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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования 

Уровень пятилетней выживаемости при В-клеточном остром лимфобластном лейкозе (В-

ALL) в 80-х годах XX века составлял всего 50%, однако к началу двухтысячных он увеличился 

до 67%. Это стало возможным благодаря новым достижениям в химиотерапии и трансплантации 

гемопоэтических стволовых клеток (ТГСК). К сожалению, дальнейший прогресс в этой области 

замедлился и за период 2010-2017 гг. пятилетняя выживаемость увеличилась только до 72%. 

Стало очевидно, что потенциал химиотерапии и ТГСК используется почти полностью и 

следующие шаги в этой области должны опираться на новые технологии, в том числе на 

клеточную иммунотерапию.  

Именно поэтому активное развитие получила CAR T-клеточная терапия. Данный вид 

терапии основан в настоящее время на использовании собственных Т-лимфоцитов пациента, 

генетически модифицированных для экспрессии химерных антигенных рецепторов (chimeric 

antigen receptor, CAR). Химерный антигенный рецептор – это искусственный трансмембранный 

белок, внеклеточная часть которого несет функцию распознавания целевого антигена, а 

внутриклеточная – функцию передачи активирующего Т-клетку сигнала. В качестве 

антигенраспознающей части CAR, как правило, используют VH и VL домены антител, 

объединенные гибким линкером (формат scFv), либо иные белки с аффинностью к антигену. 

Внутриклеточная область CAR чаще всего заимствована от активирующих и ко-стимулирующих 

молекул, таких как CD3ζ, CD28, 4-1BB и др. При контакте CAR T-лимфоцита с опухолевой 

клеткой антигенраспознающая часть CAR связывается с белком-мишенью на поверхности 

опухолевой клетки. Этот процесс запускает каскад сигналов от внутриклеточной части CAR и 

приводит к активации CAR T-лимфоцита и лизису мишени. Таким образом, CAR объединяет в 

себе специфичность антител и цитотоксический потенциал Т-клеток, позволяя перенаправить 

цитотоксичность собственных Т-клеток пациента на новые мишени. 

Внедрение CAR T-клеточной терапии позволило предоставить дополнительные опции для 

пациентов с рецидивирующими и резистентными формами В-ALL, а также с агрессивными 

формами В-клеточных лимфом, которые до этого имели очень низкие шансы на выживание. В то 

же время, уже накопленные данные проведенных клинических испытаний показали, что часть 

пациентов не отвечает на CAR T-клеточную терапию в полной мере. Чаще всего причиной таких 

неудач было либо возникновение мутантного опухолевого клона (лишённого целевого белка-

мишени, к которому специфичны CAR T-клетки), либо сниженный срок жизни и 

функционирования CAR T-клеток в организме пациента.  
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Наиболее перспективные белки-мишени для CAR T-терапии В-ALL и других 

новообразований В-клеточного происхождения (например, неходжкинских лимфом, NHL) – это 

CD19, CD20 и CD22. Поскольку эти белки в норме присутствуют также и на нормальных, В-

лимфоцитах, в ходе CAR T-клеточной терапии всё В-лимфоцитарное звено оказывается 

уничтоженным. Наступившее в результате состояние В-клеточной аплазии может 

контролироваться медикаментозно, и, как правило, полное восстановление В-клеточного 

лимфопоэза происходит в течение нескольких месяцев. Несмотря на тысячи публикаций и 

регистрацию на сегодняшний день семи CAR T-клеточных продуктов (одобренных FDA и EMA), 

не существует консенсуса относительно того, какой CAR считать «идеальным» для терапии В-

ALL и NHL, притом, что именно структура CAR является наиболее значимой для обеспечения 

оптимальной функциональности CAR T-клеток и долговременного противоопухолевого 

контроля. 

Таким образом, создание новых CAR, выбор оптимальной модульной структуры, а также 

использование альтернативных клеточных носителей для перехода к аллогенному формату CAR-

терапии являются перспективными и актуальными направлениями исследований, которые 

обладают не только выраженным трансляционным потенциалом, но и могут служить 

фундаментальной основой для более глубокого понимания механизмов устойчивости к 

противоопухолевой терапии и консолидации заболевания. Настоящая работа ставит своей целью 

создание нескольких вариантов CAR к маркерам В-клеточных неоплазий CD19 и CD20, в том 

числе в биспецифическом варианте, а также исследует потенциал NK-клеточных носителей и 

модифицированных векторных конструкций. 

Степень разработанности проблемы. 

За последние 25 лет опубликованы тысячи работ, направленных на изучение взаимосвязей между 

архитектурой, модульным составом и аффинностью CAR, условиями культивирования и 

фенотипическим составом CAR T-клеток, эффективностью и токсичностью CAR-клеточных 

продуктов, как в доклинических, так и в клинических исследованиях.  В мире проводится 

большое количество фундаментальных исследований, направленных на изучение процессов 

активации и истощения CAR T-клеток, поиска новых мишеней, выявления оптимальных 

вариантов дизайна CAR и создания альтернативных клеточных платформ: CAR NK-клеток, 

CAR-макрофагов и CAR-экзосом. 

Цель и задачи исследования  

Целью данного исследования является создание и характеризация CAR, специфичных к 

маркерам В-клеточных неоплазий, а также исследование возможности применения 

альтернативных клеточных носителей и “усиленных” векторных конструкций для CAR. 
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Для достижения данной цели были поставлены следующие задачи: 

1. Получить CD20-специфические CAR Т-клетки человека на основе scFv Leu16, 1F5 и 2F2 

и провести сравнительный анализ таких CAR T-клеток in vitro и in vivo. 

2. Получить CAR T-клетки, специфичные одновременно к CD19 и CD20, и провести их 

характеризацию в тестах in vitro. 

3. Получить CD20-специфические CAR NK-92, YT и KHYG-1 клеточные линии и провести 

сравнение их активности в тестах in vitro и in vivo. 

4. Выбрать оптимальную фермент/субстратную пару для проведения in vivo визуализации в 

животных моделях ксенотрансплантированных опухолей с использованием 

люминометрии. 

5. Создать и провести сравнение прототипов "усиленных" CAR-NK-клеток человека, 

несущих различные активационно-индуцируемые репортёры. 

Научная новизна и практическая ценность исследований 

В работе впервые проведено детальное функциональное и фенотипическое сравнение трех 

CD20-специфичных антигенраспознающих доменов CAR в идентичном контексте. Для этого 

впервые в России были разработаны CAR на основе последовательностей одноцепочечных 

вариабельных фрагментов (scFv) CD20-специфических моноклональных антител 1F5, Leu16 и 

2F2 в векторе для лентивирусной доставки, а также получены биспецифичные и дуальные 

варианты CAR различной структуры, обеспечивающие in vitro и in vivo активность CAR T-клеток 

на уровне, не уступающем современным мировым стандартам. Таким образом, созданы 

предпосылки для дальнейшей модификации структуры полученных CD20-специфических CAR 

на основе человеческого антитела 2F2 и их тестирования в клинических испытаниях у больных 

с CD20-позитивными неоплазиями. Полученные результаты имеют как фундаментальное, так и 

прикладное значение в области клеточной терапии В-клеточных новообразований человека.  

Фермент-субстратная пара Nluc/h-целентеразин является доступной и удобной в 

использовании системой для проведения in vivo визуализации биораспределения клеток и 

изучения динамики опухолевой нагрузки в доклинических моделях. 

В контексте двух CAR NK-клеточных линий и первичных Т-клеток человека исследована 

функциональность нескольких промоторных модулей для обеспечения активационно-

индуцированной экспрессии целевых трансгенов. Комбинация минимального промотора гена 

CD69 в сочетании с его энхансерными участками CNS1 и CNS2 позволяет добиться 

индуцируемой экспрессии гена-репортёра в контексте первичных T-клеток и в перспективе 

может быть использована для создания “усиленных” CAR T-клеточных продуктов нового 

поколения, обеспечивающих локальную секрецию терапевтически значимых молекул. 
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Также впервые в России проведено сравнение трех NK-клеточных линий человека, NK-

92, KHYG-1, YT-1, – в качестве носителей CAR на модели лимфомы Беркитта, 

ксенотрансплантированной мышам линии NOD/scid. Полученные CAR NK-клеточные линии 

охарактеризованы по уровню экспрессии CAR и цитотоксичности против опухолевых клеток. 

Впервые показано, что CAR-NK клетки на основе линии KHYG-1 достоверно увеличивают 

продолжительность жизни мышей с ксенотрансплантированными опухолями. Также, исходя из 

полученных результатов, можно утверждать, что CAR NK-клеточные платформы, основанные на 

первичных NK-клетках и иммортализированных клеточных линиях, обладают потенциалом в 

качестве универсальной терапии онкологических заболеваний человека. 

Методология и методы исследования  

В работе использованы стандартные методы молекулярной биологии для создания 

целевых плазмидных конструкций: выделение и очистка плазмидной ДНК (выделение 

коммерческими наборами), ПЦР, гидролиз ДНК эндонуклеазами рестрикции, лигирование, 

электротрансформация клеток бактерий E. coli и секвенирование полученных плазмидных 

конструкций по Сэнгеру. 

С применением созданных плазмидных конструкций были получены лентивирусные 

частицы, которыми трансдуцированы первичные Т-клетки здоровых доноров и NK-клеточные 

линии YT-1, NK-92, KHYG-1. Полученные CAR T- и CAR NK-клетки охарактеризованы по 

уровню экспрессии целевого трансгена методом проточной цитофлуориметрии. С полученными 

CAR T- и CAR NK-клетками проведены стандартные тесты. Для CAR T-клеток были оценены 

способность активироваться, секретировать провоспалительные цитокины после коинкубации с 

клетками-мишенями, способность обеспечивать CAR-опосредованный лизис клеток-мишеней в 

тестах на “моментальную” и “повторяющуюся” цитотоксичность, определен фенотипический 

состав клеточных продуктов и уровень экспрессии маркеров истощения Т-клеток, а также 

способность контролировать ксенотрансплантированную опухоль на модели острого 

лимфобластного лейкоза человека на мышах линии NSG. Проводилась прижизненная 

визуализация опухолевой нагрузки во временной динамике. Для CAR NK-клеток была проведена 

оценка in vitro и in vivo цитотоксичности.  

Лентивирусные конструкции, кодирующие флуоресцентный репортёр под активационно-

индуцируемыми промоторами, были проверены в первичных Т-клетках и NK-клеточных линиях 

в условиях TCR- и CAR-опосредованной стимуляции, с последующей проточной 

цитофлуориметрией. 

Расчет статистической значимости выполнялся с помощью программного обеспечения 

GraphPad Prism 6. Для клеточных тестов использовался метод множественного сравнения с 
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использованием двухфакторного дисперсионного анализа (2-way ANOVA). Для анализа кривых 

выживаемости экспериментальных животных использовался логарифмический ранговый тест 

(тест Мантеля-Кокса). Значение p < 0,05 считалось статистически значимым. 

Положения, выносимые на защиту 

1. CAR на основе последовательностей CD20-специфического человеческого антитела 2F2 

обеспечивают эффективное уничтожение опухолевых В-клеток и являются перспективным 

решением для проведения доклинических и клинических испытаний. 

2. По сравнению с другими протестированными NK-клеточными линиями, CAR NK-

клеточная линия KHYG-1, специфичная к CD20, обладает выраженным противоопухолевым 

эффектом in vivo на модели ксенотрансплантированной лимфомы Беркитта и может являться 

прототипом для создания универсальных CAR NK-клеток. В то же время, известные 

промоторные модули могут быть успешно применены в контексте Т-клеток, но не обеспечивают 

необходимого уровня индуцируемости "усиленных" CAR NK-клеточных линий. 

3. Протестированная фермент/субстратная пара NanoLuc/h-целентеразин может успешно 

применяться для количественного определения и биораспределения опухолевых клеток in vivo с 

использованием системы прижизненной визуализации. 

Степень достоверности результатов 

В данной работе использованы современные методы исследования CAR T- и CAR NK-

клеточной терапии на модели В-клеточных онкологических заболеваний человека в тестах in 

vitro и in vivo (проточная цитофлуориметрия, иммуноферментный анализ, люминометрия, 

прижизненная визуализация животных). Полученные данные демонстрируют 

воспроизводимость и согласуются с существующими опубликованными результатами, что 

свидетельствует об их надежности. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Онкологические заболевания В-клеточной природы 

Онкологические заболевания В-клеточной природы являются достаточно 

распространенными и поражают пациентов всех возрастных групп. Классификация таких 

заболеваний проводится по типу трансформированных клеток, стадии дифференцировки, 

морфологии, иммунофенотипу, первичной локализации/ведущему компартменту поражения 

(костный мозг, кровь, лимфоузлы, селезёнка и т. д.), клинической картине, наличию 

хромосомных перестроек и/или молекулярным маркерам. В случае, когда основной очаг 

заболевания находится в костном мозге и трансформация произошла в ранних предшественниках 

В-клеток, заболевание относят к B-ALL; хронический лимфолейкоз (CLL) возникает при 

трансформации зрелых антиген-специфичных В-клеток и характеризуется накоплением 

опухолевых клеток в крови, костном мозге и вторичных лимфоидных органах (в первую очередь 

лимфоузлах). В целом в популяции B-ALL – редкое заболевание, однако его частота высока у 

детей до 5 лет [1]; наоборот, CLL – преимущественно болезнь пожилых пациентов (медианный 

возраст диагностики 70-72 года) [11]. Хотя на сегодняшний день определены далеко не все 

механизмы и оптимальные мишени для отдельных подтипов и, особенно, для рецидивов B-ALL, 

известен широкий спектр повторяющихся генетических драйверов/подтипов (например, BCR-

ABL1/Ph+, ETV6-RUNX1, MLL(KMT2A)-перестроенные, гипердиплоидия, Ph-like и др.), и 

именно эти молекулярно-цитогенетические маркеры лежат в основе современной стратификации 

риска и выбора терапии. В общем случае, ситуация с терапией В-ALL продолжает оставаться 

тяжелой, несмотря на имеющийся арсенал таргетных и нетаргетных подходов. В то время как 

выживаемость педиатрических пациентов превышает 85% [12,13] и большая часть полностью 

излечивается даже после одного рецидива [14], ситуация со взрослыми пациентами гораздо более 

серьезная. Общая выживаемость взрослых пациентов, страдающих этим заболеванием, 

находится в пределах 40-50%, однако, если болезнь переходит в рецидивирующую форму, то 

пятилетняя выживаемость составляет всего 10% [1,15,16] – и эта цифра остается неизменной на 

протяжении последних 20 лет, несмотря на развитие все новых способов терапии, которые 

действенны, к сожалению, только в отношении первичных случаев болезни. В любом случае, 

независимо от возраста пациентов, терапевтический инструментарий для терапии 

рецидивирующих лейкозов достаточно ограничен и долговременный прогноз выживаемости 

таких пациентов негативен [17]. При этом пятилетняя относительная выживаемость пациентов с 

CLL составляет около 89%, однако проблемой этого заболевания является то, что у большинства 

пациентов в течение жизни развивается рецидив. Известно несколько молекулярных и 

цитогенетических маркеров CLL, например, del(17p)/мутации TP53, 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=18524148&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14602937&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=147811,2186546&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4910570&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6351824,18524148,3876921&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=147774&pre=&suf=&sa=0
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мутированный/немутированный статус IGHV, сложный кариотип, del(11q), трисомия 12-й 

хромосомы, которые характерны для пациентов с длительным контролем и хорошим ответом на 

терапию или наоборот, для тех, у кого рецидив/рефрактерность наступают рано.  

Лимфомы – это заболевания лимфоидной ткани, характеризующиеся преимущественно 

тканевым ростом (увеличением лимфатических узлов и/или экстранодальными очагами во 

внутренних органах), в которых происходит бесконтрольное накопление 

онкотрансформированных зрелых (в большинстве случаев) лимфоцитов. Существует большое 

разнообразие В-клеточных лимфом, которые отличаются патогенезом и общим течением 

заболевания. Так, среди лимфом выделяют лимфому Ходжкина, с особым гистологическим 

патогенезом и наличием клеток Рида-Штернберга, и неходжкинские лимфомы (NHL), на долю 

которых приходится по разным источникам от 70 [18] до 85% [19–21] всех лимфом. Наиболее 

часто встречаются диффузная крупноклеточная B-клеточная лимфома (DLBCL) (25-50%) 

[18,22,23] и фолликулярная лимфома (FL) (20%) [24], но также мантийноклеточная лимфома 

(6%) [25] и лимфома маргинальной зоны (7%) [26,27]. Помимо генетических драйверов 

(перестроек и мутаций в генах BCL2, BCL6, MYC, TP53, CCND1), развитие отдельных В-

клеточных лимфом напрямую или косвенно связано с действием вирусных факторов, таких как 

EBV [28–30], HHV-8 [31] и HIV-1 [28,29,32]. Все лимфомы условно подразделяют на две группы: 

агрессивные формы и индолентные (вялотекущие) (Таблица 1). 

Таблица 1. Подтипы В-клеточных лимфом 

Агрессивные формы  Индолентные (вялотекущие) формы  

Диффузная крупноклеточная B-клеточная 

лимфома 

Лимфома Беркитта 

Внутрисосудистая В-крупноклеточная лимфома 

Первичная медиастинальная В-крупноклеточная 

лимфома 

Фолликулярная лимфома (высокой степени 

злокачественности)  

В-клеточная лимфобластная лимфома 

Мантийноклеточная лимфома 

Лимфоматоидный гранулематоз (высокая степень 

злокачественности) 

Плазмобластная лимфома 

Фолликулярная лимфома (низкой 

степени злокачественности, степень 

1-2, 3А) 

Макроглобулинемия Вальденстрема 

Лимфома маргинальной зоны 

Малоклеточная лимфома 
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Общая выживаемость при DLBCL существенно зависит от агрессивности заболевания, 

клинико-биологических факторов риска и ответа на первую линию терапии. По современным 

популяционным данным 5-летняя относительная выживаемость при DLBCL составляет около 

65%, хотя при неблагоприятных вариантах течения и распространенных стадиях она заметно 

ниже и находится примерно на уровне 56–58% [33,34] 

В последние десятилетия прогноз при множественной миеломе заметно улучшился: по 

современным данным, 5-летняя относительная выживаемость составляет около 62,4%, а в 

обзорах отмечается, что 5-летняя общая выживаемость выросла с примерно 32% в 1990-х годах 

до более 60% в последние годы [35,36]. 

