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Ген Последовательность (5′ → 3′  )

mIL15 F: CCTTACCAGTGACCGCCTTG
R: TGCAACTGGGGTGAACATCA

mIL18 F: CCTTACCAGTGACCGCCTTG
R: AGAGGCCGATTTCCTTGGTC

mIL12 F: CAAGCTGTGCATCCTGCT
R: CTCAGCAGCAGAACTCCG

4-1BBL F: CGCGGATCCGGTCTGAAC
R: CCGCTCGAGTTATTATTC

GUS F: GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT
R: CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA

Выделение РНК осуществляли с помощью набора RNeasy Mini Kit (Qiagen, США) в соответствии 
с протоколом производителя. Синтез кДНК проводили с использованием набора SuperScript III Reverse 
Transcriptase (Invitrogen, США) согласно рекомендации фирмы-изготовителя.

Результаты и их обсуждение
Получение генетически модифицированных фидерных клеточных линий. Для получения но-

вых фидерных клеточных линий была сконструирована бицистронная экспрессионная кассета на базе 
лентивирусного трансфер-вектора второго поколения pUltra. Карта кассеты представлена на рис. 1.

Нуклеотидные последовательности, кодирующие мембранно-связанные формы цитокинов человека, 
были сконструированы путем замены в гене CD8A участка, кодирующего внеклеточные домены белка 
CD8A, на последовательность нуклеотидов, которая несет информацию об аминокислотном составе зре-
лой формы соответствующего цитокина. Благодаря наличию в таком модифицированном гене участ-
ков, кодирующих сигнальный пептид и трансмембранный домен белка CD8A, белки цитокинов закреп
ляются на поверхности клетки, что позволяет с помощью соответствующих флуоресцентно-меченых 
антител обнаружить и отсортировать клетки с  выраженной экспрессией вводимого гена на приборе 
FACSVantage SE.

Получение генетически модифицированных фидерных клеточных линий с эктопической экспрессией 
рекомбинантных мембранно-связанных форм ИЛ-12 и ИЛ-18 человека осуществляли методом ленти-
вирусной трансдукции исходных линий 4-1BBL-mbIL-21 и 4-1BBL-mbIL-15.

Экспрессия введенных трансгенов подтверждалась как на уровне мРНК методом количественной 
ПЦР, так и на уровне белковых продуктов методом проточной цитометрии. На рис. 2 представлена экс-
прессия вводимых трансгенов на уровне мРНК.

Данные количественной ПЦР подтверждают экспрессию генов рекомбинантных мембранно-связанных 
форм цитокинов ИЛ-12, ИЛ-18, ИЛ-21 и гена 4-1BBL человека для полученной линии 4-1BBL-mbIL-21_12_18 
и экспрессию генов рекомбинантных мембранно-связанных форм цитокинов ИЛ-12, ИЛ-15, ИЛ-18 и гена 
4-1BBL человека для полученной линии 4-1BBL-mbIL-15_12_18.

На рис. 3 и 4 представлена иммунофенотипическая характеристика полученных фидерных клеточ-
ных линий 4-1BBL-mbIL-21_12_18 и 4-1BBL-mbIL-15_12_18 на уровне белковых продуктов мембранно-
связанных форм цитокинов ИЛ-12, ИЛ-15, ИЛ-18, ИЛ-21 и гена 4-1BBL человека.
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Рис. 1. Карта сконструированной бицистронной экспрессионной кассеты,  
кодирующей мембранно-связанные формы ИЛ-12 и ИЛ-18
Fig. 1. Map of the constructed bicistronic expression cassette  

encoding membrane-bound forms of IL-12 and IL-18


