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АННОТАЦИЯ 

Обоснование. Для разработки таргетной иммунотерапии аденокарциномы яичника может быть 

использована прямая идентификация пептидов, презентируемых в составе главных комплексов 

гистосовместимости I класса (с человеческим лейкоцитарным антигеном, human leukocyte antigens, 

HLA I) на поверхности опухолевых клеток. Однако стандартные протоколы иммунопептидомного 

анализа могут существенно различаться по эффективности выделения иммунопептидома в 

зависимости от условий лизиса. Оптимизация детергентов для иммуноаффинного выделения 

комплексов позволяет повысить чувствительность анализа, расширить репертуар 

идентифицируемых лигандов и увеличить вероятность обнаружения клинически значимых 

пептидов, пригодных для разработки персонализированных иммунотерапевтических подходов. 

Цель. Оценить влияние различных детергентов на эффективность идентификации пептидов-

лигандов HLA-комплекса и идентифицировать лиганды HLA-комплекса опухолей аденокарциномы 

яичника, а также охарактеризовать поверхностные антигены опухолей аденокарциномы яичника, 

презентированные через комплексы HLA I и потенциально перспективные для иммунотерапии. 

Методы. Иммунопептидом клеточных линий и постоперационного материала пациентов с 

аденокарциномой яичника идентифицировали при помощи иммуноаффинной хроматографии с 

последующим хромато-масс-спектрометрическим анализом. 

Результаты. В этой работе мы тестировали протокол иммуноаффинного выделения 

иммунопептидома, сравнивая различные детергенты (CHAPS, NP-40, SOD и Triton X-100) для 

лизиса клеток, и не наблюдали статистически значимых отличий в количестве идентифицируемых 

пептидов. Используя NP-40, в иммунопептидомах постоперационного материала пациентов с 

аденокарциномой яичника идентифицировали 5 пептидов, принадлежащих белкам опухоль-

тестикулярных антигенов, 3 из которых, согласно «Атласу белков человека» (Human Protein Atlas), 

действительно не экспрессируются в нормальных тканях яичников. 

Заключение. Использование каждого из четырёх простестированных детергентов приводит к 

идентификации уникальных наборов пептидов. Анализ иммунопептидома позволяет 

идентифицировать пептиды, относящиеся к белкам опухоль-тестикулярных антигенов, однако 

необходимы увеличение выборки постоперационного материала пациентов с аденокарциномой 

яичника и экспериментальная проверка иммуногенности идентифицированных пептидов. 

Ключевые слова: иммунопептидом; аденокарцинома яичника; иммуноаффинная хроматография; 

лиганды HLA I; масс-спектрометрия. 
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ABSTRACT 

BACKGROUND: To develop targeted immunotherapy against ovarian adenocarcinoma, direct 

identification of peptides presented by major histocompatibility complex class I (HLA class I) on 

the surface of tumor cells can be used. However, standard immunopeptidome analysis protocols 

may vary substantially in the efficiency of immunopeptidome isolation depending on lysis 

conditions. Optimizing detergents for immunoaffinity purification of HLA complexes enhances 

analytical sensitivity, expands the repertoire of identified ligands, and increases the likelihood of 

detecting clinically relevant peptides suitable for personalized immunotherapeutic approaches. 

AIM: To evaluate the effect of various detergents on the efficiency of identifying peptide 

ligands of HLA class I complexes; to identify HLA class I ligands in ovarian adenocarcinoma 

tumors; and to characterize the surface antigens of ovarian adenocarcinoma tumors presented by 

HLA class I complexes that are potentially promising for immunotherapy. 

METHODS: The immunopeptidome of cell lines and postoperative specimens from patients 

with ovarian adenocarcinoma was isolated using immunoaffinity chromatography followed by 

liquid chromatography–mass spectrometry analysis. 

RESULTS: In this study, we tested an immunoaffinity isolation protocol for the 

immunopeptidome, comparing various detergents (CHAPS, NP‑40, SOD, and Triton X‑100) for 

cell lysis, and observed no statistically significant differences in the number of peptides 

identified. Using NP‑40, we identified 5 peptides belonging to cancer/testis antigen (CTA) 

proteins in the immunopeptidomes of postoperative specimens from patients with ovarian 

adenocarcinoma, 3 of which, according to the Human Protein Atlas, are indeed not expressed in 

normal ovarian tissues. 

CONCLUSION: Each of the four tested detergents leads to the identification of unique sets of 

peptides. Immunopeptidome analysis enables the identification of peptides derived from CTA 

proteins; however, a larger sample of postoperative specimens from patients with ovarian 

adenocarcinoma and experimental validation of the immunogenicity of the identified peptides 

are necessary. 

