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Tn антиген является опухолеспецифическим антигеном, который появляется на раковых клетках в резуль�
тате аберрантного O�гликозилирования. Наиболее изученной формой Tn антигена является та, которая об�
наруживается в составе муцинов, в частности муцина 1 (MUC1). Антитела против этой формы Tn антигена
используются для диагностики опухолей, а также для создания Т�киллеров с химерным рецептором. Неко�
торые карциномы не несут MUC1, и для выявления Tn антигена на этих клетках требуются антитела иной
специфичности. В нашей работе был выполнен поиск анти�Tn антител без предварительных предположе�
ний о том, на каких белках�носителях может проявляться Tn антиген. Для этого нами было получено не�
сколько пар изогенных клеточных линий с диким типом и нокаутом гена Cosmc, который отвечает за коррект�
ность O�гликозилирования. С использованием созданных линий как иммуногенов нами было получено мо�
ноклональное антитело AKC3, которое реагировало с клетками аденокарциномы легкого A549, дефицитны�
ми по Cosmc, и не связывалось с клетками дикого типа. С помощью масс�спектрометрии, а также ко�имму�
нопреципитации было показано, что антитело AKC3 распознает Tn антиген в составе белка CD44, который
имеет важное значение при опухолевом росте. Антитело AKC3 может найти применение в диагностике опу�
холей, а также использоваться при создании Т�клеток с химерным рецептором для лечения опухолей, кото�
рые не экспрессируют муцины.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Tn антиген, O�гликозилирование, неоантигены, CD44, аденокарцинома легкого че�
ловека.
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ВВЕДЕНИЕ

Важное значение в диагностике и иммуноте�
рапии злокачественных новообразований имеют
опухолеассоциированные и опухолеспецифичес�
кие антигены. Поиск новых биомаркеров опухо�
левых клеток осуществляется как на протеом�

ном, так и на иммунохимическом уровне. Если с
помощью первого метода определяется структура
неоантигенов, то с помощью второго – создают�
ся реагенты для их детекции. Одним из путей
формирования неоантигенов является аберрант�
ное гликозилирование. При O�гликозилирова�
нии белков построение гликановой цепи начина�
ется с присоединения к остаткам серина или тре�
онина N�ацетилгалактозамина (GalNAc) [1]. При
дефиците шаперона Cosmc дальнейшее наращи�
вание гликановой цепи прекращается, и конце�
вой GalNAc вместе с прилегающими аминокис�
лотными остатками формирует так называемый
Tn антиген [2]. Мутации в гене Cosmc, приводя�
щие к образованию Tn антигена, наблюдаются в
ряде опухолевых клеток. Более 70% карцином яв�
ляются положительными по Tn антигену [3]. На
нормальных клетках Tn антиген отсутствует.

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : GalNAc – N�ацетилгалак�
тозамин, LRG1 – богатый лейцином альфа�2�гликопроте�
ин 1, leucine rich alpha�2�glycoprotein 1, ММ – молекуляр�
ная масса, MUC1 – муцин 1, PAGE – электрофорез в по�
лиакриламидном геле, PBS – фосфатно�солевой раствор,
SDS – додецилсульфат натрия, WB – Вестерн�блот.

* Первоначально английский вариант рукописи опубли�
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM20�178,
03.09.2020.

** Адресат для корреспонденции.
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К настоящему времени получено значитель�
ное число антител против Tn антигена [4, 5], ко�
торые можно разделить на две большие группы:
на антитела, зависимые и независимые от пеп�
тидного окружения GalNAc. Пептид�независи�
мые антитела имеют широкий спектр реактив�
ности и связываются с Tn антигеном в составе
самых разнообразных белков [6]. К сожалению,
такие антитела принадлежат к классу IgM и об�
ладают невысокой константой связывания.
Пептид�зависимые антитела представляют
больший интерес, поскольку характеризуются
высоким аффинитетом, однако они имеет узкий
спектр реактивности и реагируют с Tn антиге�
ном в составе только определенных белков. Как
правило, анти�Tn антитела получали иммуниза�
цией гликопептидами из муцина, который явля�
ется наиболее известным белком�носителем Tn
антигена. Данные о биомаркерах аберрантного
гликозилирования, представленные на других
белках, очень ограничены.