Вероятность рецидива после самых агрессивных вариантов химиотерапии в течение 

одного-двух лет составляет для В-ALL у взрослых пациентов – 44% [37,38], тогда как в 

педиатрической популяции рецидив развивается значительно реже – примерно у 10–15% 

пациентов [39]. Для лимфомы Беркитта при современных интенсивных протоколах частота 

рецидива относительно невелика и обычно оценивается в пределах 5–12% в зависимости от 

когорты и схемы лечения [40,41]. В случае DLBCL частота возникновения рецидива или 

первичной рефрактерности составляет около 30–40% [42]. Для CLL после интенсивной химио-

иммунотерапии рецидивы в целом остаются правилом, хотя у части пациентов, особенно с 

мутированным IGHV, ремиссии могут быть длительными; в крупных исследованиях примерно 

половина больных не имеет прогрессии к 5 годам [43]. Для множественной миеломы даже после 

наиболее интенсивных современных подходов, включая аутологическую трансплантацию 

гемопоэтических стволовых клеток, заболевание обычно сохраняет рецидивирующий характер, 

а медиана выживаемости без прогрессирования составляет примерно 4 года, будучи существенно 

короче у пациентов высокого риска [44]. 

1.2. Терапия при помощи CAR Т-клеток 

Появление CAR Т-клеточной терапии существенно расширило терапевтический арсенал 

онкогематологов и позволило рассчитывать на более высокую частоту полных ответов и 

бессобытийной выживаемости для самых тяжело поддающихся лечению групп пациентов 

Однако на сегодняшний день частота возвращения заболевания составляет порядка 30-60% в 

зависимости от нозологии, опухолевой нагрузки и общей предлеченности пациента [45–47]. 

Антигенраспознающая область CAR, как правило, состоит из последовательностей 

моноклональных антител в формате scFv (соединенные гибким линкером вариабельные районы 

легких и тяжелых цепей) и, таким образом, CAR-терапия и терапия антителами схожи по 

принципу распознавания поверхностных антигенов (информация об отличиях приведена в 
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разделе 1.2.2). Основные белковые мишени как для нацеливания антител, так и CAR T-клеток, 

использующиеся в контексте В-клеточных онкозаболеваний, – это маркеры нормальных В-

клеток: CD19, CD20, CD22, и BCMA [48–50]. В норме эти белки экспрессируются только на В-

лимфоцитах, причем на конкретных стадиях лимфопоэза (рис. 1). 

 

 
Рисунок 1. Схема В-клеточного лимфопоэза, постадийная экспрессия В-клеточных маркеров 
CD19, CD20, CD22 и BCMA и клеточные типы, претерпевающие опухолевое перерождение при 
В-клеточных лейкозах, лимфомах и миеломе (с модификациями из [51]). 

 

Адоптивная иммунотерапия CAR Т-клетками заключается в переносе пациентам их 

собственных Т-клеток, которые были предварительно размножены и модифицированы ex vivo 

таким образом, чтобы на их поверхности присутствовали специальные молекулы – химерные 

антигенные рецепторы (CAR). Использование CAR позволяет специфически и HLA-независимо 

перенаправлять цитотоксическую активность Т-лимфоцитов против выбранных популяций 

клеток, например, опухолевых (рис. 2). Поскольку данный подход сочетает в себе селективность 

антител и цитотоксический потенциал Т-клеток, неудивительно, что его применение в рамках 

клинических испытаний позволило получить великолепные результаты в плане терапии 

пациентов с различными онкогематологическими заболеваниями. 
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Рисунок 2. Принцип адоптивного переноса аутологичных CAR Т-клеток. При помощи 
лейкофереза Т-клетки периферической крови онкобольного выделяют для культивирования ex 
vivo. После трансдукции Т-клеток кодирующими CAR лентивирусными частицами [52,53], 
гамма-ретровирисными частицами [54,55] или при помощи транспозонов [56,57], полученные 
CAR Т-клетки размножают перед введением обратно пациенту. Попав в организм пациента, CAR 
Т-клетки встречаются с опухолевыми клетками, несущими на поверхности мишень. 
Взаимодействие CAR с мишенью влечет за собой активацию CAR Т-клеток, которая выражается 
в секреции цитокинов, пролиферативной реакции и уничтожении клеток-мишеней. 
 

 1.2.1. CAR Т-клеточная терапия в контексте В-клеточных неоплазий 

В 2007 году были опубликованы убедительные доклинические данные [58], позволившие 

впоследствии перейти к тестированию CD19-специфичных CAR Т-клеток на пациентах [5,59,60], 

и в 2017 году FDA впервые одобрило два CAR T-клеточных продукта tisa-cel (Novartis) (для 

пациентов до 25 лет с r/r B-ALL и взрослых с LBCL и FL) и axi-cel (KITE-Pharma) (для пациентов 

с LBCL и FL). По состоянию на декабрь 2025 года одобрено уже семь различных продуктов (5 

против CD19 (B-клеточные лимфомы и лейкозы) и 2 против BCMA (множественная миелома)), 

а в рамках клинических испытаний CD19-CAR Т-клеточных продуктов участвовало несколько 

сотен пациентов с r/r B-ALL, а также NHL, и полная ремиссия была достигнута у 70-90% 

пациентов [5,60]. Кроме того, были созданы и находятся на разных стадиях клинической 

апробации и CAR против других антигенов, часто представленных на перерожденных B-клетках 

(CD20, CD22, CD23, CD30, CD37, CD38, CD70, CD79a, CD79b, CD138, Igκ, BAFF-R, GPRC5D, 

FcRL5, ROR1, LMP1 (антиген EBV) и др) [61–66]. 

На сегодняшний день оптимизм относительно длительности бессобытийной 

выживаемости при B-ALL несколько снизился. При более длительном наблюдении стало ясно, 

что значительная часть ремиссий не является устойчивой: в исследовании ELIANA 3-летняя 

бессобытийная выживаемость составила лишь 44% при общей частоте ремиссий 82% [46]. Для 

DLBCL исходный энтузиазм также был связан с высокой активностью терапии у крайне 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=10385250,12386319&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=18339478,18558270&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8992872,18564392&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1098008&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=325394,325103,712772&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=325103,712772&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=18710850,18704703,18173899,18710852,16147797,9340205&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=15131609&pre=&suf=&sa=0


19 
неблагоприятных пациентов, однако при длительном наблюдении лишь часть этих ответов 

сохранялась: в 5-летнем анализе ZUMA-1 сохраняющийся ответ отмечался у 31% пациентов, а 5-

летняя общая выживаемость составила 42% [67]. 

Относительно недавно (2021 и 2022 гг. соответственно) были одобрены два BCMA-

специфических CAR Т-клеточных продукта для терапии пациентов с множественной миеломой: 

ide-cel (Bristol-Myers Squibb Company) и cilta-cel (Janssen Biotech, Inc.) На начало 2026 года для 

терапии миеломы зарегистрировано около 170 клинических испытаний CAR Т-клеток против 

антигенов BCMA, GPRC5D, SLAMF7, LewY, Igκ, CD38, FcRL5, CD138, CD44v6, CD56 и 

комбинаций GPRC5D/BCMA, SLAMF7/BCMA. Несмотря на то, что у подавляющего числа 

пациентов CD19 не экспрессируется на самих миеломных клетках, а только на клетках на более 

ранних стадиях дифференцировки (см. рис. 1), были инициированы успешные клинические 

испытания CD19-, а также CD19/BCMA- и CD19/CD22/BCMA-специфических CAR Т-клеточных 

продуктов. Данные работы были основаны на гипотезе о существовании редкого клонально 

связанного CD19-положительного В-клеточного компартмента, потенциально вовлеченного в 

поддержание опухолевого клона и развитие рецидива [68], а также данных о том, что на клетках 

миеломы, вопреки устоявшемуся мнению, может присутствовать сверхнизкая плотность CD19, 

не выявляемая стандартной проточной цитометрией, но достаточная для распознавания и 

элиминации CD19-CAR T-клетками [69]. В реальной клинической практике одобренные CAR T-

клеточные препараты при множественной миеломе обеспечивают высокую частоту глубоких 

ответов, однако, у многих пациентов ремиссии остаются ограниченными по длительности. Для 

ide-cel частота полных ответов составляет около 42%, медиана общей выживаемости – 12,5 

месяца [70], тогда как для cilta-cel полный ответ достигается примерно у 70% больных, но и в 

этом случае значительная доля пациентов впоследствии рецидивирует [71]. Основными 

причинами считаются потеря экспрессии BCMA [72,73], недостаточная персистенция/истощение 

CAR T-клеток и иммуносупрессивное микроокружение костного мозга [74]. 

Таким образом, список CAR Т-клеточных мишеней для лечения онкогематологических 

заболеваний В-клеточного генеза постоянно расширяется. При этом возникает закономерный 

вопрос: зачем вообще вести разработки CAR Т-клеток против дополнительных В-клеточных 

мишеней, если уже одобренные CD19-специфические CAR T-клетки в значительной степени 

решают вопрос терапии В-клеточных лейкозов и лимфом? 

Во-первых, для тех самых пациентов, кому CD19-CAR Т-клеточная терапия не помогла, 

было описано появление CD19-негативных опухолевых клеток [75]. Соответственно, это 

открывает простор для использования других CAR, например, специфично узнающих CD20, а 

также для использования “двойных” (би-специфичных) CAR T-клеток, узнающих CD20 и CD19 
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[76,77], а также “тройных” CD19/CD22/BCMA CAR T-клеток [78], что позволяет 

минимизировать описанный выше эффект “ускользания” опухолевых клеток из-под давления 

моноспецифической CAR T-терапии. Механизмы такого процесса достаточно обширны, однако, 

основными считаются мутации CD19, альтернативный сплайсинг, потеря/маскирование эпитопа, 

переключение класса и трогоцитоз, приводящие к потере поверхностного CD19, в то время как 

CAR T-клетки остаются функциональными [9,79–82].  

Во-вторых, необходимо учитывать и тот факт, что при терапии CD19-специфичными CAR 

T-клетками уничтожаются все без исключения В-клетки, начиная от проB-лимфоцитов – и 

нормальные, и опухолевые, что может негативно сказаться на состоянии пациента (развивается 

долговременная В-клеточная аплазия и гипоглобулинемия). Ввиду более ограниченного 

паттерна экспрессии CD20 терапия CD20-CAR Т-клетками не затрагивает проВ-лимфоциты (рис. 

1), и в меньшей степени повреждает гуморальное звено иммунитета [83]. Таким образом, CD20-

CAR T-клеточная терапия может оказаться более предпочтительным вариантом с позиции 

расширения терапевтических возможностей для пациентов с лекарственно-устойчивыми и 

рецидивирующими формами В-клеточных лейкозов, а также NHL.  

 

1.2.2. Сравнение терапии CAR Т-клетками с терапией моноклональными антителами 

Почему происходят рецидивы В-клеточных заболеваний, несмотря на применение того 

же ритуксимаба, селективно уничтожающего CD20-позитивные B-клетки, и чем терапия CAR Т-

клетками отличается от терапии моноклональными антителами, узнающими те же антигены? Для 

ответа на эти вопросы нужно разобраться в том, какие существуют механизмы устойчивости к 

терапии моноклональными антителами вообще и ритуксимабом в частности. К ним относятся: 

1) снижение уровня поверхностной экспрессии CD20 – за счет спонтанного метилирования 

промоторной области гена MS4A1, кодирующего CD20 [84,85];  

2) FcγRIIb-опосредованная интернализация комплекса CD20/антитело [86,87] 

3) изменение последовательности CD20 из-за мутации или изменения сплайсинга [88–91];  

4) истощение системы комплемента [92]; 

5) периферическое связывание антител (antigen sink) с нормальными В-клетками и 

секретируемыми опухолевыми B-клетками экзосомами [93]; 

6) изменение уровня экспрессии опухолевыми клетками про- и антиапоптотических белков 

[94]; 

7) ингибирование CDC за счет повышения опухолевыми клетками экспрессии CD55 и CD59 

[95,96]; 
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8) недоступность опухолевых B-клеток для уничтожения антителами в 

иммунопривилегированных органах и тканях [97,98]. 

Необходимо отметить, что три последних механизма резистентности могут представлять 

серьезную проблему для терапии антителами, но никак не CAR Т-клетками, которые уничтожают 

свои мишени посредством прямого цитолиза и способны эффективно проникать через 

гематоэнцефалический барьер и атаковать оставшиеся там бластные клетки [99–101]. Вместе с 

тем, снижение уровня экспрессии CD20 и появление мутаций в нем могут представлять проблему 

и для CAR T-клеток, так как эти события будут снижать эффективность распознавания целевого 

эпитопа на клетках-мишенях. Для решения этой проблемы недавно было предложено 

стимулировать ре-экспрессию CD20 при помощи нескольких классов лекарственных средств, 

таких как ингибиторы ДНК-метилтрансфераз [102], ингибиторы деацетилаз гистонов [103,104] и 

гипометилирующие агенты [105]. 

Кроме классических моноклональных антител, имеющих стандартную Y-образную 

структуру IgG, в клинической практике появляется все больше представителей другого формата, 

а именно биспецифических активаторов Т-клеток (BiTE), – типичным представителем этого 

класса является препарат блинатумумаб (CD19xCD3) (рис. 3). BiTE одновременно связывают 

антиген на поверхности клетки-мишени и активируют Т-клетки, взаимодействуя с CD3 на их 

поверхности, тем самым вовлекая их в процесс направленного уничтожения опухолевых клеток. 

Также существуют биспецифические антитела, имеющие классическую или близкую к ней 

структуру, но связывающие одновременно несколько антигенов: мосунетузумаб, одронекстамаб 

и глофитамаб (CD20xCD3). 

Таким образом, биспецифические антитела создают конкуренцию CAR T-клеточной 

терапии за счет большей доступности и меньшей цены, а также возможности точного 

дозирования, в то время как эффективность оказывается сравнимой в контексте ряда 

заболеваний, например, позволяя таргетировать альтернативный антиген для терапии 

множественной миеломы, в случае, когда анти-BCMA терапия оказывается невозможной [106]. 

Тем не менее, CAR Т-клетки “выигрывают” в терапии агрессивных форм В-клеточных лимфом, 

фолликулярной лимфоме и множественной миеломе, обеспечивая более высокие показатели 

частоты полного ответа и общей/бессобытийной выживаемости в течение одного года, но в то же 

время обеспечивая более высокую частоту тяжелых побочных эффектов [107–109].  
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Рисунок 3. Структуры биспецифических антител и биспецифических активаторов Т-клеток 
(BiTE), одобренных к использованию или находящихся на последней стадии клинических 
испытаний в контексте В-клеточных новообразований (с изменением из [110]). 
 

1.3. CD20 как мишень CAR Т-клеточной терапии 

1.3.1. Строение и функции CD20 

CD20 – это средний по размеру (297 а.о.) негликозилированный мембранный фосфобелок, 

принадлежащий к семейству MS4A [111]. Кодирующий CD20 ген MS4A1 расположен в районе 

q12 11 хромосомы и состоит из 8 экзонов. Как N-, так и C- конец CD20 находятся в цитоплазме, 

закрепление белка на мембране происходит благодаря четырем гидрофобным участкам. 

Внеклеточные последовательности CD20 образуют две петли – большую и малую (рис. 4). 

Интересно, что эпитопы подавляющего числа моноклональных антител находятся в пределах 

большой петли CD20. По-видимому, это связано с тем, что именно этот район наиболее 

дивергирован между мышиным и человеческим белками и тем самым при иммунизации мышей 

происходит фокусировка иммунного ответа против большой петли CD20 человека. 

Несмотря на то, что сам белок CD20 был описан еще в 1980 году [112,113], его функция 

остается не до конца очевидной; по-видимому, он является вспомогательной субъединицей 

одного из кальциевых каналов [114], а паттерн его экспрессии ограничен пре-В и В-лейкоцитами 

(рис. 1). 
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Рисунок 4. Схематическое изображение структуры CD20 и участков внеклеточных петель, 
которые узнаются различными антителами. 1 – участок, узнаваемый ритуксимабом; 2 – 
офатумумабом (2F2); 3 – 1F5; 4 – Leu16 (с изменением из [115]). 
 

1.3.2. CD20-CAR в клинических испытаниях 

На данный момент нет одобренных к применению CD20-специфичных CAR Т-клеточных 

продуктов, однако ряд групп проводят активные исследования в данном направлении (Таблица 

2).  

Таблица 2. Клинические испытания CD20-специфичных CAR T-клеток 

Продукт Номер 

исследования 

Мишень Предварительные 

результаты 

Ссылка на 

исследование 

MB-106 NCT03277729 CD20 2CR, 1 PR и 1 MR, 

контролируемая 

токсичность 

[116] 

C-CAR066 NCT04036019

NCT04316624 

CD20 Эффективен после 

неудачи анти-CD19 

CAR T 

[62] 

LY007 NCT06279611 CD20 92% ORR, высокий 

уровень безопасности 

[61] 
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применения 

LV20.19 NCT04186520 CD19/20 100% ORR, из них 92% 

CR, 8% PR 

[76] 

HEM-ONCO-

006 

NCT04723914 CD19/20 90 % ORR, из них 70% 

CR  

[117] 

LYL314 NCT05826535 CD19/20 93% ORR, из них 73% 

CR 

[118] 

- NCT05418088 CD19/20/22 40% CR, 

контролируемая 

токсичность 

[119] 

TriCAR19.20.