Keywords: immunopeptidome; ovarian adenocarcinoma; affinity chromatography; HLA class I 

ligands; mass spectrometry. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Аденокарцинома яичника занимает первое место по смертности среди других гинекологических 

злокачественных новообразований. В связи с отсутствием явных симптомов на начальных этапах 

заболевания более чем в 85% случаев опухоль яичника диагностируют только на поздних стадиях 

(III или IV) [1]. На этих стадиях лечение аденокарциномы яичника могут осуществлять с помощью 

первичной циторедуктивной хирургии с последующим курсом адъювантной химиотерапии 

(карбоплатин и паклитаксел) или неоадъювантной химиотерапии с последующей циторедуктивной 

хирургией и адъювантной химиотерапией. Опухоли первоначально реагируют на лечение, но в 

процессе терапии постепенно приобретают лекарственную устойчивость, из-за чего рецидивы 

встречаются у 80% пациенток с аденокарциномой яичника в течение 6–12 мес после окончания 

химиотерапии [2]. При этом химиотерапия первой линии (в том числе неоадъювантная 

химиотерапия), используемая при аденокарциноме яичника, в течение последних 10 лет осталась 

неизменной [3].  

Только недавно в качестве поддерживающего лечения были одобрены таргетные подходы к 

терапии, такие как ингибиторы поли(АДФ-рибозы)-полимеразы (англ. poly adenosine diphosphate 

ribose polymerase inhibitors, PARPi) (АДФ — аденозиндифосфорная кислота) и бевацизумаб 

(моноклональное антитело, блокирующее ангиогенез), что повысило эффективность лечения 

рецидивов аденокарциномы яичника. Тем не менее пятилетняя выживаемость находится в 

диапазоне 10–40%. У 75% пациенток с поздней стадией заболевания в течение 2 лет наблюдается 

рецидив аденокарциномы яичника [4]. Это подчёркивает необходимость обеспечения арсенала 

эффективных препаратов и разных терапевтических схем, предотвращающих развитие 

устойчивости и, следовательно, рецидива болезни. 

Иммунотерапия произвела революцию в лечении злокачественных опухолей и продолжает бурно 

развиваться, что выражается как в появлении новых иммунотерапевтических подходов, так и в 

поиске новых молекулярных мишеней. Среди последних особое внимание уделяют пептидам, 

презентируемым в комплексе с человеческим лейкоцитарным антигеном (human leukocyte antigens, 

HLA) I класса на поверхности опухолевых клеток. Молекулы HLA I представляют собой 

мембранные белковые комплексы, ассоциированные с короткими пептидами. Такие комплексы 

«пептид–HLA» (pHLA) взаимодействуют с Т-клеточными рецепторами, что является одним из 

ключевых событий при развитии адаптивного иммунного ответа. Связанные с HLA I пептиды 

(иммунопептидом) образуются в результате протеасомальной деградации внутриклеточных белков. 

Образующиеся опухоль-специфические антигены (неоантигены), представляющие собой 

иммуногенные формы белков, возникшие в результате мутаций, нарушений процессинга РНК и 

других опухоль-специфических процессов, могут быть представлены в иммунопептидоме, поэтому 

информацию о репертуаре иммунопептидома используют для создания персонализированных 

противоопухолевых вакцин [5]. Классический протокол иммунопептидомного анализа включает 

следующие этапы: выделение комплексов pHLA с помощью иммуноаффинной хроматографии, 

очистку пептидов-лигандов и их масс-спектрометрический анализ. 

Традиционно аденокарцинома яичника не считается чувствительной к иммунотерапии, однако всё 

больше данных указывает на то, что эта опухоль на самом деле является иммуногенной [6]. 

Большинство клинических испытаний иммунотерапии аденокарциномы яичника основывались на 

опухоль-ассоциированных антигенах, таких как Her2neu, WT1, NY-ESO-1 и p53. При этом 

идентификацию и количественный анализ пептидных фрагментов этих белков в комплексе с HLA I 

на поверхности клеток аденокарциномы яичника не проводили, что служит основным недостатком 

подобных исследований. Таким образом, крайне важно глубокое изучение HLA I-представленного 

антигенного профиля опухолей яичника, чему посвящены исследования последних лет [7–9]. 

В настоящей работе мы оптимизировали протокол выделения иммунопептидома на клеточной 

линии Jurkat, тестируя различные детергенты (CHAPS, NP-40, SOD и Triton X-100) для увеличения 
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количества идентификаций пептидов-лигандов HLA I, и применили этот протокол для анализа 

послеперационного материала аденокарциномы яичника до химиотерапии (n=1) и после (n=3) с 

целью поиска пептидов опухоль-тестикулярных антигенов (CTA, cancer/testis antigens). 

ЦЕЛЬ  

Оценить влияние различных детергентов на эффективность идентификации пептидов-лигандов 

HLA-комплекса и идентифицировать лиганды HLA-комплекса опухолей аденокарциномы яичника, 

а также охарактеризовать поверхностные антигены опухолей аденокарциномы яичника, 

презентированные через комплексы HLA I и потенциально перспективные для иммунотерапии.  

