как NK-клетки и Т-клеточные эффекторы, способные ликвидировать 

изменённые клетки как путём высвобождения литических гранул, так и путём запуска 

внешнего пути апоптоза через рецепторы смерти [126], интересно рассмотреть механизмы, 

задействованные в индукции клеточной гибели компонентами литических везикул в 

опухолевых клетках [107]. 

Перфорин и гранзимы являются основными компонентами литических гранул. 

Первый необходим для формирования пор в клетках-мишенях и проникновения гранзимов 

в них [135]. Гранзимы представляют собой семейство близкородственных сериновых 

протеаз, которые экспрессируются в цитотоксических Т-клетках и NK-клетках [136]. В 

частности, наиболее подробно изучен гранзим В, который активирует каспазный путь 

апоптоза путём расщепления каспаз-3 и -7, что приводит к разрушению множества 

внутриклеточных субстратов [136]. Гранзим В, в том числе, может инициировать апоптоз 

через разрезание Bid с образованием tBid, который, взаимодействуя с Bax и Bak, опосредует 

MOMP [137]. Однако апоптоз, индуцированный гранзимом В, может быть ингибирован 

оверэкспрессией противоапоптотического белка Bcl-2 [138].  

Гранзим А может быстро индуцировать клеточную гибель, независимую от каспаз 

и без высвобождения факторов апоптоза из митохондрий. В процессе формируются 

большие фрагменты ДНК, которые не обнаруживаются обычными анализами на апоптоз 

[126,139]. В течение минут гранзим А способен нарушить работу ЭПР и митохондрий и 

привести к накоплению внутриклеточных АФК [43,140]. Также для гранзимов K, M и H 

было показано, что они активируют каспазо-независимую гибель клеток [126,135,136]. 

Таким образом, гранзимы способны разрушать множественные клеточные 

компоненты, индуцируя клеточную гибель, как напрямую через индукцию каспазо-

зависимого апоптоза, либо путём нарушения целостности митохондрий с высвобождением 
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cyt c, так и запускать внутриклеточный сигналлинг в ответ на стресс, вызванный 

множественными разрушениями внутриклеточного содержимого. 

1.4 Роль TERT в регуляции клеточной гибели 

TERT (telomerase reverse transcriptase) конститутивно экспрессируется в стволовых 

клетках, включая кожу, кишечник и гемопоэтические стволовые клетки/клетки-

предшественники и временно активируется в части пролиферирующих клеток, например, в 

лимфоцитах при активации [141]. При дифференцировке клеток эта временная активация в 

нормальных соматических клетках редуцируется [141–143], тогда как в 85-90% 

злокачественных новообразований TERT реактивируется [144], что обуславливает 

повышенную выживаемость раковых клеток [145]. Ещё с 1985г года известна роль 

теломеразы в достраивании теломерных концов (каноническая функция) и обеспечении 

стабильности генетического материала [107,146], однако выявление других, нетеломерных 

(неканонических) функций, продолжается до сих пор. Так, прогрессирование опухолей в 

ряде случаев было связано с активацией различных путей, включая клеточную 

пролиферацию, ингибирование апоптоза и стимуляцию энергетического метаболизма, в 

результате увеличения экспрессии TERT [147]. Поэтому особенно становится интересна 

роль TERT в регуляции выживаемости клеток, причём как раковых, так и соматических, в 

том числе лимфоцитов. Была показана взаимосвязь между уровнем теломеразной 

активности и повышенной резистентностью к действию терапевтических препаратов и 

впоследствии плохим прогнозом для раковых больных [148–150]. Было показано, что TERT 

способствует выживаемости клеток через подавление апоптотического сигналинга [151–

156]. Таким образом TERT опосредует множество защитных функций, которые будут 

рассмотрены далее [107]. 

1.4.1 Канонические функции TERT 

Теломеры – защитные структуры на концах хромосом, которые представлены 

короткими повторяющимися олигонуклетидными последовательностями (5’-TTAGGGn) в 

комплексе с белками шелтринами, необходимыми для поддержания стабильности 

хромосом [157]. В каждом цикле репликации происходит укорочение теломерных концов, 

из-за “end replication problem”, который возникает в результате неполного достраивания 

отстающей цепи ДНК [158], что является основной причиной ограниченного 

пролиферативного потенциала соматических клеток [159,160]. Теломеры имеют важное 

значение для обеспечения стабильности генома, в том числе, предотвращения слияния 

концов хромосом. В отсутствии защитного механизма, концы линейных хромосом были бы 
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неотличимы от одностороннего разрыва двухцепочечной ДНК и запускали бы клеточную 

реакцию повреждения ДНК, результатом которой является либо остановка репликации, 

либо гибель клетки [161,162]. 

Нарушение структуры теломер инициирует ответ на повреждение ДНК (DDR, DNA 

damage response), который заключается в активации ATM (ataxia telangiectasia mutated) и 

ATR (ataxia telangiectasia and Rad3-related) сигнальных путей, играющих центральную роль 

в поддержании целостности генома. Одновременный сигналлинг по обоим ATM и ATR в 

результате их взаимодействия приводит к активации ряда эффекторных белков – CHK1 

(Checkpoint Kinase 1), CHK2 (Checkpoint Kinase 2), p53, которые регулируют прохождение 

клеточного цикла, апоптоз и репарацию ДНК [163,164]. По-видимому, сама структура t-

loop способна блокировать DDR за счёт повышения уровня компактизации: модификации 

коровых гистонов и их взаимодействия с другими факторами [162,165,166].  

Гомеостаз теломер, в нормальных клетках организма поддерживается активностью 

холоэнзима теломеразы, коровая часть которого представлена двумя ключевыми 

компонентами, обеспечивающими теломерзную активность фермента: теломеразной РНК 

(TERC, Telomerase RNA component) и обратной транскриптазой теломеразы (TERT, 

telomerase reverse transcriptase). Основное (каноническое) свойство теломеразы заключается 

в её способности достраивать теломерные концы хромосом путём обратной транскрипцией 

олигонуклеотидных последовательностей с матрицы теломеразной РНК [167]. Экспрессия 

TERT тонко регулируется в различных клетках во избежание раковой трансформации 

клеток, тогда как TERC широко экспрессируется в клетках млекопитающих [141–143]. 

Большинство трансформированных клеток используют теломеразу для удлинения и 

поддержания теломер, однако около 4–11% раковых заболеваний используют путь, 

основанный на гомологичной рекомбинации, называемый альтернативным удлинением 

теломер (ALT, Alternative Lengthening of Telomeres) [107,168].  

Теломераза не только напрямую участвует в обеспечении стабильности генома, 

формируя защитные теломерные концы хромосом, но и повышенный уровень TERT в 

клетке был ассоциирован с нормальным функционированием системы репарации ДНК 

(DNA repair machinery) несмотря на то, что TERT напрямую не взаимодействовал с ней 

[169]. Более того, Masuomi et al показали, что повышение или снижение уровня TERT в 

клетке значительно влияет на структуру хроматина и снижает радиочувствительность 

клеток. Так, они установили прямую связь между механизмами, которые поддерживают 

теломеры, и теми, которые обнаруживают и восстанавливают разрывы во 
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внутрихромосомной ДНК [170]. Действительно, поскольку белок TRF2, связывающий 

теломеры [107], по-видимому, временно локализуется в разрывах ДНК [171] и многие 

белки, участвующие в реакции на повреждение ДНК, ассоциированы с теломерами [172], 

полученные данной группой наблюдения подтверждают, что механизмы, которые 

поддерживают теломеры и восстанавливают разрывы ДНК, тесно связаны [170].  

Таким образом, теломераза, достраивая теломерные повторы, способствует 

сохранению целостности сложной дезоксирибонуклеопротеидной структуры, скрывающей 

концы хромосом, которые могут быть распознаны как двухнитевые разрывы ДНК, от 

системы репарации ДНК. Так, теломераза участвует в сдерживании запуска клеточной 

гибели через активацию DDR по ATM и ATR путей, а также обеспечивает сохранение 

целостности генома. Кроме этого, вероятно, существует взаимосвязь между процессами 

репарации ДНК и достраивания теломер, что также способствует выживанию клетки в 

стрессовых условиях. 

1.4.2 Неканонические функции TERT 

В последнее время появляется всё больше данных о неканонических функциях 

TERT, не связанных с теломеразной активностью. Различная внутриклеточная локализации 

(ядро [173,174], цитоплазма [155,175], митохондрии [154,176,177]) обуславливает широкий 

спектр функциональных активностей TERT [178,179]. Известно её участие в регуляции 

различных сигнальных путей и экспрессии генов ряда [180–182], защиты от чрезмерной 

продукции АФК и ацидофикации цитозоля митохондриями [154,183], стресса ЭПР 

(эндоплазматический ретикулум) [184] и клеточной гибели [145,147,153,185–188]. TERT 

участвует в регуляции метаболизма [189], аутофагии [190] и подержании Red/Ox 

потенциала клетки [191]. Было показано, что теломераза также влияет на устойчивость к 

апоптозу. Показано, что снижение уровня внутриклеточной TERT вызывает апоптоз или 

повышает чувствительность к апоптотическим стимулам в раковых клетках ex vivo и in vivo 

[181,192,193], независимо от её теломерной функции [194]. Трансдукция гена TERT или 

гена каталитически неактивной мутантной формы (DN-TERT) защищала различные линии 

опухолевых клеток от апоптоза, показывая, что наблюдаемые явления не зависят от 

канонической функции TERT [107,156,178]. 

Неканонические функции TERT обширны. Однако общим итогом влияния TERT 

на различные процессы в клетке является снижение риска ухода клетки в апоптоз. В данном 

обзоре подробно рассмотрено участие TERT в регуляции запуска клеточной смерти. 
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1.4.3 TERT напрямую или опосредованно способна изменять экспрессию генов 

различных сигнальных путей 

В настоящее время хорошо известно, что TERT действует как транскрипционный 

(ко-) фактор для регуляции экспрессии генов ряда сигнальных путей, напрямую связываясь 

с промотерными областями или стабилизируя локализацию и связывание 

транскрипционных факторов [188,195,196]. Повышенная экспрессия гена каталитической 

субъединицы теломеразы, которая часто наблюдается в раковых клетках и значительно 

способствует их выживаемости, была ассоциирована с изменённой регуляцией ряда белков 

апоптотического сигналлинга. Было показано, что уровень теломеразной активности 

меняет соотношение факторов Bax/Bcl-2 в клетке [152,197]. Также Zhang et al. 

продемострировали, что экспрессия TERT противодействует апоптозу посредством 

регуляции Bcl-2, Bcl-XL, Bax и каспазы-3 в клетках остеосаркомы, причём уровни белка 

Bcl-2 и Bcl-XL были значительно повышены, а белок Bax был снижен в группах, 

трансфицированных TERT дикого типа и каталитически неактивной TERT, в то время как в 

клетках, трансфицированных TERT-siRNA (малой интерферирующей РНК), наблюдались 

противоположные паттерны экспрессии [191]. Более того, было показано, что на сам 

промотер гена TERT нацелен целый ряд транскрипционных факторов основных сигнальных 

путей, таких как NF-kB, c-Myc, β-катенин и STAT3 [145,195,198,199], являющихся 

положительными регуляторами гена TERT, и p53 – отрицательного регулятора [200,201].  

1.4.4 Роль TERT в регуляции апоптоза в цитоплазме и митохондрии 

В ряде работ было показано, что клетки с повышенным уровнем экспрессии TERT 

обладают большей устойчивостью к действию внешних повреждающих факторов и более 

защищены от индукции клеточной смерти [80,107,150–152,155,156,175,176,191]. Однако 

подобная устойчивость, по последним данным, обусловлена не только внутриядерной 

активностью TERT (достраиванием теломерных концов и регуляции экспрессии генов), но 

и внеядерной регуляцией через прямое взаимодействие с белками апоптотического пути и 

митохондриями. Было показано, что стресс может индуцировать выход TERT из ядра 

[155,175,191]. Также протективные свойства TERT были связаны с подавлением 

митохондриального пути апоптоза [155,176]. Поэтому группа Jin et al. провела анализ 

аминокислотной последовательности TERT, который показал, что она способна своим 

BH3-подобным мотивом связывать про- и противоапоптотические белки, такие как Bcl-XL, 

Mcl-1 и Bad и так напрямую регулировать индукцию апоптоза. Однако TERT не 

модулировало взаимодействия комплекса Bcl-XL/Bax. Также TERT оказалась способна 
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связывать BECN-1 (Beclin-1), фактор из аутофагического каскада [185]. Было обнаружено, 

что TERT может противодействовать развитию апоптоза через снижение уровня активации 

каспаз-3, -8, -9 в ответ на стимуляцию как внутренней, так и внешней ветвей апоптоза. Такая 

устойчивость клеток с оверэкспрессией TERT была связана со снижением 

противоапототических факторов Bax и Bak и повышением уровня Bcl-2 при неизменном 

уровне IAPs и XIAP в клетке, а также со значительно повышенным уровнем 

фосфолирирования p-jnk и низким содержанием tBid, причём ингибирование p-jnk 

фосфатазой восстанавливало активность каспаз и уровень tBid и таким образом 

стимулировало апоптоз [152]. Так, помимо внутриядерной регуляции и 

противоапототической защиты, TERT, по накапливающимся данным, способна 

регулировать многие про- и противоапототические факторы как напрямую связывая их в 

цитоплазме, как и опосредованно, путём изменения активности киназ. 

1.4.5 Влияние TERT на эффективность iCasp9 

Принимая во внимание роль TERT во взаимодействии с апоптотическим каскадом, 

становится интересна возможность взаимного влияния продуктов генов TERT и iCASP9 при 

их одновременной экспрессии в клетках. Дополнительная модификация клеток геном 

hTERT, вероятно, способна модулировать эффективность элиминации клеток, 

индуцированной iCasp9. Согласно последним данным, TERT не только позволяет клеткам 

преодолевать предел Хейфлика [202], способствуя увеличению пролиферативного 

потенциала [13,203,204], но также уменьшает накопление внутриклеточных АФК и, как 

следствие, гибель клеток [153,154,183]. Более того, TERT может проявлять неканонические 

функции (не связанные с удлиненией теломерных повторов), усиливая вживаемость клеток 

через модуляцию транскрипции широкого спектра генов, ответственных за регуляцию 

апоптоза [107,108,205]. TERT также участвует в модуляции NF-κB путём связывания с 

промоторами его генов-мишеней [180]. Более того, TERT действует как антагонист p53-

индуцированного апоптоза [201,206], а уровень TERT коррелирует с повышенной 

экспрессией Bcl-2 и, как следствие, с противоапоптической защитой клеток [207]. TERT, 

вероятно, также может модулировать активность Mcl-1, Bcl-XL, BAD и BECN путём 

прямого связывания с BH3-подобным мотивом [208]. 

Одновременно, известно, что высокие уровни экспрессии трансгена необходимы 

для эффективной инициации апоптоза в iCasp9-модифицированных Т-клетках [209]. 

Существуют также исследования, демонстрирующие большую выживаемость iCasp9-

клеток при повышенной экспрессии в них противоапоптотического белка Bcl-2 наряду с 
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неизменным уровнем XIAP, прямого ингибитора каспаз [210–212]. Кроме того, был описан 

механизм непрямой регуляции между членами семейства BCL-2 и IAPs [213]. Принимая во 

внимание вероятную роль белков семейства BCL2, стоит отметить, что NK-клетки 

приобретают повышенную экспрессию антиапоптотических белков Bcl-2 и Bcl-XL в 

процессе обучения, благодаря чему могут обладать большей устойчивостью к клеточной 

гибели [214]. Однако, нет окончательного понимания роли TERT, а также её 

неканонических свойств в противодействии инициации iCasp9-опосредованного апоптоза 

в модифицированных NK-клетках. 
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2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1 Сборка плазмид 

 Мы использовали 8 плазмидных ретровирусных векторов для одновременной 

доставки генов hTERT, DN-hTERT, iCASP9 и конструкции U6-shBIRC3-cPPT в NK-клетки 

(Рисунок 2). Чтобы идентифицировать вклад нетеломерных эффектов теломеразы, был 

проведен сайт-направленный мутагенез области гена hTERT в xlox(GFP)hTERT (Addgene 

#69809). Ген DN-hTERT из pBABE-puro-DN-hTERT (Addgene #1775) использовали в 

качестве референсной последовательности для клонирования xlox(GFP)DN-hTERT. 

 Для ретровирусной модификации использовали плазмиды, несущие ген hTERT - 

xlox(GFP)hTERT (Addgene #69809); ген DN-hTERT - xlox(GFP)DN-hTERT; и ген iCASP9 - 

pMSCV-F-del Casp9.IRES.GFP (Addgene #15567). Была собрана плазмида xlox TERT PGK 

iCasp9 IRES GFP и xlox DN-TERT PGK iCasp9 IRES GFP, несущая оба гена hTERT/DN-

hTERT и iCASP9. Последовательность, содержащую iCasp9-IRES-GFP, амплифицировали с 

помощью полимеразы Encyclo (Евроген, Российская Федерация) и праймеров NotI iCasp9 F 

(5’-cttttcggcggccccgcaatgctcgaggaggagtgcag-3’) и iCasp9 BFP R (5’- gcctgcaggtcgactctag-3’). 

Затем проводили рестрикцию целевой плазмиды xlox(GFP)hTERT (Addgene #69809) и 

фрагментов ПЦР-фрагмента эндонуклеазой NotI (изошизомер CciNI, СибЭнзим, 

Российская Федерация) в SE-буфере Y (СибЭнзим). Фрагменты очищали с помощью 

набора Cleanup Mini (Евроген) на каждом этапе в соответствии с инструкциями 

производителя. Чтобы избежать самозакрывания фрагмента плазмиды в сайте NotI в 

результате лигирования, его предварительно обработали rSAP, щелочной фосфатазой 

креветок (New England Biolabs, Великобритания) в буфере rCutSmart™ (New England 

Biolabs), который удаляет фосфатные группы с 5’-концов. Фрагмент, обработанный 

фосфатазой, очищали с помощью набора Cleanup Mini (Евроген). 

 Были собраны ретровирусные конструкции pMSCV-F-del Casp9.IRES.GFP U6-

shBIRC3-cPPT, xlox TERT PGK iCasp9 IRES GFP U6-shBIRC3-cPPT, xlox DN-TERT PGK 

iCasp9 IRES GFP U6-shBIRC3-cPPT для РНК-интерференции транскриптов гена BIRC3. 

Регион короткой шпильки (short-hairpin BIRC3, shBIRC3) собирали в плазмиде pLKO-1 с 

использованием олигонуклеотидов 5'- 

CCGGACACATGCAGCCCCTTTAAACTCGAGTTTAAAGCGGCTGCATGTGTTTTG-3' и 

5'-

AATTCAAAAAACACATGCAGCCCGTTTAAACTCGAGTTTAAAGCGGCTGCATGTGT-

3' (Идентификатор клона на сайте https://portals.broadinstitute.org: TRCN0000355771). Далее, 
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фрагменты iCASP9-IRES-GFP и U6-shBIRC3-cPPT были объединены при помощи 

перекрывающего ПЦР (overlap PCR) и перенесены в целевую плазмиду и вставлены по 

сайту HindIII. 

 Чтобы избежать самозакрывания фрагмента плазмиды на участке HindIII, мы 

предварительно обработали фрагмент щелочной фосфатазой креветок (rSAP) (New England 

Biolabs, Великобритания) в буфере rCutSmart™ (New England Biolabs, Великобритания). 

Обработанный фосфатазой фрагмент очищали с помощью набора Cleanup Mini (Евроген). 

 Все фрагменты и соответствующие им векторы смешивали для последующего 

лигирования ДНК-лигазой Т4 (Евроген) в 5-кратном буфере для быстрого лигирования 

(Евроген) в течение 15 минут в соответствии с рекомендациями производителя. 

Амплификацию плазмидной ДНК проводили в клеточной линии бактерий E.Coli XL1-Blue, 

культивированной в селективной среде LB+ампициллин. Плазмиду экстрагировали с 

помощью наборов Plasmid Miniprep и Plasmid Midiprep 2.0 (Евроген) в соответствии с 

протоколом производителя. Собранную плазмиду проверили с помощью секвенирования 

по Сэнгеру, предоставленного компанией "Евроген" (Российская Федерация). 

Концентрацию ДНК измеряли с помощью Biodrop (Innovative Solutions, США) на каждом 

этапе.  

Рисунок 2. Представление плазмидных конструкций, которые применялись для сборки 

ретровирусных частиц, с целью последующей доставки генов hTERT, iCASP9 и 

конструкции shBIRC3 в NK-клетки. 
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2.2 Клеточные линии 

 Клеточные линии K562, NK-92, Jurkat, Raji, и NKL были получены из ATCC 

(Манассасс, США). 

 Генетически модифицированные мембраносвязанным IL-21 клетки линии K562 

(K562-mbIL21) были любезно предоставлены доктором Дином Ли (MD Anderson Cancer 

Center, Houston, TX, USA). Эти клетки также экспрессируют CD64, CD86, CD137L и 

фрагмент рецептора CD19 [97].  

 Линии клеток Jurkat, Raji, K562 и K562-mbIL21 культивировали в среде RPMI-1640 

(ПанЭко, Российская Федерация), содержащей 10% фетальной телячьей сыворотки (FCS, 

HyClone Labs, Логан, США), 2 мМ L-глютамина (ПанЭко, Российская Федерация) и 2 мМ 

антибиотика-антимикотика (Sigma-Aldrich, Сент-Луис, США). γ-облученные при 100 Гр с 

использованием Varian Truebeam (Varian, США) клетки линии K562-mbIL21  использовали 

в качестве фидера для стимуляции первичных NK-клеток. 

 NK-92 клеточные линии культивировали в среде RPMI-1640 с добавлением 10% FCS 

(HyClone Labs), 2 мМ L-глутамина (ПанЭко), 2 мM пирувата натрия (ПанЭко), 4 мM 

заменимых аминокислот (non-essential amino acids, NEAA) (ПанЭко) и 2 мМ антибиотик-

антимикотика (Sigma-Aldrich) с добавлением IL-2 200 ед./мл (Hoffmann La-Roche, Базель, 

Швейцария) и IL-15 5 мг/мл (Sigma-Aldrich).  

 Линию клеток NKL культивировали в среде RPMI-1640 (ПанЭко) с добавлением 

10% FCS (HyClone Labs), 2 мМ L-глютамина (ПанЭко), 2 мМ антибиотика-антимикотика 

(Sigma-Aldrich), IL-2 500 ед./мл. 

 Линию клеток Phoenix-Ampo, полученую из линии клеток почек HEK293T, 

модифицированных для конститутивной экспрессии вирусных генов Gag-Pol/Tat/Env/Rev, 

любезно предоставил доктор Александр Филатов (ГНЦ "Институт иммунологии", Москва, 

Россия). Линию клеток Phoenix-Ampo культивировали в полной среде DMEM (ПанЭко), 

которая содержала 10% FCS (HyClone Labs), 2 мМ пирувата натрия (ПанЭко), 2 мМ 

аланина-глутамина (ПанЭко), 2 mM антибиотика-антимикотика (Sigma-Aldrich). Все 

клеточные культуры культивировали в CO2-инкубаторе при 37°C.  

2.3. Выделение и стимуляция NK-клеток перед трансдукцией  

 Все процедуры с участием людей проводились в соответствии с комитетом по этике 

Российского национального исследовательского медицинского университета имени Н.И. 
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Пирогова (протокол №252 от 25 июня 2025 г), а также Хельсинской декларацией 1964 года 

и последующими поправками к ней или аналогичными этическими стандартами. От всех 

участников исследования было получено информированное письменное согласие. Из 

периферической крови, взятой у здоровых добровольцев, проводили выделение на 

градиенте фиколла 1,077 г/мл (ПанЭко) фракции мононуклеарных клеток периферической 

крови (PBMC). NK-клетки выделяли из PBMC с помощью отрицательной магнитной 

сепарации с при помощьюи коммерческого набора для NK-сепарации (Miltenyi Biotec, 

Германия) в соответствии с инструкцией производителя.  

 Для повышения эффективности трансдукции и общей продолжительности жизни 

NK-клеток [97] свежевыделенные NK-клетки стимулировали 4-6 дней перед процедурой 

трансдукции γ-облучённой фидерной клеточной линией K562-mbIL21 в пропорции 2NK-

клетки/1K562-mbIL21 и IL-2 100 ед./мл (Hoffmann La-Roche).  

 NK-клетки культивировали в среде для NK-клеток, смешанной из 45% DMEM 

(ПанЭко) с добавлением 2 мМ пирувата натрия (ПанЭко), 2 мМ аланина-глутамина 

(ПанЭко), 45% среды NK MACS с добавкой (Miltenyi Biotec), 10% FCS (HyClone Labs) и 

антибиотиком-антимикотиком (Sigma-Aldrich). Концентрацию NK-клеток поддерживали 

от 6*10^5 клеток/мл до 10^6 клеток/мл. Клетки инкубировали при 37°C с 5% CO2. Среду 

частично заменяли свежей, концентрацию IL-2 доводили до 100 ед./мл каждые три дня. 

2.3.1 Серологический статус hCMV и EBV  

 Образцы плазмы крови анализировали с помощью наборов ELISA (D-1556 для 

цитомегаловируса человека (hCMV) и D-2170 для Эпштейн-Барр вируса (EBV), "Вектор-

Бест", Новосибирск, Российская Федерация) в соответствии с протоколом производителя. 

2.3.2. Генерация клонов и популяций NK-клеток 

 Для сортировки клеток использовали сортировщик клеток FACSVantageDiVa 

(Becton Dickinson, Франклин Лейкс, NJ 07417, США), оснащённый лазерами с длиной 

волны 405, 488 и 643 нм и соответствующим набором детекторов и фильтров. Перед 

сортировкой свежевыделенные NK-клетки помещали в буфер для сепарации (PBS, 

содержащий 0,5% BSA и 2 мМ ЭДТА) и затем метили антителами (Abs), специфичными к 

CD56, NKG2C, KIR2DL2/3, CD57 для выделения субпопуляций CD57–KIR2DL2/3–

/+NKG2C–/+. Отсортированные клетки помещали в 24-луночные планшеты в концентрации 

700.000-900.000 клеток на лунку и затем культивировали в клеточной среде NK MACS 

(Miltenyi Biotec) с добавлением 10^5 на мл фидерных клеток K562-mbIL21 и 100 ед./мл 
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рекомбинантного IL-2 (Sigma-Aldrich). Стратегия гейтирования и данные о чистоте 

отсортированных субпопуляций представлены на рисунке 3. 