22 

NCT07168486 CD19/20/22 нет опубликованных 

результатов 

[120] 

CAR20.19.22 NCT05094206 CD19/20/22 0% ORR, исследование 

остановлено 

[121] 

 

Анализ ландшафта клинических испытаний показывает, что используется как CD20-

моноспецифичная терапия, так и CAR T-терапия в би- и триспецифичном формате и 

одновременное введение продуктов двух специфичностей [76,119,122].  

Моноспецифичные CD20-CAR были разработаны двумя исследовательскими группами, 

при этом они конструировали свои CAR на основе последовательностей мышиных 

моноклональных антител Leu16 [83,123] и 1F5 [124,125]. Интересно, что в испытаниях 

1F5(CD20)-CAR группой Zhang и соавт. пациенты, ранее получавшие инъекции ритуксимаба, 

значительно хуже отвечали на терапию CD20-CAR. В первом клиническом испытании 

Leu16(CD20)-CAR Т-лимфоцитов участвовало всего 3 пациента, при этом у пациента с 

ритуксимаб-устойчивой опухолью также был самый слабый ответ на терапию. Более поздние 

работы показывают, что даже несмотря на устойчивость к ритуксимабу, CD20-специфичные 

CAR T-клетки могут быть вполне эффективными. Вероятно, это связано с более эффективным 

проникновением CAR Т-клеток в опухолевые очаги и прямой цитотоксичностью, не требующей 

привлечения дополнительных иммунных клеток. Тем не менее, стоит отметить, что в данном 
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исследовании группа пациентов (n=3), получавших терапию ритуксимабом менее, чем за 3 

месяца до CAR T-клеточной терапии, демонстрировала сниженный ответ на терапию [126].  

Существует вероятность того, что ритуксимаб-устойчивые клетки могут хуже 

распознаваться CAR T-клетками на основе антител Leu16 и 1F5, так как оба эти антитела узнают 

эпитопы, частично перекрывающиеся с сайтом связывания ритуксимаба (рис. 4), и что, вероятнее 

всего, не позволяет им эффективно опознавать мутантные формы CD20, возникшие под 

давлением терапии ритуксимабом. Кроме того, для Leu16 показана высокая схожесть структуры 

самого антитела с ритуксимабом (примерно 91% совпадения) [127]. 

Также существуют опасения, что остаточный уровень ритуксимаба в крови пациента 

может препятствовать эффективности CD20-направленной CAR T-клеточной терапии в том 

числе за счет маскирования самого эпитопа или создания стерических затруднений для 

корректного позиционирования CAR T-клетки относительно клетки-мишени. Чтобы прояснить 

этот вопрос, группой под руководством Брайана Тилла (США) был определен уровень 

концентрации ритуксимаба, снижающий активность CD20-специфичных CAR T-клеток. Для 

подавляющего большинства пациентов остаточная концентрация ритуксимаба составляла 100 

мкг/мл или менее, при этом медианное значение было менее 40 мкг/мл. В этом диапазоне 

концентраций ритуксимаба CD20-специфические CAR T-клетки сохраняли значительную 

активность как in vitro, так и in vivo, более того, функция CAR T-клеток не нарушалась in vivo в 

мышиной модели при концентрациях ритуксимаба, которые были значительно выше ожидаемых 

значений для большинства пациентов в будущих клинических испытаниях CAR T-клеток [128]. 

Также известно, что при использовании CAR, антигенраспознающие области которых 

заимствованы от мышиных антител, против них может возникать иммунный ответ [129,130]. 

Поэтому с нашей точки зрения представляется перспективным создание CAR Т-клеток на основе 

антигенраспознающей части антитела 2F2 (офатумумаб). Это полностью человеческое антитело 

нового поколения против CD20, которое, во-первых, обладает очень высокой аффинностью (4 

нМ) [131,132], во-вторых, взаимодействует с малой внеклеточной петлей CD20 [133], – районом, 

отличным от эпитопа ритуксимаба (рис. 4). 

1.4. Структура и состав CAR 

«Классический» дизайн CAR – это единая полипептидная цепочка, пронизывающая 

мембрану клетки и состоящая из нескольких основных структурно-функциональных доменов – 

антигенраспознающего, шарнирного, трансмембранного и сигнального (рис. 5).  
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Рисунок 5. Организация CAR в мономерном виде [134]. 

 

1.4.1. Антигенраспознающий домен CAR 

В литературе описано большое разнообразие различных форматов антигенраспознающего 

домена CAR, однако самым распространенным вариантом является scFv (соединённые линкером 

вариабельные домены лёгкой и тяжёлой цепей антител), так как большинство моноклональных 

антител, которые берутся за основу для данного формата, либо детально охарактеризованы на 

доклинических моделях, либо уже разрешены для применения в клинике. А это, в свою очередь, 

сильно снижает (хотя и не исключает) риск развития непредвиденной перекрёстной реактивности 

CAR Т-клеток против здоровых тканей человека. Также для таких антител, как правило, 

существуют данные структурного анализа. Тем не менее, у этого формата имеется и ряд 

недостатков. Во-первых, для scFv-CAR Т-клеток, за исключением нацеленных на B-клеточные 

маркеры, такие как CD19 и CD22, существует вероятность развития иммунного ответа пациента 

против мышиных последовательностей (human anti-mouse antibody, HAMA) и/или 

гуманизированых фрагментов, линкеров и неоэпитопов на стыках модулей, включая антитела 

против лекарственного препарата (anti-drug antibodies, ADA) и/или Т-клеточные ответы 

[129,135–137], что может приводить не только к тяжелым анафилактическим реакциям, но и к 

преждевременной элиминации CAR Т-клеток и, как следствие, снижению эффективности 

терапии [138,139]. Во-вторых, scFv имеют достаточно большой размер и стабилизированы за счет 

внутримолекулярных дисульфидных связей, что может осложнять создание би- и тем более 

мультиспецифических CAR [140]. Наконец, было показано, что каркасные последовательности 

вариабельных доменов антител, входящие в состав scFv, могут вызывать лиганд-независимую 
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кластеризацию CAR, что может приводить к неспецифической активации, называемой 

тоническим сигналингом, и, соответственно, раннему истощению модифицированных Т-клеток 

[141–144]. Данное явление в разной степени присуще для подавляющего большинства CAR, за 

исключением CD19-CAR на основе моноклонального антитела FMC63. Известно, что многие 

CAR, подверженные тоническому сигналингу, проявляют высокую противоопухолевую 

активность только in vitro, а во время ex vivo и in vivo экспансии такие CAR T-клетки достаточно 

быстро истощаются даже при дополнительной стимуляции цитокинами [141]. В этой связи 

интересно отметить, что степень проявления тонического сигналинга зависит еще и от выбора 

костимулирующего домена CAR (см. ниже): в ряде моделей костимуляция на основе 

последовательностей CD28 усиливает истощение, вызванное тоническим сигналингом, тогда как 

костимуляция через 4-1BB может частично его смягчать [145]. Более того, существуют данные, 

свидетельствующие о том, что тонический сигналинг – это не всегда плохо, и, например, в 

контексте CAR на основе 4-1BB такая фоновая активация в отсутствие антигена приводит к 

активации провоспалительных генов и увеличению эффекторной функции [145]. Таким образом, 

создание CAR, не подверженных тоническому сигналингу или с очень точно подобранным 

уровнем тонического сигналинга, является важной задачей, поскольку это свойство имеет прямое 

отношение к долговременному поддержанию популяции CAR T-клеток в активном состоянии и 

тем самым к эффективному контролю над опухолью [146–148].  

Выбор антигенраспознающего домена зачастую является критическим в структуре самого 

рецептора. Одним из параметров, на который необходимо обращать внимание при выборе или de 

novo создании – уровень аффинности такого домена, а точнее, соотношение констант 

ассоциации/диссоциации (Kon/Koff). Как показала практика, еще одной проблемой формата scFv 

является традиционно слишком высокая аффинность большинства таких модулей. Долгое время 

считалось, что для увеличения вероятности распознавания и последующего уничтожения клеток-

мишеней, особенно с низкой плотностью поверхностной экспрессии целевого антигена, 

антигенраспознающая область CAR должна обладать высокой аффинностью к антигену. Однако, 

на практике оказалось, что взаимосвязь между аффинностью и эффективностью CAR далеко не 

линейна. По сути, при дизайне CAR не вполне учитывалась кинетическая составляющая 

продуктивного взаимодействия между CAR Т-клеткой, уничтожаемой ею клеткой-мишенью и 

перехода к поиску и уничтожению следующей клетки-мишени (так называемая серийная 

цитотоксичность, serial killing) – соответственно, наиболее активными CAR оказались варианты, 

в которых за счет высокой константы скорости ассоциации kon (и высокой аффинности) CAR Т-

клетки быстро связывались с клетками-мишенями, причем в широком диапазоне уровня 

поверхностной экспрессии антигена, но время этого взаимодействия не было слишком 
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продолжительным (высокая константа скорости диссоциации, koff), позволяя тем самым CAR Т-

клетке быстро переходить к лизису новых клеток-мишеней. Помимо этого, высокая аффинность 

в сочетании с высокой плотностью антигена зачастую приводит к трогоцитозу – явлению обмена 

фрагментами мембран между образующими синапс клетками (CAR Т-клетками и клетками-

мишенями), в результате чего, например, CAR Т-клетки начинают экспонировать на своей 

поверхности целевые антигены и уничтожаться другими CAR Т-клетками (кросс-

цитотоксичность или фратрицид) или же CAR переносится на мембрану клетки-мишени и тем 

самым закрывает целевой антиген от узнавания CAR Т-клетками. Кроме того, было описано 

явление “потолка аффинности”, показывающее, что увеличение аффинности выше 

определенного порога не обязательно приводит к повышению цитотоксичности [270]. Наконец, 

все больше появляется данных о преимуществе низкоаффинных CAR, применение которых не 

только не приводит к снижению эффективности или времени персистенции, но и фактически 

может быть более безопасной альтернативой, поскольку снижаются риски тяжелых побочных 

нежелательных явлений, таких как синдром выброса цитокинов и нейротоксичности [143]. Таким 

образом, на сегодняшний день целевая аффинность CAR остается областью проб и ошибок и в 

значительной части случаев корректируется в зависимости от характерного диапазона плотности 

антигена на опухолевых клетках [271–274]. 

В качестве альтернативы scFv набирает популярность использование так называемых 

нано-антител. Они представляют собой VHH-домены антител животных семейства 

Верблюдовые (Camelidae) (рис. 6). Такие антитела были впервые описаны Hamers-Castermans и 

соавторами в 1993 году [149]. Считается, что в сочетании с низкой иммуногенностью, размер и 

структура таких антител идеально подходят для конструирования мультидоменных рецепторов 

[150]. Так, CAR Т-клеточный препарат cilta-cel, зарегистрированный для терапии множественной 

миеломы, содержит в качестве антигенраспознающего домена два различных VHH, 

специфичных к BCMA [151].  
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Рисунок 6. Строение классического IgG-антитела, scFv формата и однодоменных (hcAB) антител 
Camelidae.  
 

Преимуществами таких однодоменных антител в качестве антигенраспознающих 

модулей CAR является высокая стабильность и отсутствие необходимости комбинирования двух 

вариабельных доменов (экспериментальное выяснение их оптимального порядка в сочетании с 

подбором длины и гибкости соединяющего их линкера), как в случае scFv. К недостаткам VHH 

можно отнести потенциальную иммуногенность и необходимость подтверждения 

специфичности связывания с антигеном для предотвращения “on-target off-tumor” активности 

[152,153]. На сегодняшний день данные по клиническому применению cilta-cel (имеющий в 

своей структуре VHH) являются крайне воодушевляющими в контексте терапии множественной 

миеломы [154]. 

Эффективность и удобство использования VHH вдохновили исследователей на создание 

полностью человеческих однодоменных антител и CAR на их основе [155–158]. Такой подход 

потенциально позволит увеличить безопасность применения и снизить иммуногенность, с другой 

стороны, для создания таких антигенраспознающих доменов необходимо вносить значительное 

количество изменений для увеличения стабильности структуры и снижения риска агрегации, что 

все равно увеличивает потенциальную иммуногенность белковых структур. Кроме того, 

эффективность применения подобных CAR в реальной клинической практике на данный момент 

не изучена [159]. 

Иллюстрацией того, насколько мощным и продуктивным может быть использование 

современных инструментов синтетической биологии, является создание CAR на основе d-

доменов – полностью синтетических, de novo сконструированных белковых молекул (~70 а.о.), 
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состоящих из трех антипараллельных α-спиралей, соединённых короткими петлями. Как и VHH, 

d-домены являются компактными, структурно простыми модулями, хорошо поддающимися 

инженерии, которые могут быть удобнее для построения мультиспецифичных CAR-

конструкций, чем классические scFv. В частности, был найден d-домен, специфически узнающий 

BCMA – после его изменения, которое заключалось в деиммунизации и повышении аффинности, 

был получен CART-ddBCMA (anito-cel), который показал высокую эффективность в сочетании с 

отсутствием значимых токсичностей в клинических испытаниях на пациентах с множественной 

миеломой. В настоящее время эта программа уже перешла к регистрационной II фазе и 

рандомизированной III фазе испытаний [160,161]. 

В свою очередь, использование естественных лиганд-рецепторных пар [162–167] 

аналогично снижает риск возникновения иммунного ответа пациента на антигенраспознающий 

домен в структуре CAR, однако повышает риск уничтожения нормальных клеток и тканей, 

экспрессирующих данный лиганд/рецептор [168]. Такой подход осложнен несколькими 

проблемами. Во-первых, это относительно скромный выбор подходящих лиганд-рецепторных 

пар, экспрессия которых значима только на опухолевых клетках, что напрямую связано с 

вопросами эффективности и безопасности таких CAR Т-клеток. Во-вторых, это вопрос 

фиксированной, эволюционно отобранной аффинности в такой паре, которая может сильно 

отличаться от оптимальной в составе CAR. Наконец, дизайн таких CAR может быть ничуть не 

проще и представлять собой отдельное сложное структурно-функциональное исследование. Так, 

первый опыт использования CAR, антигенраспознающая часть которого состоит из 

последовательностей белка APRIL, естественного лиганда белков BCMA и TACI [169], показал 

ограниченный клинический эффект, что привело к досрочному завершению клинического 

испытания (NCT03287804) [170] и потребовала полного ре-дизайна CAR [171], с учетом того 

обстоятельства, что APRIL взаимодействует со своими рецепторами в тримерном, а не 

мономерном виде. Соответственно, только использование такого, переработанного CAR Т-

клеточного продукта позволило достичь обнадеживающих уровней эффективности и 

безопасности у пациентов с множественной миеломой [172].  

В этой связи стоит отметить, что клинические испытания двух разных дизайнов CAR Т-

клеток на основе NK-клеточного рецептора NKG2D, связывающегося с 8 лигандами на 

поверхности перерожденных клеток, показали достаточно низкую эффективность в клинических 

испытаниях у больных с острым миелоидным лейкозом/миелодиспластическим синдромом и 

множественной миеломой, что независимо указывает на определенные сложности в создании 

CAR на основе лиганд-рецепторных взаимодействий [165,166]. 
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Альтернативным источником новых антигенраспознающих доменов является de novo 

создание белковых конструкций. DARPins – это класс искусственно сконструированных белков, 

способных высокоспецифично связывать молекулы-мишени и представляющих собой один из 

классов так называемых антитело-миметиков (antibody mimetics). Это достаточно гетерогенный 

класс белков, однако типичный DARPin-домен включает обычно несколько внутренних анкирин-

повторов (каждый ~33 аминокислоты) плюс N- и C-концевые “cap”-повторы, которые 

экранируют гидрофобное ядро и повышают стабильность. DARPins меньше по размеру, чем 

классические scFv, менее склонны к агрегации, более термодинамически стабильны и считаются 

менее иммуногенными по сравнению с мышиными scFv [173]. В доклинических исследованиях 

такие CAR, специфичные к HER2, показали сравнимый эффект в экспериментах in vitro [174] и 

преимущество на модели ксенотрансплантированной опухоли на in vivo модели по сравнению с 

“классическими” вариантами [175]. Кроме того, такие домены возможно успешно 

мультимеризовать: так, создание триспецифичного рецептора, распознающего одновременно 

EGFR, EpCAM и HER2, привело к синергетическому противоопухолевому эффекту в in vitro 

исследованиях [176]. 

Наконец, нельзя не упомянуть еще о трех, чуть более "экзотических" вариантах 

антигенраспознающих модулей, которые были опробованы в контексте CAR. Это варианты, 

основанные на пептидах, IgNAR акул [177] и аднектинах (Fn3-белках) [178,179]. Из нескольких 

форматов пептидных CAR прежде всего стоит выделить CAR, основанный на хлоротоксине 

(CLTX) из яда скорпиона Leiurus quinquestriatus. В данном случае исследователи опирались на 

уникальное свойство этого 36-амк пептида, а именно на его способность избирательно 

связываться с поверхностью глиомных клеток и клеток примитивных нейроэктодермальных 

опухолей [180]. Клиническое испытание внутриопухолевого/интракавитарного введения CLTX-

CAR у пациентов с глиобластомой показало стабилизацию заболевания (с последующей 

прогрессией во всех случаях) в сочетании с отсутствием значимых токсичностей и 

иммуногенности [181]. В свою очередь, работа по созданию идиотип-специфичных CAR с 

использованием высокопроизводительного скрининга пептидов, распознающих уникальный для 

опухолевого клона В-клеток конкретного пациента с фолликулярной лимфомой идиотип (в 

составе В-клеточного рецептора), представляется многообещающей, однако этот подход пока не 

был доведен до клинических испытаний [182]. 