МАТЕРИАЛЫ 

ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ КЛЕТОЧНЫЕ ЛИНИИ И ОПУХОЛИ 
Клеточные линии. В работе использовали клеточные линии Jurkat (ATCC, TIB-152, США), K-562 

(ATCC, CCL-243, США) и клеточную линию гибридомы HB-95 (ATCC, HB-95, США). Клеточные 

линии Jurkat и K-562 культивировали в среде RPMI 1640 (С330п; «ПанЭко», Россия), содержащей 

10% фетальной бычьей сыворотки (fetal bovine serum, FBS) (26140079; Gibco, США), 50 ед./мл 

гентамицина (ОАО «Дальхимфарм», Россия) и 1,6 мМ глутамина (GlutaMAX, 35050061; Gibco, 

США). Все клеточные линии культивировали до необходимого количества, после чего 

центрифугировали в течение 5 мин при 150 g (Eppendorf 5804 R, США). Клеточный осадок 

промывали трижды фосфатным раствором «Дульбекко», pH 7,4 (Р060; «ПанЭко», Россия), отбирали 

супернатант и хранили клеточный осадок при −80 ℃ до проведения дальнейших экспериментов. 

Для получения антител к HLA I культивировали клеточную культуру гибридомы HB-95 (продуцент 

HLA-ABC w6/32 антитела, ATCC, HB-95). Первичную культивацию осуществляли в среде DMEM 

F12 Advanced (12634010; Gibco, США) с добавлением 10% FBS (инактивация при 56 ℃ в течение 

30 мин), 50 ед./мл гентамицина и 1,6 мМ глутамина. При достижении плотности 600 тыс. кл./мл 

меняли среду на содержащую вдвое меньше FBS и таким образом постепенно снижали 

концентрацию FBS в среде. По достижении концентрации FBS 0,5% среду заменяли на среду 

HyClone ADCF-mab (SH30349.02; Cytiva, США), содержащую 50 ед./мл гентамицина и 1,6 мМ 

глутамина. В этой среде культивировали до гибели 80–90% клеток, затем отбирали супернатант, 

содержащий антитела. Концентрацию антител в клеточной среде измеряли коммерческим набором 

Easy-Titer mouse IgG Assay (23300; Thermo Scientific, США) в соответствии с рекомендациями 

производителя. 

Все клетки регулярно тестировали на наличие микоплазменного заражения и культивировали при 

температуре 37 °C и 5% CO2. 

Пациенты. В работе использовали образцы опухолевой ткани аденокарциномы яичника пациентов, 

прошедших химиотерапевтическое лечение с применением препаратов таксанов и карбоплатина 

(n=3, пациенты 1–3), и без предварительного лечения (n=1, пациент 4). Образцы получены из 

Российского научного центра рентгенорадиологии (Москва). Диагнозы были подтверждены 

морфологическими заключениями.  

ИММУНОГИСТОХИМИЧЕСКОЕ ОКРАШИВАНИЕ 

Образец опухолевой ткани массой 2–4 г препарировали с целью удаления жировой ткани, остатков 

сосудистой системы и стромы в фосфатно-солевом буфере (phosphate-buffered saline, PBS) с 

добавлением ингибиторов протеаз (Protease Inhibitor Cocktail X100, 78438; Thermo Scientific, США). 

Фрагменты ткани осушали при помощи фильтровальной бумаги и помещали в цилиндрические 

формы, наполненные средой для заморозки Cryomatrix (67-690-06; Erpedia, США),  которые 

замораживали в парах жидкого азота, после чего делали срезы толщиной 5–7 мкм на криотоме 

Shandon Cryotome FSE (Thermo Scientific, США) при температуре −25 ℃. Полученные срезы 

иммобилизовали на полилизиновых стёклах и замораживали на −80 ℃ до проведения 

иммуногистохимии. 

Иммобилизованные на полилизиновых стёклах срезы промывали PBS в течение 15 мин, затем 

фиксировали при помощи 4% параформальдегида на протяжении 30 мин при комнатной 
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температуре с последующей промывкой в PBS. Далее пермеабилизировали клеточные мембраны 

ткани при помощи 0,1% раствора Triton X-100 в PBS при комнатной температуре в течение 30 мин 

с последующей промывкой в PBS. Промытые срезы инкубировали в растворе первичных анти-

CA125-антител (CA125/MUC16 Antibody, CL2783; Novus Biologicals, США) и анти-HLA I-антител 

(HLA-ABC Monoclonal Antibody (W6/32), Functional Grade, MA1-80123; Invitrogen, США) в 

разведении 1:200 в PBS с 0,1% tween-20 (v/v) (PBST), содержащем 1% бычьего сывороточного 

альбумина (Sigma-Aldrich, США), в течение 12 ч при 4 ℃ во влажной камере. Первично 

окрашенные срезы промывали раствором PBS, а затем инкубировали в растворе вторичных антител 

(Goat anti-Mouse IgG2a Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 555, A-21137) в разведении 

1:400 в PBST, содержащем 1% бычьего сывороточного альбумина, в течение 1 ч при комнатной 

температуре в темноте. По окончании инкубации срезы промывали в PBS, после чего препараты 

инкубировали в течение 30 мин, используя краситель DAPI (4',6-диамино-2-фенилиндол 

гидрохлорид, D9542-5MG; Sigma-Aldrich, США), в концентрации 0,1 мкг/мл в PBS для 

визуализации ядер; затем вновь отмывали 2 раза PBS. Полученные препараты исследовали под 

флуоресцентным микроскопом Eclipse Ni-E (Nikon, Япония). 