 

Рисунок 3. Стратегия гейтирования и чистота сортировки NK-клеточных субпопуляций. 

2.4 Производство ретровирусных частиц  

 Клетки Phoenix-Ampo помещали в чашки Петри диаметром 90 мм и 150 мм, 

покрытые раствором поли-L-лизина (Sigma-Aldrich либо ПанЭко). Phoenix-Ampo 

трансфицировали, когда их плотность достигала 50-75% покрытия лунки. Для получения 

RD114-псевдотипированных ретровирусных частиц плазмиду, несущую RD114, и 

плазмиду, несущую целевой ген, смешивали в соотношении ½ по массе. Затем, клетки 

линии Phoenix-Ampo трансфицировали кальций-фосфатным методом с применением 

коммерчесих наборов (Biospecifica, Российская Федерация, или ThermoFisher Scientific, 

Сан-Хосе, Калифорния, США).  

 Вируссодержащий супернатант собирали через 24ч, 48ч, 72ч, 96ч после 

трансфекции, фильтровали с помощью PES-фильтра Millex-HV-0,45 мкм (Millipore, 
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Берлингтон, США) и концентрировали ультрацентрифугированием при 21000 g, 4°C, 2,5ч. 

Концентрированные вирусные частицы собирали в одну пробирку. 

2.5 Ретровирусная трансдукция 

 Перед процедурой трансдукции 24-луночные и 96-луночные планшеты с плоским 

дном покрывали раствором ретронектина 20 мкг/мл (Clontech/Takara, Маунтин-Вью, 

Калифорния, США) в PBS (ПанЭко) для повышения эффективности трансдукции. 

Вирусную суспензию центрифугировали (2,5ч, 1800г, 4°С) на планетах, покрытых 

ретронектином. 

 Ретровирусную трансдукцию клеточных линий Jurkat, K562, Raji, NK-92 и NKL или 

стимулированных NK-клеток проводили на 96-луночных планшетах. Для эффективной 

трансдукции брали 40 000 клеток Jurkat/Raji/NK-92/NKL/K562 или 80 000 

стимулированных NK-клеток из расчета на одну лунку. Количество вирусного концентрата 

на лунку, используемое для трансдукции NK-клеток, удваивали для поддержания 

соотношения (количество клеток к объёму вируса). Для всех экспериментов использовали 

единый сток вирусных частиц. Клетки добавляли в их культуральной среде и 

центрифугировали 30-45 мин при 300g при комнатной температуре. Трансдуцированные 

NK-клетки инкубировали в CO2-инкубаторе при температуре 37°C. На 3-й день NK-клетки 

пересаживали из лунок, покрытых ретронектином. Эффективность трансдукции сначала 

проверяли по наличию флуоресценции GFP. Количество трансдукционных единиц 

рассчитывали по формуле: Тiter =TU/мл (количество трансдукционных единиц на мл = 

количество трансдуцируемых клеток, N * доля клеток GFP+, % / объем вируса, мл / 100%).  

Затем генетически модифицированные клетки отделяли от немодифицированных на основе 

наличия флуоресцентного репортера GFP с использованием сортировщика клеток 

FACSVantageDiVa. 

2.6 Культивирование трансдуцированных NK-клеток  

 Через месяц после выделения ex vivo отсортированные трансдуцированные и NK-

клетки и немодифицированные контрольные клетки исследовали на выживаемость, 

пролиферацию, экспансию и персистенцию in vitro. Было исследовано 3 метода стимуляции 

NK-клеток: 1) NK-клетки культивировали в присутствии IL-2 100 ед./мл (Sigma-Aldrich); 2) 

NK-клетки растили в среде, содержащей IL-2 100 ед./мл (Sigma-Aldrich) в сочетании с 

ежемесячно добавляемым фидером K562-mbIL21 в соотношении 2/1=NK-клетки/K562-

mbIL21; 3) NK-клетки стимулировали комбинацией IL-2 100 ед./мл (Sigma-Aldrich) с IL-15 
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10 нг/мл (Sigma-Aldrich). NK-клетки культивировали в 96-луночных планшетах с U-

образным дном с начальным количеством 75 000 клеток на лунку. Все популяции были 

посажены в триплетах. Половинную смену среды проводили два раза в неделю. 

2.7 Проточная цитометрия  

 Анализ методом проточной цитометрии был проведён с использованием цитометра 

MACSQuant 10 (Miltenyi Biotec), оснащённого лазерами с длиной волны 405 нм, 488 нм и 

635 нм. Эффективность трансдукции была подтверждена путём детекции флуоресценции 

GFP на 5-й день после открутки клеток на ретронектине. Результаты обрабатывали с 

использованием программного обеспечения FlowJo версии V10 (TreeStar Williamson Way, 

Эшленд, США). 

2.7.1 Окрашивание поверхности 

 Окрашивание поверхности проводили следующими антителами: KLRG-1-APC (код: 

FHK277200-APC, Antibody System, Китай), TIM-3 (клон: F38-2E2, Biolegend, США), TIGIT-

PE (код: FHH72420-PE, Antibody System), PD-1-AF647 (клон: EH12.2H7, Biolegend), 

NKG2A-PE-Vio770 (клон: REA1161, Miltenyi Biotec), NKG2C-AF488 (клон: 108724), 

NKG2C-APC (cat: FAB138A), NKG2C-PE (клон: 134591, R&D, США), HLA-DR-PE-Vio770 

(клон: REA805, Miltenyi Biotech), KIR2DL2/3-APC (клон: DX27, Miltenyi Biotec), 

KIR2DL2/3-PE (клон: DX27), KIR2DL2/3-PE-Vio615 (клон: REA1006, Miltenyi Biotech), 

NKp30-PE (клон: P30-15 ,Sony, США), NKp44-PE-CY7 (клон: P44-8, Sony), NKp46-AF647 

(клон: 9E2, Sony), CD16-PE (клон: 3G8, Sony), CD56-APC-Vio770 (клон: REA19,6 Miltenyi 

Biotec), CD56-APC (клон: HCD56), CD56-PE-Cyanine7 (клон: 5.1H11, Sony), CD56-BV421 

(клон: 5.1H11, Sony) CD56-BrilliantViolet (клон: HCD56), CD57-APC (клон: HKN-1, Sony), 

CD57-VioBlue (клон: TB03, Sony), CD57-PE-Vio770 (клон: REA769, Sony). Окрашенные 

флуоресцентномеченными антителами клетки инкубировали в течение 30 мин при 4°C в 

буфере для окрашивания PBA (фосфатносолевым буфером (PBS), содержащем 0,5% 

бычьего сывороточного альбумина (BSA) (Serva, Гейдельберг, Германия) и 0,01% азида 

натрия (AMRESCO Inc., Aurora, США), затем промывали PBS. Было зарегистрировано не 

менее 30 000 событий для NK-клеток в гейте FSC-SSC и не менее 5 000 событий для 

фракций NK-клеток. 

 Экспрессию hTERT и транскрипционных факторов Eomes и T-Bet оценивали с 

использованием кроличьего поликлонального антитела к TERT (cat#DF7129, Affinity 

Biosciences, США) со вторичным 647-конъюгированным козьим анти-кроличьим IgG (H+L) 
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(cat#AS060, ABclonal, США), моноклонального антитела EOMES-eFlour660 (клон: 

WD1928, Invitrogen, США) и моноклонального антитела T-BET-PE (клон: 4B10, Biolegend, 

США). Клетки фиксировали с помощью буферного набора для окрашивания 

eBioscience™Foxp3/Транскрипционный фактор (артикул: 00 5523-00, лот: 1945425) 

(Invitrogen) в соответствии с инструкциями производителя.  

2.7.2 Анализ дегрануляции 

 Немодифицированные и трансдуцированные NK-клетки сравнивали с помощью 

анализа дегрануляции. Поверхностную экспрессию CD107a (LAMP-1-PERCP (клон: H4A3, 

Sony) детектировали после совместного культивирования NK-клеток с их мишенями 

(клеточная линия K562). В течение 24ч NK-клетки поддерживали в культуральной среде 

без IL-2 при плотности 1 млн клеток/мл. Затем, клетки стимулировали IL-2 500 ед./мл 

(Sigma-Aldrich) в течение ночи. После, добавляли клетки-мишени K562 в соотношении 1/1 

и инкубировали в течение 2,5ч при 37°C, CO2 в присутствии анти-CD107a mAb (CD107a-

PE-Cy7, клон: H4A3, Sony) и 10 мкг/мл Брефельдина A (Invitrogen) в культуральной среде 

с IL-2 500 ед./мл (Sigma-Aldrich). Наконец, был проведён анализ методом проточной 

цитометрии. Анализ дегрануляции проводили для смешанной популяции NK-клеток 

(нетрансдуцированных GFP— и трансдуцированных GFP+) путем гейтирования 

цитометрических данных.  

2.7.3 Анализ цитокин-индуцированной продукции IFN-γ  

 Ответ на цитокинидуцируемую продукцию IFN-γ измеряли среди 

трансдуцированных и нетрансдуцированных NK-клеток. Вначале, клетки поддерживали в 

культуральной среде без IL-2 (Sigma-Aldrich) при плотности 10^6 клеток/мл в течение 24ч. 

Далее, NK-клетки культивировали в присутствии IL-2 100 ед./мл (Sigma-Aldrich), IL-18 20 

нг/мл и IL-12 20 нг/мл (R&D system, США) в течение ночи. После, добавляли 10 мкг/мл 

Брефельдина A (Invitrogen) и инкубировали ещё 4 ч. Внутриклеточное окрашивание IFN-γ 

проводили с использованием антитела IFN-γ-PE (Miltenyi Biotec, клон REA600) и набора 

BD Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, США). Для анализа IFN-γ брали смешанную 

популяцию NK-клеток (нетрансцированные GFP– и трансдуцированные GFP+), а 

модифицированные NK-клетки определяли методом гейтирования данных проточной 

цитометрии. 
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2.7.4 Измерение количества клеток  

 При каждом измерении отбирали равные объёмы клеточной суспензии. NK-клетки 

автоматически метили половиной объёма раствора 1/1000 SYTOX-VioBlue (Invitrogen) в 

PBS. Живые клетки определяли, как по флуоресценции GFP в модифицированных клетках, 

так и по отсутствию флуоресценции SYTOX-VioBlue.  

2.8 Оценка каталитической активности hTERT в NK-клетках  

 Каталитическую активность теломеразы тестировали с помощью протокола 

амплификации теломерных повторов (TRAP), подробно описанного в [215]. Использовался 

метод количественной оценки Q-TRAP. Метод Q-TRAP состоит из двух этапов. Во-первых, 

обратная транскриптаза теломеразы из лизированных клеток удлиняет теломерные 

повторы. Во-вторых, прямой и обратный праймеры амплифицируют последовательность, 

появившуюся благодаря активности теломеразы. Сигнал амплификации измеряют с 

помощью детекции флуоресцентного красителя SYBR Green и анализируют с 

нормализацией по базовому сигналу.  

2.9 Индукция клеточной гибели в iCasp9-NK-клетках химическим индуктором 

димеризации 

 iCasp9-клетки вместе с iCasp9-немодифицированными клетками инкубировали в 

течение 1, 2 и 24 ч в среде с добавлением: PBS, ДМСО, 10 нм и 100 нМ, 150 нМ и 200 нМ 

химического индуктора димеризации (CID) (AP20187, MedChemExpress, Монмут 

Джанкшен, США). Образцы с добавлением ДМСО использовали в качестве контроля. 

ДМСО добавляли концентрации, соответствующей его содержанию в образце со 100 нМ 

CID.  

 Уровень апоптоза и жизнеспособность клеток измеряли методом проточной 

цитометрии путём окрашивания AnnexinV-AF647 (Invitrogen) или AnnexinV-PE (Invitrogen) 

и Sytox-VioBlue (Invitrogen) или SYTOX AADvanced Dead Cell Stain (Invitrogen). 

Увеличение процента погибших NK-клеток рассчитывали по формуле: Δ%= доля мёртвых 

NK-клеток после инкубации с 10 нМ или 100 нМ CID, % – доля мёртвых NK-клеток в 

контроле, %. 
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2.10 Анализ экспрессии генов 

2.10.1 Количественная полимеразная цепная реакция (qPCR) 

 Подготовку образцов клеток и выделение тотальной РНК проводили с помощью 

реактива ExtractRNA (Евроген). Образцы очищали от геномной ДНК набором TURBO 

DNA-free™ (Invitrogen). Ревертазу MMLV и стандартный праймер 18dT использовали для 

получения кДНК путём обратной транскрипции тотальной РНК. Применяли протокол для 

обратной транскриптазы MMLV (Евроген). 

 Уровень экспрессии генов ACTB, BAD, BAK1, BAX, BCL2, BCL2L1, BIRC5, BIRC3 

DIABLO, EOMES, iCasp9, MCL1, PMAIP1, BBC3, TBX21, hTERT, TIM3, TIGIT, PD1, LAG3, 

CISH, SOCS1, SOCS2, SOCS3 в модифицированных и контрольных клетках изучали с 

помощью количественной полимеразной цепной реакции (qPCR). Для этого кДНК образцов 

амплифицировали набором праймеров, приведенных в таблице 1, с использованием 

системы ПЦР в реальном времени CFX Connect (Bio-Rad Laboratories, Геркулес, 

Калифорния, США). Интеркалирующий краситель qPCRmix-HS SYBR (Евроген) 

применяли для детекции сигнала. Данные анализировали в программе BioRad CFX Maestro 

(Bio-Rad Laboratories). Метод 2-ΔΔCq использовали для расчета относительной экспрессии 

генов-мишеней, ACTB был выбран в качестве внутреннего эталонного гена для 

нормализации. 

Таблица 1. Праймеры для qPCR 

Gene Primer Primer sequence 

ACTB 

B-actin F CAC CAC ACC TTC TAC AAT GAG 

B-actin R GTC TCA AAC ATG ATC TGG GTC 

BAD 

Bad F TGT GGA CTC CTT TAA GAA GGG AC 

Bad R CAC CAG GAC TGG AAG ACT CG 

BAK1 

Bak F GAT CCC GGC AGG CTG ATC C 

Bak R GTA GCT GCG GAA AAC CTC CT 

BAX 

Bax F TCA TGG GCT GGA CAT TGG AC 

Bax R GCG TCC CAA AGT AGG AGA GG 
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BCL2 

Bcl-2 F GTG GAG GAG CTC TTC AGG GAC 

Bcl-2-R ATG ACC CCA CCG AAC TCA AAG 

BCL2L1 

Bcl-XL F AGG CGG ATT TGA ATC TCT TTC TCT 

Bcl-XL R GGG CTC AAC CAG TCC ATT GT 

BIRC5 

BIRC-5 F CCA CTG AGA ACG AGC CAG AC 

BIRC-5 R GTT CCT CTA TGG GGT CGT CAT 

DIABLO 

Diablo F AGT AAC CCT GTG TGC GGT TC 

Diablo R ACT GCT CTC CTC ATC AAT GCT 

EOMES 

Eomes F AGG CGC AAA TAA CAA CAA CAC C 

Eomes R ATT CAA GTC CTC CAC GCC ATC 

iCASP9 

iCasp-HA F  TGG GCT CAC TCT GAA GAC CT 

iCasp-HA R  AGT GCG TAG TCT GGT ACG TC 

MCL1 

Mcl-1 F TAC TTT GGC TTG GTT TCC ATG A 

Mcl-1 R ATT ACT GAG CCT TCC GTC AAG T 

PMAIP1 

Noxa F ACG AGG AAC AAG TGC AAG TAG C 

Noxa R CAG GTT CCT GAG CAG AAG AGT T 

BBC3 

Puma F GAT GAA ATT TGG CAT GGG GTC T 

Puma R AGG GCT GAG GAC CAC AAA TCT 

TBX21 

T-bet F CTG GAT GCG CCA GGA AGT TT 

T-bet R CTG GAG CAC AAT CAT CTG GGT 

hTERT 

hTERT F  GCC TGA GCT GTA CTT TGT CAA 

hTERT R  GGT TTG ATG ATG CTG GCG AT 

TIM3 

TIM3-F TCC AAG GAT GCT TAC CAC CAG 

TIM3-R AAT GTG GAT ATT TGT GTT AGA TT 
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TIGIT 

TIGIT-F GGT CCT AGA AAG CTC AGT GGC 

TIGIT-R TTC TAG TCA ACG CGA CCA CC 

PD1 

PD1-F GTT TCC CTT CCG CTC ACC T 

PD1-R GTC TAA GAA CCA TCC TGG CCG 

LAG3 

Lag3-F GGC AAT CAT CAC AGT GAC TCC 

Lag3-R GAG CTC CAC ACA AAG CGT TC 

CISH 

CIS-F TTC AGG GAC CTC GTC CTT TG 

CIS-R ATG ACT GGC TTG GGC AGT TC 

SOCS1 

SOCS1-F TCT CAC CTC TTG AGG GGG TC 

SOCS1-R AGA GGT AGG AGG TGC GAG TT 

SOCS2 

SOCS2-F CTT GAG CCC TCC GGG AAT G 

SOCS2-R TCC CCA GTA CCA TCC TGT CT 

SOCS3 

SOCS3-F ACT GAG CCG ACC TCT CTC CT 

SOCS3-R GGC AGC TGG GTC ACT TTC TC 

XIAP 

IAP F ACT GCC CCC ATC CGG TTC 

IAP R GAC TTG TCC ACC TTT TCA CTT GG 

BIRC3 

BIRC-3 F  AGT GGT TTC CAA GGT GTG AGT 

BIRC-3 R CTC CTG GGC TGT CTG ATG TG 

 

2.10.2 Транскриптомный анализ 

 hTERT-NK-клетки, hTERT-iCasp9-NK-клетки и iCasp9-NK-клетки собирали для 

РНК-анализа через месяц после выделения из периферической крови. Каждый образец 

(hTERT-NK-клетки, hTERT-iCasp9-NK-клетки, iCasp9-NK-клетки) собирали в триплетах в 

буфер RLT (Invitrogen). (CID)-iCasp9-NK-клетки отмывали трижды. После окрашивания 

AnnexinV-PE (Invitrogen) и SYTOX AADvanced Dead Cell Stain (Invitrogen) (CID)-iCasp9-

NK-клетки сортировали, отбирая клетки AnnexinV-PE– SYTOX AADvanced– GFP+. Для 



49 
 

получения библиотеки RNAseq применяли набор KAPA RNA HyperPrep Kit (Roche, Базель, 

Швейцария) и KAPA Unique Dual-Indexed (UDI) Primer Mixes (Roche) в соответствии с 

инструкциями производителя. Данные были получены с помощью Illumina NovaSeq Х в 

режиме парных прочтений. Данные были проанализированы на платформе UseGalaxy [216] 

и выровнены на сборке генома человека hgGRCh38. Последовательность действий и 

применяемые пакеты: trimmomatic, salmon, DESeq2. Результаты DESeq2 были 

проанализированы с использованием библиотеки Cluster Profiler R [217] с использованием 

генной онтологии (GO), KEGG [218] и базы данных GSEA [219,220]. Гены с p-adjusted (p-

adj)<0,05 подвергали анализу gseGO, gseKEGG и fgsea. Гены с p-adj<0,05 и 

abs(Log2FC)>0,58 рассматривались как дифференциально экспрессированные гены (DEGs) 

и анализировались пакетами enrichGO и enrichKEGG. Анализ сплайсинга проводился на 

платформе usegalaxy согласно следующему руководству 

https://training.galaxyproject.org/training-material/topics/transcriptomics/tutorials/differential-

isoform-expression/tutorial.html.  

2.11 Статистический анализ 

 С помощью программного обеспечения FlowJo версии V10 (TreeStar Williamson 

Way, США) анализировали данные проточной цитометрии. Статистический анализ 

проводили в программном обеспечении GraphPad Prism 9 (StatSoft Inc., Талса, Оклахома, 

США), пакетов Python и R. P-value: * p <0,05; ** p <0,01; *** p<0,001. Подбор праймеров 

проводили с помощью веб-инструмента Primer BLAST (NCBI, США). План 

перекронирования плазмиды был выполнен с использованием SnapGene v3.2.1. (GSL 

Biotech LLC, США). Данные qPCR анализировали в программе BioRad CFX Maestro (Bio-

Rad Laboratories, США). 
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3. РЕЗУЛЬТАТЫ 

3.1 Оптимизация процедуры ретровирусной трансдукции первичных NK-клеток 

3.1.1 Время сбора вирусного супернатанта и тип модифицированной клетки 

существенно влияют на эффективность трансдукции 

 В настоящее время широко используется общепринятая методика тестирования 

стока вирусных частиц на клеточных линиях для расчета MOI [221], который позволяет 

оптимизировать количество вирусных частиц, необходимое для инфицирования первичных 

NK-клеток. Однако в работах часто указывается количество MOI без упоминания линим 

клеток, по которой производился расчета MOI [222–225]. Тем не менее, результаты 

титрования вирусного супернатанта могут различаться в зависимости от выбранной 

клеточной линии. 

 Нами был проведён сравнительный анализ клеточных линий для оценки 

эффективности заражения вирусными частицами, псевдотипированными по белку 

оболочки RD114. В исследовании участвовали линии лимфоцитарных клеток и первичные 

NK-клетки, которые были предварительно активированы в течение 5 дней комбинацией 

фидерных клеток IL-2 и K562-mbIL21. Для анализа были выбраны В-клеточная лимфома 

Раджи (Raji), Т-клеточная лимфома Юрката (Jurkat) и линия NK-клеток (NKL). 

Эксперименит проводили с использованием ретровирусных частиц, несущих гены iCASP9 

и GFP. Мы подготовили общий вирусный материал для всех экспериментов, чтобы 

обеспечить равные условия при каждой процедуре трансдукции. Процентное содержание 

клеток GFP+ и среднее значение интенсивности флуоресценции (MFI) GFP в клетках 

измеряли через 5 дней после процедуры трансдукции методом проточной цитометрии 

(Рисунок 4). Максимальная доля трандуцированных клеток GFP+ была обнаружена среди 

клеток линии Raji. Среди исследованных клеточных линий клетки линии NKL показали 

наименьшую восприимчивость к ретровирусной трансдукции, которая была сравнима с 

данными, полученными на активированных NK-клетках периферической крови (Рисунок 

4А). Линии Raji и Jurkat не показали разницы в MFI в GFP. Также не было выявлено 

существенных различий между NKL и первичными NK-клетками по интенсивности 

флуоресценции GFP. При этом, линии Raji и Jurkat характеризовались большими уровнями 

MFI GFP в сравнении с NKL и NK-клетками (Рисунок 4Б). 

 Использование вирусного материала, собранного в разные дни, значительно влияло 

на долю GFP-позитивных клеток, но не на их MFI (Рисунок 4Б). Вирусные супернатанты, 
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собранные через 96ч, продемонстрировали самую низкую эффективность трансдукции по 

сравнению с вирусными частицами, собранными через 24ч, 48ч и 72ч после трансфекции 

(Рисунок 4). Относительное увеличение числа GFP-позитивных клеток [отношение 

максимальной средней эффективности трансдукции (48 ч и 72 ч) к минимальной (96 ч)] 

было обнаружено для Raji = 3,0, Jurkat = 3,1, NKL = 3,8 и NK-клеток = 3,6. Однако не было 

обнаружено статистической разницы в процентном содержании GFP-позитивных клеток 

для 48-часового и 72-часового сбора вируса (Рисунок 4А). Для всех использованных 

клеточных линий и первичных NK-клеток было продемонстрировано увеличение 

содержания GFP-позитивных клеток в вирусных супернатантах, собранных через 48ч и 72ч 

после трансфекции, по сравнению с супернатантами, собранных на временных интервалах 

24ч и 96ч (Рисунок 4А). Это позволило сделать вывод, что оптимальный период сбора 

вирусосодержащих супернатантов – от 48 до 72 часов. 

 Был рассчитан средний титр частиц (TU/мл) для каждой клеточной линии (Таблица 

2). В таблице 3 приведены MOI для NK-клеток, рассчитанные относительно различных 

клеточных линий. Для клеточных линий Jurkat и NKL значение MOI составляло 

приблизительно 1, что отражает эквивалентное соотношение между титром вирусных 

частиц и эффективностью ретровирусной трансдукции клеточных линий Jurkat и NKL и 

NK-клеток. Одновременно, значения MOI, полученные для клеточной линии Raji, 

варьировали от 1,5 до 2,6 в зависимости от дня сбора вирусных частиц. Таким образом, 

было обнаружено, что не только тип контрольной клеточной линии, но и сроки сбора 

вирусного супернатанта влияют на значения MOI для NK-клеток. 

 

 Рисунок 4. Эффективность ретровирусной трансдукции клеточных линий Raji, Jurkat 

и NKL и первичных NK-клеток. Время сбора вирусных частиц (через 24ч, 48ч, 72ч или 96ч 

после процедуры трансфекции) влияло на эффективность трансдукции каждой клеточной 

линии и первичных NK-клеток. Измерения клеток GFP+ проводились через 5 дней после 

процедуры трансдукции. Данные представлены в виде среднего значения ± SEM для клеток 
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Raji n=3, клеток Jurkat n=3, клеток NKL n=3 и для NK-клеток n=4. Для разных сроков сбора 

вирусных частиц использовали многократный двусторонний анализ ANOVA с коррекцией 

по Тьюки.  

 Таблица 2. Количество функциональных вирусных частиц (TU, transduction units) в 

1 мл супернатанта, способного трансдуцировать одну клетку. 

 
Raji Jurkat NKL NK-клетки 

24ч 8764,4 4168,9 3262,2 3824,7 

48ч 12604,4 7493,3 6720,0 8337,4 

72ч 11502,2 6613,3 7235,6 6822,5 

96ч 4216,9 2436,4 1921,8 1622,0 

 Таблица 3. Отношение количества вирусных частиц к количеству клеток-мишеней 

во время заражения (MOI, Multiplicity of Infection), рассчитанное для NK-клеток 

относительно разных клеточных линий. 