Отдельно стоит отметить крайне интересный формат CAR, известный как SUPRA CAR 

(zipCAR): в качестве антигенраспознающего модуля в них используется 50-амк BZip(RR)-домен, 

составляющий одну из половинок так называемого лейцинового зиппера – а соответствующая 

ему вторая половинка соединена с scFv, узнающим целевой эпитоп на поверхности опухолевой 
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клетки, тем самым формируя адапторную молекулу zipFv. Высокоаффинное взаимодействие 

таких BZip/zipFv позволяет легко контролировать специфичность и активность zipCAR Т-клеток 

путем введения новых или дополнительных zipFv или путем их удаления [183]. Как и в 

предыдущем примере, данные о клиническом тестировании платформы zipCAR пока 

отсутствуют. 

1.4.2. Шарнирный домен CAR 

Шарнирный домен в составе CAR прежде всего необходим для того, чтобы 

антигенраспознающий домен был корректно позиционирован относительно узнаваемого им 

эпитопа (рис. 7) [184,185]. Несмотря на то, что эксперименты с использованием различных 

шарнирных доменов установили, что CAR с более короткими шарнирными доменами в среднем 

работают лучше за счет поддержания более плотного иммунного синапса [186] и физического 

исключения из него фосфатазы CD45, а более длинные шарнирные домены могут обеспечивать 

большую доступность для CAR мембран-проксимальных эпитопов [187–189], влияние длины и 

природы шарнирного домена на функциональность CAR Т-клеток продолжает оставаться 

областью проб и ошибок. 

На практике выбор шарнирного района зависит от расположения узнаваемого CAR 

эпитопа на поверхности клетки-мишени и размера целевого белка [190,191], поскольку при ее 

взаимодействии с CAR Т-клеткой формируется аналог иммунологического синапса, имеющего 

строгие ограничения по размеру (~ 15-20 нм). Несмотря на то, что существует ряд ключевых 

отличий CAR Т-синапса от классического иммунологического синапса [192], было показано, что 

за счет оптимизации длины шарнирного района CAR в соответствии с расположением 

узнаваемого эпитопа относительно мембраны клетки-мишени можно достигать целевой ширины 

межклеточного CAR T-синапса (~15 нм) [193] и увеличивать чувствительность CAR Т-клеток в 

отношении клеток мишеней со сниженным уровнем экспрессии антигена [194]. Кроме того, было 

показано, что даже при формировании более широкого, чем 15-нм, CAR Т-синапса в ряде случаев 

можно достигнуть высокой чувствительности и функциональности CAR Т-клеток за счет 

"подгонки" длины адгезионного комплекса CD2/CD58 с одновременным снижением 

регуляторного вклада ко-ингибирующей пары PD-1/PD-L1 [195]. 
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Рисунок 7. Схематичное изображение влияния длины и гибкости шарнирного домена на 
активацию клеток-эффекторов (сверху) в зависимости от положения распознаваемого эпитопа на 
белках клетки-мишени (снизу) (с изменениями из [190]). 
 

Исторически сложилось, что в качестве шарнирного района чаще всего используются 

последовательности CD8а, CD28 и IgG1/IgG4 (hinge-Fc часть) (рис. 5) [187,196]. Скорее всего, 

данный выбор был обусловлен тем, что эти последовательности хорошо изучены, для них есть 

данные структурного анализа и они обладают достаточной гибкостью. Однако позже 

выяснилось, что не для всех scFv-CAR работает «короткий» CD8а-шарнир, а Fc-часть IgG не 

инертна биологически. Так, при переходе к испытаниям на мышиных моделях было обнаружено, 

что происходило взаимное узнавание клеток с IgG-содержащими CAR и FcγR+ клеток: 

моноцитов, макрофагов и NK-клеток. Это приводило к тому, что CAR Т-клетки неспецифически 

возбуждались в отсутствие антигена и проявляли цитотоксичность по отношению к FcγR-

экспрессирующим клеткам, которые, в свою очередь, активировались и уничтожали CAR Т-

клетки [188,197,198]. 

Считается, что склонность к гомо- или гетеродимеризации шарнирных районов помогает 

CAR более эффективно удерживаться на поверхности клетки [199]. Хотя, крупных 

систематических исследований по сравнению функциональности димеризующихся и 

недимеризующих CAR пока не было проведено, есть данные о существенном влиянии как 

шарнирного района [200], так и мультимеризации на эффективность CAR T-терапии [201]. 

Относительно недавно был создан CAR с шарнирным районом из последовательности 

NGFR/p75, который не только не узнается клетками иммунной системы, но и не димеризуется 

[202]). Возможно, это упростит детекцию CAR на поверхности клеток, позволит при 
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необходимости провести дополнительную селекцию, а также легко уничтожить их в организме 

пациента, используя NGFR-специфические моноклональные антитела.  

1.4.3. Трансмембранный домен CAR 

Основная функция трансмембранного района заключается в закреплении CAR на 

поверхности клетки, поэтому для этой цели чаще всего используют последовательности CD8α 

[203], CD28 [204], 41BB, CD3ζ [205–207], TNFRSF19 [208] и реже из CD4 [185,209], CD7 [185], 

ICOS [210]; CD27 [162]; ОХ40 [204], МНС(Н2-Кb) [211], NKG2D [212,213] и KIR [214] (рис. 5). 

Выбор конкретного варианта зачастую определяется тем, какие шарнирные или сигнальные 

последовательности располагаются рядом [215]. 

Хотя вклад трансмембранного домена не оценивался систематически в ранних работах, 

появляется все больше данных, что такое влияние недооценено, как и в случае с шарнирными 

доменами. Так, недавно было показано, что трансмембранный домен CAR на основе белка CD28 

взаимодействует с нативным CD28, что в свою очередь сказывается на активности CAR T-клеток. 

[216]. Кроме того, сообщалось об увеличенной функциональности CAR T-клеток в отношении 

ксенотранспланированной солидной опухоли за счет комбинации склонного к димеризации 

шарнирного района IgG4 и трансмембранного домена CD28 [217].  

Наконец, стоит отметить, что развитие методов de novo предсказания и создания новых 

вариантов трансмембранных доменов должно помочь создавать CAR и проводить in silico 

настройку их активности для фундаментальной или прикладной синтетической биологии [218] в 

ближайшее время. 

1.4.4. Сигнальный домен CAR 

Активация Т-клетки – ключевое событие, определяющее программу дифференцировки, 

фенотип, функциональность и долговечность зрелых Т-клеток. В естественных условиях этот 

процесс запускается антиген-презентирующими клетками, передающими Т-клеткам три сигнала, 

причем происходит это в строго скоординированных пространственно-временных паттернах, а 

именно через стимуляцию Т-клеточного рецептора (TCR) (сигнал 1), костимуляцию (сигнал 2) и 

паракринный цитокиновый сигналинг (сигнал 3). Сила и длительность этих сигналов влияют на 

транскрипционные и эпигенетические изменения внутри Т-клеток, которые в конечном итоге 

определяют направление пролиферации Т-клеток, дифференцировку клеток памяти и 

эффекторную активность. 

Функция сигнального домена CAR – активировать Т-клетку после распознавания клетки-

мишени за счет внеклеточной части CAR. Использование последовательностей CD3ζ в качестве 

сигнального домена CAR позволяет имитировать начало стандартного активационного каскада 

от TCR и может приводить к уничтожению клеток-мишеней и секреции ряда цитокинов (это так 
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называемые CAR «первого поколения» [219,220]. Однако при этом CAR Т-клетка чаще всего не 

получает необходимого для запуска пролиферативной программы дополнительного сигнала от 

костимулирующих рецепторов (поскольку их лиганды, как правило, отсутствуют на клетках-

мишенях) [203,221]. В итоге, CAR первого поколения, содержащие только сигнальный домен 

CD3ζ или FcRγ, продемонстрировали недостаточную персистенцию и ограниченную 

клиническую эффективность у онкологических больных [123,135,222,223]. Для решения этой 

проблемы было создано «второе поколение» CAR, содержащих не только участок CD3ζ, но и 

сигнальную часть CD28, что обеспечивает клетку стимулирующим и костимулирующим 

сигналом. Таким образом, после получения сразу двух этих сигналов CAR T-клетка не только 

активируется и уничтожает мишень, но и активно пролиферирует [224,225]. Помимо CD28 в 

качестве костимулирующих последовательностей в состав CAR также вводили внутриклеточные 

участки белков 4-1BB, MyD88, OX40, CD27, ICOS, 2B4 и других (рис. 5) [58,203,204,224,226–

228]. Любопытно, что в этих экспериментах было выяснено, что принадлежность 

костимулирующих последовательностей к TNFRSF-семейству или к IgSF-семейству, т.е. их 

природа оказывала непосредственное влияние на динамику и характер активности CAR Т-клеток 

[58,229], позволяя репрограммировать CAR Т-клетки в направлении основных функциональных 

подтипов (Th1, Th17, Th2 и т.д.) [230] и задавая определенное состояние их метаболизма 

(гликолиз (CD28) или сдвиг в сторону усиленного окисления жирных кислот и 

митохондриального биогенеза (4-1BB)) [231]. После этого было создано и «третье поколение» 

CAR, содержащих несколько костимулирующих последовательностей: например, 4-1BB-CD28-

CD3ζ. Такой дизайн внутриклеточных последовательностей CAR не только вызывает секрецию 

более широкого набора цитокинов CAR Т-клетками, но и обеспечивает более эффективное 

уничтожение опухолей в мышиных моделях [232,233]. Данных о результатах применения в 

клинике CAR третьего поколения пока недостаточно, чтобы уверенно судить об их большей или 

меньшей эффективности [234] или токсичности [235]. Самым частым вариантом используемых 

сигнальных последовательностей остается второе поколение рецепторов: это комбинации CD28-

CD3ζ либо 4-1BB-CD3ζ [236,237]. Сочетание CD28-CD3ζ приводит к “взрывной” экспансии 

модифицированных Т-клеток in vivo [231], однако оно же значительно ускоряет истощение CAR 

Т-клеток, что может в итоге снижать эффективность терапии [60,141]. В отличие от CD28, 4-1BB-

домен вызывает более плавную пролиферацию клеток, более длительное поддержание в 

организме и более медленное истощение клеток-эффекторов [229]. 

Тем не менее, на данный момент невозможно предсказать функциональность и 

потенциальные побочные эффекты (такие как тонический сигналинг, “on-target off-tumor” 

эффект), основываясь только на аминокислотной последовательности CAR и выбор 
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оптимального состава рецептора основывается на тестировании панели различных вариантов в 

тестах in vitro и in vivo. 

При активировании T-клеток реализуется множество сигнальных путей, приводящих к 

индукции и/или подавлении экспрессии генов [238]. При этом регуляция клеточной активации 

не сводится только к работе сигнальных каскадов: существенный вклад в нее вносят 

альтернативный сплайсинг [239,240], контроль стабильности и скорости деградации отдельных 

мРНК [241,242], а также посттрансляционные механизмы [243]. Хотя сигнальные пути, 

связанные с активацией в Т-, В- и NK-клетках в целом гомологичны и сосредоточены вокруг 

активности транскрипционных факторов NFkB, NFAT, AP-1 и киназы ERK [244–246], итоговые 

транскрипционные программы в этих клетках различаются. Вероятно, это определяется 

множеством факторов, начиная от существующей специфической для типа клеток организации 

хроматина и заканчивая различиями в субъединичном составе задействованных 

транскрипционных факторов. Интересно, что многие аспекты активации NK-клеток до сих пор 

остаются малоизученными, учитывая их крайнюю фенотипическую гетерогенность [247,248]. 

Соответственно, если для CAR T-клеток механизмы активации аналогичны запуску TCR-

опосредованных сигнальных каскадов [249], то для CAR NK-клеток (см. раздел 1.6) механизмы 

реализации CAR-опосредованной активации и цитотоксичности охарактеризованы существенно 

хуже [250,251]. Попытки адаптации дизайнов CAR, основанных на Т-клеточном сигналинге 

(CD28-CD3ζ, 41BB-CD3ζ, CD28-41BB-CD3ζ), для использования в контексте NK-клеток или NK-

клеточных линий были достаточно успешны [252–256], однако включение трансмембранных 

и/или костимулирующих элементов, заимствованных из рецепторов NK-клеток, таких как 

NKG2D/DAP10, DNAM-1, 2B4 или DAP12 позволило более гармонично согласовать CAR-

опосредованную активацию с физиологией NK-клеточного сигнального аппарата [257,258]. При 

этом последние данные, полученные в результате непредвзятых скринингов библиотек 

внутриклеточных модулей CAR в контексте первичных NK-клеток человека, свидетельствуют о 

том, что существуют конфигурации эндодоменов CAR, обеспечивающие еще более стойкую 

пролиферацию и персистенцию, а также цитотоксичность CAR NK-клеток в условиях 

ограниченной цитокиновой поддержки [259,260]. 

1.4.5. Дополнительные последовательности в CAR-кассете 

Несмотря на то, что CAR “второго поколения” являются единственными одобренными к 

клиническому использованию структурными форматами и наиболее часто используемыми в 

клинических испытаниях, все больше внимания уделяется созданию “усиленных” рецепторов 

"четвертого поколения", несущих в CAR-кассете дополнительные последовательности. 
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Активация Т-клетки – это тонко регулируемый процесс, в котором некоторые из 

сигнальных путей являются негативными, поскольку любая активация в конечном итоге должна 

быть остановлена и восстановлено гомеостатическое равновесие. Таким образом, удаление или 

снижение активности негативных регуляторов Т-клеточной активации является популярной 

стратегией получения более потентных CAR Т-клеток. Помимо стандартных способов, 

основанных на CRISPR/Cas9-нокаутировании генов (PDCD1, Cblb, DGKα / DGKζ, SOCS1, 

PTPN2) [261–265] и shRNA-опосредованном снижении уровня их транскриптов (PDCD1, 

HDAC11, AKT3) [75,266,267], недавно сообщалось об использовании так называемых PROTACs 

– синтетических молекулах, направляющих целевые белки на протеасомную деградацию [75]. 

Также помимо чекпоинт-рецепторов и классических негативных регуляторов сигналинга TCR в 

качестве мишеней для функционального «усиления» CAR T-клеток всё активнее 

рассматриваются регуляторы метаболической адаптации, устойчивости к истощению и 

формирования memory/stem-like фенотипа, включая PGC-1α [268], DNAJC15 [269], NR4A1/2/3 

[270], TCF1 [271], RUNX3 [272], IL10 [273] и представители семейства FOXO [274]. 

Отчасти необходимость "усиления" CAR продиктована тем, что в контексте нативного 

взаимодействия между Т-клеткой и клеткой-мишенью, Т-лимфоцит получает не два, а три 

сигнала [274]. Этот “сигнал 3”, в норме возникающий вследствие активации некоторых 

цитокиновых рецепторов и необходимый для выживания и размножения Т-клеток, отсутствует в 

CAR "второго поколения", что может приводить к их нефизиологической активации, 

недостаточной персистенции и субоптимальной активности, особенно в контексте солидных 

видов рака [275]. В качестве таких дополнительных последовательностей широко используются 

мембранные или секретируемые формы цитокинов и хемокинов, вызывающих активацию, 

пролиферацию и привлечение других клеток иммунной системы. К таким молекулам-

"усилителям" относятся IL2, IL7 [178], IL12 [276], IL15 [277], IL18 [278,279], IL21 [280], IL9Ra 

[281], а также так называемые инвертированные цитокиновые рецепторы (ICR) [282,283] и 

химерные рецепторы-переключатели (chimeric switch receptors) PD1/CD28, PD1/41BB, 

CTLA4/CD28, CTLA4/41BB, TIM-3/CD28, TIGIT/CD28 , TGFβ/IL7; TGFβ/IL2/15 , IL4/IL2, 

IL4/IL7, IL4/IL15, GM-CSF/IL18 [284], Siglec-9/CD28/41BB [285], превращающие негативный 

сигналинг в позитивный и задействующие сигнальные пути, аналогичные тем, что активированы 

при получении “сигнала 3”. Кроме того, было показано, что ко-экспрессия 41BBL и CD80 вместе 

с CAR первого поколения позволяла обеспечить не только костимуляцию самих CAR Т-клеток, 

но и транс-костимуляцию соседних антиген-специфических Т-клеток в опухолях с 

низкой/отсутствующей экспрессией лигандов костимулирующих рецепторов [286]. Логическим 

продолжением этой работы стало создание CAR “четвертого поколения” с ко-экспрессией 41BBL 
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вместе со стандартным CAR на основе последовательностей CD28-CD3ζ [287–289] и система ко-

экспрессии OX40 вместе со стандартным CAR на основе последовательностей 4-1BBz [290]. 

Такие подходы потенциально могут увеличивать время персистенции CAR T-клеток в организме 

пациента, значительно снижать дозу производимых и вводимых CAR Т-клеток, избегать 

необходимости предкондиционирования, увеличивать инфильтрацию опухолевых очагов T- и 

NK-клетками, меняя опухолевое микроокружение, и вовлекать в противоопухолевый ответ 

клетки иммунной системы, такие как макрофаги, тучные клетки и NK-клетки. Однако при 

постоянной экспрессии таких молекул стоит ожидать и развития более тяжелых побочных 

реакций и токсичностей [291]. Одним из решений данной проблемы может быть экспрессия 

дополнительных молекул только после активации CAR T-клетки за счет использования 

активационно-индуцируемых промоторов. Такой подход потенциально может помочь 

справиться с проблемой низкой эффективности CAR T-клеточной терапии у пациентов с 

солидными опухолями, поскольку дополнительная поддержка, например, цитокинами сможет 

помочь Т-клеткам преодолеть иммуносупрессивное опухолевое микроокружение и в полной 

мере реализовать свой цитотоксический потенциал, а также снизить вероятность развития 

тяжелых осложнений и токсичностей. 