ПОДГОТОВКА ЛИЗАТОВ КЛЕТОЧНЫХ ЛИНИЙ И ТКАНЕЙ 

При работе с клеточными линиями к сухому клеточному осадку добавляли 5 мл лизирующего 

буфера, содержащего 150 мМ NaCl, 50 мМ Tris-HCl, ингибиторы протеаз Protease Inhibitor Cocktail 

X100 (78438, Thermo Scientific, США), детергент (см. табл. 1), и инкубировали в течение 1 ч на 

мультиротаторе Multi-Bio RS-24 (Biosan, Латвия) при 4 °С. Для лизиса клеточной линии K-562 

использовали 1% NP-40. Концентрацию детергентов подбирали в соответствии с используемыми в 

литературе [10–12], но не менее двукратной критической концентрации мицеллообразования. 

Клеточный лизат обрабатывали ультразвуком в течение 5 мин (Elma S30H; Elma, Германия), затем 

центрифугировали в течение 15 мин при 14 000 g и 4 °С (Eppendorf 5804 R, ротор А-4-44) и отбирали 

супернатант. 

В процессе работы с опухолевыми тканями образец массой 0,2 г гомогенизировали керамическими 

сферами (MagNA Lyser Green Beads, 03358941001; Roche, Швейцария) в 1 мл лизирующего буфера 

(150 мМ NaCl, 50 мМ Tris-HCl, ингибиторы протеаз Protease Inhibitor Cocktail X100, 1% NP-40) с 

помощью автоматического гомогенизатора MagNA Lyser (Roche, Швейцария) при 7000 g c 

периодическим охлаждением образцов. Гомогенат ткани вместе с керамическими сферами 

переносили в лизирующий буфер объёмом 4 мл и оставляли на мультиротаторе Multi-Bio RS-24 

(Biosan, Латвия) в течение 1 ч при 4 °С. Полученный лизат ткани предварительно обрабатывали 

ультразвуком в течение 5 мин (ультразвуковая баня Elma S30H; Elma, Германия), центрифугировали 

в течение 15 мин при 14 000 g и 4 °С (5804 R, ротор А-4-44; Eppendorf, США) и отбирали 

супернатант. 

ИММУНОПРЕЦИПИТАЦИЯ PHLA I 

Для выделения 1 мл суспензии агарозной смолы Pierce Protein A/G Agarose (20422; Thermo Fisher, 

США) помещали в колонку для хроматографии низкого давления (Econo-Column 0,5×5 cm; Bio-Rad, 

США). Смолу промывали 50 мл PBS (pH 7,4) со скоростью потока 1 мл/мин; затем наносили на 

колонку клеточную среду, полученную после культивации гибридомы HB-95 в расчёте 2 мг антител 

на 1 мл смолы. Клеточную среду перед нанесением разбавляли PBS в соотношении 1:1. Колонку 

промывали 5 мл раствора, содержащего 150 мМ NaCl, 50 мМ Tris-HCl, после чего вносили 

клеточный или опухолевый лизат и инкубировали в течение 2,5 ч, используя перистальтический 

насос BT100-1L (Longerpump, Россия). Затем колонку последовательно промывали 50 мл PBS, 5 мл 

150 мМ NaCl, 50 мМ Tris-HCl, 10 мл mQ. Комплексы pHLA I и антитела элюировали 10% раствором 

уксусной кислоты. По окончании работы колонку промывали раствором PBS (50 мл), затем 

консервировали её в PBS с 0,02% NaN3. 

Элюат концентрировали при помощи центрифужного вакуумного испарителя Concentrator plus 

(Eppendorf, США) при 60 °С в течение 4,5 ч до 100–200 мкл. Сконцентрированный элюат разбавляли 

раствором 3% ацетонитрила в 0,1% трифторуксусной кислоты (trifluoroacetic acid, TFA) до 500 мкл 

и обрабатывали ультразвуком в течение 5 мин (ультразвуковая баня Elma S30H; Elma, Германия). 
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Затем пептиды отделяли от HLA-комплексов, используя картриджи для центрифужного 

фильтрования (Vivaspin 500, Sartorius, Россия; 10 kDa), в соответствии с протоколом производителя. 

Картриджи дополнительно дважды промывали 300 мкл 3% ацетонитрила 0,1% TFA. Пептиды 

высушивали в вакуумном испарителе Concentrator plus (Eppendorf, США) при 60 °С в течение 6 ч и 

хранили при −80 °С до хромато-масс-спектрометрического анализа. 

ХРОМАТО-МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ ЛИГАНДОВ HLA I 

Перед масс-спектрометрическим анализом пептиды растворяли в 15 мкл 3% ацетонитрила в 0,1% 

TFA. Масс-спектрометрический анализ был выполнен на масс-спектрометре Q Exactive HF Hybrid 

Quadrupole-Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, США), соединённым с системой Ultimate 3000 нано-

ВЭЖХ (Thermo Fisher Scientific, США). Хроматографическую систему собирали по схеме 

«предколонка–колонка»: 

колонка: сорбент Aeris Peptide XB-C18 (Agilent, США), длина 15 см, внутренний диаметр 75 мкм, 

размер частиц 3 мкм, диаметр пор 120 А; 

предколонка: сорбент Aeris Peptide XB-C18, (Agilent, США), длина 1 см, внутренний диаметр 100 

мкм, размер частиц 3 мкм, диаметр пор 120 А; 

растворитель A — 98,9% H2O, 1% MeOH, 0,1% муравьиная кислота; 

растворитель B — 99,9% ACN, 0,1% муравьиная кислота. 