 
Raji/NK-клетки Jurkat/NK-клетки NKL/NK-клетки 

24ч 2,3 1,1 0,9 

48ч 1,5 0,9 0,8 

72ч 1,7 1,0 1,1 

96ч 2,6 1,5 1,2 

Среднее по дням 2,0 1,1 1,0 

 

3.1.2 Эффективность трансдукции зависит от экспрессии KIR2DL2/3 и NKG2C, 

причём уровень трансдукции выше среди NK-клеток KIR2DL2/3+ NKG2C+  

 Далее, было проведено изучение эффективности трансдукции популяций NK-клеток 

на разных стадиях NK-клеточной дифференцировки. В данном эксперименте мы 

исследовали эффективность модификации NK-клеток, с фенотипом предшественников NK-

клеток памяти (“memory-like” CD57+KIR2DL2/3+NKG2C+), которые являются терминально 

дифференцированной фракцией NK-клеток, расширяющейся при hCMV инфекции [226]. 
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NK-клеточная дифференцировка характеризуется последовательным приобретением 

ингибирующих рецепторов KIR2DL2/3 и NKG2C на NK-клеточной поверхности, а также 

CD57, маркера терминальной дифференцировки [227,228]. Поскольку NK-клетки CD57+ 

характеризуется наименьшим пролиферативным потенциалом и низкой восприимчивостью 

к ретровирусной трансдукции [13,229], мы проводили эксперимент на популяции NK-

клеток CD57−. 

 Для экспериментов по трансдукции были отобраны четыре hCMV-серопозитивных 

добровольца с высоким содержанием клеток NKG2C+ (более 13% от общего количества 

NK-клеток). Фракции клеток CD57−KIR2DL2/3+/−NKG2C+/− были отсортированы из 

свежевыделенных NK-клеток.  

 Для изучения эффективности трансдукции субпопуляций NK-клеток был 

использован общий сток концентрированного вирусного супернатанта, собранный с 

использованием γ-ретровирусного вектора pMSCV-F-del Casp9.IRES.GFP. Данная 

конструкция позволяет трансдуцировать ген iCASP9, который даёт возможность в течение 

короткого времени элиминировать все и только iCasp9-модифицированне клетки, в случае 

развития побочных явлений в терапии. 

 Количество единиц трансдукции (TU) на мл было протестировано на клеточной 

линии NK-92, и среднее значение составило 42 000 TU/мл. Вируссодержащий супернатант 

был сконцентрирован из расчёта 1,5 TU на одну NK-клетку. Успешность модификации 

была подтверждена по наличию флуоресценции GFP. 

 Все четыре проанализированные популяции NK-клеток были в различной степени 

восприимчивы к трансдукции ретровирусными частицами, несущими ген iCASP9 (Рисунок 

5). Наибольший уровень NK-клеток GFP+ наблюдался в KIR2DL2/3-положительных 

подгруппах, а именно, в популяциях KIR2DL2/3+NKG2C+ и KIR2DL2/3+NKG2C−, где 

уровень GFP в NK-клетках составлял 13,3±1,3%, и 12,5±1,9%, соответственно. KIR2DL2/3-

отрицательные подгруппы KIR2DL2/3−NKG2C+ (доля NK-клеток GFP+ 10,0±0,9%) и 

KIR2DL2/3−NKG2C− (доля NK-клеток GFP+ 5,5±2,3%) показали меньшую 

восприимчивость к трансдукции в сравнении с KIR2DL2/3-положительными клетками, с 

наибольшими отличиями между дважды положительной и дважды отрицательной 

популяциями NK-клеток (Рисунок 5А). Уровень интенсивности флуоресценции GFP был 

несколько выше в субпопуляции NK-клеток KIR2DL2/3−NKG2C+ в сравнении с 

субпопуляцией NK-клеток KIR2DL2/3−NKG2C− (Рисунок 5Б). 
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 Рисунок 5. Проведено сравнение эффективности трансдукции субпопуляций NK-

клеток CD57−KIR2DL2/DL3+/−NKG2C+/−, стимулированных K562-mbIL21 и IL-2. 

Трансдукцию проводили ретровирусными частицами, несущими гены iCASP9 и GFP. 

Процентное содержание NK-клеток GFP+ было измерено на 5-й день после процедуры 

трансдукции для каждой субпопуляции. А) Доля NK-клеток GFP+ в указанных 

субпопуляциях. Б) Средний уровень флуоресценции GFP (MFI) в субпопуляциях NK-

клеток, нормализованный на MFI соответствующих субпопуляций NK-клеток GFP−, n = 4. 

А, Б) Статистический анализ проводили с использованием парного t-критерия (* p< 0,05). 

Данные по отдельным донорам соединены линиями. Столбцы представляют средние 

значения ± SE.  

3.1.3 Проверка стабильности трансгена iCASP9 в модифицированных NK-клетках 

путём мониторинга уровня экспрессии репортерного гена GFP 

 Затем в течение 10 дней мы проследили динамику соотношения NK-клеток GFP− и 

GFP+ в каждой культуре, подвергнутой процедуре ретровирусной трансдукции. 

Стабильность трансгена была проверена путём регистрации доли клеток GFP+, а также 

интенсивности флуоресценции GFP на 5, 10 и 15 день после трансдукции. Статистической 

разницы в уровне экспрессии репортерного белка между субпопуляциями NK-клеток 

обнаружено не было (Рисунок 6А). Хотя MFI GFP снижался с 5 по 10 день после трансдуции 

во всех исследованных популяциях NK-клеток (Рисунок 6Б), это согласовалось с ростом 

пролиферативной активности популяций NK-клеток в данный временной интервал 

(Рисунок 6В).  

 Для клеток млекопитающих ранее было показано, что уровень экспрессии трансгена 

может снижаться после ретровирусной трансдукции [230]. Однако, нельзя исключать 
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вероятность непреднамеренной спонтанной димеризации суицидальной конструкции 

iCasp9 вследствие её высокой внутриклеточной концентрации, которая могла привести к 

гибели клеток, высокоэкспрессирующих трансген. 

 

 Рисунок 6. Динамика iCasp9-NK-клеток GFP+ (n = 2) в субпопуляциях NK-клеток 

CD57−KIR2DL2/DL3+/−NKG2C+/− в течение 2 недель после трансдукции. А) Динамика доли 

NK-клеток GFP+. Б) Сравнение средней интенсивности флуоресценции GFP (MFI), 

нормализованной по MFI NK-клеток GFP−. В) Сравнение динамики численности iCasp9-

NK-клеток после трансдукции, нормированной на исходное количество клеток в 

субпопуляциях. (А–В) Статистический анализ проводился с использованием парного t-

критерия (*** p< 0,001); показаны средние значения ± SE. 

3.2 Одновременная доставка генов hTERT и iCASP9 в NK-клетки 

 Для преодоления возможного истощения NK-клеток может быть использована 

трансдукция гена hTERT, кодирующего каталитическую субъединицу обратной 

транскриптазы теломеразы человека. Уже было показано, что hTERT повышает 

репликативный потенциал и сохраняет активированное состояние NK-клеток, 

культивируемых in vitro [13,14]. Однако избыточная экспрессия hTERT обычно 

ассоциируется со злокачественной трансформацией [71], поэтому использование таких 

клеток без облучения или соответствующего контроля, например, конструкцией iCasp9 

небезопасно [70,110].  

 В этой работе мы получили три вида генно-инженерных NK-клеток, 

модифицированных генами, способствующими выживанию (hTERT) и гибели (iCASP9): 

hTERT-NK-клетки, hTERT-iCasp9-NK-клетки и iCasp9-NK-клетки. Поскольку NK-клетки 

характеризуются врождённой устойчивостью к инфицированию вирусными частицами, 

доставку обоих генов hTERT и iCASP9 производили при помощи единой конструкции, 

собранной из плазмид pMSCV-F-del Casp9.IRES.GFP и xlox(GFP)hTERT. 



56 
 

3.2.1 Получение NK-клеток, модифицированных генами hTERT и iCASP9 

 Активированные NK-клетки были трансдуцированы ретровирусными частицами, 

несущими гены hTERT и iCASP9. Уровни экспрессии трансгенов были проверены методом 

qPCR на NK-клетках, отсортированных по наличию флуоресценции GFP. Уровень 

экспрессии hTERT был выше в hTERT-NK-клетках (медиана: 21,6) и hTERT-iCasp9-NK-

клетках (медиана: 5,9) по сравнению с нетрансдуцированными (медиана: 1,5) и iCasp9-NK-

клетками (медиана: 0) (Рисунок 7А). Экспрессия гена iCASP9 была обнаружена в hTERT-

iCasp9-NK-клетках (медиана: 4,6) и iCasp9-NK-клетках (медиана: 4,8), тогда как в hTERT-

NK-клетках и нетрансдуцированных NK-клетках экспрессия iCASP9 не была обнаружена 

(Рисунок 7Б). Уровень каталитической активности теломеразы был повышен среди NK-

клеток, модифицированных соответствующим геном, по сравнению с 

нетрансдуцированными и iCasp9-NK-клетками (Рисунок 7В). 

  

 Рисунок 7. Ретровирусная трансдукция NK-клеток генами hTERT и/или iCASP9. А) 

Уровень экспрессии трансгена hTERT, нормализованный с помощью гена домашнего 

хозяйства ACTB, оценивался qPCR анализом (n=7). * p<0,05. Б) Нормализованные уровни 

экспрессии трансгена iCASP9, полученные с помощью анализа qPCR (n=7). Тест Фридмана 

с множественным сравнением Данна, медиана, p-value: * p<0,05; ** p<0,01. В) Активность 

теломеразы в модифицированных NK-клетках, определённая с помощью анализа qTRAP 

(n=4). В качестве положительного контроля использовали клеточную линию K562. Для 

сравнения данные были разделены на 2 группы (1-я с hTERT: hTERT-NK-клетки и hTERT-

iCasp9-NK-клетки; 2-я без hTERT: нетрансдуцированные NK-клетки и iCasp9-NK-клетки). 

Критерий Манна-Уитни, медиана, p-value: * p<0,05. 
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3.2.2 Изучение развития функционального истощения hTERT-модифицированных 

NK-клеток при их длительном культивировании 

 Чтобы выяснить, предотвращает ли оверэкспрессия теломеразы развитие истощения 

в клетках мы получили hTERT и/или iCasp9-модифицированные NK-клетки и провели 

серию экспериментов, определяющих пролиферативную и функциональную активность, а 

также исследовали экспрессию набора генов, кодирующих факторы апоптотического 

каскада и поверхностные маркеры активации и истощения NK-клеток. Мы также 

проследили изменения уровней экспрессии транскрипционных факторов Eomes и T-Bet, 

которые, как известно, регулируют основные функциональные свойства NK-клеток. 

 Схема эксперимента представлена на рисунке 8. В начальной точке “0” NK-клетки 

выделяли ex vivo, окрашивали внутриклеточно с помощью антител к Eomes и T-Bet и 

измеряли методом проточной цитометрии. Затем свежевыделенные NK-клетки 

стимулировали в течение недели IL-2 (100 ед./мл) и облучёнными фидерными клетками 

K562-mbIL21 в соотношении 2/1 (NK-клетки/K562-mbIL21). По истечении 1 недели 

стимулированные NK-клетки были трансдуцированы ретровирусными частицами, 

несущими гены iCASP9 и/или hTERT. Модифицированные NK-клетки были отделены от 

немодифицированных NK-клеток по наличию в них репортера GFP. Была проведена 

сортировка клеток. В течение второго месяца были изучены 4 группы NK-клеток 

(нетрансдуцированные, hTERT-NK-клетки, hTERT-iCasp9-NK-клетки, iCasp9-NK-клетки) 

на предмет их пролиферативной (анализ пролиферации) и функциональной (анализ IFN-γ и 

дегрануляции) активности, экспрессии генов и наличии Eomes и T-Bet на уровне белка.  На 

2 месяце NK-клетки подвергали поверхностному и внутриклеточному окрашиванию. Также 

оценивали уровни экспрессии генов. Примерно через 3 месяца после выделения NK-клеток 

ex vivo эксперимент был прекращён из-за элиминации большинства популяций 

исследованных NK-клеток. 
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Рисунок 8. Дизайн эксперимента, представленный на временной шкале. 

3.2.3 Клетки hTERT-iCasp9-NK характеризуются повышенной пролиферацией и 

выживаемостью в различных условиях 

 Чтобы изучить, как введение гена hTERT, способствующего выживанию, и гена 

iCASP9, индуцирующего апоптоз, в NK-клетки влияет на их способность к 

продолжительной пролиферации, мы отслеживали количество клеток, интенсивность 

пролиферации и долю живых клеток в популяциях нетрансдуцированных NK-клеток, 

hTERT-NK-клеток, hTERT-iCasp9-NK-клеток и iCasp9-NK-клеток. Пролиферативный тест 

был начат через месяц после выделения (Рисунок 8). В качестве консервативных методов 

мы изучали стимуляцию цитокинами: только с IL-2 и с комбинацией IL-2+IL-15. 

Комбинация IL-2 с ежемесячной стимуляцией фидерными клетками K562-mbIL21 была 

применена для достижения обильной пролиферации трансдуцированных NK-клеток в 

качестве хорошо известного метода стимуляции, индуцирующего эффективную экспансию 

NK-клеток [97]. 

 Нами было измерено количество NK-клеток, скорость пролиферации и 

еженедельный прирост клеток, полученный в период от 1 до 3 месяцев после выделения ex 

vivo. Сравнивая NK-клетки, культивируемые при цитокиновой поддержке IL-2 или 

комбинации IL-2+IL-15, мы определили, что hTERT-iCasp9-NK-клетки демонстрируют 

улучшенную выживаемость, с одновременным сохранением наибольшего количества 

клеток в популяции после четвертой недели стимуляции (Рисунок 9А, Г, Д). hTERT-iCasp9-

NK-клетки показали наибольшую долю (>50%) живых клеток в культурах, 

стимулированных IL-2+IL-15, по сравнению с другими типами модифицированных NK-

клеток (Рисунок 9Б). Культуры hTERT-iCasp9-NK-клеток отличались сохранением 

пролиферативной активности через 4 недели при всех изученных типах стимуляции, в то 

время NK-клетки, немодифицированные или трансдуцированные только одним из генов, 

ликвидировались (Рисунок 9В). hTERT-iCasp9-NK-клетки показали значительное 

преимущество в характеристиках по сравнению с iCasp9-NK-клетками. Оверэкспрессия 

теломеразы в iCasp9-NK-клетках, вероятно, предотвращает гибель NK-клеток вследствие 

спонтанной димеризацией суицидальной конструкции iCasp9. Несмотря на то, что hTERT-

NK-клетки показали повышенную выживаемость в течение первого месяца стимуляции 

(Рисунок 9Б), оверэкспрессия теломеразы не улучшала пролиферацию NK-клеток при 

длительном культивировании по сравнению с hTERT-iCasp9-NK-клетками (Рисунок 9В). В 
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целом, комбинация генов hTERT и iCASP9 неожиданно улучшила персистенцию этих 

генно-модифицированных hTERT-iCasp9-NK-клеток. 
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 Рисунок 9. Анализ NK-клеток, модифицированных трансгенами hTERT и/или 

iCASP9, на пролиферацию начинали через 1 месяц после выделения ex vivo. Клетки 

стимулировали IL-2, IL-2+K562-mbIL21 и IL-2+IL-15. А) Количество NK-клеток, 

культивируемых в течение одного месяца с IL-2 и IL-2+IL-15. Анализ смешанных 

эффектов, тест множественных сравнений Сидака, n=5, * p<0,05, медиана. Для типов 

стимуляции IL-2, IL-2+K562-mbIL21 и IL-2+IL-15 представлены: Б) доля живых NK-клеток 

и В) еженедельный прирост N(неделя+1)/Nнедель. Вертикальная пунктирная линия обозначает 

временной интервал в 2 месяца после выделения NK-клеток из крови. Тест Фридмана с 

множественными сравнениями Данна, n=7, медиана, p-значение: * p<0,05; ** p<0,01; *** 

p<0,001. Г) Соотношение доли живых NK-клеток для каждого типа стимуляции через 2 

месяца после выделения. Д) Сравнение коэффициента экспансии между методами 

стимуляции IL-2, IL-2+K562-mbIL21 и IL-2+IL-15 через 2 месяца после выделения. Тест 
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Фридмана с множественными сравнениями Данна, медиана, n=5, p-значение: * p<0,05; ** 

p<0,01. 

 Интенсивная пролиферация модифицированных NK-клеток необходима для 

получения достаточного количества клеток для терапевтического применения, а именно 

для лечения гематологических злокачественных новообразований требуется более 

миллиона NK-клеток на килограмм [2]. Стимуляция IL-2+K562-mbIL21 уже показала 

многообещающие результаты в стимуляции NK-клеток ex vivo. В нашем исследовании 

фидерные клетки K562-mbIL21 добавлялись ежемесячно для усиления пролиферации NK-

клеток. Мы стремились выяснить, существуют ли какие-либо эффекты, опосредованные 

трансгенами hTERT и/или iCASP9, на пролиферацию, функциональную активность и 

развитие состояния истощения. Мы сравнили данные, полученные через 2 месяца после 

выделения ex vivo. Самая высокая доля живых клеток наряду с еженедельным увеличением 

числа клеток и скорости пролиферции наблюдалась у NK-клеток, стимулированных IL-

2+K562-mbIL21 (Рисунок 9C-E). Стимуляция фидерными клетками также повышала 

экспрессию теломеразы во всех NK-клетках вне зависимости от трансгена (Рисунок 10). 

NK-клетки, культивированные без фидерных клеток K562-mbIL21, показали пониженную 

жизнеспособность, которая также варьировала в зависимости от типа модификации 

(Рисунок 9Г). В целом, распознавание мишеней, фидерных клеток, увеличивало 

выживаемость и скорость пролиферации NK-клеток. 

 

 Рисунок 10. Уровни каталитической субъединицы теломеразы (hTERT), измеренные 

путём внутриклеточного окрашивания и последующего цитометрического анализа в 

немодифицированных и трансдуцированных hTERT и/или iCASP9 NK-клетках, 

культивируемых с фидерными клетками IL-2+K562-mbIL21 в течение 2 месяцев. Синяя 

гистограмма – контроль вторичных антител. Красная гистограмма – окрашивание hTERT. 
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3.2.4 Оверэкспрессия hTERT в NK-клетках стимулирует прохождение клеточного 

цикла через модуляцию экспрессии генов  

 Для изучения уровней экспрессии генов, изменяющих свою активность в NK-

клетках с оверэкспрессией теломеразы, мы трансдуцировали NK-клетки 25-летней 

женщины-донора, положительной на EBV и hCMV. hTERT-NK-клетки были 

проанализированы в сравнении с iCasp9-NK-клетками. 

 Согласно данными RNA-seq для hTERT-NK-клеток в сравнении с iCasp9-NK-

клетками, которые были собраны в начальной точке пролиферативного эксперимента. 

hTERT-NK-клетки имели повышенный уровень экспрессии генов клеточного цикла по 

сравнению с iCasp9-NK-клетками (Рисунок 11). А именно, гены, регулирующие клеточный 

цикл, MKI67 (Log2FC=0,60), E2F1 (Log2FC=0,61), CCNA2 (Log2FC=0,58), CDK1 

(Log2FC=0,87), CDKN1A (Log2FC=0,80), CCNB1 (Log2FC=1,24) [231], гены, 

ассоциированные с репликацией TICRR (Log2FC=1,01), MCM3 (Log2FC=0,34) [232], PCNA 

(Log2FC=0,53), гены, ассоциированные с митозом PLK1 (Log2FC=0,77), NDC80 

(Log2FC=1,07), AURKB (Log2FC=0,92), CDC20 (Log2FC=0,95), ESPL1 (Log2FC=1.33) 

[233,234], гены когезинового комплекса SMC3 (Log2FC=0,42), CDCA5 (lLog2FC=0,75), 

RAD21 (Log2FC=0,28) [235] были значительно (с p-adj<0,05) активированы, в то время как 

ген ATRX (Log2FC=-0,32), продукт которого отвечает за регуляцию хроматина посредством 

депонирования гистона H3.3 на теломерах [236], и ген PPP2R5A (Log2FC=-0,28), продукт 

которого негативно регулирует рост [237] и деление клеток, были значительно (с p-

adj<0,05) подавлены. Таким образом, можно предположить, что избыточная экспрессия 

hTERT прямо или косвенно влияет на уровни экспрессии генов клеточного цикла и 

стимулирует прогрессирование S-G2-M стадий клеточного цикла. 
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 Рисунок 11. Репрезентативная диаграмма KEGG pathview данных РНК-

секвенирования, предварительно проанализированных пакетом DESeq2, представляющая 

гены клеточного цикла для сравнения hTERT-NK-клеток против iCasp9-NK-клеток. 

3.2.5 Уровни Eomes и T-Bet различаются у NK-клеток, модифицированных генами 

hTERT и/или iCASP9 

 Чтобы выявить вклад трансгенов hTERT и iCASP9 в функциональные 

характеристики NK-клеток и степень их истощения в отдалённые моменты времени после 

выделения ex vivo, мы проследили динамику Eomes и уровня T-Bet с помощью 

внутриклеточного окрашивания с последующим анализом методом проточной цитометрии 

(Рисунок 12). Около 90% NK-клеток после выделения ex vivo были Eomes+T-Bet+, что 

указывает на их активное функциональное и пролиферативное состояние (Рисунок 12А). 

Истощённые NK-клетки Eomes−T-Bet− составляли всего 2%. NK-клетки Eomes+T-Bet− 

составляли 3%. NK-клетки Eomes+T-Bet− относятся к менее дифференцированными 

подгруппами, которые постепенно приобретают экспрессию T-Bet в процессе созревания. 

Тогда как NK-клетки Eomes+T-Bet+ теряют экспрессию Eomes и в конечном итоге 
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заменяются терминально дифференцированными Eomes−T-Bet+ клетками (4,7%) (Рисунок 

12А). 

 

 Рисунок 12. Экспрессия транскрипционных факторов Eomes и T-Bet в NK-клетках, 

модифицированных генами hTERT и/или iCASP9. А) Изменение доли клеток, 

экспрессирующих Eomes и T-Bet, в течение 1-го и 2-го месяцев после выделения ex vivo 

(среднее значение Nex vivo = 8, N1 месяц = 5, N2 месяца = 2). Представлены NK-клетки, 

культивируемые с IL-2+K562-mbIL21. Б) Распределение NK-клеток Eomes+/−T-Bet+/−, 

культивируемых в течение 1 месяца. Для сравнения субпопуляций NK-клеток Eomes+T-Bet+ 

данные были разделены на 2 группы (1-я: hTERT-NK-клетки с hTERT-iCasp9-NK-клетками; 

2-я: нетрансдуцированные с iCasp9-NK-клетками). Для сравнения Eomes+T-Bet− были 

проанализированы 2 группы (1-я: нетрансдуцированные с hTERT-NK-клетками; 2-я: 

hTERT-iCasp9-NK-клетки с iCasp9-NK-клетками). Измерение Eomes и T-Bet в NK-клетках, 

модифицированных hTERT и/или iCASP9, проводили через месяц после выделения ex vivo 

(n = 5). Непарный t-критерий, среднее значение, p-value: * p<0,05. В) Репрезентативные 

графики распределения Eomes и T-Bet в NK-клетках ex vivo, через 1 и 2 месяца после 

выделения. 

 Однако распределение NK-клеток в субпопуляциях Eomes и T-Bet изменилось через 

месяц после выделения и трансдукции ex vivo. Доля клеток Eomes−T-Bet− увеличилась с 2% 

до 37,6% в нетрансдуцированных NK-клетках, до 18% в hTERT-NK-клетках, до 13,1% в 

hTERT-iCasp9-NK-клетках и до 22% в iCasp9-NK-клетках. Нетрансдуцированные NK-
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клетки продемонстрировали самые высокие уровни дважды негативных клеток по 

сравнению с hTERT-iCasp9-NK-клетками. hTERT-модифицированные клетки показали 

тенденцию к уменьшению доли клеток Eomes−T-Bet− по сравнению с NK-клетками, 

которые не были модифицированы hTERT (Рисунок 12B). Популяция клеток Eomes+T-Bet+ 

была широко представлена среди hTERT-модифицированных клеток и составляла 62,3% 

для hTERT-NK-клеток и 64,8% для hTERT-iCasp9-NK-клеток. Относительно момента 

выделения NK-клеток ex vivo за месяц было отмечено снижение уровня представленнойсти 

популяции Eomes+T-Bet+ на 30% среди hTERT-модифицированных клеток и 40-50% для 

нетрансдуцированных и iCasp9-NK-клеток (Рисунок 12B). Популяция NK-клеток Eomes+T-

Bet− увеличивалась в процессе культивирования: в hTERT-iCasp9-NK-клетках достигала 

13,6%, и 17% в iCasp9-NK-клетках (Рисунок 12B). Доля Eomes−T-Bet+ существенно не 

различалась среди групп трансдукции, а также была незначительно увеличена на 3-8% 

относительно ex vivo (Рисунок 12). 

 Следовательно, мы заметили, что трансген iCASP9 в большей степени способствовал 

расширению подмножества клеток Eomes+T-Bet−, в то время как трансген hTERT, напротив, 

поддерживал одновременную экспрессию как Eomes, так и T-Bet. 

3.2.6 NK-клетки сохраняли пропорцию субпопуляции Eomes+T-Bet+ после 2 месяцев 

культивирования in vitro с IL-2+K562-mbIL21 

 Поскольку самые высокие показатели пролиферации и повышенная выживаемость 

NK-клеток наблюдались при стимуляции IL-2+K562-mbIL21, мы продолжили измерения 

Eomes и T-Bet для NK-клеток, культивируемых с IL-2+K562-mbIL21. Через 2 месяца после 

выделения ex vivo NK-клетки Eomes+T-Bet+ представляли наиболее общирную фракцию в 

культурах, и их доля составляла 55-75%, в то время как другие субпопуляции Eomes+/−T-

Bet+/− по отдельности составляли менее 30% клеток. Затем мы изучили изменение 

соотношения NK-клеток Eomes+ и T-Bet+ с первого по второй месяц после выделения ex 

vivo. Доля NK-клеток T-Bet+ увеличивалась на 14-30% независимо от типа трансдукции. 

Доля клеток Eomes+ увеличилась на 13-26% в нетрансдуцированных и hTERT-NK-клетках 

и осталась практически неизменной (менее 5%) в iCasp9-модифицированных NK-клетках. 

Мы также отслеживали изменения в пропорциях субпопуляций Eomes+/−T-Bet+/−, которые 

происходили в культурах NK-клеток в период между первым и вторым месяцем после 

выделения ex vivo. Фракция клеток Eomes+T-Bet+ сохраняла свою пропорцию с течением 

времени, что благоприятно влияло на состояние активации NK-клеток, поскольку 

предполагается, что эти клетки проявляют функциональную и пролиферативную 
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активность без признаков истощения. Фракции клеток Eomes−T-Bet+ и клеток Eomes−T-Bet− 

оставались неизменными (Рисунок 12А). Таким образом, предположительно, трансгены 

hTERT и iCASP9 регулируют баланс экспрессии Eomes и T-Bet, но стимуляция фидерными 

клетками K562-mbIL21 обеспечивала поддержание фракции функционально активных 

клеток Eomes+T-Bet+. 