Ранее для поиска пептид�специфичных ан�
ти�Tn антител на неизвестных белках�носите�
лях нами был предложен метод, использующий
Cosmc изогенные линии клеток [7]. Для имму�
низации и скрининга нами была использована
пара клеточных линий: Jurkat wt, которая конс�
титутивно является дефектной по гену Cosmc, а
также клетки Jurkat, трансдуцированные геном
Cosmc дикого типа. Это позволило нам полу�
чить антитела против Tn антигена в составе
белков CD45 и CD43, которые до этого не бы�
ли известны, как возможные носители Tn анти�
гена [8].

Целью настоящего исследования является
поиск новых биомаркеров карцином, которые
образуются в результате аберрантного гликози�
лирования и впоследствии могут использовать�
ся в диагностике и терапии опухолей. Для дос�
тижения этой цели нами были поставлены сле�
дующие задачи: (1) путем нокаутирования гена
Cosmc получить изогенные линии клеток, несу�
щие, в отличие от клеток «дикого типа», Tn ан�
тиген; (2) получить пептид�специфичные мо�
ноклональные антитела против Tn антигена,
представленного на клетках карциномы легко�
го; (3) идентифицировать новые биомаркеры
опухолевых клеток с аберрантным гликозилиро�
ванием.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование клеток, антитела и проточ5
ная цитометрия. Клетки линий A549, MCF�7 и
RPMI 8226 («ATCC», США) культивировали в
среде DMEM/F12 с добавлением 10% феталь�

ной сыворотки телят, 4 мМ L�глутамина и гента�
мицина (80 мг/л) («ПанЭко», Россия) при 37 °С,
в увлажненной атмосфере 5% CO2. Антитела
He7 (IgG2a, анти�CD44), ER1 (IgG2b, анти�
CD99), JA1 (IgM, анти�Tn антиген) были полу�
чены ранее в нашей лаборатории [7]. Для полу�
чения новых моноклональных антител мышей
BALB/c трехкратно иммунизировали клетками�
мишенями, после чего клетки селезенки иммун�
ных мышей гибридизовали с миеломой Sp2/0.
Культуральные супернатанты гибридных клеток
через 10 дней тестировали в иммунофлуоресцент�
ном тесте на клетках�мишенях и отбирали пози�
тивные клоны [7].

Для иммунофлуоресцентного окрашивания
к осадку 1 × 106 клеток добавляли 50 мкл первич�
ных немеченых антител и инкубировали при
4 °C в течение 30 мин. Затем клетки дважды от�
мывали в фосфатно�солевом буфере (PBS) цент�
рифугированием при 300 g в течение 5 мин. Да�
лее клетки инкубировали с FITC�мечеными
вторичными антителами против мышиного IgG
или IgM («Merck», США) и отмывали. Окра�
шенные клетки анализировали на проточном
цитометре CytoFLEX S («Beckman�Coulter»,
США). В качестве негативного контроля ис�
пользовали клетки, обработанные только вто�
ричными антителами.

Создание клеточных линий с нокаутом гена
Cosmc. Выбор таргетной последовательности в
гене Cosmc (Gene ID: 29071) проводили с по�
мощью онлайн ресурса, описанного в работе
Hsu et al. [9]. Последовательность gRNA была
закодирована в пару комплементарных ДНК
олигонуклеотидов для последующего клониро�
вания в вектор: 5�gR�Cosmc: 5′�CACCGCAAT�
GATAGCAAACGTAGTG�3′ и 3�gR�Cosmc: 5′�
AAACCACTACGTTTGCTATCATTGC�3′. Наря�
ду с этим была использована gRNA из работы
Stolfa et al. [10].