Хроматографические колонки термостатировали при 50 °С. 

Нанесение образца и его промывку проводили на предколонке в течение 10 мин при скорости потока 

2 мкл/мин растворителя A. Разделение проводили при 300 нл/мин, градиент: 1 мин — 95% 

растворителя A, 5% растворителя B. Затем в течение 120 мин линейно увеличивали содержание 

ацетонитрила до 60% растворителя А, 40% растворителя B. После этого промывали 

хроматографическую систему в течение 10 мин 95% растворителя B, далее в течение 17 мин 

промывали 95% растворителя A и 5% растворителя B. 

Режим измерения масс-спектров: время накопления масс-спектров 250 мс, диапазон соотношений 

масса/заряд от 300 до 1250. Критерии предпочтительного отбора ионов для изоляции и 

фрагментации: заряд 2–5; число родительских ионов, отбираемых в каждом цикле, — не более 50; 

минимальная интенсивность 100 отсчётов/с. После первого анализа ион принудительно исключался 

из списка ионов для фрагментации на 15 с. Параметры фрагментации: время накопления спектров 

фрагментации 100 мс, диапазон соотношений масса/заряд от 100 до 2000 Th, нормализованная 

энергия столкновения 28 эВ, время полного цикла — не более 5,3 с. 

АНАЛИЗ МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКИХ ДАННЫХ 

Исходные масс-спектрометрические данные конвертировали в масс-листы формата MGF (mascot 

generic format) при помощи программы msconvert (ProteoWizard, v. 3.0.26014). Идентификацию 

пептидов проводили при помощи программ MASCOT (v. 2.5.1) и X!Tandem (ALANINE, v. 

2017.02.01) против базы данных белков UniProt Knowledgebase (таксон Homo sapiens, дата 

скачивания 04.08.2025). Допустимые отклонения массы прекурсора и фрагмента были установлены 

на уровне 20 ppm и 0,04 Da соответственно. Параметры поиска в базе данных включали отсутствие 

ферментов или возможных посттрансляционных модификаций. Результаты идентификаций 

объединяли в программе Scaffold. Среди идентифицированных пептидов (FDR <0,05) отбирали 

пептиды длиной 8–14 а.к.о. и предсказывали аффинность пептидов к соответствующим аллотипам 

HLA I (табл. 2) с помощью NetMHCpan 4.1 [13]. Пациенты, чей опухолевый материал исследовали 

в работе, не были типированы по HLA I, поэтому аффинность пептидов, идентифицированных в 

опухолевых образцах, предсказывали к наиболее распространённым аллотипам HLA I (A01:01, 

A02:01, 03:01, A24:02, A26:01, B07:02, B08:01, B27:05, B39:01, B40:01, B58:01, B15:01). Пептиды с 

рангом менее 0,5 считали высокоаффинными, а с рангом от 0,5 до 2 — слабоаффинными. Для 

сравнения количества идентифицированных аффинных пептидов использовали генерализованную 

линейную модель (generalized linear model, GLM), в параметры которой были включены тип 

детергента и запуск MS/MS для контроля батч-эффекта. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ 

ТЕСТИРОВАНИЕ ДЕТЕРГЕНТОВ ДЛЯ ВЫДЕЛЕНИЯ ИММУНОПЕПТИДОМА 
Тестировали 4 детергента (см. табл. 1, приложения 1, 2), каждый использовали в не менее 

двукратной критической концентрации мицеллообразования [14]. Выделяли иммунопептидом из 

150 млн клеток линии Jurkat, используя иммуноаффинную хроматографию на 1 мл агарозной смолы 

protein A/G и 2 мг антител w6/32, в четырёх независимых биологических повторах для каждого 

детергента. В качестве отрицательного контроля для выделения применяли клеточную линию К-

562, дефектную по экспрессии HLA I [15]. Суммарно, используя различные детергенты, 

идентифицировали 6891 пептид в клеточной линии Jurkat, 35,4% которых характеризовались 

аффинностью к соответствующим аллелям HLA I (1753 высокоаффинных и 690 низкоаффинных 

пептидов). Аффинность идентифицированных пептидов предсказывали, используя NetMHCpan 4.1. 

Из 2443 идентифицированных аффинных пептидов 188 (7,7%) были общими для всех детергентов, 

при этом наибольшее число уникальных пептидов среди всех выделений получено при 

использовании детергента CHAPS (рис. 1, а). Наибольшее количество идентификаций аффинных к 

HLA I пептидов также наблюдали после лизиса с использованием детергента CHAPS (1333 

пептида), в то время как лизаты, полученные с использованием детергентов Triton X-100, SOD или 

NP-40, демонстрировали схожие между собой результаты по количеству идентифицированных 

пептидов: 938, 912 и 785 пептидов соответственно (см. рис.1, а). При этом наблюдали отличия в 

количестве идентификаций между разными запусками MS/MS-анализа (рис. 1, b). В частности, в 

результате третьего запуска идентифицировали больше пептидов, чем в остальных запусках (GLM, 

p <0,05). Однако статистических отличий в количестве идентифицированных пептидов при 

использовании разных детергентов не наблюдали. В клеточной линии K-562 идентифицировали 

меньше аффинных к HLA пептидов (GLM, p <0,05); 3,5% всех идентифицированных пептидов 

характеризовались высокой аффинностью к HLA I и 8% были низкоаффинными (рис. 1, c). 