3.2.7 Несмотря на сходные уровни экспрессии генов EOMES и TBX21, через два 

месяца после выделения ex vivo NK-клетки продемонстрировали увеличение 

экспрессии проапоптотических факторов и более истощённый фенотип 

 Мы также изучили уровни экспрессии генов EOMES и TBX21, кодирующих факторы 

транскрипции Eomes и T-Bet; а также уровни экспрессии генов, способствующих 

выживанию, BCL2, MCL1, BCL2L1 (BCL-XL) и BIRC5; проапоптотических генов BAX, BAD, 

BAK1, DIABLO и BBC3 (PUMA); генов TIM3, TIGIT и LAG3, кодирующие иммунные 

контрольные точки; и генов, ассоциированных с истощением SOCS1-3 и CISH (Cis). В NK-

клетках, стимулированных IL-2+K562-mbIL21 в течение двух месяцев, наблюдалось 

снижение уровней мРНК факторов, способствующих выживанию, а именно Bcl-2 и Birc-5, 

наряду с повышением уровня мРНК BAK1 и BBC3 (PUMA) проапоптотических факторов. 

Уровни мРНК транскрипционных факторов Eomes и T-Bet оставались неизменными. 

Уровень транскриптов TIM3 иммунной контрольной точки со временем снижался, в то 

время как уровень гена CISH, кодирующего ингибитор цитокиновой сигнализации Cis, 

повышался. В целом, NK-клетки сместили баланс выживаемости в сторону гибели клеток, 

но уровни экспрессии транскриптов, кодирующих некоторые иммунные контрольные 

точки, не увеличились, а даже снизились (Рисунок 13).  
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 Рисунок 13. Динамика нормализованных уровней экспрессии мРНК генов EOMES и 

TBX21, кодирующих факторы транскрипции Eomes и T-Bet, а также уровни экспрессии 

факторов, способствующих выживанию, BCL2, MCL1, BCL2L1 (BCL-XL) и BIRC5, 

проапоптотических BAX, BAD, BAK1, DIABLO и BBC3 (PUMA), кодирующих иммунные 

контрольные точки TIM3, TIGIT и LAG3, и генов и SOCS1-3 и CISH, связанных с 

истощением. Данные получены для NK-клеток, модифицированных hTERT и/или iCASP9 и 

культивируемых с IL-2+K562-mbIL21, в моменты времени через 1 месяц (1 м) и 2 месяца (2 

м) после выделения ex vivo. Пунктирной линией обведены группы сравнения. Критерий 

Манна-Уитни, N1m=10, N2m=3, медиана, p-value: * p<0,05; * p<0,01; * p<0,001. 

 Можно сделать вывод, что, несмотря на соизмеримые уровни экспрессии EOMES и 

TBX21 через 2 месяца после выделения клеток из периферической крови, по сравнению с 
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измерением, проведённым 4 неделями ранее, наблюдается сдвиг в балансе про-

/противоапоптотических факторов в сторону увеличения уровней экспрессии 

проапоптотических генов у всех типов модифицированных NK-клеток. Наблюдаемое 

увеличение экспрессии гена CISH, продукт которого, как известно, блокирует каскад Jak-

STAT, запускаемый стимуляцией цитокинами, может указывать на развитие истощения в 

NK-клетках. Повышение экспрессии гена CISH, скорее всего, связано с продолжительным 

культивированием клеток в среде с добавлением IL-2. 

3.2.8 NK-клетки сохраняли поверхностную экспрессию активирующих рецепторов 

через два месяца после выделения ex vivo 

 Трансдуцированные NK-клетки были исследованы на наличие поверхностных 

маркеров, указывающих на их активное функциональное состояние. Мы не выявили каких-

либо существенных трансген-опосредованных различий в поверхностных маркерах между 

NK-клетками, трансдуцированными генами hTERT и/или iCASP9. Во-первых, мы сравнили 

уровни экспрессии поверхностных рецепторов контрольных точек иммунитета PD-1, TIM-

3, TIGIT и KLGR-1, которые обычно повышаются при стимуляции цитокинами и при 

хронических заболеваниях. Сигналы от этих иммунных контрольных точек резко 

подавляют пролиферативную и цитотоксическую активность NK-клеток [238]. NK-клетки, 

стимулированные IL-2 или IL-2+IL-15, в отличие от NK-клеток, стимулированных IL-

2+K562-mbIL21, повышали уровень TIGIT и KLGR-1. Интересно, что hTERT-iCasp9-NK-

клетки характеризовались более низкими уровнями экспрессии этих маркеров в условиях 

стимуляции IL-2+IL-15 (Рисунок 14A). Клетки, несущие PD-1 и TIGIT, составляли менее 

20% NK-клеток, стимулированных IL2+K562-mbIL21. Однако большая часть (>50%) NK-

клеток экспрессировала иммунную контрольную точку TIM-3 (Рисунок 14А). Самая 

высокая экспрессия TIM-3 наблюдалась среди NK-клеток, стимулированных IL2+K562-

mbIL21, по сравнению с клетками, стимулированными цитокинами IL-2 или IL-2+IL-15 

(Рисунок 14А). 
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 Рисунок 14. Соотношение NK-клеток, модифицированных генами hTERT и/или 

iCASP9, через 2 месяца после выделения ex vivo. Представлены данные для 3 типов 

стимуляции: IL-2, IL-2+K562-mbIL21 и IL-2+IL-15. А) Уровни экспрессии иммунных 

контрольных точек TIM-3, TIGIT и KLGR-1. Пунктирные рамки обозначают сравниваемые 

группы. Двусторонний анализ ANOVA с использованием теста множественных сравнений 

Тьюки, n=3, среднее значение, p-value: * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Б) Поверхностная 

экспрессия (средние значения) CD16, KIR (KIR2DL2/DL3), PD-1, NKG2C, CD57, CD56, 

NKG2A, HLA-DR, NKp30, NKp44 и NKp46 для NK-клеток, стимулированных IL2+K562-

mbIL21. 

 Поскольку модифицированные NK-клетки, культивируемые в течение 2 месяцев с 

IL-2+K562-mbIL21, показали наибольшую экспансию и выживаемость, мы оценили 

дополнительный набор поверхностных маркеров, соответствующих состоянию активации 

NK-клеток (CD16, KIR (KIR2DL2/DL3), NKG2C, CD57, CD56, NKG2A, HLA-DR, NKp30, 

NKp44 и NKp46) (Рисунок 14Б). 

 Около 80% NK-клеток после двух месяцев культивирования с IL-2+K562-mbIL21 во 

всех культурах были положительными по наличию рецептора антителозависимой 

клеточной цитотоксичности CD16. Все NK-клетки имели чрезвычайно высокую плотность 

маркера CD56 на своей клеточной поверхности и демонстрировали высокие уровни 
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экспрессии NKp30, NKp44 и NKp46. В этих культурах также было отмечено низкое 

содержание клеток CD57+. Более 60% NK-клеток экспрессировали рецептор NKG2A, и 

менее 50% NK-клеток были KIR2DL2/DL3+ (Рисунок 14Б). 

 Таким образом, не было отмечено негативного влияния трансгенов на экспрессию 

различных поверхностных маркеров в модифицированных клетках. Все выявленные 

различия в фенотипе были в основном обусловлены различными типами стимуляции. 

Стимуляция комбинацией IL-2+K562-mbIL21 приводила к накоплению NK-клеток с 

фенотипом, который можно считать наиболее благоприятным для 

иммунотерапевтического применения. 

3.2.9 Оверэкспрессия hTERT улучшает функциональную активность NK-клеток 

 Чтобы выявить пути, которыми hTERT участвует в поддержании функциональной 

активности NK-клеток, мы провели анализ RNAseq экспрессии генов и сравнили 

полученные данные с результатами функциональных тестов: анализом дегрануляции в 

ответ на распознавание клеточной линии K562 и анализом цитокин-индуцированной 

продукции IFN-γ. Предварительно активированные в течение 5 дней NK-клетки донора 

серопозитивного по антителам к цитомегаловирусу (hCMV), Эпштейн-Барр (EBV) вирусу 

и SARS-CoV-2 вирусу были трансдуцированы ретровирусными частицами для обеспечения 

стабильной экспрессии генов iCASP9 и/или hTERT. В временной точке 1 месяц после 

выделения был проведен сбор данных функциональной активности и лизатов для 

последующего транскриптормного анализа. 

 Показано, что NK-клетки, несущие только ген hTERT характеризуются повышенным 

уровнем дегрануляции в ответ на распознавание клеток мишеней К562 в сравнении с 

hTERT-iCasp9-NK-клетками, iCasp9-NK-клетками. Также отмечена повышенная плотность 

LAMP-1 (LAMP-1 MFI) на поверхности hTERT-NK-клеток. Популяции hTERT-iCasp9-NK-

клеток в образцах без добавления K562 показала повышенный уровень базовой 

дегранулирующих клеток LAMP-1+ в сравнении с hTERT-NK-клетками и iCasp9-NK-

клетками (Рисунок 15А). Для клеток, несущих iCASP9, hTERT-iCasp9-NK-клеток и iCasp9-

NK-клеток, отмечали склонность к повышенному уровню продукции IFN-γ в ответ на 

цитокиновую стимуляцию в сравнении с hTERT-NK-клетками, что согласовалось как с 

увеличением пропорции клеток IFN-γ +, так и в повышении внутриклеточного содержания 

IFN-γ (Рисунок 15Б). 
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 Рисунок 15. Функциональная активность hTERT-NK-клеток, hTERT-iCasp9-NK-

клеток, iCasp9-NK-клеток. А) Дегрануляция в ответ на распознавание клеток линии К562. 

Левая половина – доля NK-клеток LAMP-1+, правая половина – средний уровень 

флуоресценции (MFI), отражающий плотность LAMP-1 на поверхности клетки. 

Дополнительно выделенная область показывает долю базово дегранулирующих (без 

добавления К562 в образец) NK-клеток на большей выборке доноров, N=7. Ранговый тест 

совпадающих пар по Уилкоксону: p-value: * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. Б) 

Цитокинзависимая продукция IFN-γ. Левая половина – доля NK-клеток IFNγ+, правая 

половина – средний уровень интенсивности флуоресценции (MFI), отражающий 

внутриклеточное содержание IFN-γ. 2-way ANOVA: p-value: * p<0.05; ** p<0.01; *** 

p<0.001. 

 Экспериментальные данные были проанализированы в сочетании с данными RNA-

seq, полученными в результате сравнения hTERT-NK-клеток и iCasp9-NK-клеток. Согласно 

анализу экспрессии генов, hTERT-NK-клетки характеризуются более высокими уровнями 

транскриптов гранзима В (GZMB). Это соответствует результатам, полученным при 

тестировании на дегрануляцию, поскольку гранзим В является основным компонентом 

литических везикул. Напротив, уровни транскрипта IFNG также были повышены в hTERT-

NK-клетках, но анализ продукции IFN-γ, индуцированной цитокинами, показал более 

низкие уровни IFN-γ+ клеток в популяции hTERT-NK-клеток по сравнению с iCasp9-NK-

клетками (Рисунок 16). Незначительное снижение активности гена JAK1 при Log2FC=-0,20 

и p-adj=5,4×10-3 может приводить к нарушению достаточной передачи сигнала от IL-2R и 

снижению продукции IFN-γ при стимуляции цитокинами. Однако экспрессия IL2RA была 
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повышена при Log2FC=0,39 и p-adj=1,15×10-2, тогда как экспрессия IL12RB2 была снижена 

при Log2FC=-0,34 и p-adj=2,7×10-3 в hTERT-NK-клетках. Эти модуляции экспрессии не 

позволяют нам точно определить, какой фактор преобладает в снижении продукции IFN-γ 

в hTERT-NK-клетках, стимулируемых цитокинами. hTERT-NK-клетки по-прежнему 

демонстрировали более высокое состояние активации по сравнению с контролем, которое 

также заключалось в повышенном уровне CD69 с Log2FC=0,27 и p-adj=2,861×10-7. 

  

 Рисунок 16. Репрезентативная диаграмма KEGG pathview данных РНК-

секвенирования, предварительно прошедших обработку DESeq2. Представлены гены NK-

клеточной натуральной цитотоксичности “Hsa04650” для сравнения hTERT-NK-клеток vs 

iCasp9-NK-клеток. 

 Транскриптомный анализ популяций hTERT-NK-клеток, hTERT-iCasp9-NK-клеток 

в сравнении с iCasp9-NK-клетками был проведён через месяц после выделения NK-клеток 

ex vivo с целью выявления ассоцииации оверэкспрессии гена теломеразы с функциональной 

активностью и выживаемостью исследуемых NK-клеток. Были идентифицированы 

диффэкспрессированные гены (DEGs: p-adj<0,05, abs(Log2FC)>0,58), а также гены 
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экспрессированные сходным образом в группах сравнения: 1) hTERT-NK-клеток vs iCasp9-

NK-клеток и 2) hTERT-iCasp9-NK-клеток vs iCasp9-NK-клеток. 

 Для групп сравнения hTERT-NK-клеток против iCasp9-NK-клеток было выявлено 

126 диффэкспрессированных гена (DEGs: p-adj<0,05, abs(Log2(FC))>0,58). в сравнении 

hTERT-iCasp9-NK-клеток против iCasp9-NK-клеток было выявлено 105 DEGs. Среди 

данных генов было обнаружено 42 дифференциально экспрессированных гена, которые 

изменяли свою экспрессию в сходном направлении (были синхронно повышены или 

понижены) в обоих группах сравнения (Рисунок 17А, Таблица 4). Данные 42 гена, по все 

видимости, отражают влияние оверэкспрессии теломеразы на транскриптом NK-клеток. 

Среди этого перечня генов отмечали повышение экспрессии hTERT, что дополнительно 

подтверждает успешность проведенной модификации hTERT-NK-клеток и hTERT-iCasp9-

NK-клеток. Среди 42 генов диффэкспрессированы: 1) гены, ассоциированые с клеточной 

пролиферацией TOP2A, CDK1, FOXM1, TYMS, NDC80, TPX2, DLGAP5 и STMN1; 2) гены, 

связанные с митозом, ESPL1, NCAPH, NEK9, CDC20, SHCBP1, SPAG5, CDCA5, TIMELESS, 

TROAP, и CKAP2L; 3) гены системы репарации и репликации POLQ, LIG1, FEN1, FANCI, 

HJURP и TYMS; 4) гены, ассоциированные с эффекторными функциями иммунных клеток, 

IRF4, IFNG, CSF1, LIF, SGK1 и CX3CR1 (Рисунок 17А, Таблица 4). 

 Далее, прицельно были исследованы гены, ассоциированные с функциональной 

активностью, пролиферацией и выживаемостью NK-клеток. Наблюдали синхронное 

повышение в популяциях с оверэкспрессией теломеразы (hTERT-NK-клетках и hTERT-

iCasp9-NK-клетках) уровня транскритов гена CSF1, кодирующего колониестимулирующий 

фактор 1, увеличение экспрессии IFNG, кодирующего IFN-γ, и транскриптов LIF (фактора, 

подавляющего лейкемию). Экспрессия хемокинового рецептора 1 с мотивом C-X3-C 

(CX3CR1), наоборот, была понижена. В популяции hTERT-iCasp9-NK-клеток отмечали 

повышение экспрессии SPRY1, который активирует NF-κB сигналлинг. Среди hTERT-

iCasp9-NK-клеток также был повышен уровень транскриптов CSF2RB, бета-субъединицы 

рецептора колониестимулирующего фактора 2. Экспрессия С-С хемокиновый рецептор 2-

го типа (CCR2), наоборот была понижена (Рисунок 17Б, Таблица 4). 
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 Рисунок 17. Общие черты транскрипционного профиля hTERT-NK-клеток, hTERT-

iCasp9-NK-клеток в сравнении против iCasp9-NK-клеток. А) Визуализация общих 

дифференциально экспрессированных генов (DEGs: p-adj<0,05, abs(Log2FC)>0,58). Б) 

Тепловая карта нормализованного количества генов для hTERT-NK-клеток (Т), hTERT-

iCasp9-NK-клеток (ТС) и iCasp9-NK-клеток (С). В рядах представлены нормализованные 

данные по Z-score. Красным цветом обозначены транскрипты с повышенной экспрессией, 

синим – с пониженной. Представлена выборка генов на основе базы данных Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG): “Hsa04650” Цитотоксичность, опосредуемая 

естественными клетками-киллерами, “ Hsa04062” Сигнальный путь хемокинов, “Hsa04210” 

Апоптоз, “Hsa04060” Взаимодействие цитокин-цитокиновый рецептор, “Hsa04630” 

Сигнальный путь Jak-STAT. Гены отфильтрованы по p-adj<0.05 из сравнений hTERT-NK-

клеток, hTERT-iCasp9-NK-клеток в сравнении против iCasp9-NK-клеток. Стрелками 

отмечены DEGs. 

 Таблица 4. Общие дифференциально экспрессированные гены из групп сравнения 

hTERT-NK-клеток vs iCasp9-клеток и hTERT-iCasp9-NK-клеток vs iCasp9-клеток. 

Общие  Повышение / 

Понижение 

  

TERT ↑ telomerase reverse 

transcriptase 

теломераза 
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ARRDC3 ↑ arrestin domain 

containing 3 

белок семейства аррестинов 

EIF3L ↑ eukaryotic translation 

initiation factor 3 

subunit L 

эукариотический фактор 

инициации трансляции 3 

субъединица L 

ESPL1 ↑ extra spindle pole 

bodies like 1, separase 

сепараза 

NEK9 ↑ NIMA related kinase 

9 

серин/треонин-протеинкиназа 

Nek9 

NCAPH ↑ non-SMC condensin I 

complex subunit H 

субъединица комплекса  

конденсина 2 

MYO1B ↑ myosin IB миозин  IB  

IRF4 ↑ interferon regulatory 

factor 4 

фактор регуляции интерферона 4 

CSF1 ↑ colony stimulating 

factor 1 

колониестимулирующий фактор 

1 

POLQ ↑ DNA polymerase 

theta 

ДНК-полимераза тета 

LIF ↑ LIF interleukin 6 

family cytokine 

фактор, подавляющий лейкемию 

NDC80 ↑ NDC80 kinetochore 

complex component 

компонент кинетохорного 

комплекса NDC80 

HJURP ↑ Holliday junction 

recognition protein 

белок распознавания соединения 

Холлидея 

CIT ↑ citron rho-interacting 

serine/threonine 

kinase 

цитрон-rho-взаимодействующая 

серин/треонинкиназа 

LIG1 ↑ DNA ligase 1 ДНК-лигаза 1 

CDC20 ↑ cell division cycle 20 белок цикла клеточного деления 

20 

SHCBP1 ↑ SHC binding and 

spindle associated 1 

SHC связывающий и 

ассоциированный с веретеном 

деления 1 
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SGK1 ↑ serum/glucocorticoid 

regulated kinase 1 

киназа 1, регулируемая 

сывороткой/глюкокортикоидами 

IFNG ↑ interferon gamma интерферон гамма 

CDK1 ↑ cyclin dependent 

kinase 1 

циклин-зависимая киназа 

FOXM1 ↑ forkhead box M1 транскрипционный фактор 

Forkhead box protein M1 

FANCI ↑ FA complementation 

group I 

группа I комплементации при 

анемии Фанкони 

TROAP ↑ trophinin associated 

protein 

белок, ассоциированный с 

трофинином 

DEK ↑ DEK proto-oncogene Протоонкоген DEK 

FAM111B ↑ FAM111 trypsin like 

peptidase B 

FAM111 трипсиноподобная 

пептидаза B 

TYMS ↑ thymidylate 

synthetase 

тимидилатсинтетаза 

SLC5A3 ↑ solute carrier family 5 

member 3 

семейство переносчиков 

растворенных веществ 5 член 3 

NUP88 ↑ nucleoporin 88 нуклеопорин 88 

SPAG5 ↑ sperm associated 

antigen 5 

ассоциированный со 

сперматозоидами антиген 5 

TOP2A ↑ DNA topoisomerase II 

alpha 

ДНК-топоизомераза II альфа 

CDCA5 ↑ cell division cycle 

associated 5 

связанный с циклом клеточного 

деления 5 

TIMELESS ↑ timeless circadian 

regulator 

вечный циркадный регулятор 

TPX2 ↑ TPX2 microtubule 

nucleation factor 

фактор нуклеации 

микротрубочек TPX2 

CKAP2L ↑ cytoskeleton 

associated protein 2 

like 

белок 2 связанный с 

цитоскелетом 

NUP98 ↑ nucleoporin 98 and 96 

precursor 

предшественник нуклеопоринов 

98 и 96 
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TXN ↑ thioredoxin тиоредокин 

DLGAP5 ↑ DLG associated 

protein 5 

ассоциированный с DLG белок 5 

STMN1 ↑ stathmin 1 Статмин (онкопротеин 18) 

FEN1 ↑ flap structure-specific 

endonuclease 1 

эндонуклеаза Flap 1 

CYP20A1 ↓ cytochrome P450 

family 20 subfamily A 

member 1 

цитохром P450, семейство 20, 

субсумуйство A, полипептид 1 

CX3CR1 ↓ heterogeneous nuclear 

ribonucleoprotein H1 

гетерогенный ядерный 

рибонуклеопротеин H1 

HNRNPH1 ↓ C-X3-C motif 

chemokine receptor 1 

хемокиновый рецептор 1 с 

мотивом C-X3-C 

 

3.2.10 Функциональная активность NK-клеток, трансдуцированных hTERT и/или 

iCASP9, опосредована донором 

 Далее, мы исследовали большую выборку NK-клеток, трансдуцированных генами 

hTERT и/или iCASP9, от разных доноров. NK-клетки подвергли анализу на цитокин-

опосредованную продукцию IFN-γ (Рисунок 18А) и тесту на дегрануляцию, в ответ на 

распознавание клеточной линии K562, через месяц после выделения ex vivo (Рисунок 18Б). 

Не было обнаружено существенных различий между NK-клетками, модифицированными 

трансгенами hTERT и/или iCASP9, хотя в hTERT-iCasp9-NK-клетках наблюдалось 

незначительное снижение доли клеток LAMP-1+ по сравнению с другими культурами NK-

клеток: 60% в нетрансдуцированных NK-клетках, 67% в hTERT-NK-клеток, 48,4% в 

hTERT-iCasp9-NK-клетках и 66,9% в iCasp9-NK-клетках (Рисунок 18Б). Мы отметили 

распределение NK-клеток по доли клеток IFN-γ+, ответивших на цитокиновую стимуляцию, 

на 2 почти равные группы (группа I: IFN-γ>50% и группа II: IFN-γ<50%). Прчём подобное 

разделение было выявлено для всех попяций NK-клеток, нетрансдуцированных или 

модифицированных hTERT и/или iCASP9 (Рисунок 18). Аналогичные группы наблюдались 

для данных по дегрануляции, где группа I соответствовала слабо дегранулированным 

клеткам с MFI<5, тогда как группа II характеризовалась MFI>5. Таким образом, в группе I 

большинство NK-клеток были способны к интенсивной продукции IFN-γ и 

демонстрировали низкую интенсивность дегрануляции на клетку. Во II группе, напротив, 
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NK-клетки были менее вовлечены в выработку IFN-γ, но были способны к интенсивной 

дегрануляции. 

  

 Рисунок 18. Функциональная активность NK-клеток, модифицированных генами 

hTERT и/или iCASP9, через месяц после их выделения ex vivo. A) Доля NK-клеток, 

накапливающих IFN-γ в ответ на цитокины IL-2, IL-12 и IL-18 (верхний график). 

Интенсивность, нормализованной к FMO контролю, цитокинзависимой продукции IFN-γ в 

пересчёте на клетку измеряли по средней интенсивности флуоресценции (MFI) (нижний 

график). Б) Доля NK-клеток, способных к дегрануляции, измеренная по наличию 

поверхностной экспрессии LAMP-1 в ответ на распознавание клеток-мишеней K562 

(верхний график). Интенсивность дегрануляции в среднем на клетку в ответ на 

распознавание клеток K562, которая была измеренна по средней интенсивности 

флуоресценции, нормализованной на уровень базальной дегрануляции (нижний график). 

Клетки также были разделены на группы I (IFN-γ>50% и MFI LAMP-1<5) и II (IFN-γ<50% 

и MFI LAMP-1>5). В) Зависимость продукции IFN-γ от донора. Обычный односторонний 

анализ ANOVA, n = 7 доноров. 

 Такая группировка позволила нам определить прогностические факторы, которые 

могли бы влиять на силу функционального ответа у изученных типов NK-клеток. 

Интересно, что функциональная активность в конце первого месяца после выделения 

различалась среди доноров (Рисунок 18Б). 



78 
 

 Были исследованы уровни экспрессии транскрипционных факторов Eomes и T-Bet, 

которые, как известно, оказывают непосредственное влияние на функциональное состояние 

NK-клеток [57]. Экспрессию генов определяли с помощью qPCR через месяц после 

выделения ex vivo. Уровень экспрессии мРНК TBX21 (кодирует T-Bet) был значительно 

выше в группе I по сравнению с группой II, в то время как для EOMES очевидной разницы 

выявлено не было (Рисунок 19). 

 

 Рисунок 19. Нормализованные уровни экспрессии транскриптов, EOMES и TBX21, 

кодирующих факторы транскрипции Eomes и T-Bet, а также уровни экспрессии 
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транскриптов BCL2, MCL1, BCL2L1 (BCL-XL) и BIRC5 факторов, способствующих 

выживанию, транскриптов BAX, BAD, BAK1, DIABLO и BBC3 (PUMA) проапоптотических 

факторов, транскриптов TIM3, TIGIT и LAG3 контрольных точек иммунитета и 

транскриптов SOCS1-3 и CISH ингибиторов цитокинового сигналлинга для NK-клеток 

группы I (IFN-γ>50% и MFI LAMP-1<5) и группы II (IFN-γ<50% и MFI LAMP-1>5) через 

месяц после выделения ex vivo. Анализ по критерию Манна-Уитни, n= 7 доноров (группа I: 

n=13, группа II: n=14), медиана, p-value: * p<0,05; ** p<0,01. 

