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Аннотация 
Адаптивная клеточная терапия, в частности Т-клеточная терапия (TCR-T), представляет собой передовую стратегию 

лечения солидных опухолей [1]. Современные методы разработки TCR-T-клеточной терапии позволяют получить ограничен-
ное количество кандидатов TCR [2], что ограничивает полное представление репертуара и затрудняет идентификацию наи-
более эффективных TCR. Это подчеркивает необходимость разработки новых методов разработки TCR-T-клеточной терапии.

Abstract 
Adoptive cell therapy, particularly T cell receptor–engineered T (TCR-T) cell therapy, represents a cutting-edge and promi

sing strategy for treating solid tumors [1]. Current methods for developing TCR-T cell therapies yield a limited number of candi-
date TCRs [2], missing the comprehensive view of the repertoire, which may impede the identification of the most effective TCRs. 
This limitation highlights the need for new techniques in TCR-T cell therapy development.

Цель — pазработать новый подход к обнаружению и анализу всего репертуара природных антигенспеци
фических TCR с целью выявления наиболее эффективных TCR для применения в TCR-Т-клеточной терапии.

Материалы и методы. Дендритные клетки условно здоровых доноров были нагружены иммуноген-
ными пептидами интересующего антигена для получения антигенспецифичных CD8+ Т-лимфоцитов из пе-
риферической крови. Впоследствии весь репертуар природных полноразмерных антигенспецифических TCR 
был проанализирован с  помощью секвенирования мРНК единичных клеток. Этот анализ включал оценку 
доминантности клонотипов, иммунного транскриптома и вероятности связывания с комплексом пептид/МНС 
с использованием инструмента TCRscape [3] и нейронной сети ERGO-II [4]. Эти анализы были направлены 
на  выявление наиболее эффективных TCR-кандидатов для  разработки TCR-Т-клеточной терапии. В  конце 
были получены TCR-Т-клетки, экспрессирующие TCR-кандидат, и проведена оценка их функциональности 
и селективности.

Полученные FASTQ файлы были обработаны с помощью BD pipeline версии 1.12 для получения финаль-
ных матриц экспрессии генов. Затем мы запустили инструмент ERGO-II, выбрав входной файл и базу данных 
(McPAS-TCR) [5]. ERGO-II требует информации о последовательностях TCR CDR3a и CDR3β, пептидной после-
довательности, типе MHC, генах V и J и типе Т-клеток. Выходной файл содержал прогнозируемые вероятности 
связывания TCR с комплексом пептид/МНС, которые варьировалось от 0 до 1.

 *  Исследование выполнено при поддержке РНФ (проект № 21-65-00004).
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Затем мы импортировали матрицы экспрессии генов каждого биологического образца, матрицу прогно-
зируемых вероятностей связывания из ERGO-II, а также матрицу репертуара адаптивных иммунных рецепторов 
(AIRR) в TCRscape, после чего выполнили нормализацию по log2 CPM (количество на миллион) для объединен-
ной матрицы и  подсчитали доминирующие клонотипы TCR, затем мы выполнили анализ главных компонент 
PCA, чтобы оценить размерность данных, и уменьшение размерности UMAP для совместного внедрения клоно-
типов, прогнозируемых вероятностей связывания и данных об экспрессии генов. После этого мы сгруппировали 
клетки с помощью HDBSCAN [6] и нашли доминирующий клонотип, используя прогнозируемые вероятности 
связывания и количество клеток на клонотип.

Результаты. Разработанный протокол продемонстрировал способность значительно увеличивать процент 
антигенспецифических Т-клеток, достигая увеличения более чем в 200 раз. Кроме того, с его помощью было успеш-
но идентифицировано более 100 различных антигенспецифических клонотипов TCR. Полученные в  результате 
TCR-Т-клетки проявляют высокий уровень цитотоксичности и селективности по отношению к целевому антигену, 
что подчеркивает их способность предпочтительно воздействовать на опухолевые клетки и уничтожать их.

Выводы. Нами был разработан всесторонний подход к обнаружению и анализу не только нескольких, но 
и всего репертуара природных антигенспецифичных TCR, что позволяет идентифицировать наиболее эффектив-
ный TCR для разработки TCR-Т-клеточной терапии. Кроме того, разработанный протокол может быть адапти-
рован к различным антигенам и вариантам MHC, что делает его универсальным инструментом как для научных 
исследований, так и для клинических применений.
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