1.5. Субпопуляционный состав CAR T-клеточных продуктов 

 Известно, что не все субпопуляции Т-клеток способны долго пролиферировать, а их способность 

к возобновлению обратно пропорциональна степени их дифференцировки [292]. Также недавно 

было показано, что антиген-специфичные субпопуляции Т-клеток памяти непосредственно 

способствуют фенотипической и функциональной дифференцировке наивных Т-клеток, 

которые, как следствие, теряют противоопухолевый потенциал при переносе в живой организм 

[293]. Используя уровень экспрессии белков CD62L и CD45RA в качестве маркеров 

дифференцировки, можно выделить 4 основные субпопуляции T-лимфоцитов [294,295]: наивные 

T-клетки (Tnaive), T-клетки центральной памяти (TCM), T-клетки эффекторной памяти (TEM) и 

терминально дифференцированные эффекторные Т-клетки (TEMRA) [296]. Наивные Т-клетки 

являются наименее дифференцированными, теряя экспрессию CD45RA, но экспрессируя по-

прежнему CD62L, они дифференцируются в TCM [297]. После антигенной рестимуляции TCM 

теряют экспрессию CD62L и дифференцируются в TEM [297,298] и, наконец, в терминально 

дифференцированные эффекторные T-клетки, которые лишены CD62L и реэкспрессируют 

CD45RA [299]. Каждая субпопуляция Т-клеток по-разному приживается и обладает своей 

функцией при адоптивном переносе [295,297,298,300]. Короткоживущие эффекторные Т-клетки 

(TEMRA) проявляют мощные эффекторные свойства in vitro, однако, по-видимому, менее 

привлекательны для иммунотерапии из-за их ограниченной пролиферации и приживления in vivo 
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[294,295,301–303]. TCM, наоборот, лучше приживаются и дольше персистируют по сравнению с 

более дифференцированными подмножествами T-клеток [292,294,295,297,298,300,304]. 

Первые клинические испытания CAR T-клеточной терапии были сфокусированы на 

вопросах безопасности и эффективности. Изучая то, почему часть пациентов не отвечала на CAR 

Т-клеточную терапию, стало понятно, что при аутологическом формате CAR Т-терапии каждый 

пациент получал индивидуальный клеточный продукт с составом, в котором соотношение и 

фенотипы CD4 и CD8 Т клеток варьировали в очень широком диапазоне. Частично это было 

связано с простотой использования устоявшегося протокола получения CAR Т, а именно 

выделением и активацией суммарного пула CD3-позитивных Т-клеток, а также с тем, что частоты 

CD4 и CD8 Т-клеток в периферической крови человека зависят от возраста, истории 

перенесенных заболеваний и интенсивности/состава химиотерапии. Такая гетерогенность CAR 

Т-клеточных продуктов сказывалась на эффективности терапии, соответственно остро встал 

вопрос о том, каков должен быть оптимальный субпопуляционный состав CAR Т-клеток. Было 

показано, что даже такая простая модификация, как использование CAR T-клеточного препарата 

с фиксированным соотношением CD4/CD8 клеток, равным 1, является более эффективным 

подходом, чем применение CAR T-клеток с неопределенным составом. При этом важный нюанс 

состоял в том, что наиболее сильный противоопухолевый ответ достигался при использовании 

CD8+ CAR Т-клеток с фенотипом TCM в соотношении 1:1 с CD4 CAR T-клетками из 

субпопуляции TN [305]. Эти данные послужили отправной точкой для проведения клинических 

испытаний CD19-специфического клеточного продукта с фиксированным соотношением CAR 

CD4/CAR CD8=1, который впоследствии получил одобрение и назван liso-cel [306]. 

С другой стороны, при попытке получения CD20-специфических CAR T-клеток с 

соотношением CD4/CD8=1 был обнаружен эффект, что отдельно отсортированные и 

трансдуцированные CD8 T-клетки оказались гипофункциональны, то есть для CD8 CAR Т-

клеток важно присутствие и "помощь" CD4 CAR Т-клеток. Чтобы преодолеть эту проблему, было 

предложено вначале отсортировывать CD4 и CD8 Т-клетки, смешивать их в фиксированном 

соотношении 7:3 и только после этого трансдуцировать – итоговое соотношение CAR CD4/CAR 

CD8-Т-клеток будет близко к 1. Полученные таким образом CAR Т-клетки демонстрировали 

более высокую экспансию, менее дифференцированный/менее дисфункциональный фенотип и 

лучшую противоопухолевую активность, чем те, в которых CAR CD4 и CAR CD8 были получены 

отдельно и введены в соотношении 1:1. Данный эффект объясняется тем, что CD8+ CAR T-клетки 

взаимодействуют с CD4+ CAR T-клетками посредством молекул CD40-CD40L или CD27-CD70, 

что в свою очередь обеспечивает взаимную костимуляцию и в сочетании с секретируемыми 
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CD4+T цитокинами, увеличивает степень экспансии CAR T-клеток ex vivo и формирование более 

функционального фенотипа [307]. 

1.6. Использование NK-клеток и NK-клеточных линий в качестве носителей для 

CAR 

Несмотря на успех CAR T-клеточной терапии при ряде онкогематологических 

заболеваний [308] и ее обнадеживающие результаты при некоторых аутоиммунных заболеваниях 

[309], а также значительный потенциал в лечении солидных опухолей [310], данный подход по-

прежнему имеет ряд серьезных ограничений. В первую очередь, такой аутологический 

клеточный продукт невозможно стандартизировать и его вариабельность от пациента к пациенту 

крайне высокая, так как стартовым материалом для производства служат собственные Т-клетки 

пациента. Такие различия могут быть обусловлены как возрастом пациента, так и степенью его 

предлеченности, меж тем состояние Т-клеток и их фенотипический состав являются ключевыми 

факторами, обеспечивающим эффективность терапии [311]. Еще одним ограничением является 

время производства, характеризации и транспортировки клеточного продукта, особенно при 

индустриальной модели производства. Кроме того, необходимость производства уникального 

продукта и проведения всех необходимых контролей качества производственных процессов и 

итогового продукта вносят значимый вклад в итоговую стоимость терапии, заметно снижая ее 

доступность пациентам [312].  

Одним из решений данной проблемы является использование аллогенных CAR T-

клеточных продуктов. Для этого чаще всего используют Т-клетки здоровых доноров, 

модифицированные таким образом, что они не опосредуют иммунных реакций против тканей 

реципиента и в то же время экспрессируют на своей поверхности CAR. Более подробно такой 

подход описан в следующем разделе. 

Альтернативой CAR Т-клеткам является создание и использования CAR NK-клеток [313]. 

В отличие от Т-клеток, NK-клетки не несут TCR, а экспрессируют большое разнообразие как 

активирующих, так и ингибирующих рецепторов [314]. К наиболее охарактеризованным 

активирующим рецепторам NK-клеток относят NKG2D, DNAM-1, а также NKp30, NKp44 и 

NKp46. Дополнительный вклад в активацию NK-клеток вносят CD16, опосредующий ADCC, и 

2B4, который чаще рассматривают как ко-активирующий рецептор. Каноническими 

ингибирующими рецепторами NK-клеток являются KIR2DL1/2/3, KIR3DL1/2, CD94/NKG2A, 

TIGIT, CD96, PVRIG и некоторые другие [315]. Функциональный ответ NK-клетки реализуется 

в соответствии с балансом позитивных и негативных сигналов от таких рецепторов: отсутствие 

достаточного ингибирующего сигнала и одновременное наличие активирующих стимулов 

создают условия для реализации цитотоксичности по механизму “missing self” и/или 
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распознавания индуцированного стресса [316]. Наконец, известно, что циркулирующие CD56dim 

NK-клетки характеризуются высоким содержанием перфорина и гранзимов и выраженной 

естественной цитотоксичностью, кроме того, они экспрессируют адгезионные молекулы, 

включая LFA-1 и Mac-1, что способствует эффективному формированию иммунологического 

синапса и делает их привлекательной платформой для клеточной терапии [317,318].  

В то же время стоит отметить, что с NK-клетками технически сложнее работать: они более 

требовательны к условиям культивирования и хуже поддаются трансдукции, чем Т-клетки [319]. 

В связи с этим, помимо первичных NK-клеток периферической и пуповинной крови, в качестве 

альтернативных платформ для получения CAR NK-клеток были предложены NK-клетки, 

дифференцированные из iPSC [258] и иммортализованные NK-клеточные линии человека, такие 

как NK-92 [320]. Как и первичные NK-клетки, они не несут TCR, зато способны быстро 

уничтожать опухолевые клетки, опираясь на баланс сигналов от альтернативной системы 

рецепторов и секретировать набор цитокинов, отличный от такового Т-клеток, что может 

значительно снижать вероятность и тяжесть токсических реакций, таких как РТПХ, синдром 

нейротоксичности, ассоциированный с иммунными эффекторными клетками и синдром выброса 

цитокинов [321,322]. В отличие от CAR NK-клеточных продуктов на основе первичных NK-

клеток, получаемых от разных доноров, такие CAR NK-клеточные продукты гораздо более 

гомогенны, могут быть лучше охарактеризованы и стандартизованы. Кроме того, они легче 

поддаются генетической модификации (например, в них проще удалять гены, кодирующие 

ингибирующие рецепторы, и/или доставлять путем трансдукции или трансфекции другие 

дополнительные генетические модули) [323]. Наконец, даже такое, казалось бы, отрицательное 

свойство CAR NK-клеток, как ограниченная персистенция, можно рассматривать в качестве 

преимущества относительно CAR Т-клеток, поскольку это открывает возможность 

множественного дозирования и комбинирования с циклами химиотерапии. Данные первой фазы 

клинических испытаний CAR NK-клеточных продуктов, полученных из iPSC, для пациентов с 

устойчивыми формами B-клеточных лимфом свидетельствуют не только об их безопасности, но 

и эффективности [324–327]. Аналогично, данные клинических испытаний 1/2 фазы CAR NK-

клеток, полученных из пуповинной крови, у пациентов с неходжкинскими лимфомами и 

хроническим лимфолейкозом (NCT03056339, NCT05472558) [252,253,328] или острым 

миелоидным лейкозом (NCT05008575) [329], также свидетельствуют о безопасности и 

эффективности таких CAR NK-клеточных продуктов. В то же время, данные для большинства 

CAR NK-клеточных продуктов, основанных на линиях NK-92 и NK-92MI, свидетельствуют об 

их безопасности, но пока в значительной мере ограниченной активности [330–333]. 
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1.7. Заключение: проблемы и перспективы развития CAR-платформы 

Исторически сложилось, что первый и наиболее детально охарактеризованный формат 

CAR T-клеточной терапии был аутологичный: Т-клетки выделяют у пациента, генетически 

модифицируют ex vivo и вводят снова ему же. Однако у такого формата существует ряд 

серьезных ограничений. Три основных – это крайне высокая стоимость (сопряженная с 

технической сложностью всех ее этапов, на данный момент стоимость одного цикла терапии 

составляет порядка 500000$ [334]), необходимость проведения лимфодеплеции и то, что далеко 

не для всех пациентов после множественных курсов химиотерапии оказывается в принципе 

возможным получить достаточное количество "качественных" Т-лимфоцитов, служащих 

стартовым материалом для полифункциональных и активных CAR Т-клеток. Новым, крайне 

перспективным, вариантом аутологической CAR Т-клеточной терапии, является способ, в 

котором кодирующие CAR последовательности напрямую доставляются в Т-клетки пациентов 

in situ при помощи наночастиц/транспозон-транспозазных систем или вирусной трансдукции 

[183]. Несмотря на то, что и у этого подхода есть свои сложности, результаты первых 

клинических испытаний, причем как в контексте онкогематологических, так и аутоиммунных 

заболеваний, свидетельствуют о том, что этот подход, как минимум, эффективен, однако должно 

пройти больше времени, чтобы уверенно судить о его безопасности [335–337]. 

Помимо этого, продолжает оставаться актуальным переход к аллогенному формату CAR 

Т-клеточной терапии. При таком подходе возможен забор Т-клеток здорового донора и 

производства сразу нескольких клеточных продуктов, которые будут обладать лучшими 

характеристиками, поскольку стартовый материал от здоровых доноров не подвергался никаким 

терапиям и не находился в угнетенном состоянии в ходе болезни. Такой продукт можно 

заготавливать заранее, криоконсервировать и вводить по мере необходимости. Однако при 

аллогенной трансплантации немодифицированные Т-клетки реализуют иммунную реакцию 

“трансплантат против хозяина” (РТПХ) – это крайне тяжелое состояние пациента, при котором 

чужеродные Т-клетки уничтожают собственные ткани пациента. Для того, чтобы исключить 

такую опасность, предложено несколько решений, а именно:  

1) создание «универсальных» CAR Т-клеток, лишённых экспрессии HLA и TCR [338–341];  

2) создание «универсальных» CAR Т-клеток, лишённых экспрессии TCR и CD52 [342]; 

3) создание «универсальных» CAR Т-клеток со сниженной экспрессией HLA (иногда в 

сочетании с TCR) за счет ко-экспрессии вирусных белков, таких как NEF (HIV-1) [343], 

BNLF2a (EBV) [344] и US11 (HCMV) [345–347]; 

4) использование вирус-специфических CAR Т-клеток [348–350]; 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=14489085&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=18044745,18718705,18268683&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1783950,809327,3119419,6430724&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=721850&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=17475092&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16454495&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=18718712,18718714,18718715&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0


43 
5) использование индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (iPSC) для 

получения CAR T [348–351]. В данном случае необходимо отметить, что для клеточных 

продуктов, полученных таким способом, сохраняется риск присутствия остаточных 

недифференцированных клеток и формирования тератом, а сам процесс 

дифференцировки требует многоуровневого контроля качества конечного продукта [352] 

6) использование CAR NK-клеток и NK-клеточных линий (см. раздел 1.6). 

 

В первых двух случаях традиционно используются системы редактирования генома для 

нокаута генов TRAC, TRBC1 и/или TRBC2, b2m или CD52 при помощи TALEN-нуклеаз [353–355] 

или системы CRISPR-Cas9 [356]. Однако использование мультиплексной системы 

редактирования генома в сочетании с лентивирусной трансдукцией продолжает вызывать много 

опасений из-за возрастающего риска нецелевых генетических модификаций и хромосомных 

транслокаций, а также недостаточной предсказуемости персистенции и эффективности таких 

“редактированных” CAR T-клеток [357–359]. Соответственно, несколько компаний уже перешли 

к использованию молекулярных инструментов генного редактирования "следующего 

поколения", таких как редакторы оснований (base editors), для целенаправленного внесения 

изменений в эти и другие гены [360,361], поскольку в данном случае не происходит разрывов 

ДНК и снижается риск генотоксичности. 

Имеющиеся клинические данные свидетельствуют о том, что CAR Т-клеточная терапия 

хорошо работает только для онкогематологических и ряда аутоиммунных заболеваний, а в 

контексте солидных раков успехи CAR-терапии куда более скромные [308,362,363]. Для решения 

этой задачи в литературе описаны экспериментальные подходы, позволяющие CAR T-клеткам 

активнее перемещаться к опухолям, лучше противостоять иммуносупрессивному опухолевому 

микроокружению (выживать в условиях гипоксии и т.д.) [364], привлекать резидентные клетки 

иммунной системы [365], секретировать более широкий спектр цитокинов [366–368] и т.д. Также 

активно исследуется возможность комбинирования CAR T-клеточной терапии с другими 

противораковыми подходами, например, лучевой терапией [369], химиотерапией [370,371], 

вакцинацией цельноклеточной вакциной [372], объединением с онколитическим вирусом 

[373,374], терапией моноклональными антителами и их производными [375–378], а также вместе 

с терапией низкомолекулярными ингибиторами [379–382]. 

Помимо этого, было доказано, что укорочение и оптимизация самих протоколов 

получения CAR T-клеток оказывает существенный эффект на результат терапии. Короткое 

культивирование ex vivo обычно ассоциировано с меньшей терминальной дифференцировкой и 

истощением T-клеток, более “молодым” фенотипом CAR T-продукта и, как следствие, более 
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длительной персистенцией и усиленной функциональностью после введения. Очевидно, что 

ускорение производства само по себе важно клинически, поскольку пациент быстрее получает 

терапию [383]. Многообещающими выглядят также исследования эффективности и безопасности 

локорегиональной доставки CAR Т-клеток в случаях, когда системное введение сталкивается с 

проблемами слабого траффикинга и проникновения в опухоль или высокой токсичности: прежде 

всего в солидных опухолях и особенно в опухолях центральной нервной системы [384]. 

Несмотря на более чем 20-летнюю историю активного развития CAR-технологий, в 

данной области остро стоят два вопроса, а именно, является ли "классический", одноцепочечный 

формат CAR оптимальным и существуют ли CAR с другим модульным составом, 

обеспечивающим большую эффективность этого способа терапии. Забегая вперед, можно 

сказать, что по-видимому для каждого вида рака дизайн и модульный состав должны быть 

подобраны специально и не существует универсального формата CAR, работающего одинаково 

хорошо в разных контекстах. Также существуют данные, что использование разных CAR 

(например, с разным сигналингом) в CD4 и CD8 Т-клетках может обеспечить большую 

эффективность терапии за счет синергичных эффектов CD4 CAR Т-клеток и CD8 CAR Т клеток 

[210]. 