 Наряду с уровнями экспрессии EOMES и TBX21, были определены уровни мРНК 

BCL2, MCL1, BCL2L1 (BCL-XL) и BIRC5 генов, отвечающих за выживание, 

проапоптотических генов BAX, BAD, BAK1, DIABLO и BBC3 (PUMA) и генов SOCS1-3 и 

CISH, ассоциированных с истощением, и были оценены гены TIM3, TIGIT и LAG3, 

кодирующие контрольные точки иммунитета (Рисунок 19). NK-клетки I группы 

характеризовались более высокими уровнями экспрессии транскриптов TBX21, 

проапоптотических факторов DIABLO, BAD, транскриптов иммунных контрольных точек 

TIM3 и транскриптов CISH, связанных с истощением, и более низкими уровнями 

экспрессии генов обеспечивающих выживание MCL1, BCL2, BIRC5, по сравнению с 

популяциями NK-клеток группы II. Для других исследованных генов существенных 

различий не наблюдалось.  

 В результате было показано, что выработка IFN-γ повышается одновременно с 

уровнями T-Bet и варьирует у разных доноров. Однако нам не удалось подтвердить какую-

либо связь между цитокин-зависимой продукцией IFN-γ и другими характеристиками 

донора, такими как пол, возраст, серопозитивность к вирусным инфекциям, таким как 

hCMV, SARS-CoV-2 и EBV. 

3.3 Изучение эффективности направленной элиминации в iCasp9-клетках 

3.3.1 Эффективность направленной элиминации зависит от уровня экспрессии 

трансгена и времени инкубации с димеризатором в клетках iCasp9-Raji 

 Клетки iCasp-Raji были исследованы в качестве модельной системы.  iCasp-Raji 

были отсортированы по уровню флуоресценции репортерного белка GFP на популяции 

“High 1” (MFI: 8266± 94,42 SEM), “High 2” (MFI: 7564± 93,45 SEM) и “Low” (MFI: 3118± 

75,61 SEM) и проинкубированы с CID (10, 20, 100, 150, 200 нМ) в течение 1ч, 2ч, 24ч. Так, 

было показано, что концентрации 10 нМ CID достаточно для запуска апоптоза клеток iCasp-

Raji, увеличение концентрации димеризатора не влияет на снижение доли живых клеток 
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при длительной инкубации (24ч), эффективность действия CID зависит от уровня 

экспрессии трансгена в трансдуцированых клетках. Также отмечен выход на 

разноуровневое плато по доли живых клеток в результате инкубации 24ч в зависимости от 

исходного уровня MFI GFP популяций. Вероятно, клетки с низким уровнем экспрессии 

трансгена не способны уйти в апоптоз при данных условиях. При малых длительностях 

инкубации (1ч и 2ч) доля живых клеток снижается по мере увеличения концентрации 

димеризатора, что, возможно, связано с большей скоростью индукции апоптоза при 

повышении концентрации димеризатора. Присутствие ДМСО, растворителя CID, в среде 

не влияет на выживаемость клеток (Рисунок 20). 

 

 Рисунок 20. Изучение эффективности направленной элиминации iCasp9-

модифицированных клеток линии Raji, отсортированных по средним уровням 

флуоресценции GFP на “High 1”, “ High 2” и “Low”. 

3.3.2 Индукция апоптоза в ответ на химический индуктор димеризации в 

субпопуляциях CD57−KIR2DL2/3+/−NKG2C+/− iCasp9-NK-клеток 

 Затем мы проанализировали возможность индукции клеточной гибели путём 

активации апоптоза димеризацией суицидной конструкции на основе каспаза-9 в iCasp9-

модифицированных NK-клетках (Рисунок 21). NK-клетки, инкубированные с химическим 

индуктором димеризации (CID) или ДМСО (растворителем CID), окрашивались 

флуоресцентномеченным AnnexinV-PE и SYTOX-VioBlue. Во-первых, мы убедились, что 

присутствие ДМСО (растворителя CID) в среде в концентрациях, равных содержанию 

ДМСО в образцах с CID, не влияет на выживаемость клеток (Рисунок 21А). Добавление 

CID приводило к уменьшению доли NK-клеток GFP+ в смешанной популяции клеток GFP+ 

и GFP− после трансдукции (Рисунок 21А). CID не повышал уровень апоптоза в 

немодифицированных NK-клетках, тогда как заметный проапоптотический эффект CID 

наблюдался в iCasp9-NK-клетках GFP+ (Рисунок 21А). Концентрация CID и 
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продолжительность инкубации влияли на долю живых iCasp9-NK-клеток, при этом самый 

высокий процент мёртвых клеток наблюдался у iCasp9-NK-клеток, инкубированных со 100 

нМ CID в течение 24 часов (Рисунок 21Б). 

 

 Рисунок 21. Индукция апоптоза в iCasp9-GFP-позитивных NK-клетках химическим 

индуктором димеризации (CID). А) Доля живых NK-клеток GFP+ после 24-часовой 

инкубации со средой, содержащей ДМСО и 100 нМ CID, n=3. Б) Сравнение живых iCasp9-

NK-клеток после инкубации в течение 1ч, 12ч и 24ч с CID 10 нМ и 100 нМ. Показано 

процентное содержание живых клеток после инкубации с CID, нормализованное по доле 

живых iCasp9-NK-клеток в контроле (среда и 100 нМ ДМСО). Представлено среднее 

процентное содержание (n=2). В) Соотношение живых/мертвых iCasp9-NK-клеток после 

24-часовой инкубации при 100 нМ CID было нормализовано по отношению к общему 

количеству живых/мёртвых клеток в контрольной группе, n=2. Фракция мёртвых iCasp9-

NK-клеток (чёрная) состоит из клеток Annexin V+ и/или SytoxVioBlue+ (красная) и клеток, 

разрушенных до измерения и не видимых при проточной цитометрии как NK-клетки GFP+ 

(серая). Фракция живых клеток (белая) состоит из NK-клеток GFP+ (зеленая) и NK-клеток 

AnnexinV− SytoxVioBlue− (синяя). 

 Стоит отметить, что NK-клетки, модифицированные геном iCASP9, инкубировали с 

CID на 11-й день после трансдукции. В этот период времени трансдуцированные NK-клетки 

демонстрировали высокую пролиферативную активность (Рисунок 6В). Мы выявили более 

высокие уровни индукции апоптоза в iCasp9-модифицированных субпопуляциях NK-

клеток KIR2DL2/3−NKG2C− и KIR2DL2/3−NKG2C+ по сравнению с KIR2DL2/3+NKG2C− и 

KIR2DL2/3+NKG2C+. Тем не менее, некоторые iCasp9-NK-клетки GFP+ все ещё оставались 
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живыми после инкубации с CID. Также донор-зависимые различия индукции апоптоза 

наблюдались в ответ на обработку iCasp9-NK-клеток димеризатором. Мы также 

обнаружили, что более дифференцированные NK-клетки (по наличию экспрессии CD57 и 

KIR2DL2/3), по-видимому, более устойчивы к индукции апоптоза, опосредованного CID 

(Рисунок 21). Подводя итог, можно сказать, что различные факторы, включая состояние 

дифференцировки NK-клеток, скорость пролиферации и статус активации, а также уровень 

экспрессии iCasp9-трансгена, могут влиять на регуляцию баланса сигналов выживаемости 

популяций NK-клеток, трансдуцированных iCASP9. 

3.3.3 hTERT-iCasp9-NK-клетки более устойчивы к индукции апоптоза при 

инкубации с CID по сравнению с iCasp9-NK-клетками 

 Чтобы исследовать эффекты трансгенов hTERT и iCASP9 на выживаемость NK-

клеток, мы получили 4 субпопуляции: нетрансдуцированные NK-клетки, hTERT-NK-

клетки, iCasp9-NK-клетки, hTERT-iCasp9-NK-клетки, DN-hTERT-iCasp9-NK-клетки. 

Популяции были протестированы на эффективность направленной элиминации клеток с 

помощью суицидальной конструкции iCasp9. Мы сравнили общие уровни апоптоза, 

индуцированного CID, в hTERT-iCasp9-NK-клетках и iCasp9-NK-клетках после 24ч 

инкубации. Несмотря на то, что hTERT-iCasp9-NK-клетки и iCasp9-NK-клетки 

продемонстрировали сопоставимые уровни экспрессии транскриптов iCASP9, было 

показано, что hTERT-iCasp9-NK-клетки более устойчивы к индукции апоптоза, 

опосредованной iCasp9, при инкубации с CID по сравнению с iCasp9-NK-клетками 

(Рисунок 21А, Б). А именно, после 24-часовой инкубации 10 нМ или 100 нМ CID запускали 

индуцию клеточной гибели до 56% (в среднем 28,6%) популяции iCasp9-NK-клеток, тогда 

как менее 19% (в среднем 10%) популяции hTERT-iCasp9-NK-клеток реагировали на 

димеризатор. Примечательно, что ни hTERT-NK-клетки, ни нетрансдуцированные NK-

клетки не подвергались индукции апоптоза при инкубации с CID. 

 Принимая во внимание, что оверэкспрессия hTERT может противодействовать 

индукции клеточной гибели [239], мы решили определить возможную роль неканонических 

функций, опосредованных теломеразой (функций, которые не заключаются в удлинении 

теломер), в выживании NK-клеток. DN-hTERT-iCasp9-NK-клетки, а также hTERT-iCasp9-

NK-клетки проявляли устойчивость к индукции клеточной гибели при обработке CID в 

концентрациях 10 нМ и 100 нМ (Рисунок 21А, Б). Поскольку DN-hTERT кодирует 

доминантно-негативную форму hTERT, у которого отсутствуют каталитические функции, 
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полученные результаты подтвердили идею о том, что неканонические функции hTERT 

могут противодействовать апоптозу, вызванному iCasp9 при добавлении CID. 

 

 Рисунок 21. Оценка эффективности индукции клеточной гибели суицидальной 

конструкцией iCasp9 в NK-клетках, трансдуцированных генами iCASP9, hTERT и DN-

hTERT. А) Cнижение доли живых NK-клеток после обработки 10 нм и 100 нм CID в течение 

24 часов нормализовалось по проценту живых NK-клеток в контрольной группе клеток, 

инкубированных в присутствии ДМСО, растворителя CID. Тест множественных сравнений 

Тьюки использовали для сравнения нетрансдуцированных NK-клеток, n=5; hTERT-NK-

клеток, n=4; iCasp9-NK-клеток, n=14; hTERT-iCasp9-NK-клеток, n=11; DN-hTERT-iCasp9-

NK-клеток, n=8. Среднее+/-SEM. Б) Репрезентативные графики NK-клеток, окрашенных 

AnnexinV-PE и SYTOX-AADvanced, после 24-часовой обработки CID. 

3.3.4 NK-клетки с различными типами трансгенов (hTERT, hTERT+iCASP9, iCASP9) 

по-разному регулируют выживаемость и апоптоз 

 hTERT известен своими неканоническими функциями, которые могут 

способствовать выживанию клеток. Теломераза может напрямую (например, в качестве 

кофактора транскрипции [240,241] или косвенно (например, путём настройки передачи 

сигналов NF-κB [180]) модулировать уровни транскрипции генов, способствующих 

выживанию или апоптозу. Принимая во внимание повышенную выживаемость hTERT-

iCasp9-NK-клеток по сравнению с iCasp9-NK-клетками после добавления CID, мы 

проанализировали изменения уровней мРНК с помощью qPCR: 1) трансгенов hTERT и 

iCasp9, 2) EOMES и TBX21, кодирующих факторы транскрипции Eomes и T-bet; 3) гены, 
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DIABLO, BAX и BAD проапоптотических факторов; 4) гены BIRC5, MCL1, BCL2, BCL2L1, 

способствующие выживанию.  

 Поскольку уровни трансгенов и экспрессии апоптотических генов могут зависеть 

друг от друга, мы выявили ассоциации между генами выживаемости и про-

апоптотическими генами с помощью корреляционного анализа. Данные об экспрессии 

генов, собранные с помощью qPCR, были разделены на 4 группы в соответствии с 

генетическими модификациями: нетрансдуцированные NK-клетки, hTERT-NK-клетки, 

hTERT-iCasp9-NK-клетки и iCasp9-NK-клетки (Рисунок 22). 

 В качестве контроля использовали нетрансдуцированные NK-клетки, поскольку 

баланс про- и противоапоптотических факторов в этих клетках в основном определяется 

условиями окружающей среды, доступностью цитокинов и факторов роста. 

Нетрансдуцированные NK-клетки образовали кластер положительно ассоциированных 

генов, таких как DIABLO, EOMES, BIRC5, BAX и MCL1 (ассоциированного с BAX и BIRC5). 

DIABLO показал положительную корреляцию уровней экспрессии с BAD, а MCL1 также 

коррелировал с BCL2. TBX21 был положительно связан с BCL2L1 и кластеризовался 

отдельно от других изученных генов (Рисунок 22А). В hTERT-NK-клетках корреляционный 

анализ выявил иную картину взаимосвязей между уровнями экспрессии генов: уровни 

мРНК BCL2 и BAX были достоверно положительно связаны, в то время как hTERT 

демонстрировал тенденцию к отрицательной корреляции с DIABLO (Рисунок 22Б). Для 

анализа эффектов трансгена iCASP9 были изучены корреляции внутри iCasp9-NK-клеток. 

Часть кластера, ранее наблюдавшегося в нетрансдуцированных NK-клетках, сохранилась в 

iCasp9-NK-клетках и включала гены EOMES, BIRC5, BAD, BCL2. Отдельно iCASP9 был 

положительно связан с DIABLO, который, в свою очередь, положительно коррелировал с 

TBX21. Мы также заметили сильную положительную корреляцию для hTERT и BCL2L1 и 

отдельно для BCL2 и MCL1 (Рисунок 22В). Наконец, мы изучили взаимодействие между 

генами hTERT и iCASP9 в hTERT-iCasp9-NK-клетках. Были обнаружены два отдельных 

кластера: 1-й – iCASP9, BAD, BAX, BCL2, MCL1; 2-й – DIABLO, EOMES, BCL2L1, BIRC5 и 

TBX21 с тенденцией к положительной ассоциации с hTERT (Рисунок 22Г).  

 Таким образом, iCASP9 показал положительную связь с проапоптотическим геном 

DIABLO или BAD, тогда как hTERT положительно коррелировал с факторами BCL2L1 и 

BIRC5, способствующими выживанию, и отрицательно - с DIABLO. Для hTERT-iCasp9-NK-

клеток мы заметили наиболее очевидное разделение уровней транскрипции изученных 
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генов на два кластера. Это указывает на независимый эффект каждого из трансгенов, hTERT 

и iCASP9, способствующий выживанию NK-клеток. 

 

 Рисунок 22. Взаимосвязь уровней экспрессии генов апоптоза BAD, BAX, DIABLO, 

BCL2, BCL2L1 (Bcl-XL), MCL1, BIRC5, трансгенов hTERT и iCASP9, а также генов EOMES 

и TBX21, кодирующих транскрипционные факторы Eomes и T-bet, в NK-клетках. В правом 

верхнем углу каждого графика представлены сгруппированные корреляционные матрицы, 

а в левом нижнем углу - графическое представление данных (abs(r)>0,3). Показаны 
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корреляции уровней экспрессии генов для А) нетрансдуцированных NK-клеток, n=10; Б) 

hTERT-NK-клеток, n=7; В) iCasp9-NK-клеток, n=9; Г) hTERT-iCasp9-NK-клеток, n=7. 

Корреляционный тест Спирмена. Крестиком обозначено p-value>0,05. 

3.3.5 “Выжившие” (CID)-iCasp9-NK-клетки и “резистентные” hTERT-iCasp9-NK-

клетки по сравнению с “восприимчивыми” iCasp9-NK-клетками имеют тенденцию 

активировать гены, связанные с клеточным циклом, в то время как повышенные 

уровни BIRC3, не являются единственным фактором, определяющим выживаемость 

NK-клеток после активации iCasp9 

 Принимая во внимание, что hTERT может модулировать внутриклеточные 

сигнальные пути и транскриптомную активность в NK-клетках и усиливать пути, 

способствующие выживанию [182,242], оверэкспрессия hTERT может противодействовать 

гибели клеток, опосредованной iCasp9. Ранее мы показали, что оверэкспрессия hTERT и 

суицидная конструкция iCasp9 по-разному модулируют баланс про- и 

противоапоптотических факторов в NK-клетках. В результате, мы исследовали 

транскриптомные изменения в модифицированных клетках с использованием анализа 

методом РНК секвенирования для более глубокого понимания возможных причин 

повышенной выживаемости hTERT-iCasp9-NK-клеток при добавлении CID. Мы 

исследовали 3 набора модифицированных NK-клеток: hTERT-iCasp9-NK-клетки, iCasp9-

NK-клетки и (CID)-iCasp9-NK-клетки (iCasp9-NK-клетки, которые подвергались 24-

часовому воздействию CID в концентрации 100 нМ). 

 Все измерения были проведены в тот же момент времени, когда были собраны 

образцы для транскриптомного анализа, а именно через месяц после выделения NK-клеток 

из периферической крови. Сначала мы сравнили iCasp9-NK-клетки, обработанные CID 

((CID)-iCasp9-NK-клетки), с iCasp9-NK-клетками. Мы определили 402 дифференциально 

экспрессируемых гена (DEGs) (p-adj<0,05 и abs(Log2FC)>0,58), из которых 251 DEGs был 

активирован (upDEGs), а 151 DEGs был снижен (downDEGs) (Рисунок 23А, Б). ZC3HC1, 

CDC25A, CCNE2, ESCO2, связанные с клеточным делением, были одними из наиболее 

значимо активированных генов. Мы также наблюдали снижение активности IFIT3, 

белковый продукт которого защищает от апоптоза, опосредованного митохондриями [243]. 

Уровень ZNF550, кодирующего транскрипционный фактор с предсказанной ДНК-

связывающей активностью, также был значительно повышен, тогда как уровень другого 

транскрипционного фактора FOSB был снижен. Среди факторов, связанных с апоптозом, 

были повышены уровни BIRC3 и FADD, тогда как NAIP, FOS, CTSK, iCASP9, NFKBIA, 
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DDIT3 были снижены. Таким образом, “выжившие” (CID)-iCasp9-NK-клетки 

демонстрировали большое количество DEGs, участвующих во внутриклеточных 

сигнальных путях, способных компенсировать разрушительные эффекты iCasp9 (Рисунок 

23Б). 

 Во-вторых, мы провели сравнение hTERT-iCasp9-NK-клеток с iCasp9-NK-клетками. 

Поскольку мы уже показали, что hTERT-iCasp9-NK-клетки более устойчивы к индукции 

клеточной гибели димеризатором, мы идентифицировали некоторые особенности, 

определяющие повышенную выживаемость hTERT-iCasp9-NK-клеток. При сравнении 

hTERT-iCasp9-NK-клеток и iCasp9-NK-клеток мы определили 63 upDEGs и 13 downDEGs 

(Рисунок 23Б, В). Среди upDEGs мы подтвердили оверэкспрессию TERT и обнаружили 

несколько генов, связанных с клеточным циклом: NCAPH, TTK и CDCA5. Транскрипты 

IFNG также накапливались в hTERT-iCasp9-NK-клетках. Был повышен уровень фактора, 

кодирующего EIF3L, связанного с инициацией трансляции. Среди генов с пониженной 

экспрессией мы наблюдали HNRNPH1 и SNRPD3, кодирующие белки, которые участвуют 

в сплайсинге РНК. DNAJB14, кодирующий белок, который участвует в шапероновом 

рефолдинге белков, был снижен (Рисунок 23Б). Следовательно, оверэкспрессия hTERT 

связана с усилением экспрессии генов, стимулирующих клеточный цикл, активирующих 

транскрипцию и модулирующих сплайсинг в NK-клетках. 

 Мы сопоставили транскриптомные данные двух групп сравнения 1) (CID)-iCasp9-

NK-клеток vs iCasp9-NK-клеток и 2) hTERT-iCasp-NK-клеток vs iCasp9-NK-клеток. (CID)-

iCasp9-NK-клетки активировали множество генов, участвующих в связывании и 

репликации ДНК. Для hTERT-iCasp9-NK-клеток большое количество DEGs 

соответствовало путям, регулирующим клеточный цикл и деление клеток. В целом, 

большинство DEGs, наблюдаемых в обеих группах, относятся к внутриядерным белкам 

(Рисунок 23Г). Используя анализ обогащения генного набора GeneOntology, мы 

обнаружили значительное подавление программ клеточного развития и путей регуляции 

клеточной гибели в (CID)-iCasp9-NK-клетках, тогда как для hTERT-iCasp9-NK-клеток была 

показана активация путей, участвующих в регуляции клеточного цикла. Таким образом, 

(CID)-iCasp9-NK-клетки и hTERT-iCasp9-NK-клетки характеризовались 

разнонаправленными транскриптомными изменениями по сравнению с iCasp9-NK-

клетками (Рисунок 23Г). 
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 Рисунок 23. Вулкан сравнения: А) “выжившие” (CID)-iCasp9-NK-клетки, 

подвергнутые инкубации со 100 нм CID в течение 24 часов, по сравнению с 

“восприимчивыми” iCasp9-NK-клетками; В) “устойчивые” hTERT-iCasp9-NK-клетки по 

сравнению с “восприимчивыми” iCasp9-NK-клетками. p-adj<0,05 и abs(Log2FC)>0,58. Б) 

Таблица, представляющая топ-10 генов (5 повышенных и 5 пониженных) для обоих 

сравнений, представленных на графике вулкана. Г) Представление данных RNA seq для 

“выживших” (CID)-iCasp9-NK-клеток, “устойчивых” hTERT-iCasp9-NK-клеток в 

сравнении с “восприимчивыми” iCasp9-NK-клетками, которые подвергались инкубации со 

100 нм CID в течение 24 часов. Значения DEG (p-adj<0,05 и abs(Log2FC)>0,58). Точечная 

диаграмма GeneOntology обогащения набора генов, где ось y представляет молекулярные 

пути GO, а именно биологические процессы (BP). Чем больше размер круга, тем больше 
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число генов, участвующих в пути. Круги окрашены в соответствии со значениями p-

adjusted.  

 Мы тщательно изучили уровни транскрипции генов, связанных с апоптотическими 

путями, в этих трёх типах клеток. (CID)-iCasp9-NK-клетки имели изменённые уровни 

экспрессии про- и противоапоптотических генов по сравнению с iCasp9-NK-клетками. 

Среди генов, ассоциированных с гибелью клеток, были повышены гены, ассоциированные 

с TNF сиганлингом, гены, кодирующие Bim (BCL2L11), каспазы-3, -2 и -10, в то время как 

уровень каспазы-9 был снижен. Среди генов, способствующих выживанию, ген NFKB1 и 

связанные с ним BIRC3 и TRAF2 также были активированы (Рисунок 24А). При сравнении 

hTERT-iCasp9-NK-клеток против iCasp9-NK-клеток уровень BIRC3 тоже был повышен. Мы 

также проверили уровни транскриптов BIRC3 в NK-клетках с помощью qPCR: в NK-

клетках со оверхэкспрессией hTERT (hTERT- и hTERT-iCasp9-NK-клетках) экспрессия 

BIRC3 была повышена по сравнению с нетрансдуцированными и iCasp9-

модифицированными NK-клетками (Рисунок 24Б). Поскольку iCasp9 действует на поздних 

стадиях апоптоза, повышенная экспрессия BIRC3 (кодирующего c-IAP2) может 

препятствовать апоптозу, индуцированному каспазой-9, и так может способствовать 

устойчивости NK-клеток к гибели, опосредованной iCasp9. Мы встроили конструкцию U6-

shBIRC3-cPPT в существующие векторы для снижения уровня транскрипта BIRC3 в 

модифицированных NK-клетках. NK-клетки, модифицированные shBIRC3 и генами 

iCASP9, hTERT и DN-hTERT, обрабатывали 10 нM и 100 нM CID в течение 24ч и оценивали 

индукцию клеточной гибели в них.  Мы не обнаружили каких-либо существенных 

изменений в соотношении доли апототических клеток после 24ч инкубации с CID между 

shBIRC3-модифицированными клетками и соответствующими контрольными клетками 

(Рисунок 24В). Эти результаты позволяют предположить, что различные неканонические 

функции hTERT модулируют выживаемость клеток, защищая NK-клетки. 
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 Рисунок 24. Исследование индукции клеточной гибели, опосредованной iCasp9, в 

NK-клетках с нокдауном BIRC3. А) Для всех популяций NK-клеток с использованием базы 

данных “Киотская энциклопедия генов и геномов” (KEGG) были получены 

нормализованные значения количества генов, соответствующих пути апоптоза "Hsa04210", 

с p-adj<0,05 из сравнения (CID)-iCasp9-NK-клеток vs iCasp9-NK-клеток, и нанесены на 

тепловую диаграмму. Представлены данные, нормализованные по Z-score, в каждой строке. 

Красным обозначены транскрипты с повышенной экспрессией, а синим – с пониженной 

экспрессией. Б) относительная представленность транскриптов BIRC3 в популяциях 

нетрансдуцированных NK-клеток и трансдуцированных трансгенами hTERT, 

hTERT+iCASP9 и iCASP9. Тест Манна-Уитни проведен для объединённых групп данных 

нетрансдуцированных и iCasp9-NK-клеток (n=19) в сравнении с hTERT-NK-клетками и 

hTERT-iCasp9-NK-клетками (n=12). Группы были разделены по уровню экспрессии hTERT 

в них: нетрансдуцированные и iCasp9-NK-клетки характеризуются низкой экспрессией 

hTERT по сравнению с hTERT-оверэкспрессивными hTERT-NK-клетками и hTERT-iCasp9-

NK-клетками. Среднее+/-SEM. В) Снижение доли живых NK-клеток после обработки 24ч 

10 нм и 100 нм CID нормализовалось по количеству и процентному содержанию живых 

NK-клеток в контрольной группе, инкубированной с ДМСО, растворителем CID. Тест 

множественных сравнений Тьюки. 10 популяций трансдуцированных клеток от 8 доноров 

(iCasp9-NK клетки, n=9; hTERT-iCasp9-NK клетки, n=5; DN-hTERT-iCasp9-NK клетки, n=9; 

iCasp9-shBIRC3-NK клетки, n=8; hTERT-iCasp9-shBIRC3-NK клетки, n=3; DN-hTERT-

iCasp9-shBIRC3-NK клетки, n=6). Среднее+/-SEM. 
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3.3.6 hTERT-iCasp9-NK-клетки и (CID)-iCasp9-NK-клетки о имеют общие 

транскриптомные паттерны 

 Принимая во внимание, что конструкция shBIRC3 существенно не улучшала 

эффективность индукции гибели клеток, опосредованной iCasp9, при инкубации с CID, мы 

решили исследовать другие пути и гены, которые были изменены среди “выживших” и 

“резистентных” клеток относительно “восприимчивых” клеток, с помощью анализа данных 

РНК-секвенирования. 