Олигонуклеотиды отжигали и клонировали в
вектор pKS�gRNA�BB по рестрикционному сай�
ту BbsI [11]. 1 млн клеток трансфицировали с
помощью системы для электропорации Neon
(«Thermo Fisher», США). Через 5 суток после
трансфекции с помощью антитела JA1 на клет�
ках оценивали экспрессию Tn антигена, клетки
наращивали и сортировали позитивную по Tn
антигену популяцию с помощью прибора
FACSAria II («Becton Dickinson Biosciences»,
США).

Периодатное окисление. Клетки A549 в тече�
ние 10 мин фиксировали в 4%�ном растворе па�
раформальдегида и 1 ч обрабатывали 20 мМ
раствором периодата натрия в PBS. Клетки 2 ра�
за отмывали в PBS, и образовавшиеся альдегид�
ные группы блокировали в течение 30 мин в
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полной среде DMEM, содержавшей 10% эмбрио�
нальной телячьей сыворотки [8].

Анализ углеводной специфичности антител с
помощью гликочипов. Гликочипы были получе�
ны печатью гликанов на стеклянные слайды
(«Schott�Nexterion», Германия), активирован�
ные с помощью гидроксисукцинимида. На каж�
дом слайде было иммобилизовано ~400 различ�
ных лигандов, которые представляли собой син�
тетические компоненты гликопротеинов и гли�
колипидов млекопитающих, а также 200 бакте�
риальных полисахаридов. Полный список ли�
гандов приведен в работе Dobrochaeva et al. [12].
Гликочип инкубировали с раствором антитела,
отмывали в растворе PBS, содержавшем 0,1%
(v/v) Tween�20, окрашивали вторичными анти�
телами против IgG мыши, меченными Alexa555
и еще раз отмывали. Флуоресценцию регистри�
ровали на сканере Innoscan 710 Fluorescence
Scanner («Innopsys», France).

Флуоресцентный иммунопреципитационный
анализ. 2 × 107 клеток окрашивали с помощью
аминореактивного флуоресцентного красителя
Cy3 (10 мг/мл) («Lumiprobe», Россия) [13]. Клет�
ки 30 мин лизировали при 4 °C в 1 мл лизирую�
щего буфера 20 мM Tris�HCl, pH 8,0, содержав�
шем 1% (w/v) Triton X�100, 150 мM NaCl, 5 мМ
ЭДТА, 1 мМ фенилметилсульфонилфторида
(«Merck», США). Иммунопреципитацию прово�
дили путем добавления 1 мл лизата к 20 мкл А�
Белок�агарозы («Thermo Fisher», США) с пре�
формированным на ней комплексом преципити�
рующих антител и последующей инкубации в те�
чение 2 ч при 4 °C. Иммунопреципитаты отмыва�
ли трижды, каждый раз добавляя по 800 мкл ли�
зирующего буфера. Связавшиеся флуоресцент�
но�меченые белки элюировали с носителя прог�
реванием иммунопреципитатов с буфером образ�
ца для электрофореза в течение 5 мин при 95 °C.

Электрофорез и Вестерн5блоттинг (WB). Элюи�
рованные белки разделяли электрофорезом в
10%�ном полиакриламидном геле в присутствии
додецилсульфат натрия (SDS�PAGE) в восста�
навливающих условиях в буферной системе
Лэммли [7]. Визуализацию белков в геле прово�
дили на флуоресцентном сканере Molecular
Imager FX Pro («Bio�Rad», США), регистрируя
флуоресценцию при 600 нм.

Разделенные белки полусухим методом пе�
реносили из геля на PVDF�мембрану («Merck»,
США) [7] и проявляли с помощью первичных, а
затем вторичных антител против мышиного
IgG, меченных пероксидазой хрена («GE
Healthcare», США). Визуализацию блотов про�
водили на приборе ChemiDoc XRS («Bio�Rad»,
США) с использованием реагентов для хемилю�
минесценции («Merck», США).

