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ВВЕДЕНИЕ

PD-1 (от англ. «Programmed cell death-1» или 
CD279) – трансмембранный белок I типа, при-
надлежащий к суперсемейству иммуноглобули-
нов. Данный белок представлен на активирован-
ных Т- и В-лимфоцитах, НКТ-клетках, а также 
активированных клетках миелоидного ряда [1]. 
Блокада сигнальных путей PD-1 сопровожда-

ется увеличением пролиферативной активно-
сти лимфоцитов мыши и человека в условиях in 
vitro [2,3]. Блокада PD-1 рецептора на лимфо-
цитах моноклональными антителами приводит 
к реактивации специфического противоопухо-
левого ответа. В настоящее время активно ис-
следуются моноклональные антитела –  блокато-
ры PD-1 рецептора в моно- и комбинированной 
терапии опухолей [4–5]. С учетом актуальности 
подобных препаратов для клинической медици-
ны, нами была предпринята попытка разработать 
моноклональные антитела против PD-1 челове-
ка с последующим тестированием их функцио-
нальной активности методом проточной цито-
метрии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение моноклональных антител к PD1. 
Моноклональные антитела получали по стан-
дартной методике Kohler G, Milstein C путем 
слияния клеток мышиной миеломы SP2/0 
с лимфоцитами из брюшных и подколенных 
лимфоузлов мыши. Иммунизировали 50 мкг ре-
комбинантного белка к PD-1 рецептору челове-
ка, полученного на трасфецированных клетках 
СНО в полном адьюванте Фрейнда, через месяц 
бустировали в/в 10 мкг того же препарата, слия-
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ние проводили на четвертый день по бустеру. 
Отбор позитивных линий проводили, используя 
метод прямого ИФА на полистирольных пла-
тах высокого связывания. После клонирования 
и наработки моноклональных антител (мАТ) 
в асцитной жидкости мышей антитела очищали 
методом высаливания сульфатом аммония (45% 
насыщения) и аффинной хроматографии на 
белке А. Оценивали способность мАТ связывать 
PD-1 из раствора и конкурировать с коммерче-
скими антителами анти-PD-1 (Merk, США), 
которые после проведения диализа, конъюгиро-
вали с биотином общепринятым методом, с фи-
нальной концентрацией в 3 мг/мл, за связывание 
с антигеном. По результатам были выбраны для 
дальнейшего исследования 14 мАТ.

Модель. Мононуклеарные клетки гепари-
низированной периферической крови (МНК) 
условно здоровых доноров выделяли общепри-
нятым методом. Затем клетки стимулировали 
ФГА (Sigma, США) в концентрации 15 мкг/мл 
(оптимальная концентрация в тесте стимуляции 
РБТЛ) для повышения экспрессии PD-1 рецеп-
тора на лимфоцитах. МНК инкубировали с плот-
ностью 1,5–2,0×106/мл, 10% эмбриональной те-
лячьей сыворотки (ЭТС) (Hyсlon, США) в среде 
RPMI 1640 с гентамицином 100 мг/л, (Биолот, 
Россия). Для проведения проточной цитометрии 
на каждую из проб брали по 2×105 жизнеспособ-
ных активированных лимфоцитов, дважды от-
мытых избытком ФБР c 2% ЭТС.

Проточная цитофлуориметрия. В получен-
ных после культивирования образцах определя-
ли основные популяции лимфоцитов: Т-клет-
ки выявляли как CD3+, Т-хелперы – как CD3+ 

CD4+, а цитотоксические Т-лимфоциты – как 
CD3+CD8+. Подготовку образцов для проведе-
ния цитофлуориметрического учета проводили 
в соответствие с рекомендациями, приведен-
ными в работе Хайдукова и соавторов [7]. Для 
окрашивания клеток применялась следующая 
панель моноклональных антител: CD3-FITC/
CD4-PE, CD3-FITC/CD8-PE и антитела про-
тив PD-1, конъюгированные с PC5.5, а также 
соответствующие им антитела изотипического 
контроля (все антитела производства Beckman 
Coulter, США) клеток.

Для оценки эффективных концентраций соб-
ственных препаратов анти-PD-1 антител к 50 мкл 
суспензии лимфоцитов в ФБР с 0,2% БСА (содер-
жавшим 4х105 лимфоцитов), добавляли 40 мкл 
тестируемых немеченых антител в следующих 
разведениях: (15, 1,5, 0,15 или 0,015 мкг/ мл) 
и инкубировали 10 мин, затем вносили 10 мкл 

биотинилированных PD-1 (Merk, США), инку-
бировали еще 20 мин, затем образцы отмывали 
избытком ФБР, полученный осадок ресуспен-
дировали и вносили 10 мкл раствора стрептави-
дина, меченного фикоэритрином (12-4317-87, 
eBioscience, США) (в разведении 1:1000), после 
чего инкубировали еще 20 минут в темноте при 
комнатной температуре. В контрольные пробир-
ки вносили ФБР с 0,25% БСА.

Все стадии подготовки образцов к цитоме-
трическому учету осуществляли в полипропи-
леновых пробирках для цитометрии 12х75мм. 
После завершения инкубации образцы дважды 
отмывали избытком ФБР и анализировали на 
проточном цитофлуориметре Epics XL (Beckman 
Coultеr, США). Настройку цитофлуориметра 
осуществляли в соответствии с рекомендация-
ми производителей антител.