 Поскольку (CID)-iCasp9-NK-клетки и hTERT-iCasp9-NK-клетки изменили свой 

транскриптомный профиль разнонаправленно по сравнению с iCasp9-NK-клетками, мы 

решили сосредоточить наше исследование на общих сигнатурах между (CID)-iCasp9-NK-

клетками и hTERT-iCasp9-NK-клетками, чтобы найти особенности, определяющие 

повышенную выживаемость NK-клеток при добавлении CID. Затем из данных, полученных 

при сравнении (CID)-iCasp9-NK-клеток с iCasp9-NK-клетками и hTERT-iCasp9-NK-клеток 

с iCasp9-NK-клетками, были выделены пути, которые одновременно активировались или 

подавлялись в обоих группах сравнения. 

 Мы проанализировали полученные DEGs с использованием диаграммы Венна. 1096 

генов с p-adj<0,05 из сравнения (CID)-iCasp9-NK-клеток vs iCasp9-NK-клеток были 

противопоставлены 266 генам с p-adj<0,05 из сравнения hTERT-iCasp9-NK-клеток vs 

iCasp9-NK-клеток. 126 генов были общими для NK-клеток, устойчивых к индукции 

апоптоза, опосредованной iCasp9. Мы определили повышение экспрессии 17 генов в обоих 

сравнениях (Рисунок 25А, В) и 2 общих пониженных гена, которые отвечают за обработку 

РНК в рибонуклеопротеиновых комплексах (Рисунок 25Б, В). Было обнаружено, что 

активированные общие гены участвуют в биологических процессах, таких как деление 

клеток, иммунологических процессах и миграции клеток; а их продукты обладают серин-

треонинкиназной, гистон-модифицирующей и гистонкиназной или протеинсеринкиназной 

активностью. 126 общих генов (p-adj<0,05) из диаграммы Венна были проанализированы: 

ранжированы по соответствующим уровням Log2FC, взятым из сравнения (CID)-iCasp9-

NK-клеток с iCasp9-NK-клетками (Рисунок 25Д). Так, общие пути, связанные с миграцией 

клеток и гомеостазом кальция, были подавлены, в то время как пути, связанные с 

прогрессированием клеточного цикла, были активированы (Рисунок 25Г, Д). 

 Для путей, проанализированных по базе данных Hallmark, было показано 

обогащение генов-мишеней транскрипционного фактора E2F, которые отвечают за 

регуляцию клеточного цикла и участвуют в репликации ДНК (Рисунок 25Е). Аналогичные 
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результаты были получены при исследовании путей базы данных Reactome. Показано 

увеличение экспрессии генов “митотического клеточного цикла” (“cell cycle mitotic”) 

(Рисунок 25Ж). Пути “Hallmark TNFa signaling via NFkB”, а также “Reactome signaling via 

NTRKS”, “Reactome nuclear events kinase and transcription factor activation” и “Reactome 

signaling by receptor tyrosine kinase” были значительно снижены (Рисунок 25Е, Ж). Мы 

также выявили вовлеченность ряда транскрипционных факторов в повышение или 

понижение экспрессии генов-мишеней. Таким образом, модуляция генов-мишеней 

транскрипционных факторов: активация HSD17D8, ASH1L, BARX2, FOXD2, ZNF350 и 

CEBPZ, и подавление связывания TATAAA TATA 01 – может регулировать внутренние 

процессы NK-клеток, ответственные за их выживание (Рисунок 25З). 
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 Рисунок 25. Представление данных транскриптомного анализа “резистентных” 

hTERT-iCasp9-NK-клеток и “выживших” (CID)-iCasp9-NK-клеток, которые подвергались 

инкубации со 100 нм CID в течение 24 часов, по сравнению с “восприимчивыми” iCasp9-

NK-клетками. Представлены DEGs (p-adj<0,05 и abs(Log2FC)>0,58), где значения upDEGs 

(p-adj<0,05 и Log2FC>0,58) и downDEGs (p-adj<0,05 и Log2FC<0,58). Двухкруговые 

диаграммы Венна для общих значений А) upDEGs и Б) downDEGs. В) Нормализованные 

значения upDEGs и downDEGS были получены для всех популяций NK-клеток и нанесены 

на тепловую карту. Представлены нормализованные данные Z-score по строкам. Красным 

цветом обозначены транскрипты с повышенной экспрессией, а синим – с пониженной. Г) 

Сравнительный график GSEA для анализа молекулярных путей GO, а именно 

биологических процессов (BP), для обогащения набора генов GeneOntology. Для сравнения 

(CID)-iCasp9-NK-клеток vs iCasp9-NK-клеток и для сравнения hTERT-iCasp9-NK-клеток vs 

iCasp9-NK-клеток были выбраны 10 наиболее значимо-изменённых путей общих для обоих 

сравнений с NES>0,9 процентиля. Пути с отрицательными значениями NES обозначены 

синим цветом, а с положительными значениями NES – жёлтым. Чем больше размер круга, 

тем больше значение. Д) Представление данных РНК секвенирования “резистентных” 

hTERT-iCasp9-NK-клеток и “выживших” (CID)-iCasp9-NK-клеток, которые подвергались 

инкубации со 100 нм CID в течение 24 часов, по сравнению с “восприимчивыми” iCasp9-

NK-клетками. Общие 126 генов DE с p-adj<0,05 из обоих сравнений были 

проанализированы с помощью анализа обогащения набора генов (GSEA) и анализа 

GeneOntology обогащения набора генов (gseGO). Соответствующие значения Log2FC были 

получены для “выживших” (CID)-iCasp9-NK-клеток в сравнении с “восприимчивыми” 

iCasp9-NK-клетками. gseGO представляет молекулярные пути GO, а именно биологические 

процессы (BP). Чем больше размер круга, тем больше число генов, вовлечённых в процесс. 

Круги окрашены в соответствии со значениями p-adjusted. На оси X показаны подавленные 

и активированные гены. Столбчатые диаграммы представляют нормализованные 

показатели обогащения (NES) GSEA для Е) путей Hallmark, Ж) путей Reactome, З) 

транскрипционных факторов-мишеней (TFT). На графиках Е) Ж) З) синими линиями 

показаны пути, значительно изменённые в соответствии с p-adjusted. 

3.3.7 NK-клетки, устойчивые к индукции апоптоза, опосредованной CID, показали 

повышенную регуляцию генов, стимулирующих клеточный цикл 

 Чтобы определить изменения, происходящие в регуляции клеточного цикла NK-

клеток, мы обратились к анализу данных с использованием базы данных KEGG. Также мы 

извлекли нормализованные значения для мишеней HALLMARK E2F, которые были 
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дополнительно отфильтрованы по p-adj<0,05, полученном при сравнении (CID)-iCasp9-NK-

клеток против iCasp9-NK-клеток (Рисунок 26А). “Выжившие” (CID)-iCasp9-NK-клетки 

активировали гены, ответственные за прохождение всего клеточного цикла, в то время как 

hTERT-iCasp9-NK-клетки более узко регулировались на стадии G2 клеточного цикла. Что 

касается мишеней E2F, то подавляющее большинство генов изменили свою экспрессию в 

одном и том же направлении при сопоставлении (CID)-iCasp9-NK-клеток и hTERT-iCasp9-

NK-клеток относительно iCasp9-NK-клеток. Однако такие гены, как LRB, LUC7L3, NUP153, 

CDKN1B, MYC и ING3, по-разному изменяли экспрессию своей мРНК в hTERT-iCasp9-NK-

клетках и (CID)-iCasp9-NK-клетках по сравнению с iCasp9-NK-клетками (Рисунок 26Б). 

 

 Рисунок 26. Представление данных анализа РНК секвенирования “резистентных” 

hTERT-iCasp9-NK-клеток и “выживших” (CID)-iCasp9-NK-клеток, которые подвергались 

инкубации со 100 нМ CID в течение 24 часов, по сравнению с “восприимчивыми” iCasp9-

NK-клетками. А) На основании базы данных “Киотская энциклопедия генов и геномов” 

(KEGG), нормализованное количество генов, соответствующих пути клеточного цикла 

“Hsa04110” с p-adj<0,05, из сравнения (CID)-iCasp9-NK-клеток с iCasp9-NK-клетками, 

было извлечено для всех популяций NK-клеток и нанесено на тепловую диаграмму. 

Представлены нормализованные данные Z-score по строкам. Красным цветом обозначены 
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транскрипты с повышенной экспрессией, а жёлтым – с пониженной экспрессией. Б) 

Графики KEGG pathview для пути клеточного цикла “Hsa04110”. В верхней части 

представлены данные из сравнения для “выживших” (CID)-iCasp9-NK-клеток vs 

“восприимчивых” iCasp9-NK-клеток. В нижней части – график для “резистентных” hTERT-

iCasp9-NK-клеток в сравнении с “восприимчивыми” iCasp9-NK-клетками. 

3.3.8 Выжившие и резистентные клетки были охарактеризованы несколькими 

альтернативно сплайсированными транскриптами 

 Регуляция клеточных факторов и их функциональное состояние зависит не только 

изменением уровня экспрессии транскриптов. Ризннобразие сплайсированных изоформ 

мРНК также определяет конечное количество, структуру и качество белка. Чтобы 

исследовать изменения, связанные со сплайсингом, которые могут влиять на выживаемость 

клеток, мы провели анализ вариантов сплайсинга в 3 группах сравнения: (CID)-iCasp9-NK-

клетки vs iCasp9-NK-клеток, hTERT-iCasp9-NK-клетки vs iCasp9-NK-клеток и hTERT-NK-

клетки vs iCasp9-NK-клеток. Мы также сравнили hTERT-NK-клетки с iCasp9-NK-клетками, 

чтобы подчеркнуть роль оверэкспрессии hTERT в наблдаемы изменениях сплайсинга. Для 

всех трёх групп сравнения мы определили 5 общих альтернативно сплайсированных 

транскриптов (SUPT4H1, RFC3, SRSF3, TAPBPL, RPN2) с изменённой экспрессией по 

сравнению с iCasp9-NK-клетками, что может быть связано с повышенным уровнем 

теломеразы в клетках. Эти гены в первую очередь участвуют в фундаментальных процессах 

экспрессии генов и клеточного метаболизма. Затем мы наблюдали 12 транскриптов 

(PSMF1, CEBPB, ERCC5, RBM8A, VPS18, PLAAT4, ZNF706, HDHD3, AKAP11, NCK2, 

MED24, AARS1), которые являются общими для “выживших” и “резистентных” NK-клеток 

и связаны с меньшей склонностью этих клеток к апоптозу (Рисунок 27).  В совокупности 

они играют ключевую роль в поддержании клеточного гомеостаза, реакции на стресс и 

целостности генома. Мы также наблюдали изоформы, чувствительные к NMD (нонсенс-

опосредованному распаду), которые подвержены деградации (Рисунок 27). Таким образом, 

мы определили профиль по-разному экспрессируемых изоформ сплайсинга, баланс 

которых определяет уровни экспрессии функциональных белков. 
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 Рисунок 27. Альтернативно сплайсированные транскрипты были оценены в 

популяциях NK-клеток. “Резистентные” hTERT-iCasp9-NK-клетки, hTERT-

оверэкспрессирующие hTERT-NK-клетки и “выжившие” (CID)-iCasp9-NK-клетки, которые 

подвергались инкубации со 100 нм CID в течение 24 часов, сравнивали с 

“восприимчивыми” iCasp9-NK-клетками. А) Общие события сплайсинга были 

проанализированы с использованием диаграмм Виенна. Б) Представлены 

репрезентативные графики для генов, перечисленных в красных рамках на диаграмме 

Виенна. Верхние графики представляют наиболее распространённые изоформы, 

обнаруженные с некоторыми выделенными доменами. В нижней строке слева направо 
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показаны: экспрессия гена, экспрессия изоформы и использование изоформы. Серые 

полосы обозначают (CID)-iCasp9-NK-клетки и hTERT-iCasp9-NK-клетки, а черные полосы 

отражают iCasp9-NK-клетки. Анализ был выполнен на платформе Galaxy в соответствии с 

инструкцией 

https://training.galaxyproject.org/training-material/topics/transcriptomics/tutorials/differential-

isoform-expression/tutorial.html. 
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4. ОБСУЖДЕНИЕ 

 Применение NK-клеток против злокачественных новообразований является 

развивающейся и перспективной областью иммунотерапии. NK-клетки обладают рядом 

преимуществ перед Т-клетками [93].  

 Истощение иммунных клеток и их низкая пролиферативная способность в течение 

нескольких недель после выделения остаются ключевыми препятствиями для терапии на 

основе NK-клеток. Дополнительные манипуляции, такие как ретровирусная генетическая 

модификация и интенсивная стимуляция пролиферации, могут усугублять эти проблемы, 

сокращая продолжительность жизни клеток и снижая их активационный потенциал. 

Получение достаточного количества NK-клеток для клинического применения связано с 

рядом трудностей. Например, при терапии злокачественных новообразований необходимо 

введение значительного числа модифицированных клеток (от 1×106/кг до 9,3×106/кг) [238].  

Однако их получение осложнено из-за низкого содержания NK-клеток в периферической 

крови и сравнительно низкого пролиферативного потенциала донорских NK-клеток ex vivo. 

Кроме того, эффективная трансдукция NK-клеток затруднена ввиду их врождённой 

устойчивости к вирусной трансдукции [244], что приводит к низкому проценту успешно 

модифицированных клеток по сравнению с Т-клетками, уже широко используемыми в 

терапии [101]. Процесс культивирования NK-клеток in vitro также занимает длительное 

время (около месяца), включая этапы предварительной стимуляции, трансдукции с 

последующим наращиванием уже модифицированных клеток [238], при этом длительная 

цитокиновая стимуляция может сама по себе вызывать истощение NK-клеток. 

 Для преодоления этих ограничений, в частности для восстановления 

пролиферативного потенциала и снижения клеточного истощения, мы трансдуцировали 

NK-клетки геном hTERT, кодирующим каталитическую субъединицу теломеразы [13,14]. 

Терапевтическое использование hTERT-модифицированных NK-клеток связано с 

потенциальными рисками безопасности, что требует введения специальных механизмов 

контроля над hTERT-NK-клетками. Конструкции, содержащие ген клеточного суицида, в 

настоящее время используются для контроля долгоживущих генетически 

модифицированных лимфоцитов. Одним из таких генетических конструктов является 

суицидная система iCasp9, основанная на индуцируемой каспазе-9, уже показавшая 

многообещающие результаты в клинических исследованиях [245]. Применение 

индуцируемой каспазы-9 (iCasp9), которая активируется путём связывания с химическим 

индуктором димеризации (CID) [117], доказало свою эффективность в уничтожении CAR-
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NK-клеток как в доклинических исследованиях in vitro, так и in vivo [246]. Поэтому в данной 

работе мы объединили два подхода: повышение пролиферативного потенциала и 

функциональной активности NK-клеток за счет оверэкспрессии hTERT, сопряженное с 

обеспечением безопасности модифицированных NK-клеток путем введения гена 

индуцируемой каспазы-9 (iCasp9). 

4.1 Оптимизация ретровирусной трансдукции 

 Ранние попытки трансдукции первичных NK-клеток были значительно менее 

эффективны по сравнению с трансдукцией других лимфоцитов, например, Т-клеток, и 

достижение высокой эффективности инфицирования считалось крайне сложной задачей 

[62,101,247,248]. Поэтому определение оптимального метода трансдукции NK-клеток для 

достижения максимальной эффективности модификации является важной областью 

исследований. Мы выявили требования и методы получения ретровирусных частиц с 

высоким титром и установили условия для достижения оптимальной эффективности 

трансдукции NK-клеток периферической крови человека. Как правило, в исследованиях 

описаны протоколы сбора вируссодержащего супернатанта через 24 часа после 

трансфекции [249]. В нашей работе мы сравнили эффективность модификации клеток 

RD114-псевдотипированными вирусными частицами, собранными через 24ч, 48ч, 72ч и 96ч 

после проведения процедуры трансфекции (Рисунок 4А, Б). Мы наблюдали значительные 

изменения в соотношении GFP— позитивных клеток в зависимости от времени сбора вируса 

(Рисунок 4А, Б). Наши результаты показали, что максимальный титр вирусных частиц 

может быть получен через 24ч после сбора вируссодержащего супернатанта. Более позднее 

накопление вирусных частиц может быть связано с более медленной сборкой вирусных 

частиц с RD114 по сравнению с VSV-G. Это подтверждается недавним исследованием, 

описывающим изменения в скорости накопления SARS-CoV-2 в результате мутаций в 

белке оболочки [250]. Здесь мы показали, что наиболее эффективное время для сбора 

супернатанта вируса с псевдотипом RD114 составляет от 48 до 72 часов. Было замечено, 

что, несмотря на увеличение доли трансдуцированных клеток, среднее количество GFP на 

клетку статистически не увеличивалось независимо от времени сбора вирусного 

супернатанта (Рисунок 4Б). Таким образом, доля трансдуцированных клеток, но не 

количество копий трансгена в них, увеличивалась в зависимости от сроков сбора вируса. 

 В настоящее время широко используется общепринятая методика расчёта MOI 

(multiplicity of infection) путём тестирования стока вирусных частиц на клеточных линиях 

[221]. После полученные значения MOI используются для расчёта количества вируса для 

http://dx.doi.org/10.1038/sj.gt.3301426
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оптимального инфицирования первичных NK-клеток. Зачастую, авторы указывают 

количество MOI без указания линии клеток, по которой производились расчёты MOI [222–

225]. Однако результаты титрования вирусного супернатанта могут различаться в 

зависимости от различных клеточных линий (Рисунок 4, Таблицы 2 и 3). 

 Согласно нашим данным, несмотря на различное соотношение трансдуцированных 

клеток линий Raji и Jurkat, уровень экспрессии GFP на клетку оставался неизменным 

(Рисунок 4). Это может быть связано с различными уровнями поверхностной экспрессии 

переносчика аминокислот SLC1A5 [251,252], который определяет количество RD114-

псевдотипированных вирусных частиц, которые могут связаться с клеткой и проникнуть в 

неё. Экспрессия SLC1A5 на свежевыделенных или кратковременноактивированных (6-24 

часа) NK-клетках может варьировать во времени [253–255]. В большинстве исследований 

на длительно активированных NK-клетках также была зарегистрирована экспрессия мРНК 

ASCT2 [223] или траслируемого с нее белка SLC1A5 [222]. Стоит отметить, что трансдукция 

является комплексным процессом, эффективность которого также определяется скоростью 

деления клеток и врождённой способностью NK-клеток защищаться от чужеродных 

нуклеиновых кислот [256]. 

 Низкая скорость деления NK-клеток по сравнению с клетками Raji может 

обуславливать их сниженную восприимчивость к трансдукции, поскольку генетическая 

модификация ретровирусными частицами возможна только при отсутствии ядерной 

оболочки [257]. Например, исследование, проведённое Толгой Сутлу (Tolga Sutlu) и 

соавторами, продемонстрировало, что ингибирование противовирусного сигнального пути 

через TBK1/IKKa/β/ε с использованием неспецифического ингибитора PDKI, BX-795, 

приводит к повышению эффективности трансдукции NK-клеток [256]. Более поздняя 

работа показала, что блокирование противовирусной защиты NK-клеток усиливает 

эффективность заражения VSV-G-псевдотипированными вирусными частицами [258,259]. 

Таким образом, более низкие уровни трансдукции NK-клеток могут указывать на работу 

определённых противовирусных механизмов в первичных NK-клетках наряду со вкладом 

экспрессии SLC1A5 на поверхности клеток.  

 Далее, была исследована восприимчивость отдельных популяций NK-клеток к 

ретровирусной трансдукции. Использование NK-клеток, подобных адаптивным, в 

иммунотерапии также имеет определённые преимущества: NK-клетки NKG2C+, например, 

связаны с предотвращением РТПХ [260] и демонстрируют более высокие уровни антитело-

зависимой цитотоксичности (ADCC) [261,262].; они способны не только уничтожать 
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злокачественные новообразования HLA-E+, но и обладают повышенной алло-

реактивностью у реципиентов, несовместимых по HLA [226]. 

 Субпопуляция NK-клеток CD57+KIR+NKG2C+ характеризуется фенотипом, 

подобным клеткам памяти [263], но из-за низкого пролиферативного потенциала 

генетическая модификация этих клеток остаётся затрудненной. Подгруппа NK-клеток 

CD57+NKG2C+ часто встречается у людей, инфицированных hCMV, который вызывает 

экспансию и дифференцировку KIR2DL2/3(KIR)-экспрессирующих NK-клеток [226]. В то 

же время некоторые из NK-клеток CD57−NKG2C+ могут проявлять свойства адаптивности, 

при этом демонстрируя лучший пролиферативный потенциал [229]. Учитывая, что 

генетическая модификация NK-клеток CD57+ неэффективна [96], в этой работе мы решили 

исследовать эффективность ретровирусной трансдукции субпопуляций менее 

дифференцированных NK-клеток CD57−, которые предшествуют “memory-like” NK-

клеткам [10].  

 Приобретение NK-клетками поверхностной экспрессии KIR связано с процессом, 

называемым “лицензированием”. На этой стадии созревания NK-клетки модулируют свою 

реакцию активации и повышают функциональную активность [264]. Чтобы изучить 

восприимчивость к ретровирусной NK-клеток на разных стаях созревания, мы разделили 

NK-клетки CD57− на 4 субпопуляции, различные по уровню дифференцировки: 

KIR2DL2/3−NKG2C−, KIR2DL2/3−NKG2C+, KIR2DL2/3+NKG2C− и KIR2DL2/3+NKG2C+. 

 В результате трансдукции было показано, что NK-клетки субпопуляции KIR2DL2/3+ 

по сравнению с субпопуляцией KIR2DL2/3−, характеризуются наибольшей 

восприимчивостью к ретровирусной модификации. В то время как уровень интенсивности 

флуоресценции GFP был значительно выше в субпопуляции клеток KIR2DL2/3−NKG2C+ по 

сравнению с клетками KIR2DL2/3−NKG2C− в каждом эксперименте (Рисунок 5). 

Предпочтительная трансдукция клеток KIR+ по сравнению с NK-клетками KIR− может быть 

обусловлена более высоким уровнем экспрессии SLC1A5, именно, в подгруппе KIR+ [251], 

поскольку активированные “memory-like” NK-клетки обладают повышенной экспрессией 

рецептора SLC1A5 [254], Увеличенная пролиферативная активность предшественников 

“memory-like” NK-клеток сопряжена с повышением их метаболизма, что поддерживает 

функциональную состовляющую данных клеток. Кроме того, было показано, что NK-

клетки, трансдуцированные ретровирусными частицами, демонстрировали повышенные 

уровни рецепторов KIR2DL2/DL3 и маркера активации HLA-DR на поверхности [10,13].  
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 Для синтетической конструкции iCasp9 было проверено отсутствие часто 

наблюдаемой в клетках млекопитающих потери экспрессии трансгена после ретровирусной 

трансдукции [265]. В этой работе мы использовали конструкцию pMSCV-F-del 

Casp9.IRES.GFP, где трансген был окружён ретровирусными интегрантами с куриным бета-

глобиновым хроматиновым изолятором [265]. Ранее было показано, что эта модификация 

повышала экспрессию трансгена в трансдуцированных клетках 293T, но не оказывала 

существенного влияния при трансдукции первичных Т-клеток [209]. Мы не обнаружили 

никакого снижения доли модифицированных клеток GFP+ на протяжении всего 

эксперимента (Рисунок 6А). Однако спонтанная димеризация iCasp9, приводящая к 

непреднамеренной гибели клеток, может представлять ещё одну проблему для данной 

системы. Спонтанная димеризация ранее была описана для индуцируемых систем на основе 

Fas [266,267]. Однако, для iCasp9-модифицированных клеток, наоборот, были описаны 

длительная персистенция in vivo и низкий уровень спонтанной смертности [9], что 

согласуется с нашими наблюдениями (Рисунок 6А, Б). Тем неменее, во всех исследованных 

подгруппах NK-клеток было зарегистрировано снижение флуоресценции GFP 

модифицированных клеток в первые дни после процедуры трансдукции (Рисунок 6Б). 

Подобное снижение также может быть объяснено активной пролиферацией клеток в этот 

промежуток времени. Однако мы также не исключаем возможности спонтанной 

димеризации iCasp9, особенно в условиях её быстрого внутриклеточного накопления в 

первые дни после трансдукции. 

4.2 Изучение развития истощения у hTERT-трансдуцированных NK-клеток 

 Так как известно, что оверэкспрессия теломеразы способна в течение 

продолжительного времени поддерживать пролиферацию NK-клеток, а также их 

функциональное состояние, а именно, поверхностную экспрессию рецепторов NKp30, 

NKp44, NKp46 и NKG2D [14], мы провели оценку состояния hTERT-модифицированных 

клеток (hTERT-NK-клеток и hTERT-iCasp9-NK-клеток) и iCasp9-NK-клетками через месяц 

после выделения, что соответствует времени применения модифицированных NK-клетках 

в терапевтических целях. Согласно результатам анализа активности теломеразы и уровням 

экспрессии мРНК hTERT, мы достигли стабильной эктопической экспрессии трансгена 

hTERT в hTERT-модифицированных NK-клетках. 

 Было описано, что каталитическая субъединица теломеразы, кодируемая геном 

hTERT, выполняет различные функции [107,108]. Повышенная экспрессия hTERT 

характерна для раковых клеток, где она улучшает многие характеристики клеток, такие как 
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способность к пролиферации, выживаемость, снижение АФК и защищает митохондрии 

[268]. Было показано, что hTERT участвует в модуляции транскрипции генов-мишеней 

Wnt/b-катенина и NF-κB. Таким образом, мы попытались определить, как устойчивая 

оверэкспрессия hTERT может изменять характеристики NK-клеток на функциональном и 

транскрипционном уровнях: может ли оверэкспрессия hTERT усиливать врождённые 

свойства NK-клеток, такие как способность к пролиферации и функциональную 

активность. Мы изучили экспрессию транскрипционных факторов Eomes и T-Bet для NK-

клеток, модифицированных генами hTERT и/или iCASP9. Доля фракции функционально и 

пролиферативно активных NK-клеток Eomes+T-Bet+, которая была доминирующей после 

выделения ex vivo, снизилась до >30% после месяца культивирования in vitro (Рисунок 12А). 

hTERT-модифицированные NK-клетки показали более высокий процент клеток Eomes+T-

Bet+ (Рисунок 12Б), что соответствует предположению о том, что оверэкспрессия hTERT 

положительно влияет на функциональное состояние NK-клеток [14]. Eomes связан с hTERT 

по пути β-катенин/Wnt, что согласуется с улучшеной выживаемостью, созреванием и 

цитотоксичностью NK-клеток [269]. T-Bet участвует в регуляции клеточного цикла 

посредством mTORC [270,271]. В целом, увеличение экспрессии Eomes было характерно 

для iCasp9-модифицированных NK-клеток (iCasp9-NK-клеток и hTERT-iCasp9-NK-

клеток), а увеличение числа дважды положительных Eomes+T-Bet+ клеток наблюдалось для 

hTERT-модифицированных NK-клеток (hTERT-NK-клеток и hTERT-iCasp9-NK-клеток). 