Большинство ранних исследований, нацеленных на совершенствование дизайна CAR, 

полагались на перебор от нескольких штук до двух десятков комбинаций модулей. Однако 

комбинаторная и модульная природа CAR с самого начала идеально подходили под 

использование библиотечных форматов и различных вариантов скринингов, в том числе 

скринингов in vivo и в контексте альтернативных клеточных носителей [385–393]. Использование 

таких высокопроизводительных способов поиска комбинаций модулей в последние годы 

позволило создать CAR, которые проявляют себя лучше in vitro и, что особенно важно, in vivo, 

чем референсные CAR, получившее клиническое одобрение. Рациональный дизайн CAR, 

основывающийся исключительно на известных свойствах индивидуальных модулей, 3D-

структурах и аминокислотных последовательностях, пока реализован в единичных 

исследованиях с применением больших языковых моделей и искусственного интеллекта 

[75,394]. 

Наконец, необходимо отметить, что с развитием новых методов геномной инженерии и 

синтетической биологии разными исследовательскими группами и компаниями было 

предложено несколько принципиально новых архитектурных решений рецепторов (SynNOTCH 

[395–397]), HIT [398], STAR [399,400], TRuC-T [401], ChTCR [402], TAC-T [403], SUPRA-CARs 

[183], Split-CAR [404,405], KIR-CAR [406], маскированные / условно активируемые CAR [407], 
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см. рисунок 8). Все они были успешно протестированы на мышиных моделях, в которых они не 

уступали или превосходили стандартные варианты CAR/rTCR. 

 
Рисунок 8. Схематичное изображение новых архитектурных решений для создания химерных 
рецепторов (с изменениями из [408]). 
 

Тестирование лидирующих вариантов таких химерных рецепторов в пациентах в 

ближайшие годы должно показать, какие из них сочетают в себе оптимальный баланс 

эффективности, безопасности и доступности. При этом даже условно неудачные варианты 

являются информативными, поскольку они позволяют определить, в чем именно заключается 

проблема, и стимулируют дальнейшие исследования для ее преодоления. Кроме того, на 

сегодняшний день складывается убеждение, что разные задачи: тип заболевания, расположение 

и устойчивость опухолевых клеток в совокупности с генетическими маркерами, а также 

предшествующее лечение требуют разных CAR для достижения успешного терапевтического 

результата. В таком контексте, кроме создания новых рецепторов и проверки их в конкретных 

условиях, остается актуальным повышение предсказательной способности in vitro и in vivo 

тестирования вновь создаваемых рецепторов.  
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТОВ 

2.1. Материалы 

2.1.1. Реактивы и препараты 

В работе были использованы следующие реактивы и ферменты:  

BigDye (AppliedBiosystems, США); EDTA (Gerbu, Германия); FastDigest green buffer 

(ThermoScientific, США); Yellow buffer (СибЭнзим, Россия); агар (Difco, США); агароза 

(Amresco, Германия); ампициллин (ОАО “Синтез”, Россия); ATФ (СибЭнзим, Россия); 

бромистый этидий (Serva, Германия); бромфеноловый синий (Sigma, США); глицерин (Serva, 

Германия); ДНК-лигаза фага Т4 (лаб. иммуногенетики ИМКБ СО РАН); ДНК-маркер 1 т.п.н. 

(СибЭнзим, Россия); дрожжевой экстракт (Difco, США); триптон (Organotechnie, Франция); 

полибрен (Sigma, США); пенициллин (ЗАО “Синтез”, Россия); стрептомицин (ЗАО “Синтез”, 

Россия); хлороформ (Panreac, Испания); хлорид натрия (Applichem, Германия); эндонуклеазы 

рестрикции (ThermoFisher Scientific, США); Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (ThermoFisher 

Scientific, США); Taq ДНК полимераза (лаб. иммуногенетики ИМКБ СО РАН); витальный 

краситель 7AAD (Sigma, США); среда IMDM (Gibco, ThermoFisher Scientific, США); среда 

TexMACS (Miltenyi Biotec, Германия); культуральная добавка Gluta-MAX (ThermoFisher 

Scientific, США); культуральная добавка Pyruvat (ThermoFisher Scientific, США); эмбриональная 

телячья сыворотка (HyClone, ThermoFisher Scientific, США); Cell Proliferation Dye eFluor 670 

(ThermoFisher Scientific, США), IL2 (Miltenyi Biotec, Германия), IL15 (Miltenyi Biotec, Германия); 

Белок L (Биоспецифика, Россия), стрептавидин PE, APC, APC-Cy7 (BioLegend, США), 

флуоресцентно-меченые антитела представлены в Таблице 3. 

Все соли, кислоты и спирты были квалификации ХЧ или ОСЧ. 

Коммерческие наборы: набор для выделения плазмидной ДНК, набор для элюции ДНК из 

агарозного геля (Биосилика, Россия); Gen Elute Plasmid Miniprep Kit (Sigma, США). 

 

Таблица 3. Использованные в работе антитела 

Антиген Флуорохром/метка Клон Производитель 

1. CD3 AlexaFluor 488 HIT3 BioLegend 

2. CD3 FITC OKT3 Сорбент 

3. СD4 FITC LT4 Сорбент 

4. СD8 APC-Firc0 HIT8a BioLegend 
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5. CD20 FITC LT20 Сорбент 

6. CD45RA PE HI100 BioLegend 

7. CD62L PE-Cy7 DREG-56 BioLegend 

8. CD69 биотинилированные FN50 BioLegend 

9. LAG3 PE 11C3C65 BioLegend 

10. NGFR биотинилированные ME20.4 BioLegend 

11. PD-1 PE-Cy7 EH12.2H7 BioLegend 

12. TIM3 APC F38-2E2 BioLegend 

13. c-myc немеченые 9E10 Биоспецифика 

14. Mouse 

IgG (H+L) 

PE поликлона

льные 

ThermoFisher Scientific 

 

2.1.2. Оборудование и программное обеспечение 

В работе было использовано следующее оборудование: 

Амплификатор T100 ThermalCycler (Bio-Rad, США); амплификатор MastercyclerClassic 

(Eppendorf, Германия); центрифуга 5418R с охлаждением (Eppendorf, Германия); центрифуга 

5810R с охлаждением (Eppendorf, Германия); центрифуга MiniSpin (Eppendorf, Германия); 

микротермостат М-208 (БИС-Н, Россия); компактный персональный вортекс V-3 SkyLine (ELMI, 

Латвия); спектрофотометр Nanodrop 2000c (ThermoScientific, США); электрофоретическая 

камера Vari-Gel SystemUnit (ThermoScientific, США); UV-трансиллюминатор (IO Rodeo, США); 

система документации гелей и блотов ChemiDoc (Bio-Rad, США); термостат ТС-80M-2 

(НИИМИ, Россия); мультипоратор (Eppendorf, Германия); инкубатор Binder BD 23 (Binder, 

Германия); автоклав Systec DB-23 (Systec, Германия); микробиологические ламинарные системы 

Modernclass 3 (Lamsystems, Россия); низкотемпературный и обычные холодильники для 

хранения образцов и реагентов; система очистки воды Arium pro (Sartorius, Германия); 8-

капиллярный секвенатор 3500 LifeTechnologies (ThermoFisher Scientific, США); проточный 

цитофлуориметр BD FACSCantoII; проточный цитофлуориметр NovoCyte (Agilent, США); 

клеточный сортер Sony SH800 (Sony, Япония); планшетный люминометр Luminoskan™ 
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Microplate Luminometer (Thermo Fisher Scientific, США), система прижизненной визуализации 

«IVIS Spectrum» (Perkin-Elmer, США).  

Для обработки полученных результатов использовали следующее специальное программное 

обеспечение: QuantityOne v.4.6.7 (Bio-Rad, США); NanoDrop 2000c OperatingSoftware 

(ThermoFisher Scientific, США); Vector NTI Advance 9 (Invitrogen, США), Chromas v.2.4.3. 

(Technelysium, Австралия); FACSDiva (BD); FlowJo (De Novo Software); Living Image (Perkin-

Elmer, США); GraphPad Prism v6 (GraphPad Software, Inc). 

2.1.3. Буферы и растворы  

TAE: 40 мМ Трис, 20 мМ уксусная кислота, 1 мМ ЭДТА (pH 8,4); 

10xGreen FD buffer: 10 мМ Трис-HCl (pH 7,6), 10 мМ MgCl2, 50 мМ NaCl, 1 мМ ДТТ; 

2xYellow buffer: 30 мМ Трис-HCl (pH 7,6), 10 мМ MgCl2, 10 мМ ДТТ; 

Буфер нанесения для агарозного геля (5х): 0,5% бромфеноловый синий, 0,5% ксиленцианоловый, 

50 % глицерин; 

PBS: 1,7 мM KH2PO4, 5,2 мM Na2HPO4, 150 мM NaCl, pH 7,4; 

2xHBS: 280 мM NaCl, 50 мM HEPES, 1,5 мМ Na2PO4, 10 мМ KCl, 12 мМ сахароза, pH 7,12; 

Flow Solution: PBS, 1,5% FCS, 0,06% NaN3; 

Для приготовления буферных растворов использовали воду, очищенную на установке arium®pro 

(Sartorius, Германия). 

2.1.4. Олигонуклеотиды и плазмидные конструкции 

В работе были использованы олигонуклеотиды (праймеры) производства Биоссет 

(Россия) (Таблица 4). 

Таблица 4. Нуклеотидные последовательности праймеров, использованных в ПЦР и сиквенсной 

реакции. 

Праймер Нуклеотидная последовательность 5’→3’ 

EF1Fseq tggagcctacctagactcagc 

hingeR agcacctgaactcctggg 

CD3ζR tgttttggacaagagacgtg 

 

Плазмидные конструкции: 351, 353, 440, 182, pAndy, GAA, AAG1, AAG7 (получены в лаб. 

иммуногенетики ИМКБ СО РАН к.б.н. Горчаковым А.А.) были использованы для получения 

целевых плазмидных конструкций, кодирующих различные варианты CAR. 

Паковочные плазмиды для проведения кальций-фосфатной трансфекции: pMD2.G и 

psPAX2 (Addgene, США). 
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2.1.5. Биологические материалы 

В работе использовали устойчивый к стрептомицину штамм E. coli Stbl3 (генотип 

F– mcrB mrr hsdS20 (rB-, mB-) recA13 supE44 ara-14 galK2 lacY1 proA2 rpsL20 (StrR) xyl-5 λ– leu 

mtl-1). 

Эукариотические линии клеток HEK293Т (эмбриональная эпителиальная линия клеток 

почки человека), линия клеток Jurkat (линия лейкемических Т-лимфоцитов человека), линия 

клеток YT (линия NK-клеточной лимфомы человека), линия клеток Nalm6 (В-клеточный острый 

лимфобластный лейкоз человека) и линия клеток Raji (лимфома Беркитта) были получены из 

Американской коллекции клеточных культур (ATCC, США). Линия HEK293Т, экспрессирующая 

CD20 (HEK293T-CD20), была получена ранее в лаборатории.  

Образцы первичных мононуклеаров крови были получены от здоровых доноров, давших 

письменное информированное согласие. 

2.1.6. Питательные среды для выращивания E. coli 

Среда LB: 10 г/л хлорида натрия, 10 г/л триптона, 5 г/л дрожжевого экстракта. Среда LB-

агар: 10 г/л хлорида натрия, 10 г/л триптона, 5 г/л дрожжевого экстракта, 1,5% бактериального 

агара. 

Компоненты для создания питательных сред LB и LB-агар смешивали и растворяли в 

дистиллированной воде, после чего автоклавировали. Среду LB хранили при +4 °C, среду LB-

агар во избежание затвердевания хранили в термостате при +56 °C. 
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2.2 Методы  

2.2.1. Полимеразная цепная реакция (ПЦР) 

ПЦР-смесь включала в себя 10xAS-буфер (Биоспецифика, Россия): 650 мM Tris-HCl (pH 

8,9), 160 мМ (NH4)2SO4, 15 мМ MgCl2, 0,5% Tween 20, 2 мМ dNTP, по 10 мкМ каждого из 

праймеров, 10-50 нг ДНК-матрицы (плазмидная ДНК или суспензия клеток E. coli), 1 ед. ак. Taq-

полимеразы (Биоспецифика, Россия). Реакции проводили в объеме 20 мкл. ДНК 

амплифицировали 33 цикла [94°С – 15 с, 50-56°С – 15 с и 72°С – х мин*], этап инициализации 

проводили 2,5 мин при 94°С, этап финальной элонгации – 2 мин при 72°С. 

* Время элонгации выбиралось в зависимости от размера конечного продукта из расчета 1 мин 

/т.п.н. 

2.2.2 Электрофорез в агарозном геле 

Для анализа размера и качества плазмидной ДНК, продуктов гидролиза и ПЦР 

использовали 1% агарозный гель с бромистым этидием в буфере TAE: 40 мМ Трис, 0,02 М 

уксусная кислота, 1 мМ EDTA (pH 8,4). Для оценки длины ДНК-фрагмента использовали ДНК-

маркер молекулярного веса – «1 kb» (Сибэнзим, Россия. Электрофорез проводили при 

напряжении 7 B/см. 

2.2.3 Гидролиз ДНК эндонуклеазами рестрикции 

Для гидролиза использовали эндонуклеазы и буфер для рестрикции 10xFastDigest (FD, 

Thermo Fisher Scientific, США). Реакционная смесь в объеме 50 мкл смесь содержала 1-5 мкг 

ДНК, универсальный буфер для эндонуклеаз рестрикции Fermentas, Green FDbuffer: 10 мМ Tris-

HCl (pH 7,6), 10 мМ MgCl2, 50 мМ NaCl, 1 мМ DTT, 10 ед. ак. фермента. Реакционную смесь 

инкубировали 40 мин при 37 °С. После этого смесь наносили в карман 1% агарозного геля и при 

необходимости вырезали нужный фрагмент. 

2.2.4. Выделение ДНК из агарозного геля 

Выделение проводили при помощи набора BioSilica (Россия) для выделения ДНК из 

агарозного геля согласно протоколу производителя. Фрагменты геля взвешивали и добавляли 

буфер М из расчета 300 мкл буфера на 100 мг геля. Полученную смесь инкубировали до полного 

растворения геля при 50 °С. Раствор наносили на микроколонку и центрифугировали 1 минуту 

при 20000 g. Фильтрат удаляли и микроколонку промывали дважды 700 мкл промывочного 

буфера W, после этого центрифугировали еще 2 минуты для полного удаления примесей 

промывочного буфера. Микроколонку переносили в новую пробирку и элюировали 50-100 мкл 

буфера Е. 
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2.2.5. Лигирование ДНК 

Лигазная смесь содержала 2xYellow buffer (30 мМ Tris-HCl (pH 7,6), 10 мМ MgCl2, 10 мМ 

DTT), 50 нг ДНК вектора, 10-100 нг ДНК вставки, 10 мМ рАТФ, 5 ед. ак. Т4 ДНК-лигазы 

(Биоспецифика, Россия) в 20 мкл. Лигирование проходило 12 часов при температуре 4 °С, после 

этого смесь переосаждали (см. п. 2.2.8). 

2.2.6. Электротрансформация клеток E. coli 

2.2.6.1. Приготовление электрокомпетентных клеток E. coli 

Три мл ночной культуры клеток Stbl3, выращенных в присутствии стрептомицина (50 

мкг/мл) добавляли в двухлитровую колбу, содержащую 0,5 л LB, и инкубировали при 

температуре +25 °С до достижения культурой оптической плотности 0,4 на длине волны 600 нм 

(оптическую плотность измеряли при помощи настольного микроспектрофотометра 

NanoDrop2000). После этого колбу инкубировали во льду при покачивании в течение 30 мин. 

Клетки аликвотировали по 50 мл в охлажденные на льду фальконы и центрифугировали 10 мин 

при 4 °С, 3600 g. LB удаляли, к клеточному осадку добавляли охлажденную автоклавированную 

воду, суспендировали на льду и повторно центрифугировали. Промывки водой повторяли 3-4 

раза, постепенно объединяя клетки до двух фальконов. Клетки переливали в 15 мл фалькон и 

промывали 10% глицерином, центрифугируя 15 мин при 4°С. Клеточную суспензию 

ресуспендировали в 3 мл 10% глицерина, аликвотировали по 50 мкл в 1,5 мл пробирки, сразу же 

замораживая их в жидком азоте. Полученные клетки хранили при -70 °С. 

2.2.6.2. Электротрансформация плазмидной ДНК в электрокомпетентные клетки E. 
coli 

Для трансформации лигазной смеси использовали 25 мкл компетентных клеток Stbl3 и 

1/10-1/5 часть лигазной смеси. В охлажденную на льду кювету вносили смесь клеток с лигазной 

смесью и проводили электротрансформацию при 1700 В, 5 мс. После этого к клеткам добавляли 

1 мл среды LB, подогретой до +42 °С. Клеточную суспензию инкубировали 1 час при 

температуре +37 °С, затем производили рассев на агарные чашки с ампициллином (100 мкг/мл) 

и культивировали 12-15 часов. После этого проводили ПЦР-скрининг выросших колоний. 

2.2.7. Выделение плазмидной ДНК 

Выделение проводили набором BioSilica (Россия) для выделения плазмидной ДНК в 

соответствии с рекомендациями производителя с небольшими модификациями. 1,5 мл ночной 

культуры центрифугировали 1 минуту при 20000 g, супернатант удаляли. Осажденные клетки 

ресуспендировали в 200 мкл буфера R, содержащего РНКазу А. Затем к суспензии добавляли 200 

мкл лизирующего буфера L и перемешивали, при этом раствор становился прозрачным и вязким. 