Пик распределения длины пептидов соответствовал 9 а.к.о. — длине наиболее частых лигандов 

HLA I (рис. 2) [16]. Мы попарно сравнили распределения длин аффинных к HLA I пептидов и 

наблюдали отличия в каждой паре, за исключением пар Triton X-100–CHAPS и NP-40–SOD (U-

критерий, padj. >0,05), при этом все распределения длин отличались от пептидов, выделенных из 

дефектной по экспрессии HLA I клеточной линии K-562 (adj. padj. <0,05). Помимо характерного 

распределения длин лиганды HLA I характеризуются якорными аминокислотными остатками, 

обеспечивающими взаимодействие с HLA I. В случае 9-членных пептидов такие аминокислотные 

остатки, как правило, находятся в положениях 2 и 9. Соответственно, среди идентифицированных 

аффинных к HLA пептидов длиной 9 а.к.о. наблюдали консервативные позиции в положениях 2 и 9 

(см. рис. 2). В положении 2 чаще других аминокислотных остатков наблюдали лейцин, пролин, 

валин, изолейцин, а в положении 9 — лизин, лейцин и аргинин. 

Таким образом, при использовании каждого детергента в образцах клеточной линии Jurkat 

наблюдали характерную для иммунопептидома картину, а именно: характерный пик распределения 

длины пептидов, составляющий 9 а.к.о., высокий процент аффинных к HLA I пептидов и 

специфический паттерн аминокислотных остатков на N- и C-конце пептида. Аналогичный анализ 

для клеточной линии K-562 не выявил таких особенностей. 

ИММУНОПЕПТИДОМ АДЕНОКАРЦИНОМЫ ЯИЧНИКА 

Отработав методику иммунопреципитации pHLA I на клеточных линиях, провели анализ трёх 

образцов послеоперационного материала пациентов с аденокарциномой яичника (см. приложение 

2). Образцы опухоли были охарактеризованы иммуногистохимическим окрашиванием 2 белковых 

маркёров аденокарциномы яичника: EpCAM, сверхпредставленного в карциномах яичника [17], и 

CA125 [18], а также HLA I на поверхности клеток (рис. 3). В результате анализа иммунопептидома 

идентифицировали 2671 уникальный пептид, 51% которых (1364) имели предсказанную 

аффинность к распространённым аллелям HLA I. Распределение длин аффинных к HLA I пептидов 

в каждом образце имело характерный для иммунопептидома пик на 9 а.к.о. (рис. 4, а), якорные 

аминокислотные остатки 9-членных пептидов находились в положениях 2 и 9 (рис. 4, b). 
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Среди идентифицированных пептидов искали те, которые относятся к белковым продуктам CTA из 

базы данных CTdatabase (http://www.cta.lncc.br/). Идентифицировали пять таких пептидов (табл. 3), 

при этом также идентифицировали три пептида, относящихся к маркёру рака яичника CA125 

(MUC16) — LALDTSTLET и QPLHAVSSEKV, TVLPEVPG. 

ОБСУЖДЕНИЕ 

Протоколы пробоподготовки при определении комплексов pHLA не стандартизированы [16] и в 

настоящее время считаются ахиллесовой пятой иммунопептидомики [19]. При этом известно, что 

репертуар идентифицируемых иммунопептидов зависит от метода их выделения и очистки, причём 

каждый метод даёт уникальный набор пептидов [14]. В данной работе мы провели сравнительный 

анализ детергентов, применяемых для лизиса клеток при выделении иммунопептидома, с целью 

выбора наиболее эффективного. Хотя статистически значимых различий в общем количестве 

идентифицированных пептидов не было обнаружено, мы наблюдали различия в распределении 

длин пептидов. Это подтверждает, что каждый детергент способствует выделению уникального 

репертуара пептидов [14]. При этом 188 общих пептидов (7,7%) удалось выделить с применением 

каждого из детергентов, однако количество общих пептидов может быть повышено до 42% [14], 

вероятно, за счёт увеличения глубины анализа и количества идентификаций. Идентифицированные 

нами паттерны якорных аминокислотных остатков в иммунопептидоме клеточной линии Jurkat 

согласуются с ранее представленными результатами анализов пептидов-лигандов HLA I клеточной 

линии Jurkat [20–22]. Помимо этого, среди идентифицированных пептидов в иммунопептидоме 

клеточной линии K-562 11,5% пептидов характеризовались аффинностью к HLA I. Специфичность 

NetMHCpan 4.0 при использовании 2% перцентиля в качестве критического значения для оценки 

аффинности составляет 98,5% [23], однако мы считали пептид лигандом, если он аффинен хотя бы 