Масс5спектрометрический анализ. Белковые
полоски (∼5 мм3) вырезали из геля, отмывали 3
раза в деионизованной воде и проводили трип�
синолиз, как описано ранее [13]. Смесь пепти�
дов в объеме 1,5–2,0 мкл загружали на колонку
Ultimeta 3000 Plus RSLC nano («Thermo Fisher»,
США) и разделяли с помощью обращенно�фа�
зовой хроматографии с использованием линей�
ного градиента 2→37% подвижной фазы (ацето�
нитрил с добавлением 0,1% муравьиной кисло�
ты и 0,03% уксусной кислоты). Регистрацию
сигнала проводили с использованием масс�
спектрометра Q�Exactive HF�X («Thermo Fisher»,
США) в диапазоне 425–1300 m/z. Идентифика�
цию белков по тандемным масс�спектрам трип�
тических пептидов проводили с помощью про�
граммы SearchGUI и Peptideakher [13].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Создание клеточных линий, дефицитных по
гену Cosmc. Для получения клеточных линий
MCF�7, A549 и RPMI 8226 с аберрантным О�
гликозилированием была использована техно�
логия нокаутирования генов c помощью
CRISPR/Cas9 [9]. Клетки трансфецировали
компонентами системы CRISPR/Cas9 и через 5
дней выявляли 5–10% Tn положительных кле�
ток, которые определяли с помощью пептид�не�
зависимого анти�Tn антитела JA1. После двух
раундов сортировки были получены клеточные
линии, в которых Tn�позитивными были не ме�
нее 90% клеток.

Получение моноклонального антитела против
аберрантно гликозилированных клеток А549. Для
генерации новых моноклональных антител про�
тив Tn�антигена мышь BALB/c была проимму�
низирована клетками A549, нокаутными по гену
Cosmc (A549�Cosmc�KO). Клетки селезенки мы�
ши были гибридизованы с миеломой Sp2/0. На
первом этапе скрининга отбирали гибридомы,
секретирующие антитела, которые реагировали
с клетками A549�Cosmc�KO. На следующем эта�
пе скрининга исключали клоны, реагировавшие
с клетками A549 дикого типа. В результате отбо�
ра был получен клон AKC3, секретирующий ан�
титело IgG1 изотипа. Это антитело ярко окра�
шивало клетки A549, нокаутные по гену Cosmc, и
минимально связывалось с клетками A549 дико�
го типа (рис. 1, а). При этом антитело AKC3 не
реагировало с Tn�позитивными клетками MCF�
7 и RPMI 8226, дефицитными по гену Cosmc
(рис. 1, а).

Биохимическая характеристика антигена
AKC3. Для того чтобы проверить, что связыва�
ние антитела AKC3 зависит от присутствия угле�
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водной детерминанты, было проведено мягкое
периодатное окисление клеток. Клетки A549�
Cosmc�KO, обработанные периодатом натрия,
теряли способность окрашиваться антителом
AKC3 (рис. 1, б). Тестирование антитела AKC3
на гликочипе, имеющем в своем составе более
400 различных гликанов, включая GalNAcα,
GalNAcα�Ser и несколько десятков олигосаха�
ридов с терминальным или внутренним фраг�
ментом GalNAcα [13], дало отрицательные ре�
зультаты. Таким образом, связывание AKC3 яв�
ляется зависимым от присутствия углеводной

цепи, но полностью ею не определяется и зави�
сит от конкретных белков�носителей, которые
экспрессированы клетками A549.

Для того чтобы охарактеризовать белки�но�
сители антигена AKC3, мы использовали метод
флуоресцентной иммунопреципитации (FIPA)
[13]. Антиген AKC3, выделенный на иммуно�
сорбенте на основе антитела AKC3, мигрировал
в SDS�PAGE геле в виде двух полос (рис. 2, а).
Мажорная верхняя полоса соответствовала бел�
ку с молекулярной массой (ММ) ∼85 кДа. Ниж�
няя полоса была менее интенсивная и зачастую