Мы предположили, что наличие iCasp9 в клетках способствует сохранению клеток 

Eomes+T-Bet−, а hTERT поддерживает фракцию функционально активных дважды 

позитивных клеток. hTERT-iCasp9-NK-клетки, по-видимому, занимают промежуточное 

положение за счет вклада обоих трансгенов. hTERT-iCasp9-NK-клетки характеризуются 

значительно меньшей долей истощённых клеток Eomes−T-Bet− по сравнению с 

нетрансдуцированными NK-клетками. Мы также отметили некоторое несоответствие 

между анализом экспрессии qPCR и данными FACS, отражающими внутриклеточное 

присутствие белков, которые могут быть вызваны различной кинетикой процессов 

транскрипции, трансляции и деградации. 

 Чтобы изучить эффекты hTERT на трансрипционном уровне, мы собрали NK-клетки 

у 25-летнего здорового добровольца, который был серопозитивен как по hCMV, так и по 

EBV. Как показано Дуровичем Durovic и соавторами., [272] именно у пациентов с 

hCMV+EBV+, как правило, с возрастом накапливается более высокий процент CD56neg NK-

клеток под давлением постоянной вирусной нагрузки. NK-клетки у людей с hCMV+EBV+, 

вероятно, истощаются. С другой стороны, эти NK-клетки содержат часть клеток, подобных 
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клеткам памяти, которые обладают повышенной цитотоксической активностью и 

выживаемостью [273]. 

4.3 Изучение пролиферативной активности модифицированных NK-клеток 

 Мы сравнили влияние цитокинов, IL-2 и комбинации IL-2 с IL-15, на пролиферацию 

NK-клеток через месяц после выделения ex vivo. IL-15 повышает продолжительность 

жизни, пролиферативный потенциал и противоопухолевую функцию NK-клеток и является 

важным дополнением в NK-клеточной терапии [274]. Передача сигналов от IL-15 приводит 

к повышению экспрессии генов-мишеней STAT5, включая различные факторы, 

способствующие выживанию, а именно Mcl-1, потеря которого запускает апоптоз в NK-

клетках [274]. Чтобы исследовать потенциальное влияние оверэкспрессии hTERT на 

выживаемость и пролиферативную способность NK-клеток, мы наблюдали за 

культивированием NK-клеток в среде, содержащей IL-2 или (IL-2 + IL-15), со второго 

месяца до 3,5 месяцев после выделения. Мы ожидали увидеть улучшение показателей 

пролиферации и выживаемости, как это было описано Стрельцовой и соавторами [13] и 

Fujisaki et. al. [14]. Однако наши данные показали, что NK-клетки, как 

немодифицированные, так и модифицированные одним из трансгенов (hTERT или iCASP9), 

с постепенно элиминируются под постоянной стимуляцией IL-15 в комбинации с IL-2 

(Рисунок 9Б, В). Согласно полученным данным, показатели пролиферации hTERT-NK-

клеток, стимулированных цитокинами IL-2 или IL-2+IL-15, в течение второго месяца после 

выделения существенно не отличаются от соответствующих показателей iCasp9-NK-клеток 

(Рисунок 7Б). Сравнимая скорость пролиферации hTERT-NK-клеток и iCasp9-NK-клеток 

может быть обусловлена повышенной активностью теломеразы, вызванной стимуляцией 

IL-2 в сочетании с фидерными клетками K562-mbIL21 перед ретровирусной трансдукцией, 

поскольку ретровирусные частицы не способны интегрироваться в геном неделящихся 

клеток [11]. Это предположение согласуется с данными об активности теломеразы (Рисунок 

7В), поскольку активность обратной транскриптазы теломеразы была обнаружена в iCasp9-

NK-клетках через месяц после выделения клеток. Это наблюдение согласуется с выводами 

Денмана С. Дж. и соавторов Denman C. J. et al. [97], которые показали повышенную 

активность теломеразы в NK-клетках, стимулированных комбинацией IL-2 (100 ед./мл) и 

фидерных клеток K562-mbIL21.  

 Интересно, что только hTERT-iCasp9-NK-клетки выживали в течение месяца 

культивирования и сохраняли пролиферацию как в среде с IL-2, так и в условиях 

комбинации IL-2 с IL-15 по сравнению с iCasp9-NK-клетками. Результаты показывают, что 
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спонтанная димеризация iCasp9, вероятно, способствует отбору NK-клеток с балансом про- 

и противоапоптотических факторов, смещённых в сторону выживания NK-клеток. В то 

время как оверэкспрессия hTERT неканоничными путями может способствовать 

ускользанию от клеточной гибели, вызванной димеризацией iCasp9, в hTERT-iCasp9-NK-

клетках  [107,208,275–277], что было аналогично описано для Bcl-2 трансгенных мышей 

при депривации IL-15 [274]. В то же время, более высокий уровень hTERT в hTERT-NK-

клетках по сравнению с hTERT-iCasp9-NK-клетками, по-видимому, не способен улучшить 

выживаемость в такой степени, как это было показано для hTERT-iCasp9-NK-клеток, 

поэтому влияние трансгена iCASP9, по-видимому, существенно изменяет выживаемость 

NK-клеток. Повышенная выживаемость при воздействии всех типов стимулов, 

использованных в исследовании, наблюдалась у hTERT-iCasp9-NK-клеток (Рисунок 9Г), в 

то время как продолжительность жизни iCasp9-NK-клеток была ограниченной. Их 

численность быстро снижалась после 4 недель стимуляции (через 2 месяца после выделения 

ex vivo). Это соответствует данным экспрессии генов, полученным через 2 месяца после 

выделения NK-клеток методом qPCR: уровни про-апоптотических факторов, кодируемых 

генами BAK1, BAX и DIABLO положительно коррелировали с экспрессией iCASP9 в iCasp9-

NK-клетках (Рисунок 13). Аналогичное снижение количества живых клеток наблюдали для 

hTERT-NK-клеток, несмотря на ожидаемую роль трансгена hTERT в поддержании 

выживаемости (Рисунок 9Б, В).  

 Сообщалось [57], что регуляция чувствительности NK-клеток к IL-15 сложна и в 

значительной степени зависит от правильного баланса между экспрессией Eomes и T-Bet. 

Как Eomes-, так и T-Bet-дефицитные NK-клетки характеризуются снижением 

жизнеспособности при стимуляции IL-15. Другое объяснение сокращения количеств NK-

клеток после 2 месяцев культивирования может быть вызвано активацией Cis, кодируемого 

геном CISH, который подавляет ответы IL-15 путём связывания с IL-15R и ингибирования 

киназы Jak1 [66,274]. Ранее мы упоминали, что hTERT-iCasp9-NK-клетки сочетают в себе 

черты как hTERT-NK-клеток, так и iCasp9-NK-клеток (Рисунок 12Б), что позволяет 

предположить тонкую настройку функций Eomes и T-Bet с точки зрения регуляции 

выживаемости NK-клеток. Экспрессия рецепторов цитокинов (IL-15R и IL-2R) и 

одновременный вклад обоих трансгенов, могут способствовать выживаемости hTERT-

iCasp9-NK-клеток в течение продолжительного времени при постоянной цитокиновой 

поддержке. Интересно, что сокращение продолжительности жизни культур iCasp9-NK-

клеток также было связано с наименьшим уровнем экспрессии hTERT (Рисунок 7А), 
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возможно, из-за токсичности, вызванной спонтанной димеризацией суицидальной 

конструкции iCasp9 [118]. 

 hTERT-NK-клетки и hTERT-iCasp9-NK-клетки также характеризовались 

повышенной экспрессией генов, связанных с прохождением клеточного цикла, что 

согласуется с данными пролиферативных тестов нами ранее [13,99,278] и в работах С. 

Denman [97] и H. Fujiisaki [14], где показана связь выживаемости клеток и пролиферации и 

теломеразной активности [279].  Интересно, что оверэкспрессия hTERT, по-видимому, 

положительно модулирует экспрессию огромного числа генов клеточного цикла (Рисунок 

11). Гены E2F1, CDKN1A, CCNA2, TICRR, MCM3, PCNA, CDK1, CCNB1, PLK1, NDC80, 

CDC20, ESPL1, SMC3, RAD21, AURKB, CDCA5, которые в основном способствуют 

прогрессированию клеточного цикла на всех стадиях, были активированы, тогда как ген 

PPP2R5A, который ингибирует деление клеток, и ген ATRX, белок которого участвует в 

ремоделировании хроматина с помощью гистонового варианта H3.3, были снижены. Мы 

заметили повышенную экспрессию гена фактора транскрипции E2F1. Это согласуется с 

результатами работы Дробышева и соавт. (Drobyshev et al.)  [280], который сообщил о 

положительной корреляции между экспрессией TERT и E2F1 и экспрессией генов CCNA2, 

TICRR, MCM3, PCNA, CDK1, CCNB1, PLK1, NDC80, CDC20, ESPL1, RAD21, AURKB, 

CDCA5, MKI67 в раковых клетках hTERT+. Согласно литературным данным, 

транскрипционный фактор E2F1 известен своей положительной регуляцией генов, 

стимулирующих клеточный цикл (CCNA2, TICRR, CDK1, PLK1, MCM3, PCNA, NDC80, 

AURKB, CDC20, SMC3, RAD21). Продукты генов CCNA2, CDK1 участвуют в переходе от 

фазы G2 к фазе M. Продукты генов TICRR, MCM3, PCNA участвуют в репликации. 

Продукты генов PLK1, NDC80, AURKB, CDC20 участвуют в митозе. Продукты генов SMC3 

и RAD21 образуют комплекс когезина [281,282]. Однако ген CDKN1A, кодирующий белок 

p21, и гены CCNB1, ESPL1, CDCA5, ATRX, PPP2R5A, по-видимому, регулируются 

независимо от фактора транскрипции E2F1. Было показано, что hTERT снижает клеточный 

стресс, а именно уменьшает степень повреждения ДНК из-за роли hTERT в удлинении 

теломер [283]. 

 Среди генов, регулирующих клеточный цикл, мы идентифицировали гены CDKN1A, 

CCNB1, CDCA5, PPP2R5A, на которые непосредственно воздействует белок p53, 

являющийся основным сенсором стресса клеток. Связывание p53 с промоторными 

участками CDKN1A активирует экспрессию белка p21, который, в свою очередь, снижает 

активность нескольких циклинкиназ и вызывает опосредованное белком ретинобластомы 

pRb снижение экспрессии генов, стимулирующих клеточный цикл, и остановку клеточного 
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цикла [231,284]. Продукты работы генов CCNB1 и CDCA5 стимулируют клеточный цикл. 

CCNB1 кодирует циклин B1, который в комплексе с Cdk1 участвует в продвижении ранних 

стадий митоза. CDCA5 кодирует сорорин, который участвует в связывании сестринских 

хроматид и регулирует удаление когезина из хроматина [285]. hTERT-NK-клетках 

наблюдали снижение экспрессии гена PPP2R5A. Ген PPP2R5A кодирует протеинфосфатазу 

2, регуляторную субъединицу B (B56), альфа-изоформу 5R.  PPP2R5A относится к Ser/Thr 

фосфатазам и участвует в негативной регуляции роста и деления клеток [286]. Таким 

образом, мы обнаружили повышенние уровня транскритов CDKN1A и понижение уровня 

транскриптов PPP2R5A, которые кодируют белки, ответственные за ингибирование 

прохождения клеточного цикла. Возможно, участие других путей может влиять как на 

уровень экспрессии, так и на функциональное состояние этих белков, поскольку, например, 

путь PIP3/Akt также модулирует как PPP2R5A, так и CDKN1A [287]. 

 Другой ген, ATRX, который отвечает за ремоделирование хроматина и старение 

клеток, был подавлен. ATRX депонирует вариант гистона H3.3 в основном в теломерных 

областях и других геномных повторах, чтобы заглушить эти участки. Показано, что 

гистоновый вариант H3.3 накапливается с возрастом. ATRX также может модулировать 

факультативный гетерохроматин. ATRX необходим для репликации ДНК и может 

локализоваться в местах повреждения ДНК. В совокупности ATRX способствует переходу 

покоящихся клеток в состояние старения [288,289], а его подавление свидетельствует о том, 

что hTERT-NK-клетки не истощены в плане пролиферации и не проявляют признаков 

истощения. Кроме того, Jiayu Liu и соавт. [290] предположили, что экспрессия ATRX и TERT 

является взаимоисключающей из-за функциональной избыточности кодируемых белков, 

поэтому избыточная экспрессия hTERT в нашей работе может снижать экспрессию ATRX 

таким образом. Мы также обнаружили повышенную экспрессию Ki-67 (гена MKI67), 

который является клеточным маркёром пролиферации [291]. В целом, оверэкспрессия 

hTERT повышает скорость пролиферации NK-клеток, что может быть полезно для 

обеспечения длительного иммунного надзора у пациентов.  

 Самая высокая доля живых клеток наряду с высокой интенсивностью пролиферации 

наблюдалась в трансдуцированных NK-клетках, стимулированных IL-2+K562-mbIL21 

(Рисунок 9). Однако популяции нетрансдуцированных и iCasp9-NK-клеток быстро 

сократились через 3 месяца после выделения ex vivo (Рисунок 9Б, В). Чтобы изучить 

условия, обусловливающие низкий ответ культур NK-клеток на третью стимуляцию 

фидерными клетками K562-mbIL21, мы исследовали соотношение субпопуляций 

EOMES+/− и T-BET+/− через 2 месяца после выделения ex vivo. Как показано на рисунке 12А, 
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NK-клетки EOMES+T-BET+ были в значительной мере представлены во всех 

исследованных популяциях. Более того, повышение уровней Cis наблюдалось при 

длительной активации STAT5, вызванной IL-2 или IL-15 [66,118,274], и приводила к отбору 

клеток, менее подверженных апоптозу, что соответствовало данным qPCR в “группе I” 

(NK-клетки IFN-γ+>50% и LAMP-1 MFI<5) и “группе II” (NK-клетки IFN-γ+<50% и LAMP-

1 MFI>5) (Рисунок 19). NK-клетки с повышенной экспрессией T-Bet характеризовались 

более высокими уровнями проапоптотических факторов, таких как DIABLO и Bad, тогда 

как более низкая экспрессия T-Bet была связана с более высокими уровнями экспрессии 

факторов, способствующих выживанию, Bcl-2, Mcl-1 и BIRC-5. Эти данные показывают, 

что, поскольку iCasp9 может спонтанно димеризоваться и запускать апоптоз. iCasp9-NK-

клетки и hTERT-iCasp9-NK-клетки должны поддерживать уровни Eomes, чтобы выжить, 

поскольку этот фактор транскрипции индуцирует экспрессию многих генов, 

обеспечивающих сигналы выживания (таких как некоторые рецепторы NK-клеток) 

[57,269]. 

 Затем мы исследовали функциональную активность hTERT-NK-клеток через месяц 

после выделения клеток. Как и ожидалось, hTERT способствовал сохранению 

функциональных характеристик hTERT-NK-клеток во времени благодаря своим 

неканоническим функциям [108]. hTERT-NK-клетки характеризовались активированным 

состоянием, наряду с более высокой экспрессии CD69 по сравнению с iCasp9-NK-клетками. 

То же самое наблюдалось группой Хироюки Фудзисаки и соавторов (Hiroyuki Fujisaki et al.) 

[14], которые продемонстрировали экспрессию CD69 на поверхности иммортализованных 

hTERT-NK-клеток.  

 Через месяц после выделения, когда модифицированные NK-клетки потенциально 

готовы для применения в терапевтических целях, мы провели оценку функционального 

состояния hTERT-модифицированных клеток (hTERT-NK-клеток и hTERT-iCasp9-NK-

клеток) в сравнении с iCasp9-NK-клетками. hTERT-iCasp9-NK-клетки характеризовались 

усилением цитокин-индуцированной продукции IFN-𝛾𝛾 в сравнении с hTERT-NK-клетками, 

тогда как транскриптомный анализ показал одновременное повышение экспрессии гена 

IFNG в обеих hTERT-оверэкспрессирующих популяциях в сравнении с iCasp9-NK-

клетками (Рисунок 15, 16). Такое расхождение экспериментальных результатов и 

функционального теста может быть объяснено, в первую очередь, способом измерения: на 

уровне транскриптов методом РНК-секвенирования и на белковом уровне в 

функциональном тесте. Повышение уровня мРНК IFNG (зарегистрированное при 

исследовании транскрипта) не всегда коррелирует с количеством белка, выбрасываемого 
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клеткой при краткосрочной цитокиновой стимуляции. Обнаруженное повышение IRF4 

объясняет рост экспрессии транскриптов IFNG, поскольку IRF4 регулирует этот ген, однако 

итоговый уровень секреции IFN-𝛾𝛾 зависит от дополнительных сигналов и рецепторной 

чувствительности. В то же время, стоит отметить, что IRF4 может действовать как 

активатор, так и как репрессор [292,293]. Интересно, что IRF4 сильно экспрессирован в 

предшественниках NK-клеток, но практически отсутствует в незрелых и зрелых NK-

клетках, что свидетельствует о предотвращении в hTERT-оверэкспрессирующих NK-

клетках истощения [294]. Более того, мы отмечали тенденцию к повышению уровней 

транскриптов IL2RA, кодирующих альфа-цепь рецептора интерлейкина-2, что повышает 

чувствительность клеток к низким дозам IL-2, а также тенденцию к понижению IL12RB, 

кодирующего бета-2 субъединицу рецептора интерлейкина-12, и IL2RB, кодирующих бета-

цепь рецептора интерлейкина-2. При этом, тенденция к наибольшему снижению IL2RB 

была отмечена в hTERT-NK-клетках, что может объяснять меньший уровень продукции 

IFN-𝛾𝛾 под стимуляцией цитокинами IL-2, IL-12, IL-18 [87,295].  

 Для hTERT-модифицированных NK-клеток было показано значимое повышение 

транскриптов цитокинов CSF1, TNFSF4, LIF и снижение уровня мРНК CSF2RB, 

кодирующего субъединицу нескольких цитокиновых рецепторов к IL-3, IL-5 и GM-CSF 

[296]. Повышение уровня транскриптов CSF1 и TNFSF4 указывает на то, что 

модифицированные NK-клетки могут влиять на другие клетки иммунной системы. CSF1 в 

норме образуется NK-клетками в малых количествах или не экспрессируется вовсе [297]. 

Его рецептор - CSF1R - высоко экспрессируется в миелоидных клетках, способствует 

выживанию, пролиферации и дифференцировки многих типов миелоидных клеток in vivo и 

in vitro. Количество NK-клеток уменьшалось при ингибировании CSF1R, из-за снижения 

уровня IL-15, который является важным фактором для выживаемости Т-клеток и NK-клеток 

[298]. TNFSF4 принадлежит к семейству лигандов фактора некроза опухоли и участвует в 

Т-клеточных взаимодействиях, стимуляции пролиферации и выработке цитокинов Т-

клетками [299]. LIF участвует в защите эпителиальных клеток от бактериальных инфекций 

[300]. Появление экспрессии LIF сближает модифицированные NK-клетки с фенотипом 

врождённых лимфоидных клеток 3-го типа (ILC3), в частности, с популяцией мукозальных 

клеток NK-22 [300]. В ряде работ показана прямая связь CSF1 [301] и TNFSF4 [299] с 

худшими прогнозами в терапии злокачественных новообразований, тогда как блокада 

передачи сигналов от этих цитокинов восстанавливала терапевтический ответ. Таким 

образом, изменения в экспрессии генов перепрограммируют NK-клетки в сторону усиления 

их иммунорегуляторной функции (воздействие на миелоидные и Т-клетки) и 
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тканепротективных свойств, но также эти изменения могут нести потенциальные 

онкологические риски, связанные с формированием иммуносупрессивного 

микроокружения. 

 hTERT-NK-клетки показали наибольший уровень дегрануляции против K562. При 

этом, наличие тенденции повышения базовой дегрануляции в популяции hTERT-iCasp9-

NK-клеток согласуется с тенденциями к повышению уровней мРНК GZMB и PRF1 в 

сравнении с iCasp9-NK-клетками [43]. 

 Рецепторы хемокинов, участвующие в миграции NK-клеток к очагу воспаления, 

CCR2, CCR5, CXCR3 и CX3CR1, играют ключевую роль в инфильтрации NK-клеток в 

опухолевый сайт [302]. Среди хемокиновых рецепторов уровень транскриптов CX3CR1 и 

CCR2 был значимо снижен в группах с оверэкспрессией теломеразы, hTERT-NK-клетках и 

hTERT-iCasp9-NK-клетках, в сравнении с iCasp9-NK-клетками. CX3CR1 вместе с другими 

рецепторами хемокинов в стабильном состоянии регулирует локализацию NK-клеток в 

периферических тканях, а также их миграцию в условиях воспаления, поэтому его 

подавление имеет важные последствия для функцлгтолвания NK-клеток. Также экспрессия 

CX3CR1 и CXCR4 определяет миграцию NK-клеток в костный мозг и их выход из него 

[303]. Mary J. G. van Helden et al. на мышиной модели показали необходимость CCR2 для 

миграции NK-клеток при заражении вирусом гриппа и других инфекциях [304]. Также 

сигналинг через CCR2 опосредует проникновение NK-клеток в опухолевые сайты [305]. 

Таким образом, миграционный потенциал NK-клеток с оверэкспрессией теломеразы может 

быть снижен в отсутствие дополнительной стимуляции. Тем не менее, мы наблюдали 

тенденцию повышения уровней транскриптов рецепторов CXCR4, CXCR6 и молекулы 

клеточной адгезии ITGAL. Снижение экспрессии CXCR4 способствует высвобождению 

NK-клеток из костного мозга, тогда как стимуляция экспрессии CXCR4 в NK-клетках 

может улучшить их проникновение в костный мозг и другие ткани негематопоэтического 

происхождения (головной мозг, легкие, печень, строму, эндотелий) [306,307], что может 

быть полезно при терапии некоторых типов злокачественных новообразований. NK-клетки, 

несущие хемокиновый рецептор CXCR6, были идентифицированы как фенотипически 

незрелые клетки, обнаруживаемые в тканях мышей и человека. Небольшая часть NK-клеток 

периферической крови экспрессирует CXCR6. Хотя, как CD56lo, так и CD56hi NK-клетки 

периферической крови экспрессируют CXCR6, более высокое содержание CXCR6+ NK-

клеток приходится на субпопуляцию CD56hi. Фенотип этой небольшой доли CXCR6+ NK-

клеток поразительно похож на NK-клетки, обнаруженные во вторичных лимфоидных 

органах (CD56hi, CXCR6+ CD16lo, CD69+ Eomes+) [308]. Таким образом, оверэкспрессия 
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hTERT перестраивает функциональный профиль NK-клеток, усиливая их цитотоксический 

потенциал и пролиферативную активность. Одновременно изменяется предпочтительная 

тканевая локализация NK-клеток с оверэкспрессией hTERT: снижается способность к 

миграции сигналам от CCR2, CX3CR1 и повышается чувствительность к сигналлингу от 

CXCR4, CXCR6. Также отмечена тенденцию к повышению уровня экспрессии мРНК 

хемокинов XCL2, XCL1 и CCL4. Рекрутирование определенных популяций иммунных 

клеток в опухолевое микроокружение может повышать эффективность терапии. XCL2, 

например, рекрутирует многие иммунные клетки при раке, в частности, положительно 

коррелирует с макрофагами M1 и CD8-Т-клетками [309]. Концентрации XCL1 также 

позитивно коррелируют с общей выживаемостью при остром лимфобластном лейкозе 

[310]. CCL4 может усиливать противоопухолевый иммунитет, привлекая цитолитические 

лимфоциты и макрофаги, обладающие фагоцитарной способностью [311]. Это 

перераспределение миграционного потенциала в сочетании с усиленной продукцией 

иммунорекрутирующих хемокинов (XCL1, XCL2, CCL4) может перенаправить такие 

клетки в определенные тканевые ниши (костный мозг, строма, некоторые паренхиматозные 

органы) и способствовать формированию местного противоопухолевого иммунитета. 

Таким образом, NK-клетки с оверэкспрессией теломеразы могут характеризоваться 

уникальным хемокиновым профилем, который может опосредовать привлечение 

различных иммунных клеток в опухолевый очаг.  

 Отмеченные выше изменения в стимуляции клеточного цикла и изменения 

миграционного потенциала согласуются с повышением экспрессии SGK1 - киназы 1, 

регулируемой сывороткой/глюкокортикоидами. Данная киназа координирует множество 

внутриклеточных путей, к которым относятся регуляция клеточного цикла, аутофагия, 

выживаемость клеток и их миграционный потенциал. SGK1 часто экспрессирована при 

злокачественных трансформациях клеток [312], что может подтверждать связь с 

теломеразой. 

 В целом, клетки с оверэкспрессией теломеразы (hTERT-NK-клетки и hTERT-iCasp9-

NK-клетки) обладают рядом свойств, благоприятных для терапевтического применения 

hTERT-iCasp9-NK-клеток. Во-первых, мы отметили повышение генов, ассоциированных с 

прохождением клеточного цикла. Во-вторых, hTERT-модифицированные клетки 

характеризовались накоплением транскриптов IFNG, GZMB, PRF1, напрямую 

обеспечивающих функциональную активность клеток. В-третьих, профиль 

экспрессируемых хемокиновых рецепторов, вероятно, способствует локализации NK-
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клеток с оверэкспрессией hTERT в костном мозге, а также в тканях и вторичных 

лимфоидных органах. 