к одному из 7 анализируемых HLA-аллелей клеточной линии K-562 (A11:01, A37:01, B18:01, 

B40:01, C50:01, C03:04, C05:01), поэтому вероятность ошибки оценивается в 10%, что может 

объяснить количество наблюдаемых аффинных лигандов K-562. В совокупности наши результаты 

подтверждают надёжность идентифицированных нами пептидов при использовании каждого 

детергента. Несмотря на то, что наибольшее число пептидов идентифицировали при использовании 

детергента CHAPS, наши результаты не выявили статистически значимых отличий в количестве 

идентификаций при использовании различных детергентов. При этом NP-40 оказался наиболее 

удобным в работе, так как он изначально представлен в жидкой форме. Кроме того, при работе с 

агарозной смолой буферы, содержащие NP-40, меньше пенились, что существенно упрощало 

работу с хроматографической колонкой низкого давления. Исходя из этого мы приняли решение 

провести выделение иммунопептидома опухолей аденокарциномы яичника с использованием 

детергента NP-40. 

Ключевым недостатком иммунопептидомики является низкая воспроизводимость метода. Это 

обусловлено большим количеством уникальных HLA-лигандов, каждый из которых должен быть 

представлен в достаточном для идентификации количестве. При этом количество детектируемых 

пептидов также лимитировано эффективностью иммунопреципитации комплексов «главный 

комплекс гистосовместимости–пептид» и чувствительностью масс-спектрометрического анализа. 

В итоге количество идентифицированных уникальных пептидов варьируется как в отдельных масс-

спектрометрических запусках (см. рис. 1, b), так и между одновременно анализируемыми образцами 

(см. рис. 1, b). 

Анализ иммунопептидома представляет наибольший интерес в клинике для поиска аутоантигенов 

[24], мишеней для терапии инфекционных заболеваний [25, 26] и иммунотерапии опухолей [27–29]. 

При этом CTA рассматриваются в качестве перспективных маркёров и мишеней для 

иммунотерапии. В норме экспрессия CTA ограничена мужскими половыми клетками и плацентой, 

однако опухоли часто также начинают их экспрессировать (в том числе аденокарцинома яичника), 

что делает эти антигены привлекательными для диагностики и таргетной терапии [30–32]. В нашем 

исследовании было идентифицировано 5 пептидов, происходящих от белков из семейства CTA, в 

иммунопептидомах аденокарциномы яичника (см. табл. 3). Согласно данным «Атласа белков 

человека» (Human Protein Atlas), два из этих пяти CTA-белков экспрессируются в яичниках. Таким 
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образом, в качестве потенциальных опухолевых антигенов при аденокарциноме яичника можно 

рассматривать только пептиды, соответствующие продуктам генов DPPA2, CCDC62 и SPAG17. При 

этом in silico анализ не предсказал ни для одного из них аффинности к исследуемым аллелям HLA 

I. Исходя из этого, идентифицированные нами пептиды не могут быть использованы для 

иммунотерапии. Важно отметить, что из-за отсутствия данных по генотипированию HLA I у 

пациентов анализ проводили только для наиболее распространённых аллотипов. Это могло 

привести к некорректной оценке аффинности, если аллотипы HLA I пациентов не соответствовали 

выбранным для in silico анализа наиболее распространённым аллотипам, что подчёркивает 

важность HLA-типирования для исследований в контексте персонализированной иммунотерапии. 

Помимо CTA, существуют и другие источники иммуногенных пептидов [33]. Кроме того, 

появляются данные о возможности индукции таких пептидов путём воздействия на клеточные 

процессы. Например, клеточный стресс, индуцированный радио- и химиотерапией, вызывает 

значительную перестройку процессов сплайсинга [34–36]. Это открывает возможности для поиска 

более универсальных опухоль-ассоциированных антигенов, таких как неоантигены, образующиеся 

из опухоль-специфических сплайс-вариантов [37]. Такие стресс-индуцированные лиганды HLA I, 

предсказанные как результат повреждений ДНК посредством рентгеновского облучения, были 

идентифицированы в иммунопептидоме опухолевых клеточных линий после обработки 

доксорубицином [38]. Таким образом, анализ иммунопептидома злокачественных опухолей после 

химиотерапии может помочь в поиске более универсальных опухоль-специфичных неоантигенов 

по сравнению с опухолями до лечения. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Сравнительный анализ детергентов для лизиса клеток подтвердил, что каждый из них способствует 

выделению уникального набора пептидов, и это имеет ключевое значение для полной 

характеризации иммунопептидома. Окончательный выбор детергента остаётся за исследователем, 

при этом глубина анализа может быть увеличена за счёт использования нескольких различных 

детергентов, однако это сопряжено с ростом стоимости и трудоёмкости, что противоречит 

современной тенденции к оптимизации этих параметров. 