После этого добавляли 200 мкл нейтрализующего буфера N и перемешивали до формирования 
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белого творожистого осадка. Образец центрифугировали 5 минут при 20000 g. Супернатант 

переносили на микроколонку и центрифугировали 1 минуту. Затем образец дважды промывали 

буфером W (700 мкл), центрифугируя по 1 минуте при 20000 g, и избавлялись от остатков буфера 

дополнительным центрифугированием в течение 2 мин при 20000 g. Колонку переносили в 

чистую пробирку и элюировали 100 мкл буфера Е, подогретого до 50-60 °С. 

2.2.8. Переосаждение ДНК 

На один объем раствора ДНК брали 3 объема этилового спирта и 0,1 объема 3М NaOAc, 

pH 5,0. Если количество ДНК в растворе было небольшим, меньше 500 мкг, – добавляли гликоген 

(до конечной концентрации 0,1-1,0 мкг/мкл). Смесь инкубировали 40-60 минут при температуре 

-20 °С. Далее образец центрифугировали 10 минут при 20000 g и два раза промывали 500 мкл 

70% этилового спирта. После этого образец промывали 300 мкл 96% этилового спирта и 

высушивали в термостате при +50 °С. Сухой осадок ДНК растворяли в автоклавированной воде. 

2.2.9. Техники посева клеток E. coli на агаризованную среду 

Перед работой металлические и стеклянные инструменты были стерилизованы 

прокаливанием в пламени спиртовки, а чашки Петри – УФ-излучением. В большую чашку Петри 

(D=15 см) заливали 25-30 мл агара, в маленькую (6 см) – 10-15 мл. В агар добавляли антибиотик 

в соответствии с резистентностью выращиваемых бактерий и их плазмид. В данной работе все 

плазмиды несли ген устойчивости к ампициллину, соответственно этот антибиотик вносили в 

жидкий агар до финальной концентрации 100 мкг/мл. Посев на поверхность агаризованной среды 

в чашках Петри производили с помощью бактериологической петли или микробиологического 

шпателя. При посеве петлей отбирали клетки E. coli из жидкой или замороженной культуры и на 

поверхности среды проводили истощающие штрихи. При посеве с использованием 

микробиологического шпателя на поверхность среды наносили необходимый объем жидкой 

культуры, затем, одновременно вращая чашку и проводя круговые движения стерильным 

шпателем, суспензию равномерно распределяли по поверхности среды. После этого чашке 

давали высохнуть, закрывали и помещали в термостат на +37 °C на ночь, дном вверх. 

2.2.10. Сиквенсная реакция 

Реакционная смесь содержала 50 нг ДНК, 3 мкл 5х BrightDye буфера (Thermo Fisher 

Scientific, США), 10 мкМ праймера, 0,4 мкл BrightDye (Thermo Fisher Scientific, США) и воду до 

финального объёма – 15 мкл. Условия для проведения реакции секвенирования приведены в 

таблице 5. 
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Таблица 5. Условия проведения реакции секвенирования. 

Шаг Температура Время 
Количество 

циклов 

Инициализация 96 °C 5 минут 1 

Денатурация 96 °C 10 секунд 

40 Отжиг праймеров 50-55 °C 10 секунд 

Элонгация 60 °C 4 минуты 

Сохранение 15 °C ∞ ∞ 

 

После проведения сиквенсной реакции ДНК переосаждали следующим образом: к 15 мкл 

реакции добавляли 4 мкл 3М NaOAc с pH 5,0, 21 мкл воды и 60 мкл изопропанола. Образцы 

оставляли на 20 минут при комнатной температуре, осаждали центрифугированием на 20000 g в 

течение 20 мин, дважды промывали 80% этанолом при тех же параметрах центрифугирования, 

высушивали, и затем растворяли в 20 мкл раствора деинонизованного формамида «HiDi». 

Образцы наносили в лунки 96-луночного планшета, который затем загружали в автоматический 

8-канальный секвенатор 3500 LifeTechnologies. 

2.2.11. Культивирование клеточных линий человека 

Клетки линий Jurkat, YT, NK-92, KHYG-1, Raji, Nalm6 и HEK293T культивировали в среде 

IMDM (Gibco, ThermoFisher Scientific, США), содержащей 4 мМ L–глутамина, 10% 

эмбриональной бычьей сыворотки (Gibco, ThermoFisher Scientific, США), 100 ед./мл 

пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина (ЗАО “Синтез”, Россия) в атмосфере 5% CO2 при 37 

°С. Клетки пересаживали через день, либо за день до трансфекции разведением в 10-12 раз. 

Клеточную линию HEK293T рассаживали с применением диссоциирующего агента TryplE 

(Gibco, ThermoFisher Scientific, США) согласно инструкции производителя. Первичные Т-клетки 

культивировали в среде TexMACS (Miltenyi Biotec, Германия) с 50 ед/мл IL2, 7 нг/мл IL15, а 

также 100 ед./мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина. 

2.2.12 Криоконсервация клеточных линий 

Для длительного хранения клеточные культуры криоконсервировали. Для этого 

клеточную суспензию (для адгезивных клеток первоначально их диссоциировали с поверхности 

культурального пластика реагентом TryplE (Gibco, ThermoFisher Scientific, США)) осаждали 

центрифугированием 4 минуты с ускорением 400 g. Полученный супернатант удаляли, а осадок 

клеток ресуспендировали в среде IMDM (Gibco, ThermoFisher Scientific, США), содержащей 4 

мМ L–глутамина, 10% эмбриональной бычьей сыворотки (Gibco, ThermoFisher Scientific, США), 

100 ед./мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина (ЗАО “Синтез”, Россия), содержащей 10% 
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DMSO (MP biomedicals, США), из расчета 106 клеток/мл. Полученную суспензию переносили в 

криоампулы и помещали на 24 часа в контейнер для заморозки CoolCell® Containers (Corning, 

США) при температуре -70 °С. По истечению 24 часов криоампулы перемещали в пары жидкого 

азота и хранили в нем нужное количество времени. 

2.2.13. Разморозка клеточных линий 

Для разморозки клеточных линий после хранения в парах жидкого азота криоампулы 

оттаивали, переносили содержимое в пробирку, содержащую десятикратный объем 

замороженной суспензии теплой среды IMDM (Gibco, ThermoFisher Scientific, США), 

содержащей 4 мМ L–глутамина, 10% эмбриональной бычьей сыворотки (Gibco, ThermoFisher 

Scientific, США), 100 ед./мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина (ЗАО “Синтез”, Россия). 

Полученную суспензию осаждали центрифугированием 4 минуты с ускорением 400 g. Осадок 

клеток ресуспендировали в свежей среде IMDM (Gibco, ThermoFisher Scientific, США), 

содержащей 4 мМ L–глутамина, 10% эмбриональной бычьей сыворотки (Gibco, ThermoFisher 

Scientific, США), 100 ед./мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина (ЗАО “Синтез”, Россия) и 

высаживали на культуральный пластик. В дальнейшем клетки переносили в инкубатор и 

культивировали в атмосфере 5% CO2 при 37 °С. 

2.2.14. Получение целевых линий клеток при помощи клеточной сортировки 

Для получения моноклональных линий Nalm6-Nluc-copGFP с определенным уровнем 

экспрессии copGFP, моноклональных линий HEK293T-CD20 со сниженным относительно 

клеточной линии Raji уровнем экспрессии CD20 и 100% экспрессирующих CAR NK-клеточных 

линий использовани клеточный сортер Sony SH800 (Sony, Япония). Родительскую 

поликлональную клеточную суспензию отбирали из ростовой среды после чего сортировали 

клетки с заданным уровнем экспрессии copGFP (Nalm6-Nluc-copGFP), либо уровня экспрессии 

CD20 (окрашивая анти-CD20 антителами и выставляя параметры интенсивности экспрессии 

относительно окрашенной в таких же условиях клеточной линии Raji, со средним, низким и очень 

низким уровнем) по одной клетке в каждую лунку 96-луночного культурального планшета. 

Использовали режим сортировки Single Cell (3 drops), как наиболее подходящий для получения 

моноклонов. Для получения CAR NK-клеточных линий родительскую поликлональную 

клеточную суспензию окрашивали антителами, связывающими эпитоп c-myc, присутствующий 

в структуре CAR, с последующей детекцией при помощи поликлональных антител, 

специфичных к мышиным IgG (H+L), конъюгированных с PE, после чего CAR+ клетки 

сортировали в 6-луночный планшет с использованием режима Normal. После сортировки 

планшеты помещали в инкубатор и культивировали в атмосфере 5% CO2 при 37 °С. Выбранные 

моноклоны дополнительно характеризовали при помощи проточной цитофлуориметрии для 
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определения гомогенности и интенсивности флуоресценции. Для полученных поликлональных 

CAR NK-клеточных линий аналогично верифицировали уровень экспрессии CAR. 

2.2.15. Сборка вирусных частиц, псевдотипированных VSV-G, и определение титра 

Сборку лентивирусных вирусных частиц, псевдотипированных поверхностным белком G 

вируса везикулярного стоматита (VSV) проводили в клетках линии HEK293T, используя 

стандартный протокол кальций-фосфатной трансфекции. Для этого ДНК лентивирусной 

конструкции смешивали с ДНК вспомогательных плазмид pMD.2G и psPAX2 в молярном 

соотношении 4:3:1. К смеси ДНК всех трех плазмид добавляли CaCl2 до финальной 

концентрации 25 мМ и воду до 250 мкл. После этого смесь постепенно добавляли к 250 мкл 

стерильного 2xHBS, интенсивно перемешивая его на вортексе. Получившийся раствор по каплям 

добавляли к клеткам, растущим на 6-сантиметровой чашке с уровнем конфлюэнтности 50%. 

Супернатант, содержащий лентивирусные частицы, собирали через 48 часов и фильтровали через 

0,45 мкм PES-фильтр (Millipore, Sigma, США). Полученный вирусный препарат хранили при -70 

°С. Для определения физического титра полученного препарата лентивирусных частиц 

проводили титровку на клетках линии HEK293T. Для этого клетки линии HEK293T высаживали 

в лунки 48-луночного планшета по 80000 клеток на лунку, после чего добавляли различное 

количество лентивирусного препарата, полибрен до финальной концентрации 8 мкг/мл и 

доводили объем до 200 мкл/лунку средой IMDM (Gibco, ThermoFisher Scientific, США), 

содержащей 4 мМ L–глутамина, 10% эмбриональной бычьей сыворотки (Gibco, ThermoFisher 

Scientific, США), 100 ед./мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина (ЗАО “Синтез”, Россия). 

Полученный планшет центрифугировали 40 минут при 32 °С, 600 g. После этого клетки 

инкубировали в атмосфере 5% CO2 при 37 °С. Оценку эффективности трансдукции проводили 

через 3 суток, окрашивая клетки соответствующими антителами. Титр рассчитывали по точкам, 

где эффективность трансдукции была ниже 30% по формуле: количество лентивирусных 

частиц/мкл = (% трансдуцированных клеток × 80000)/(100 × добавленный объем препарата 

лентивирусных частиц). 

2.2.16. Выделение первичных Т-клеток от здорового донора 

Для получения первичных Т-клеток здорового донора в первую очередь выделялась 

субпопуляция первичных мононуклеарных клеток из периферической крови. Выделенную кровь 

разбавляли в 2 раза PBS с 1 мМ EDTA и наслаивали на фиколл (ПанЭко, Россия), в соотношении 

3:2 по объему. Образец центрифугировали в течение 30 минут с ускорением 600 g при комнатной 

температуре. Фракцию мононуклеарных клеток 2 раза отмывали PBS с 1 мМ EDTA, 

центрифугируя 5 минут с ускорением 500 g. После чего Т-клетки выделяли по протоколу 

производителя (Dynabeads™ Untouched™ Human T Cells Kit, Invitrogen, ThermoFisher Scientific, 
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США). Мононуклеарные клетки считали на автоматическом счетчике клеток Luna II (LogosBio, 

Южная Корея) и добавляли 100 мкл Antibody Mix, 100 мкл 20% человеческого альбумина на 

каждые 107 клеток. Клетки инкубировали 30 минут в темноте при +4 °C и отмывали от антител 

добавлением 4 мл Isolation Buffer, центрифугируя 8 минут при +4 °C, с ускорением 350 g. 

Добавляли Depletion Beads из расчета 100 мкл на каждые 107 клеток. Инкубировали 20 минут при 

комнатной температуре. Добавляли 4 мл Isolation Buffer и помещали пробирку на магнит. После 

того как все магнитные частицы сели на магнит – отбирали супернатант, содержащие интактные 

Т-клетки. Полученные Т-клетки два раза отмывали культуральной средой и высаживали в 6-

луночный планшет (TPP, Швейцария) с концентрацией 106/мл. 

2.2.17 Активация Т-клеток 

Для активации Т-клеток использовали Dynabeads™ Human T-Activator CD3/CD28 for T 

Cell Expansion and Activation (Gibco, ThermoFisher Scientific, США) согласно протоколу 

производителя. Выделенные Т-клетки считали на автоматическом счетчике клеток Luna II 

(LogosBio, Южная Корея) и добавляли предварительно отмытые средой для Т-клеток магнитные 

частицы из расчета 25 мкл на каждые 106 Т-клеток. Коинкубацию с частицами проводили два 

дня, после чего клетки суспендировали и производили удаление частиц при помощи магнита, а 

Т-клетки использовали для трансдукции. 

2.2.18. Трансдукция первичных Т-клеток человека 

Трансдукцию проводили методом спинокуляции с MOI = 3 в присутствии 10 мкг/мл 

протамин сульфата (ЗАО “Синтез”, Россия). Для этого в лунки 48-луночного планшета 

переносили по 100 мкл тщательно суспендированных клеток. Одна из лунок оставалась 

контрольной, к ней не добавлялись вирусные частицы. К остальным лункам добавляли препарат 

лентивирусных частиц, рассчитывая его объем исходя из предварителньо проведенной титровки, 

так, чтобы соотношение количество лентивирусных частиц:количество Т-клеток (MOI) было 

равно 3. После этого в каждую лунку добавляли протамин сульфат, и планшет центрифугировали 

40 минут при 32 °С, 600 g. После этого клетки инкубировали в атмосфере 5% CO2 при 37 °С. 

Оценку эффективности трансфекции проводили, окрашивая антителами через 3 суток после 

проведения реакции. 

2.2.19. Проточная цитофлуориметрия (FACS) 

Клетки в количестве 1-2×105 отбирали из кондиционной среды, в случае адгезивной 

клеточной культуры (HEK293T) их предварительно обрабатывали TryplExpress, после чего 

осаждали 4,5 минуты с ускорением 500 g, после этого 2 раза отмывали FlowSolution. Осадок 

клеток ресуспендировали в 100 мкл FlowSolution, добавляли антитела или конъюгаты антител в 
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соответствии с рекомендациями производителя и инкубировали 30 минут при температуре +4 °С. 

После этого еще 2 раза промывали FlowSolution, центрифугируя по 4,5 минуты с ускорением 500 

g. Для оценки клеточной гибели использовали витальный краситель 7AAD с концентрацией 1 

мкг/мкл. Измерения проводили на проточном цитофлуориметре BD FACSCantoII. Результаты 

оценивали с помощью программного обеспечения FACSDiva (BD). 

2.2.20. Активационный тест 

CAR T-клетки инкубировали с клетками-мишенями в соотношении эффектор:мишень 

(E:T) 1:2 (30000 CAR T-клеток на 60000 клеток-мишеней) 4 часа, каждая точка в 200 мкл в лунке 

96-луночного планшета (TPP, Швейцария) среде IMDM (Gibco, ThermoFisher Scientific, США) с 

10% FBS (Gibco, ThermoFisher Scientific, США) без экзогенных цитокинов. Для определения 

уровня поверхностной экспрессии CD69 при помощи проточной цитометрии использовали 

комбинацию анти-CD69/стрептавидин (биотинилированные, клон FN50, BioLegend, США, 

стрептавидин-PE, Invitrogen, ThermoFisher Scientific, США) и анти-CD3 (клон HIT3, Alexa Fluor 

488, BioLegend, США). Для исключения из анализа нежизнеспособных клеток использовали 

витальный краситель 7AAD (1 мкг/мкл). Измерения проводили на проточном цитофлуориметре 

BD FACSCantoII. 

2.2.21. Тест на моментальную цитотоксичность 

2.2.21.1. Мечение клеток 
Необходимое количество клеток-мишеней центрифугировали 3 минуты при 500 g при 

комнатной температуре. После этого клетки 3 раза промывали 2 мл стерильного PBS. Клетки 

ресуспендировали в 1 мл стерильного PBS и добавляли к ним 1 мкл метки Cell Proliferation Dye 

eFluor 670 (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, США). Мечение проводили в течение 10 минут в 

атмосфере 5% CO2 при 37 °С. Далее реакцию мечения останавливали, добавляя 5 мл среды IMDM 

(Gibco, ThermoFisher Scientific, США) с 10% FBS (Gibco, ThermoFisher Scientific, США) и еще раз 

центрифугировали. Полученные таким образом меченые клетки ресуспендировали в 5 мл среды, 

переносили в 6-сантиметровую чашку Петри и инкубировали в атмосфере 5% CO2 при 37 ºС. 

2.2.21.2. Цитотоксический тест 

CAR клетки смешивали с предварительно меченными клетками-мишенями в различных 

соотношениях E:T: 1:1, 2:1, 3:1, 5:1 и 10:1, оставляя в одной лунке клетки-мишени без эффекторов 

для контроля. Клетки коинкубировали 4 часа в атмосфере 5% CO2 при 37 °С в среде IMDM 

(Gibco, ThermoFisher Scientific, США) с 10% FBS (Gibco, ThermoFisher Scientific, США) без 

экзогенных цитокинов. После этого в каждую лунку добавляли витальный краситель 7AAD и 

измеряли процент погибших клеток-мишеней на проточном цитофлуориметре BD FACSCantoII. 
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Цитотоксическую активность (% мертвых клеток-мишеней) рассчитывали по формуле: (1 − 

количество живых клеток-мишеней / количество живых клеток-мишеней в отсутствие CAR T-

клеток) × 100%. 