Активность тестируемых образцов оценива-
ли по средней интенсивности флюоресценции, 
учитывая 5 000 событий. Процент ингибирова-
ния определяли по отношению средней интен-
сивности флуоресценции разведений немеченых 
образцов к стандартному образцу. Результаты 
повторяли не менее трех раз.

Статистическую обработку проводили с ис-
пользованием программ Statistica. Определя-
ли среднее арифметическое, ошибку средне-
го арифметического, достоверность различий 
определяли при помощи t-критерий Стьюдента 
(при объединении популяций лимфоцитов).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Свежевыделенные МНК представляют не 
самую удобную модель для тестирования анти-
PD-1 моноклональных антител. Вместе с тем, 
экспрессия гена PD-1 на циркулирующих в пе-
риферической крови человека Т-лимфоцитах 
увеличивается после стимуляции anti-CD3 или 
anti-CD3/CD28 mAb [3]. Было показано, что 
уровень экспрессии белковой формы PD-1 по-
вышался на Т-хелперах периферической крови 
примерно в четыре раза (с 10% до 40%) уже через 
сутки после внесения в среду для культивиро-
вания клеток РМА и иономицина [8]. В работе 
Saunders и соавторов было проведено сравни-
тельное исследование уровня экспрессии PD-1 
на СD3-позитивных лимфоцитах перифери-
ческой крови человека после стимуляции anti-
CD3 моноклональными антителами и ФГА сти-
муляции. Авторы показали, что только 15–18% 
нестимулированных СD3-позитивных лимфо-
цитов экспрессируют PD-1. Причем после сти-
муляции ФГА наблюдали максимально быстрое 
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и значительное увеличения процента клеток, 
экспрессирующих PD-1 (27–35% через 24 ч; 
80–84% через 48 ч и более 90% через 72 и 96 ч). 
Проанализировав литературные данные, мы вы-
брали в качестве модели ФГА стимулированные 
лимфоциты периферической крови человека на 
3–4 сутки активации.

Фенотипический анализ МНК, проведенный 
в работе выявил, что на 3 сутки 60,5 (4,8)% лим-
фоцитов были CD3-позитивны и 81,8 (5,15)% 
на 4 сутки. Содержание Т-хелперов на 3 сутки 
составляло 41,1 (0,52)% и 45,8 (0,95)% на 4 сут-
ки. Т-супрессоры составляли 20,1 (1,31)% об-
щей популяции на 3 сутки стимуляции и 31,2 
(1,23)% на 4 сутки.

Анализ уровня экспрессии PD-1 рецептора 
на лимфоцитах периферической крови челове-
ка, как с помощью биотинилированных анти-
PD-1 антител (цитофлюориметр Epics XL), 
так и антител против PD-1, конъюгированных 
с PC5.5 (проточный цитофлюориметр Navios), 
показал, что 60–80% клеток (в зависимости от 
донора) позитивны на 3 и 4 сутки стимуляции. 
Из представленных результатов видно, что прак-
тически все CD3 лимфоциты экспрессировали 
PD-1, что позволяло рассматривать разработан-
ную нами систему в качестве оптимальной для 
проведения работ по тестированию препаратов 
антител, полученных против PD-1 человека. 
Полученные результаты соответствуют данным 
литературы [8, 9].

В ходе дальнейших экспериментов на опи-
санной выше модели PD-1-позитивных лимфо-
цитов оценивали специфичность связывания 
и дозозависимый эффект немеченых функцио-
нальных антител. С применением моле ку ляр-
но-би о логических методов исследования было 
выделено 14 клонов, продуцирующих искомые 
антитела. Дальнейшее тестирование монокло-
нальных антител проводили методом проточ-
ной цитофлуориметрии в тесте лимфопроли-
феративной блокады. Тестировали серийные 
разведения немеченых образцов АТ в диапазо-
не (15–0,015 мкг/мл). РЕ сигнал оценивали на 
основании физического гейта всей популяции 
лимфоцитов. В результате анализа выявлено че-
тыре образца немеченых антител, которые были 
способны дозозависимо блокировать связыва-
ние биотинилированных PD-1 антител с рецеп-
тором на лимфоцитах в диапазоне от 15 мкг/мл 
до 0,15 мкг/мл. Образцы № 11 и № 18 блокиро-
вали связывание с рецептором в диапазоне от 
15 мкг/мл до 0,015 мкг/мл. Процент ингибиро-
вания связывания немеченых моноклональных 

PD-1 антител и анти PD-1/Bi антител c рецеп-
тором на лимфоцитах отражен на Рисунке 1.

ВЫВОДЫ

1. Полученные моноклональные антитела 
связаваются с PD-1 рецептором на лимфоцитах 
человека.

2. Использованная модель адекватна и пер-
спективна для анализа активности и специфич-
ности моноклональных антител против PD-1 
рецептора.

Авторы выражают искреннюю благодарность 
сотрудникам отдела иммунологии ФГБНУ “Ин-
ститут экспериментальной медицины” к. б. н.,
 с. н. с. Кудрявцеву И. В. и н. с. Серябряковой М. К. 
за консультации и техническую поддержку в вы-
полнении работы.
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The cell receptor PD-1 is a member of the CD28. This coinhibitory receptor is a member of subfamily 
“immunological checkpoints”. For this reason, testing the activities of such preparations is important for 
clinical medicine. In this study, a human monoclonal anti PD-1 antibody was developed and tested for 
functional activity by fl ow cytometry immunophenotyping analysis. This method was demonstrated to be 
eff ective for protein identifi cation and for fast screening of monoclonal antibody functional activity.
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