В качестве дальнейшего исследования обнаруженных нами пептидов мы планируем провести 

количественную оценку их представленности методами таргетной протеомики, а также 

исследование их иммуногенности in vitro и in vivo. Кроме того, для характеризации 

иммунопептидома аденокарциномы яичника требуется увеличение выборки пациентов. При этом 

исследование следует проводить как до, так и после химиотерапии. Анализ опухолей после лечения 

может выявить уникальные терапевтические мишени, что в перспективе позволит повысить 

эффективность иммунотерапии за счёт её комбинации с химиотерапией. 
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ТАБЛИЦЫ 

Таблица 1. Детергенты для лизиса клеток 

Table 1. Detergents used for cell lysis 

Детергент Тип детергента СМС×2, 
ммоль/л 

Mr детергента, 
г/моль 

Конечная концентрация детергента, 
% 

NP-40 (Igepal CA-
630) 

Неионный 0,166–0,176 603 1 

CHAPS Цвиттер-
Ионный 

12–20 615 1 

SOD Анионный 4–12 414,55 0,25 

Triton X-100 Неионный 0,4–1,8 625 1 

Примечание: СМС —   Critical Micelle Concentration 

Таблица 2. Используемые клеточные линии и соответствующие аллотипы HLA I 

Table 2. Cell lines used and corresponding HLA class I allotypes 

Клеточная линия Аллотипы HLA I 

Jurkat A03:01, B07:02, B35:01, C04:01, C07:01 

K-562 A11:01, A37:01, B18:01, B40:01, C50:01, C03:04, C05:01 

 

Таблица 3. Идентифицированные пептиды, относящиеся к белкам опухоль-тестикулярных антигенов  

Table 3. Identified peptides derived from cancer/testis antigens proteins 

Аминокислотная последовательность 
пептида 

Ген, кодирующий белок-
предшественник 

Идентификатор в базе данных 
CTdatabase 

ARAVQPKA DPPA2; PESCRG1 CT100 

LELSTLLP CCDC62 CT109 

PTTPPYVQAPI ARX CT121 
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QASIAFVV SPAG17 CT143 

QTVSTFSLP RGS22; hCG_15692 CT145 

 

 

РИСУНКИ 
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Рис. 1. Характеристика пептидов-лигандов HLA I, выделенных с использованием 

различных детергентов для лизиса клеток: a — количество и перекрытие 

идентифицированных пептидов, аффинных к HLA I, при использовании различных 

детергентов для лизиса; b — число идентифицированных пептидов в каждом отдельном 

MS/MS-запуске; c — распределение длин идентифицированных пептидов при выделении 
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лигандов HLA I из клеток линий Jurkat и K-562. HLA — человеческий лейкоцитарный 

антиген (human leukocyte antigen). 

Fig. 1. Characterization of HLA class I ligands isolated using different detergents for cell 

lysis. a, Numbers and overlap of HLA class I–binding peptides identified with different lysis 

detergents; b, number of peptide identifications in each individual MS/MS run; c, length 

distribution of identified peptides obtained from HLA class I ligand isolation from Jurkat and 

K-562 cells. 

 

 

Рис. 2. Распределение аминокислотных остатков в 9-членных пептидах, 

идентифицированных в клеточных линиях Jurkat и K-562 при выделении иммунопептидома 

с использованием различных детергентов; n — количество пептидов, использованных для 

составления лого; ось Y (Bits) — степень консервативности в определённой позиции; ось X 

— позиция аминокислоты в пептиде. 

Fig. 2. Amino acid residue distribution in 9-mer peptides identified in Jurkat and K-562 

cell lines during immunopeptidome isolation using different detergents; n is the number of 

peptides used to generate the logo. The Y axis (Bits) represents the degree of conservation at each 

position; the X axis indicates the amino acid position in the peptide. 
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Рис. 3. Иммуногистохимическое окрашивание срезов аденокарциномы яичника 

пациента 1. 

Fig. 3. Immunohistochemical staining of ovarian adenocarcinoma sections from Patient 1. 

https://doi.org/10.17816/gc637422 


Гены и клетки | Genes & cells 
Оригинальное исследование | Original Study Articles 

DOI: https://doi.org/10.17816/gc696261  
EDN: WRQYFC 

ПРИНЯТА В ПЕЧАТЬ | PUBLISHED AHEAD OF PRINT 

 

 

https://doi.org/10.17816/gc637422 


Гены и клетки | Genes & cells 
Оригинальное исследование | Original Study Articles 

DOI: https://doi.org/10.17816/gc696261  
EDN: WRQYFC 

ПРИНЯТА В ПЕЧАТЬ | PUBLISHED AHEAD OF PRINT 

 

Рис. 4. Характеристика пептидов-лигандов HLA I, выделенных из аденокарциномы 

яичника: a — распределение длин и аффинностей к HLA I идентифицированных в 

опухолевых образцах пептидов; b — распределение аминокислотных остатков в 9-членных 

пептидах, идентифицированных в иммунопептидомах аденокарциномы яичника. Ось Y 

(Bits) — степень консервативности в определённой позиции; ось X — позиция 

аминокислоты в пептиде. 

Fig. 4. Characterization of HLA class I ligand peptides isolated from ovarian 

adenocarcinoma. a, Length distribution and HLA class I binding affinities of peptides identified 

in tumor samples; b, amino acid residue distribution in 9-mer peptides identified in ovarian 

adenocarcinoma immunopeptidomes. The Y axis (Bits) represents the degree of conservation at 

each position; the X axis indicates the amino acid position in the peptide. 
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