Рис. 1. Экспрессия Tn антигена на клетках, нокаутированных по гену Cosmc. а – Клетки A549 (верхний ряд), MCF�7 (сред�
ний ряд) или RPMI 8226 (нижний ряд) окрашивали антителом JA1 или AKC3, затем вторичными антителами против Ig
мыши, меченными FITC, и анализировали на проточном цитометре (закрашенные гистограммы). Отрицательный конт�
роль (клетки окрашивали только вторичными антителами) представлен не закрашенными гистограммами. В двух левых
колонках представлены клетки дикого типа (wt), в двух правых колонках – клетки, нокаутированные по гену Cosmc (KO);
б – клетки A549, нокаутированные по гену Cosmc (KO), перед окрашиванием антителами JA1 или AKC3 обрабатывали
20 мМ раствором периодата натрия
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проявлялась в виде двух близко расположенных
полос в области 35 кДа. Те же полосы наблюда�
лись в Вестерн�блоттинге (рис. 2, б). Положение
всех полос не менялось при переходе с восста�
навливающих на невосстанавливающие условия
электрофореза. Таким образом, антиген AKC3
присутствует, по крайней мере на двух белках�
носителях, которые являются одноцепьевыми
молекулами.

Масс5спектрометрический анализ антигена
AKC3. Для того чтобы идентифицировать бел�
ки, несущие Tn антиген, две полосы, получен�
ные при иммунопреципитации с помощью ан�
титела AKC3 (рис. 2, а), были вырезаны из геля
и обработаны трипсином. Полученные пепти�
ды были проанализированы методом тандем�
ной масс�спектрометрии с электроспрей�иони�
зацией c предварительным разделением пепти�
дов методом жидкостной хроматографии. Наи�
более релевантные идентифицированные белки
представлены в таблице. Для полосы 1 наиболь�
ший интерес представлял белок CD44, для ко�
торого было проведено более детальное иссле�
дование.

Ко5иммунопреципитационный анализ антиге5
на AKC3. Обращает на себя внимание то, что по�
лоса преципитации CD44, полученного из лиза�
та клеток A549�Cosmc�KO, довольно точно сов�
падает с верхней полосой антигена AKC3 (рис.
3, дорожки 3 и 4). Можно отметить также то, что
CD44, выделенный из клеток дикого типа, имел
несколько меньшую подвижность, чем CD44 из
клеток A549�Cosmc�KO (рис. 3, дорожка 2). Это
наблюдение соответствует тому, что в клетках
дикого типа степень гликозилирования CD44
должна быть выше, чем в нокаутных клетках.

Для проверки предположения о том, что
CD44 является белком�носителем Tn антигена,
были проведены эксперименты по взаимной ко�
иммунопреципитации CD44 и антигена AKC3. С
этой целью сначала с помощью иммуноаффин�
ных сорбентов на основе А�Белок�агарозы были
выделены CD44 и антиген AKC3 (рис. 4, а). За�
тем полученные белки были окрашены методом
WB с помощью антитела против CD44 (рис. 4, б)
и антигена AKC3 (рис. 4, в). Эти эксперименты
показали, что полоса CD44 и верхняя полоса ан�
тигена AKC3 одинаково эффективно проявля�
лись как антителом против CD44, так и антите�
лом AKC3 (рис. 4, б и в). В противоположность
этому нижняя полоса антигена AKC3 в WB про�
являлась только антителом AKC3, но не антите�
лом против антигена CD44. В качестве отрица�
тельного контроля в этих экспериментах ис�
пользовали иммунопреципитацию на антителе
против CD9. Полосы, обозначенные на WB сим�
волами H и L, проявлялись как в опытных, так и
в контрольных дорожках. Эти полосы появля�
лись в результате диссоциации легких и тяжелых
цепей антител, которые использовались для им�
мунопреципитации. За исключением цепей H и
L, других полос в дорожке с отрицательным
контролем не выявлялось.