 Оверэкспрессия hTERT определяет в NK-клетках уникальный спектр эффекторных 

функций: усиленный цитотоксический потенциал и повышенная способность к 

иммунорекрутированию, которые сочетаются с измененными предпочтениями к 

внутритканевой локализации (снижением миграции по одним сигналам и повышением по 

другим) и изменённой чувствительностью к цитокиновой стимуляции. Такой фенотип 

открывает новые перспективы для терапии, позволяя NK-клеткам лучше проникать в 

определённые ткани (костный мозг, легкие, печень, строму) и создавать там терапевтически 

благоприятное микроокружение за счёт секреции хемокинов. Однако подобный фенотип 

несёт потенциальные риски, связанные с поддержанием иммуносупрессивного 

микроокружения (через CSF1 и TNFSF4), что также требует внимания при разработке 

терапевтических стратегий с применением hTERT-оверэкспрессирующих клеток. 

Полученные данные подчеркивают, что модификация геном hTERT не просто увеличивает 

жизнеспособность клеток, а качественно изменяет их функциональные свойства. 

4.3 Изучение эффективности направленной элиминации конструкцией iCasp9 

 Устойчивость модифицированных клеток к индукции клеточной гибели при 

добавлении CID является ещё одной проблемой для суицидальной системы, основанной на 

iCasp9. Активация противоапоптотических генов приводит к увеличению выживаемости 

модифицированных клеток. Такое подавление индукции клеточной гибели в клетках, 

модифицированных конструкциями, несущими гены клеточного самоубийства, уже 

наблюдалось в аналогичных системах, направленных на различные элементы путей 

клеточной гибели, в том числе Fas-опосредованный путь запуска апоптоза [313]. По 

сравнению с другими белками апоптотического каскада, активация каспазы-9 происходит 

на более поздних стадиях, и поэтому ожидается, что она не подвергается ингибированию 

антиапоптотическими регуляторами, такими как c-FLIP и белками семейства BCL-2 

[10,209]. 

 Мы обнаружили, что после 24-часовой инкубации со 100 нМ CID всё ещё остаётся 

часть (около 20%) iCasp9-NK-клеток без признаков индукции апоптоза. В более ранней 

работе было показано, что 30-минутной инкубации с 10 нМ CID было достаточно для 

активации iCasp9 во всех iCasp9-NK-92-клетках, а доля живых iCasp9-NK-92-клеток 

снизилась до 2% после 26-часовой инкубации с CID [118]. Неполная элиминация была 

описана как для iCasp9-модифицированных клеточных линий, таких как Karpas 299 [210] и 
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для iCasp9-HSPC, и, вероятно, была связана с повышенной экспрессией 

антиапоптотических факторов, в частности Bcl-2 [210]. Несмотря на то, что Bcl-2 находится 

выше по пути сигналлинга и регулирует апоптоз на уровне митохондрий, Bcl-2 косвенно 

влияет на активность ингибиторов каспазы, таких как IAP (ингибиторы белков апоптоза), а 

следовательно, и на сами каспазы [314]. Кроме того, NK-клетки, прошедшие 

“лицензионную” стадию дифференцировки, приобретают более высокую устойчивость к 

клеточной гибели благодаря повышенной экспрессии антиапоптотических белков 

семейства BCL-2 (Bcl-2 и Bcl-XL). Было показано, что CD57+ NK-клетки, экспрессирующие 

ингибиторные KIRs и NKG2A/C, выживают лучше, чем клетки, у которых отсутствуют эти 

поверхностные молекулы [214]. Кроме того, экспрессия белков семейства BCL-2, которая 

увеличивается при передаче сигналов от общей γ-цепи IL-рецепторов (IL-2R, IL-15R. IL-

21R) опосредует дифференцировку и выживание более зрелых NK-клеток [315]. Таким 

образом, мы предполагаем, что повышенная выживаемость iCasp9-NK-клеток в подгруппе 

KIR+NKG2C+ может быть связана с повышенным уровнем экспрессии Bcl-2 в этих клетках, 

что, в свою очередь, соответствует более высокой поверхностной экспрессии CD57 в 

трансдуцированных клетках. В то время как NK-клетки CD57+ характеризуются как более 

дифференцированные клетки с низким пролиферативным потенциалом [227], что также 

указывает на возможную связь между повышенной устойчивостью к гибели и накоплением 

Bcl-2 среди более дифференцированных покоящихся NK-клеток [315]. С другой стороны, 

низкий уровень экспрессии трансгена iCasp9 может быть недостаточным для индукции 

апоптоза во всех iCasp9-клетках при добавлении CID. Однако сообщалось, что клетки после 

сортировки по экспрессии репортерного гена увеличивали свою восприимчивость к CID на 

99% [209]. 

 Несмотря на удобство NK-клеток с точки зрения клеточной терапии рака, все ещё 

существует ряд ограничений, касающихся накопления достаточного количества клеток без 

потери функциональных характеристик. В предыдущей работе мы сосредоточились на 

общих подходах: повышение выживаемости NK-клеток путём индукции оверэкспрессии 

hTERT. Мы также попытались обеспечить надлежащий контроль “суицидального 

переключения", используя конструкцию iCasp9, но заметили, что iCasp9-

модифицированные NK-клетки со оверэкспрессией hTERT проявляют устойчивость к 

индукции апоптоза после добавления CID. Таким образом, мы провели исследование того, 

как активация hTERT может противодействовать индукции клеточной гибели на поздних 

стадиях апоптотического пути. Поскольку иммунотерапевтические NK-клетки обычно 

активируются фидерными клетками, например, K562-mbIL21, которые повышают уровни 
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hTERT и каталитическую активность в NK-клетках. Высокие уровни hTERT могут влиять 

на эффективность суицидальной конструкции и снижать безопасность 

иммунотерапевтических iCasp9-NK-клеток. В этой работе мы сосредоточились на общих 

подходах: изучить эффективность суицидальной конструкции iCasp9 с точки зрения 

оверэкспрессии hTERT в NK-клетках и выявить возможные неканонические функции 

hTERT в регуляции клеточной гибели. Подход, основанный на комбинации генов hTERT и 

iCASP9, позволяет повысить выживаемость NK-клеток и обеспечить надлежащий контроль 

для будущего терапевтического применения этих клеток. Поэтому мы стремились 

доставить трансгены hTERT и iCASP9 в первичные NK-клетки. Чтобы проверить 

эффективность конструкции iCasp9, мы индуцировали апоптоз в клетках, 

модифицированных iCasp9, путём 24-часовой инкубации с 10 нМ и 100 нМ CID, поскольку 

10 нМ CID достаточно для инициации гибели клеток в iCasp9-клетках согласно Cecilia N. 

Barese [210]. Мы наблюдали неполную элиминацию iCasp9-NK-клеток, особенно низкая 

эффективность iCasp9-суицидальной конструкции была отмечена в клетках, 

оверэкспрессирующих hTERT, включая DN-hTERT-модифицированные NK-клетки. Ранее 

неполная элиминация iCasp9-HeLa-клеток также наблюдалась Yuan Yuan et.al [316], что 

совпадает с нашими результатами. Мы также отмечали наличие корреляции между 

исходным уровнем iCasp9 в клетках iCasp9-Raji и долей мёртвых клеток после инкубации 

с CID (Рисунок 20), что совпадает с данными, представленными Karin C. Straathof и 

соавторами [209]. Однако уровень CID-ответа в hTERT-iCasp9-NK-клетках был снижен по 

сравнению с iCasp9-NK-клетками несмотря на то, что уровни экспрессии трансгена iCASP9 

в iCasp9-NK-клетках были понижены относительно hTERT-iCasp9-NK-клеток [278]. 

Принимая во внимание возможную роль hTERT или DN-hTERT в ингибировании индукции 

апоптоза, опосредованного iCasp9, мы предположили, что hTERT может модулировать 

выживаемость NK-клеток способами, отличными от канонического удлинения теломер 

[108,109,144,205,240,276,278]. 

 Чтобы выяснить причины частичной устойчивости hTERT-iCasp9-клеток к 

апоптозу, мы провели исследование ассоциации экспрессии генов различных про- и 

противоапоптотических факторов в клетках, трансдуцированных генами iCASP9 и/или 

hTERT. Поскольку баланс между жизнью и смертью зависит от различных внешних 

факторов, которые могут колебаться в зависимости от условий окружающей среды, 

доступности питательных веществ, температуры, рН среды и межклеточных сигналов, нам 

удалось проследить корреляции только между уровнями экспрессии изучаемых генов. 

Антиапоптотические транскрипты BCL2 и MCL1, и проапоптотические транскрипты BAX 
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во всех группах NK-клеток (нетрансдуцированных, hTERT, hTERT-iCasp9 и iCasp9) были 

сгруппированы вместе, что, согласно литературным данным, может быть опосредовано 

передачей сигналов от цитокиновых рецепторов [89,315]. 

 Мы отметили, что в (hTERT)-iCasp9-NK-клетках hTERT положительно коррелирует 

с BCL2L1 (Bcl-XL), BIRC5 (сурвивин) и EOMES. iCASP9, в свою очередь, положительно 

коррелировал с BAX, BAD и DIABLO. Согласно литературным данным, DIABLO напрямую 

связан с сигнализацией р53 и вместе с Bad участвует в клеточных реакциях на стресс 

[317,318]. Таким образом, наши данные свидетельствуют о повышенном уровне клеточного 

стресса в группах hTERT-iCasp9-NK-клеток и iCasp9-NK-клеток, в отличие от групп 

нетрансдуцированных клеток и hTERT-NK-клеток. 

 Гены BIRC5 и BIRC3 кодируют белки, которые являются членами семейства белков-

ингибиторов апоптоза (IAP) [211,319]. Эти белки действуют противоапоптотически, 

блокируя действие каспазы. В отличие от Yuan Yuan et.al. и Barese C et.al. [210,316], нам не 

удалось зафиксировать каких-либо существенных изменений в уровнях экспрессии BIRC4 

(XIAP) и BIRC5 (сурвивин) с помощью RNAseq (BIRC4 и BIRC5) и qPCR-анализа (только 

BICR5), но наши данные показали изменение уровней экспрессии BIRC3 в NK-клетках, 

резистентных и выживших после инкубации с CID, что также согласуется с повышением 

уровней мРНК BIRC3 (c-IAP2) в hTERT-модифицированных клетках (hTERT-NK-клетках 

и hTERT-iCasp9-NK-клетках). Поскольку ген BIRC3 относится к генам, чувствительным к 

NFkB/Rel, его активация может быть стимулирована путём активации пути NFkB, 

способствующего выживанию [320]. Поскольку c-IAP2 может напрямую ингибировать 

активность каспазы-9 наряду с нижестоящими каспазами-3 и каспазой-7 [211], мы решили 

снизить уровень BIRC3 методом РНК-интерференции с помощью конструкции shBIRC3 в 

сочетании с ретровирусными векторами, несущими iCASP9, hTERT-iCASP9, DN-hTERT-

iCASP9. К сожалению, конструкция shBIRC3 существенно не улучшала ответ на 

димеризатор для hTERT/DN-hTERT-iCasp9-shBIRC3-NK-клеток по сравнению с 

hTERT/DN-hTERT-iCasp9-NK-клетками, поэтому мы не стали продолжать увеличивать 

количество повторов эксперимента с использованием данного подхода. Таким образом, 

NK-клетки со оверэкспрессией hTERT или DN-hTERT проявляли устойчивость к индукции 

апоптоза на последних этапах апоптотического пути, который, по-видимому, регулируется 

не только уровнями экспрессии BIRC3. Принимая во внимание, что как hTERT, так и DN-

hTERT, оверэкспрессирующие NK-клетки, слабо реагировали на действие CID, вероятно, 

неканонические (независимые от функции удлинения теломер) функции теломеразы 

участуют в регуляции данного процесса. 
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 В соответствии со способностью hTERT модулировать активность транскрипции 

[182,321] мы провели анализ RNAseq для hTERT-iCasp9-NK-клеток (клеток, 

“резистентных” к действию CID), (CID)-iCasp9-NK-клеток (клеток, “выживших” после 

добавления CID) и iCasp9-NK-клеток (клеток, “чувствительных” к действию CID). В 

клетках с оверэкспрессией hTERT мы наблюдали усиление экспрессии общего набора 

генов; были активированы гены сигналинга TNF-NFkB, клеточного цикла и апоптоза. 

Схожие закономерности ранее уже отмечали Mishima M. и соавторы [242]. Для (CID)-

iCasp9-NK-клеток, отмечали тенденцию подавлять различные пути, связанные с 

программами развития. Ранее мы показали, что hTERT-модифицированные клетки 

обогащены популяцией T-Bet+, тогда как iCasp9-модифицированные клетки 

характеризовались большей долей популяции Eomes+ [278]. Мы предполагаем, поскольку 

Eomes, согласно литературным данным, связан с hTERT по пути b-катенин/Wnt и участвует 

в регуляции генов апоптоза, а T-Bet участвует в регуляции клеточного цикла через mTORC 

[57,182,322] что возможно ингибирование апоптоза в наших NK-клетках, 

экспрессирующих iCasp9, может происходить из-за положительной перекрёстной 

регуляции генов EOMES и TBX21. Мы также наблюдали снижение экспрессии генов путей, 

связанных с гибелью клеток, что свидетельствует об изменениях, способствующих 

выживанию iCasp9-NK-клеток после инкубации с CID, которые помогают преодолеть 

индукцию апоптоза путём активации каспазы-9. 

 Согласно базе данных “transcription target”, мы отметили несколько общих генов-

мишеней, связанных с факторами транскрипции HSD17B8, ASH1L, BARX2, FOXD2, 

ZNF350, CEBPZ, TATAAA_TATA_01. ASH1L — это гистонметилтрансфераза (группы 

Trithorax), которая метилирует H3K36/H3K4, поддерживая активность хроматина. Нокдаун 

ASH1L увеличивает скорость апоптоза, за счет усиления экспрессии апоптотических генов 

CASP3, BAX и повышения соотношения BAX/BCL2, и ингибирует пролиферацию клеток 

[323]. FOXD2 способствует перепрограммированию MLL4-зависимого энхансера 

посредством ремоделирования хроматина и модулирует экспрессию гена, зависимого от 

p53 [324]. Гены, связанные с BARX2, участвуют в функционировании иммунных клеток и 

развитии тканей. Гены-мишени BARX2 связаны с такими процессами, как воспаление, 

ангиогенез, пролиферация и дифференцировка клеток. Ранее сообщалось, что BARX2 

содержится в большом количестве в иммунных клетках, таких как лимфоциты, 

эндотелиальные клетки и железистые клетки, и участвует в иммунном ответе [40] на ранних 

стадиях развития тканей [325]. Непосредственными регуляторными мишенями BARX2 

являются молекулы, которые контролируют рост клеток рака молочной железы MCF7 
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[326]. CEBPZ, также известный как CCAAT/энхансерсвязывающий белок zeta, 

функционирует как ДНК-связывающий активатор транскрипции, который регулирует 

промоторы с блоками CCAAT и элементами теплового шока, в частности, стимулируя 

экспрессию HSP70 в ответ на стресс. CEBPZ создает скафолды из комплексов NF-Y для 

усиления рекрутирования РНК Pol II в промоторах, связанных с ростом. C/EBPZ может 

улучшать пролиферацию путём ингибирования экспрессии C/EBPa и индуцирования 

перехода клеточного цикла из фазы G1 в S-фазу [327,328]. ZNF350 кодирует ZBRK1, 

который связывается с последовательностью распознавания GGGXXXCAGXXXXTTT. 

Такие последовательности находятся в регуляторных областях подмножества генов-

мишеней BRCA1, которые включают гены, ответственные за контроль контрольных точек 

клеточного цикла, пролиферацию и дифференцировку [329]. Мы наблюдали обширное 

пересечение генов-мишеней E2F с повышенной экспрессией, которые связаны с 

прогрессированием клеточного цикла в hTERT-iCasp9-NK-клетках и (CID)-iCasp9-NK-

клетках. В целом, многочисленные кластеры дифференциально экспрессируемых генов 

были связаны с пролиферацией и выживанием, что могло быть связано с ремоделированием 

хроматина. 

 Другой общей особенностью клеток hTERT-iCasp9-NK и (CID)-iCasp9-NK является 

подавление экспрессии генов HNRNPH1 и SNRPD3. Продукты обоих генов относятся к 

ядерным рибонуклеопротеидам и участвуют в процессинге, сплайсинге и метаболизме 

РНК. Нокдаун этих генов останавливает пролиферацию и приводит к гибели клеток [330–

332]. Интересно, что Элис Салиб и др. идентифицированы BIRC5 (сурвивин) и CDK10, 

которые являются наиболее дифференцированно сплайсрованными генами клеточного 

цикла при избыточной экспрессии MYCN и подавлении SNRPD3 [333], но мы не 

обнаружили экспрессии MYCN в наших клетках. Затем мы более точно изучили изменения 

сплайсинга между “выжившими” (CID)-iCasp9-NK-клетками и “резистентными” hTERT-

iCasp9-NK-клетками по сравнению с “восприимчивыми” iCasp9-NK-клетками. Чтобы 

оценить изменения в сплайсинге, связанные с оверэкспрессией теломеразы, мы также 

сравнили hTERT-NK-клетки с iCasp9-NK-клетками. Мы обнаружили изоформы 

транскриптов SUPT4H1, RFC3, SRSF3, TAPBPL и RPN2, сплайсированные схожим образом, 

во всех группах: “выживших” (CID)-iCasp9-NK-клетках, “резистентных” hTERT-iCasp9-

NK-клетках и hTERT-NK-клетках, которые были противопоставлены “ восприимчивым” 

iCasp9-NK-клеткам (Рисунок 27). Эти изоформы транскриптов могут отражать hTERT-

зависимые изменения в клетках, которые в то же время опосредуют выживание NK-клеток 

при добавлении CID. 
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 Богатый серином/аргинином фактор сплайсинга 3 (SRSF3) управляет экспрессией 

687 генов и изменением сплайсинга транскриптов 807 генов. SRSF3 сверхэкспрессируется 

в различных опухолях человека и способствует росту и выживанию клеток [334,335]. SRSF3 

участвует в регуляции пути HRR (гомологичной рекомбинационной репарации), основного 

механизма восстановления DSBs (двухцепочечных разрывов) [336]. SUPT4H1 (SPT4) 

является частью комплекса DSIF для процессивности Pol II; альтернативные транскрипты 

могут модулировать общий уровень РНК [337]. RFC3 - это субъединица фактора 

репликации С, необходимая для репликации ДНК. Чжиченг Яо (Zhicheng Yao) et al и соавт. 

выявили что нокдаун RFC3 снижает как жизнеспособность клеток, так и пролиферацию в 

клетках гепатоцеллюлярной карциномы. Снижение экспрессии RFC3 привело к остановке 

клеточного цикла в фазе S и было связано с белками p21, p53, p57 и циклином А [338]. RPN2 

- это рибофорин в олигосахарилтрансферазном комплексе, имеющий решающее значение 

для N-гликозилирования и гомеостаза ER [339]. Экспрессия RPN2 была связана с 

лекарственной устойчивостью в различных раковых клетках [339]. TAPBPL помогает TAP 

в загрузке антигена в MHC класса I [340], сплайсинг может влиять на эффективность 

презентации антигена и на выживаемость/уклонение опухолей от NK-клеток или Т-клеток 

CD8+. В целом, изменения при сплайсинге перечисленных транскриптов могут 

модулировать выживаемость NK-клеток и прогрессирование клеточного цикла зависимым 

от hTERT образом, что проливает свет на возможные новые аспекты неканонической 

функции hTERT в регуляции клеточной гибели и клеточного деления. 

 Мы выявили альтернативно сплайсированные транскрипты PSMF1 (PI31), CEBPB, 

ERCC5, RBM8A, VPS18, PLAAT4, ZNF706, HDHD3, AKAP11, NCK2, MED24, AARS1 среди 

“выживших” (CID)-iCasp9-NK клеток и “резистентных” hTERT-iCasp9-NK клеток по 

сравнению с “восприимчивыми” iCasp9-NK клетками. Так, мы оценили изменения 

транскриптов, которые могли бы способствовать выживанию NK-клеток. Nck1 и Nck2 

являются модульными адапторными белками, несущими домены Nck SH2 и Nck SH3. Было 

показано, что уровни Nck1 и Nck2 повышаются при множестве раковых заболеваниях и 

усиливают пролиферацию, а также снижают апоптоз клеток [341]. РНК-связывающий 

мотивный белок 8A (RBM8A) является частью основного компонента комплекса экзонных 

соединений (EJC). Он широко экспрессируется в клетках и участвует в регуляции 

клеточной пролиферации, метастазирования, апоптоза и других биологических функциях. 

Также было показано, что нокдаун RBM8A может снижать лекарственную устойчивость по 

пути AKT/mTOR [342]. Истощение RBM8A снижает уровень белка p21, что наряду с 

аберрантной экспрессией p53 повышает чувствительность клеток к генотоксическим 
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агентам [343]. AKAPs (белки, закрепляющие Α-киназу) поддерживают гомеостаз 

митохондрий и защищают клетки от стрессовых ситуаций и клеточной гибели [344–346]. 

 ERCC5 участвует в нуклеотидной эксцизионной репарации (NER) [347]. PLAAT4, 

опухолевый супрессор II класса, широко распространён в нормальных тканях. PLAAT4 

способствует дифференцировке и апоптозу, но ингибирует пролиферацию клеток и 

замедляет рост опухоли [348]. CEBPB генерирует множество изоформ (LAP1, LAP2, LIP) 

посредством альтернативной инициации трансляции; длинные изоформы белков 

поддерживают дифференцировку или цитостаз, тогда как укороченный LIP способствует 

пролиферации и выживанию при многих видах рака, смещая транскрипцию в сторону 

экспрессии генов циклина и противоапоптотических генов [349]. Протеасомосвязывающий 

белок PI31 (протеасомальный ингибитор 31kD) способствует сборке 26S и функционирует 

как адаптер для транспортировки протеасом. Потеря функции PI31 нарушает гомеостаз 

белков [350]. MED24 является медиатором транскрипционной субъединицы 24 РНК-

полимеразы II. AARS1 - аланил-тРНК-синтетаза человека (AARS), принадлежащая к 

семейству тРНК-синтаз, участвующих в процессе транскрипции. Таким образом, набор 

альтернативно сплайсированных транскриптов PSMF1 (PI31), CEBPB, ERCC5, RBM8A, 

VPS18, PLAAT4, ZNF706, HDHD3, AKAP11, NCK2, MED24, AARS1 появляется в NK-

клетках, устойчивых к индукции клеточной гибели на поздних стадиях апоптотического 

пути, индуцируемого каспазой-9. Эти изменения могут быть совершенно независимыми и 

регулироваться другими механизмами NK-клеток. Однако мы наблюдали, что 

устойчивость NK-клеток к индукции апоптоза сопровождалась изменениями уровней 

транскриптов, связанных с клеточным циклом. Связь между клеточным циклом и 

апоптозом была также описана в обзорной статье Б. Пуччи (Pucci) et al и соавторов [351]. 
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ВЫВОДЫ 

1. Получены NK-клетки, трансдуцированные генами hTERT и iCASP9.  

2. Показана hTERT-опосредованная модуляция экспрессии генов, связанных с 

повышенной выживаемостью и сохранением пролиферативной активности клеток в 

течение 2 месяцев; 

3. hTERT-iCasp9-NK-клетки в наименьшей степени подвергались истощению при 

цитокиновой стимуляции в сравнении с NK-клетками немодифицированными или 

трансдуцированными одним из трансгенов; 

4. Добавление CID к iCasp9-клеткам индуцирует апоптоз, но эффективность 

направленной элиминации варьирует в популяциях NK-клеток и снижается при 

оверэкспрессии hTERT; 

5. NK-клетки, выжившие после обработки CID ((CID)-iCasp9-NK-клетки) и 

устойчивые (hTERT-iCasp9-NK-клетки) к индукции апоптоза димеризатором, 

характеризуются наличием повышенной экспрессии генов, способствующих 

прохождению клеточного цикла, и схожих альтернативно сплайсированных 

транскриптов. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 Мы генетически модифицировали первичные NK-клетки человека генами hTERT и 

iCASP9 с целью получить длительно пролиферирующие NK-клетки наряду с возможностью 

направленной элиминации модифицированных клеток. Интересно, что модифицированные 

hTERT-iCasp9-NK-клетки показали значительно более высокую скорость пролиферации по 

сравнению с iCasp9-NK-клетками и тенденцию к увеличению продолжительности жизни по 

сравнению с NK-клетками, трансдуцированными только одним из трансгенов. Такой 

эффект может быть достигнут за счет одновременного действия обоих трансгенов, где 

hTERT способствует выживанию благодаря своим каноническим и неканоническим 

функциям, а iCasp9 обеспечивает отбор наиболее “живых” NK-клеток путем спонтанной 

димеризации. Однако точное влияние конструкции iCasp9 на выживаемость NK-клеток все 

еще требует изучения. Таким образом, hTERT обеспечивает своего рода спасение для 

iCasp9-модифицированных NK-клеток, что проявляется при длительном культивировании. 

Функциональная активность существенно не варьировала в зависимости от типа трансгена, 

а скорее зависела от уровня экспрессии T-Bet у каждого донора на момент 1 месяца 

культивирования. Однако, были прослежены hTERT-опосредованные изменения 

транскриптомного профиля, модулирующие цитотоксическуую и миграционную 

активность hTERT-оверэкспрессирующих клеток. Таким образом, трансдукция 

комбинации трансгенов hTERT и iCASP9 может быть многообещающим подходом для 

получения генно-инженерных NK-клеток для противоопухолевой терапии, а уровни 

экспрессии Eomes и T-Bet могут быть использованы в качестве предсказуемых маркеров 

для выбора наиболее эффективных методов культивирования и активации NK-клеток. 

Стоит отметить, что NK-клетки, стимулированные IL-2+K562-mbIL21, также 

характеризовались менее истощённым фенотипом по сравнению с NK-клетками, 

стимулированными IL-2 или IL-2+IL-15. 

 Сложное функциональное взаимодействие продуктов генов hTERT и iCASP9 в NK-

клетках снижает эффективность направленной индукции апоптоза. Мы обнаружили, что 

как оверэкспрессия hTERT, так и каталитически неактивного варианта DN-hTERT, 

придавала значительную устойчивость к индукции гибели клеток, опосредованной iCasp9, 

при инкубации с CID. Эта резистентность не зависела от канонической функции hTERT, 

что указывает на его неканоническую роль в выживании клеток. Примечательно, что 

сходный транскриптомный ландшафт "резистентных" и "выживших" клеток позволяет 

предположить, что оверхэкспрессия hTERT ассоциирована с изменением экспрессии генов 

клеточного цикла и модуяции сплайсинга клеток, что позволяет предположить наличие 
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некоторого hTERT-опосредованного механизма ускользания от запуска апоптоза на 

поздних стадиях апоптотического каскада.  
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