АННОТАЦИЯ
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Актуальность темы

Т-клеточная терапия, в настоящее время, является перспективным подходом в иммунотерапии различных заболеваний, в том числе и аутоиммунных заболеваний. Клеточная терапия при аутоиммунных процессах представлена, в основном, использованием CAR-T клеток против B-клеток, но они не дают полного излечения или длительного периода ремиссии. Среди известных иммунотерапевтических подходов на сегодняшний день наибольший интерес исследователей вызывают подходы с использованием генно-модифицированных Т-клеток, поскольку генная модификация позволяет существенно расширить терапевтические возможности, ранее ограниченные естественными функциями иммунокомпетентных клеток.
В частности, TCR-T-клеточные подходы, основанные на получении популяций Т-клеток с клонированным Т-клеточным рецептором заданной специфичности, уже сейчас стали широко исследуемым терапевтическим средством благодаря своей высокой клинической эффективности. Свою эффективность этот подход показал при лечении онкологических заболеваний. Этот подход можно использовать для разработки клеточной терапии аутоиммунных заболеваний, для которых описан аутоантиген, против которого развивается аутоиммунный ответ. Одной из таких патологий является заболевание "рассеянный склероз", для которого показано, что клинические изменения обусловлены поражением миелина нервных волокон. В связи с этим, для получения TCR-T клеток в лечении больных рассеянного склероза необходимо решить ряд задач, таких как выбор антигенной мишени (эпитопы миелина), получение стабильной культуры антиген-специфических Т-регуляторных клеток (необходимое количество жизнеспособных клеток, сохраняющие свои функциональные свойства в течение времени, необходимого для реализации их эффекта), учитывая аффинность клеточных рецепторов к своим специфическим мишеням. В связи с этим, высокую актуальность имеют работы, направленные на поиск различных вариантов реализации технологий получения, генетически модифицированных TCR-T регуляторных клеток.
Таким образом, целью данной работы является создание генно-модифицированных TCR-T-регуляторных клеток, специфичных к эпитопам миелина, и изучение их фенотипических и функциональных свойств в тестах in vitro.
Задачи:
1. Разработка и оптимизация клеточного протокола получения Т-регуляторных клеток с помощью трансдукции генетической конструкции FOXP3
2. Клонирование Т-клеточных рецепторов, специфичных к эпитопам миелина с помощью секвенирования РНК единичных CD4+ клеток.
3. Дизайн и синтез Т-клеточного рецептора, специфичного к эпитопу миелина.
4. Создание лентивирусных конструкций, кодирующих выбранные клонотипы,  и последующая упаковка их в лентивирусные частицы
5. Трансдукция Т-регуляторных клеток генетической конструкцией и получение генно-модифицированных TCR T-регуляторных клеток.
6. Изучение фенотипических и функциональных свойств генномодифицированных TCR-Т-регуляторных клеток in vitro.

Материалы и методы:
Методы, которые планируется использовать в ходе выполнения проекта:
1.	Культуральные методы работы с первичными клетками человека и клеточными линиями
2.	Методы вирусной трансдукции генетических конструкций. 
3.	Методы проточной сортировки, а также методы позитивной и негативной магнитной сортировки.
4.	Метод окраски антигенспецифического рецептора по технологии FlexT 
5.	Анализ транскриптома единичных клеток (scRNA-seq)
6.	Биоинформатический анализ клонотипов, анализ аффинности
7.	Синтез конструкций и упаковка в лентивирусные частицы
8.	Методы проточной цитометрии для оценки фенотипических  и функциональных характеристик клеток. 
9.	Анализ продукции цитокинов: иммуноферментный анализ, анализ на проточном цитометре
10.	ПЦР
11.     Статистический анализ данных

Объектом исследования будут являться мононуклеарные клетки условно-здоровых доноров, несущих по результатам генотипирования аллель HLA-DRB1*1501. 
Из периферической крови будут выделены чистые популяции антиген-специфических Т-лимфоцитов, с помощью технологии секвенирования РНК единичных клеток будет определена нуклеотидная последовательность альфа и бета цепей Т клеточного рецептора специфичного к эпитопу миелина. 
Генетическая конструкция Т клеточного рецептора специфичного к миелину будет использована для трансдукции Т-регуляторных клеток, которые будут получены in vitro. Оценка функциональной и фенотипической характеристики индуцированных антиген-специфичных FOXP3+Трег (поверхностные и внутриклеточные маркеры активации, пролиферативная активность на антиген, оценка подавление цитотоксической активности в совместной культуре с трансдуцированными пептидом клетками методами проточной цитометрии и иммуноферментного анализа.

Ожидаемые результаты:
Будут получены TCR-T-регуляторные клетки, специфичные к эпитопу миелина нервных клеток. Будет проведен фенотипический и функциональный анализ получаемых генно-модифицированных Т-регуляторных клеток in vitro.
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