Молекулярная масса нижней полосы анти�
гена AKC3 довольно близка к таковой белка

Рис. 2. Иммунопреципитация антигена, выявляемого ан�
тителом AKC3. а – Клетки метили красителем Cy3, лизи�
ровали в 1%�ном (w/v) Triton X�100 и иммунопреципити�
ровали на антителе AKC3. Выделенные белки разделяли в
12%�ном SDS�PAGE в восстанавливающих условиях и ре�
гистрировали флуоресценцию геля (FIPA). Белковые по�
лосы 1 и 2 вырезали и подвергали масс�спектрометричес�
кому анализу; б – белки из геля переносили на PVDF�
мембрану и проявляли c помощью Вестерн�блоттинга ан�
тителом AKC3. В качестве клеток�мишеней использовали
клетки A549 дикого типа (wt) или клетки A549, нокаутиро�
ванные по гену Cosmc (KO)

Масс�спектрометрическая идентификация белков, выде�
ленных иммунопреципитацией с помощью антитела AKC3
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(рис. 2, а)

1

1

1

2

Белок

POTE ankyrin domain family
member F

Inter�alpha�trypsin inhibitor
heavy chain H1

CD44 antigen

Leucine�rich alpha�2�glyco�
protein

Ген

POTEF

ITIH1

CD44

LRG1

ММ,
кДа

121,4

101,3

81,5

38,1



ШУВАЛОВА И ДР.

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  9  2020

1290

CD99. Известно, что CD99 имеет по меньшей
мере один сайт O�гликозилирования, т.е. теоре�
тически может нести Tn�антиген. Для того что�
бы проверить возможную связь между CD99 и
AKC3 для пары антител CD99 и AKC3, были вы�
полнены эксперименты по ко�иммунопреципи�
тации, аналогично тому, как это было сделано
для пары антител CD44 и AKC3 (рис. 5). Однако
никакой ко�иммунопреципитации между CD99
и AKC3 обнаружено не было. Кроме того, пря�
мое сравнение электрофоретической подвиж�

ности CD99 и антигена AKC3 показало, что пос�
ледний обладает заметно более высокой ММ.
Очевидно, что нижняя полоса антигена AKC3
никак не связана с белком CD99.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Путем нокаутирования гена Cosmc нами бы�
ли получены 3 пары изогенных линий клеток,
которые отличались по экспрессии Tn антигена.
Используя изогенные клетки A549, мы получи�
ли моноклональное антитело AKC3, которое ре�
агировало с A549�Cosmc�KO клетками и не свя�
зывалось с линией A549 wt. При окислении уг�
леводных остатков с помощью периодата нат�
рия связывание антитела AKC3 с клетками от�
менялось. Таким образом, по своей специфич�
ности AKC3 является анти�Tn антителом. Осо�
бенностью нашей работы являлось то, что AKC3
было получено без какого�либо предваритель�
ного предположения о белках, в составе кото�
рых может присутствовать Tn антиген.

С помощью метода флуоресцентной имму�
нопреципитации, а также WB мы обнаружили,
что AKC3 реагирует с двумя белками с ММ 85 и
34 кДа. Масс�спектрометрический анализ пока�
зал, что в полосе 85 кДа обнаруживаются пепти�
ды из белка CD44. Принадлежность антигена
AKC3 к белку CD44 была подтверждена при
прямом сравнении электрофоретической под�
вижности этих молекул, а также в эксперимен�

Рис. 3. Сравнение электрофоретической подвижности
белка CD44, выделенного из клеток A549 дикого типа и
клеток A549, нокаутированных по гену Cosmc. Иммунопре�
ципитацию проводили c антителами против CD44, AKC3
или CD9 (отрицательный контроль). В качестве клеток�
мишеней использовали клетки A549 дикого типа (дорож�
ка 2) или клетки A549, нокаутированные по гену Cosmc
(дорожки 1, 3 и 4).

Рис. 4. Ко�иммунопреципитация белка CD44 и антигена AKC3 из лизата клеток A549, нокаутированных по гену Cosmc.
Иммунопреципитацию проводили на антителах против CD9, CD44 или AKC3. Выделенные белки разделяли в 12%�ном
SDS�PAGE и регистрировали флуоресценцию геля (а), далее белки переносили на PVDF�мембрану и проявляли c по�
мощью WB антителами против CD44 (б) или AKC3 (в)
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тах по ко�иммунопреципитации. С этим согла�
суется также отсутствие реактивности антитела
AKC3 с сублиниями MCF�7 и RPMI 8226, дефи�
цитными по гену Cosmc, которые несут Tn анти�
ген, однако не экспрессируют белок CD44.

Стандартная форма человеческого CD44
(CD44s) состоит из 361 аминокислотного остат�
ка и имеет расчетную ММ 39,4 кДа. CD44 явля�
ется высоко�гликозилированным белком, вслед�
ствие чего при электрофорезе он мигрирует в
области 85–90 кДа. CD44s имеет 6 потенциаль�
ных сайтов N�гликозилирования и 32 сайта O�
гликозилирования [14]. Наиболее вероятным
является O�гликозилирование 4�х сайтов, рас�
положенных в мотивах Ser�Gly, которые нахо�
дятся во внеклеточной части CD44s, которая не�
посредственно прилегает к трансмембранному
домену [15]. По другой оценке, CD44s O�глико�
зилирован по 7 сайтам [16]. Обращает на себя
внимание, что CD44, выделенный из нокаутных
клеток, имел большую электрофоретическую
подвижность, чем CD44 из клеток дикого типа.
Это хорошо согласуется с тем, что в нокаутных
клетках O�гликозилирование должно быть не�
полным. Таким образом, по своим характерис�
тикам CD44s удовлетворяет предполагаемым
свойствам антигена, распознаваемого AKC3.

CD44 имеет важное функциональное значе�
ние. CD44 является рецептором гиалуроновой
кислоты, он также связывается с другими ком�
понентами межклеточного матрикса. Как след�
ствие, CD44 участвует в процессах клеточной

адгезии, миграции, а также дифференцировке
клеток. Велика роль CD44 в опухолевом росте и
метастазировании [17]. На опухолевый рост
влияет как общая экспрессия белка CD44 [18],
так и присутствие его отдельных гликоформ. В
частности, изменения в степени гликозилирова�
ния CD44 могут регулировать опухолевый рост
[19]. Гликозилирование влияет на связывание с
гиалуроновой кислотой и тем самым изменяет
адгезионные свойства молекулы CD44 [15]. Бы�
ло показано, что клетки из первичной мелано�
мы, а также метастазов различаются по степени
O�гликозилирования молекулы CD44 [15].

Данные масс�спектрометрии позволяют
предположить, что белком�носителем Tn анти�
гена из нижней полосы (рис. 2) может являться
богатый лейцином гликопротеин 1 (Leucine rich
alpha�2�glycoprotein 1, LRG1). LRG1 имеет ММ
38 кДа, что довольно близко к массе нижней по�
лосы. Он обладает сайтом О�гликозилирования.
По этим критериям LRG1 подходит на роль ис�
комого белка, однако LRG1 экспрессируется
преимущественно в нейтрофилах, не имеет
мембранной локализации и секретируется в
плазму [20]. Таким образом, маловероятно, что
антиген AKC3 связан с белком LRG1. Пробле�
матичной выглядит также возможность для ан�
титела AKC3 реагировать с двумя различными
белками, хотя этого нельзя исключить пол�
ностью. Например, анти�Tn антитело JA5 одно�
временно реагировало с белками CD45 и CD43
[7]. Высоко O�гликозилированный поверхност�

Рис. 5. Ко�иммунопреципитация белка CD99 и антигена AKC3 из лизата клеток A549, нокаутированных по гену Cosmc.
Иммунопреципитацию проводили на антителах против CD9, CD99 или AKC3. а – Выделенные белки разделяли в 12%�ном
SDS�PAGE и регистрировали флуоресценцию геля, далее белки переносили на PVDF�мембрану и проявляли c помощью
Вестерн�блоттинга антителами против CD99 (б) или AKC3 (в)
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ный гликопротеин CD99 имеет ММ 32 кДа, что
примерно соответствует массе антигена AKC3
из нижней полосы (рис. 2). Однако прямое срав�
нение электрофоретической подвижности
CD99 и нижней полосы антигена AKC3 показа�
ло, что они являются разными белками. Экспе�
рименты по ко�иммунопреципитации также
исключают связь этих белков.

Следует отметить, что в дополнение к стан�
дартной молекуле CD44s существует изоформа
CD44 с укороченным цитоплазматическим кон�
цом (CD44 short�tail; CD44st). Исходя из амино�
кислотной последовательности, CD44st имеет
расчетную ММ 32 кДа [14]. При минимальном
гликозилировании ММ CD44st соответствует
нижней полосе антигена AKC3. Экспрессия
изоформы CD44st наблюдалась в клетках Lovo,
K562 и HL�60 [21].

Ранее для поиска опухолеассоциированных
белков с аберрантным гликозилированием был
предложен подход, который получил название
SimpleCells [22]. Пользуясь этой стратегией, бы�
ло получено антитело против опухолевого био�
маркера, который представлял собой Tn анти�
ген в составе белка дисадгерина [23]. При нокау�
тировании гена Cosmc в результате широко
масштабного протеомного исследования на
клетках рака желудка было идентифицировано
499 O�гликозилированных белков, которые
несли более 1000 различных гликосайтов. Ин�
тересно, что среди белков с аберрантным гли�
козилированием был также обнаружен белок
CD44 [22].

Поскольку Tn антиген является опухолеассо�
циированным антигеном, он давно рассматри�
вался как привлекательная мишень при лечении
карцином. Антитела против Tn антигена могут
использоваться в качестве пассивной вакцины
при иммунотерапии рака [24]. На основе антител
против Tn антигена идет разработка Т�киллеров
с химерным рецептором [25, 26]. Большая часть
известных анти�Tn антител распознает этот ан�
тиген в составе муцинов. Нами было получено
новое анти�Tn антитело, которое реагирует с Tn
антигеном в контексте белка CD44. После секве�
нирования генов Ig гибридомы AKC3 будет по�
лучена хорошая основа для создания Т�клеток с
CAR�рецептором для лечения CD44+ опухолей,
которые не экспрессируют муцины.

Финансирование. Работа выполнена при под�
держке Российского фонда фундаментальных
исследований (грант № 18�29�07025 мк).

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от�
сутствии конфликта интересов.

Соблюдение этических норм. Настоящая
статья не содержит описания каких�либо иссле�
дований с участием людей в качестве объектов.
Протокол экспериментов с лабораторными мы�
шами был одобрен Комитетом по этическому
отношению к животным при Институте имму�
нологии. Все процедуры, выполненные в иссле�
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Tn antigen is a tumor�associated antigen that appears on cancer cells as a result of aberrant O�glycosylation. The most
studied form of Tn antigen is found in mucins, in particular, in mucin 1 (MUC1). Antibodies against this form of Tn
antigen are used to diagnose tumors, as well as to generate T�killers with a chimeric receptor. Some carcinomas do
not carry MUC1 and antibodies of a different specificity are required to detect Tn antigen on these cells. In our work,
we searched for anti�Tn antibodies without preliminary assumptions about the proteins that may be carriers of the Tn
antigen. For this purpose, we obtained several pairs of isogenic cell lines with the wild type and knockout of the Cosmc
gene, which is essential for correct protein O�glycosylation. Using the created lines as immunogens, we generated a
monoclonal antibody AKC3, which reacted with the Cosmc�deficient A549 lung adenocarcinoma cells and did not
bind to the wild�type cells. Using mass spectrometry, as well as co�immunoprecipitation, it was shown that the AKC3
antibody recognized the Tn antigen in the context of CD44 protein – a protein important for tumor growth. The
AKC3 antibody can be used for tumor diagnosis, and to generate T cells with a chimeric receptor for treatment of
tumors that do not express mucins. 
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