2.2.22. Тест на повторяющуюся цитотоксичность 

CAR T-клетки были смешаны с клетками-мишенями Nalm6-CD20+ в лунках 96-луночного 

планшета, в соотношении E:T 1:2 (25000 CAR T-клеток к 50000 Nalm6-CD20) в среде IMDM 

(Gibco, ThermoFisher Scientific, США) с 10% FBS (Gibco, ThermoFisher Scientific, США) без 

экзогенных цитокинов в двух повторах для каждого донора. Подсчет соотношения CAR T-клеток 

к клеткам-мишеням определяли каждые 48 часов, используя проточную цитометрию. Затем к 

CAR Т-клеткам добавляли новые клетки-мишени до восстановления исходного соотношения 1:2. 

Такая процедура проводилась 4 раза (рис. 9). 

 

Рисунок 9. Схематичное изображение эксперимента по определению уровню повторяющейся 
цитотоксичности. 

 

2.2.23. Анализ субпопуляционного состава CAR T-клеточных продуктов 

Соотношение CD4/CD8 и субпопуляции Т-клеток определяли при помощи проточной 

цитометрии. В первую очередь проводили гейтирование CAR+ Т-клеток по экспрессии NGFR 

(биотинилированные, клон ME20.4, BioLegend, США, стрептавидин-APC, BioLegend, США). 

После этого выделяли CD4+ (FITC, clone LT4, Сорбент, Россия) и CD8+ (APC-Fire750, клон 

HIT8a, BioLegend, США). Субпопуляции наивных T клеток (TN, CD45RA+ CD62L+), Т-клеток 

центральной памяти (TCM, CD45RA- CD62L+), Т-клеток эффекторной памяти (TEM, CD45RA- 

CD62L-) и терминально дифференцированных Т-клеток (TEMRA, CD45RA+ CD62L-) выделяли по 

уровню экспрессии CD45RA (PE, клон HI100, BioLegend, США) и CD62L (PE-Cy7, клон DREG-

56, BioLegend, США). Анализ субпопуляционного состава CAR T-клеточных продуктов после 
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теста на повторяющуюся цитотоксичность проводили аналогично, с изменением, что Т-клетки 

определяли по экспрессии CD3 (AlexaFluor488, клон HIT3, BioLegend, США), а CAR+ Т-клетки 

по экспрессии NGFR (биотинилированные, клон ME20.4, BioLegend, США, стрептавидин-APC, 

BioLegend, США). В дальнейшем, CD4-позитивные Т-клетки определяли по отсутствию 

экспрессии CD8 (APC-Fire750, клон HIT8a, BioLegend, США).  

2.2.24. Анализ экспрессии маркеров Т-клеточного истощения среди CAR T-клеточных 

продуктов после длительной стимуляции антигеном 

CAR Т-клетки в финальную временную точку теста на повторяющуюся цитотоксичность 

были проанализированы с помощью проточной цитометрии. Популяцию CAR+ Т-клеток 

определяли по экспрессии CD3 (клон HIT3, Alexa Fluor 488, BioLegend, США) и NGFR 

(биотинилированные, клон ME20.4, BioLegend, США, стрептавидин-APC-Cy7, BioLegend, 

США). Среди CAR Т-клеток проводили анализ экспрессии PD-1 (PE/Cyanine7, клон EH12.2H7, 

BioLegend, США), TIM3 (APC, клон F38-2E2, BioLegend, США) и LAG3 (PE, клон 11C3C65, 

BioLegend, США). 

2.2.25. Определение уровня секреции провоспалительных цитокинов IL2 и IFNγ после 

коинкубации CAR T-клеток с клетками-мишенями при помощи иммуноферментного 

анализа 

Для оценки уровня секреции IL2 и IFNγ CAR T-клетки коинкубировали 12 часов с 

клетками-мишенями в соотношении E:T=1:2 в среде IMDM (Gibco, ThermoFisher Scientific, 

США) с 10% FBS (Gibco, ThermoFisher Scientific, США) без экзогенных цитокинов. По 

завершении инкубации клетки осаждали центрифугированием 5 минут с ускорением 500 g, после 

чего супернатанты использовали для проведения иммуноферментного анализа согласно 

протоколу производителя (Вектор-Бэст, Россия).  

2.2.26. Определение интенсивности люминесценции клеток in vitro 

Для определения интенсивности люминесценции клеток линии Nalm6-Nluc-GFP 

использовали планшетный люминометра Luminoskan™ Microplate Luminometer (Thermo Fisher 

Scientific, США). Клетки отбирали из ростовой среды, после чего два раза отмывали фосфатно-

солевым буфером, центрифугируя 4 мин при комнатной температуре с ускорением 400 g. Затем 

подсчитывали клетки при помощи автоматического счетчика клеток Luna II (LogosBio, Южная 

Корея) и вносили в лунки 96-луночного планшета (SPL, Южная Корея) в диапазоне от 10 до 7290 

клеток/50 мкл с трехкратным увеличением количества клеток в соседних лунках. Клетки 

лизировали добавлением равного объема буфера для лизиса (PBS, Triton-X до 0,1 %) в течение 

10 минут с использованием орбитального шейкера при 700 оборотов/минуту. Для каждой точки 
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измерения выполняли в трех повторах. Субстраты разводили до финальной концентрации 30 

мкМ в фосфатно-солевом буфере непосредственно перед началом измерения. Дозирование 

субстрата по 50 мкл/лунку производили автоматически. Таким образом, после смешивания с 

лизированными клетками финальная концентрация субстратов составляла 10 мкМ. Детекцию 

сигнала проводили немедленно после внесения субстрата в течение 0,5 секунд. 

2.2.27. Методы работы с животными 

Для оценки эффективности CAR T-клеток на модели ксенотрансплантированной опухоли 

были использованы самки мышей линии NSG (6-8 недель). В день 0 всем мышам ввели по 3×105 

Nalm6-CD20 клеток-мишеней. CAR T-клетки вводили на 8 и 14 дни по 1×106 и 2×106 CAR Т-

клеток соответственно. Контрольная группа получила терапию Т-клетками, несущими 

нерелевантный CAR, специфичный к PSMA. Мышей, показывающих признаки терминального 

состояния (паралич задних конечностей или признаки острой РТПХ), выраженных болевых 

синдромов, изменения поведения или высокой опухолевой нагрузки (по данным визуализации), 

выводили из эксперимента путем декапитации. После вывода животного из эксперимента 

образцы костного мозга (бедренная кость) и крови анализировали при помощи проточной 

цитометрии для подтверждения наличия или отсутствия опухолевых клеток в образцах. 

Работа с животными и донорским материалом была одобрена локальным этическим комитетом, 

Протокол N31 от 28.12.2015 и Решение N002 от 09.09.2024. 

2.2.28. Визуализация опухолевой нагрузки с использованием системы прижизненной 

визуализации «IVIS Spectrum» 

Для визуализации ксенотрансплантированных опухолевых клеток мышам 

интраперитонеально вводили по 20 мкг h-целентеразина (Nanolight Technologies, США) в 100 мкл 

фосфатно-солевого буфера, после чего через 5 минут животных наркотизировали при помощи 

изофлурана. Измерение люминесценции проводили в течение 180 с, используя систему 

прижизненной визуализации «IVIS Spectrum» (Perkin-Elmer, США). Полученные результаты 

съемки анализировали при помощи программного обеспечения Living Image (Perkin-Elmer, 

США).  

2.2.29. Статистическая обработка данных 

Статистический анализ был проведен при помощи программного обеспечения GraphPad 

Prism version 6, p-значение <0,05 считалось значимым. Обозначения на всех рисунках: ns – 

p≥0,05, * – p<0,05, ** – p<0,01, *** – p<0,001, **** – p<0.0001. Для определения достоверности 

отличий в субпопуляционном составе, цитотоксичности, уровня активации и секреции 

цитокинов использовали метод двухфакторного дисперсионного анализа (2-way ANOVA) с 
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использованием теста множественных сравнений Тьюки. Для сравнения кривых выживаемости 

использовали метода Каплана-Майера с последующим логарифмическим ранговым тестом (тест 

Мантеля-Кокса). 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

3.1 Получение конструкций для создания CD20-специфичных CAR c различными 

антигенраспознающими районами 

Создание CAR, обеспечивающего эффективное перенаправление активности Т-клеток 

против опухолевых клеток-мишеней, неизменно проходит через этап получения панели 

кандидатных структурных вариантов и проведения отбора, основываясь на результатах 

нескольких стандартных тестов in vitro [409,410]. Так, зачастую, на итоговый результат и 

поведение CAR T-клеток в тестах in vitro и in vivo влияет каждый модуль в составе такого 

рецептора. Это, в свою очередь, расширяет зоны влияния исследователям, когда, манипулируя 

доменным составом, можно произвести “тонкую настройку” CAR T-клеточной терапии для 

конкретных целей, но с другой стороны затрудняет исследования, увеличивая количество 

неизвестных переменных. 

Чтобы минимизировать возможное влияние других доменов в структуре CAR и 

сосредоточиться на влиянии антигенраспознающего домена, были использованы три различных 

варианта scFv, специфичных к CD20, полученные из мышиных моноклональных антител 1F5 и 

Leu16 и полностью человеческого моноклонального антитела 2F2 (офатумумаб) [83,125,411] 

Последовательности, кодирующие данные scFv, были получены методом генного синтеза 

(Genewiz) и клонированы в лентивирусный вектор серии pCDH. Созданные таким образом 

плазмидные конструкции были идентичны друг другу за исключением последовательностей, 

кодирующих антигенраспознающий домен. В качестве шарнира и трансмембранного домена был 

выбран максимально короткий шарнирный район длиной 45 а.о., заимствованный от белка CD8α, 

исходя из небольшого размера самого белка CD20. Было показано, что CAR T-клетки с 

костимулирующими последовательностями, заимствованными от CD28, характеризуются 

“взрывным” пиком экспансии, и наблюдаются случаи раннего истощения таких клеток в 

сочетании с более высокой частотой развития осложнений, а для CAR T-клеток с сигнальным 

районом от белка 4-1BB характерна более плавная экспансия и длительная персистенция в 

организме пациентов [412–414]. Опираясь на эти наблюдения, для создания CAR второго 

поколения в качестве костимулирющего модуля были выбраны последовательности 4-1BB в 

сочетании с классическими сигнальными последовательностями белка CD3ζ, обеспечивающие 

активирующий Т-клетки “сигнал 1”. Для возможности дополнительной детекции встройки 

целевой кассеты в геном клеток был использован репортёрный ген, присоедененный через IRES-

элемент и кодирующий лишенный цитоплазматических последовательностей укороченный 

вариант белка NGFR человека (рис. 10А). Такой репортер полностью биологически инертен, 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=12852880,18707883&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=13506489,8533102,3600331&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6251812,9577936,7359241&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
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однако позволяет уверенно судить о доставке целевой кассеты и непрямым способом оценивать 

процент CAR T-клеток. 

В качестве положительного контроля был воспроизведен CD19-специфический CAR на 

основе scFv от моноклонального антитела FMC63, идентичный используемому в коммерческом 

CAR T-клеточном продукте tisa-cel (Novartis) [415–417], в качестве негативного нерелевантного 

контроля был получен PSMA-специфический CAR на основе scFv J591 (PSMA характерен для 

эпителиальных клеток простаты и клеток рака простаты, но отсутствует на поверхности В-клеток 

человека) (рис. 10А). 

 
Рисунок 10. А – Модульная организация CAR, используемых в сравнении, Б, В – 
Использованный в работе протокол обеспечивает сравнимый уровень трансдукции первичных T-
клеток здорового донора и высокий уровень поверхностной экспрессии для всех тестируемых 
CAR, как следует из данных проточной цитометрии при детекции CAR с помощью антител к 
NGFR (Б) и конъюгированного с биотином белка L/APC (В) (приведены репрезентативные 
данные для одного из доноров). 
 

3.2. Характеризация полученных CAR T-клеток в тестах in vitro 

3.2.1. Анализ поверхностной экспрессии CAR в контексте Т-клеток здоровых 

доноров 

Для более корректного сравнения всех полученных рецепторов были выделены Т-клетки 

четырех здоровых доноров (медиана возраста 30 лет), после чего при помощи лентивирусной 

трансдукции в Т-клетки были доставлены кассеты, кодирующие CAR. Верификацию экспрессии 

проводили при помощи проточной цитометрии, окрашивая полученные CAR T-клеточные 

продукты конъюгатами моноклональных антител против NGFR (репортёрный ген в CAR-

https://sciwheel.com/work/citation?ids=1913685,637178,3119272&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
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кассете) (рис. 10Б) и белком L, связывающим вариабельные последовательности легких цепей 

антител в составе scFv (рис. 10В). Используемые протоколы позволяют получать CAR T-

клеточные продукты с уровнем экспрессии целевого трансгена в пределах 40-70 %, что 

соответствует существующим требованиям к CAR T-клеточным продуктам. Обобщенные 

данные по всем CAR T-клеточным продуктам приведены в таблице 6. Все полученные продукты 

показывают схожие показатели по суммарной кратности экспансии и уровню трансдукции. 

Таблица 6. Средние значения уровня трансдукции и кратности экспансии полученных CAR T-

клеточных продуктов здоровых доноров (n=4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.2. Фенотипический анализ полученных CAR T-клеточных продуктов 

Важным контролем качества для CAR T-клеточных продуктов является не только процент 

трансдукции Т-клеток, но и их субпопуляционный состав, так как существующие клинические 

данные показывают значимость влияния субпопуляционного состава на результаты терапии 

[418]. Крайне важно, чтобы присутствовали субпопуляции малодифференцированных Т-клеток: 

наивные Т-клетки и Т-клетки центральной памяти, так как именно эти субпопуляции способны 

к последующим многократным делениям и дифференцировке, а также имеют продолжительное 

время жизни. Наличие таких субпопуляций, по литературным данным, должно обеспечивать 

длительную персистенцию и, соответственно, долговременный противоопухолевый контроль 

[305,419–422]. Кроме присутствия малодифференцированных субпопуляций, внимание 

уделяется соотношению CD4:CD8 CAR T-клеток. В части исследований показано, что 

соотношение ~1 демонстрирует наибольшую активность in vivo [6,306]. Так, для коммерческого 

 Кратность экспансии % CAR 

1. FMC63-CAR 26,1±3,7 43±4% 

2. 2F2-CAR 29,1±3,7 41±4% 

3. 1F5-CAR 30,2±3,5 62±1% 

4. Leu16-CAR 28,6±3,9 57±1% 

5. J591-CAR  

(отр. контроль) 

27,1±4,0 66±1% 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=3119482&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=636762,636760,4196810,1913699,13204389&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=2202061,5157852&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
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продукта liso-cel при технологическом процессе производства происходит сепарация отдельно 

CD4+, отдельно CD8+ Т-клеток, а последующие протоколы трансдукции и получения 

достаточного количества клеток производится параллельно, в итоге пациент получает 1:1 

CD4:CD8 CAR T-клеток [423]. 

Для проведения фенотипического анализа полученных CAR T-клеточных продуктов были 

выделены 4 субпопуляции, используя окрашивание на 4 маркера (CD4, CD8, CD45RA, CD62L): 

терминально дифференцированные ТEMRA клетки (CD45RA+, CD62L-), Т клетки эффекторной 

памяти (CD45RA-, CD62L-), Т-клетки центральной памяти (CD45RA-, CD62L+) и наивные Т-

клетки, включая стволовые Т-клетки памяти (CD45RA+, CD62L+) [424–426].  

Все полученные CAR T-клеточные продукты были фенотипированы на 3-й день после 

трансдукции с использованием нетрансдуцированных Т-клеток от тех же доноров в качестве 

контроля. Соотношение CD4:CD8 варьировало в диапазоне от 1,3 до 6,7 для различных доноров 

и это значение снижалось к 21-му дню (рис. 11). 

 

Рисунок 11. Соотношение CD4:CD8 в CAR T-клеточных продуктах, оцененное на 3-й и 21-й день 
культивирования ex vivo для всех четырех доноров (n=4) (различия между временными точками 
статистически недостоверны). 

 

Процент CAR+ T-клеток в клеточном продукте является одним из многих параметров, 

влияющих на эффективность и токсичность терапии, соответственно, возник вопрос, 

наблюдаются ли какие-либо изменения в субпопуляционном составе полученных CAR T-

клеточных продуктов. Для ответа на этот вопрос было решено исследовать динамику в 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=18672539&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=424823,7030386,13841756&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
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процентном содержании клеток TN, TCM, TEM и TEMRA на 3-й и 21-й день. Было проведено 

сравнение субпопуляционного состава отдельно для CD4 и CD8 CAR Т-клеток и не было 

обнаружено существенных различий между ними (рис. 12а, б). В совокупности эти данные 

указывают на то, что scFv в составе CAR практически не влиял на фенотипический состав CD20-

специфических CAR T-клеток, определенный во время стандартной процедуры культивирования 

ex vivo. В тоже время, длительное культивирование полученных CAR T-клеток ex vivo 

предсказуемо привело к изменению их субпопуляционного состава. В частности, увеличилась 

представленность TEM и TCM субпопуляций, а также CD8+ CAR T-клеток в целом. Такие 

изменения могут объясняться эффектами от добавления в культуральную среду цитокинов IL2 и 

IL15 и общей пролиферацией активированных Т-клеток, при которой крайне сложно не вызвать 

изменения в субпопуляционном составе в стандартном, 12-дневном протоколе производства 

CAR T-клеток. 

Чтобы узнать, как поведут себя CAR Т-клетки в результате постоянного взаимодействия 

с клетками-мишенями и как изменятся их фенотипы, было проведено совместное 

культивирование CAR T-клеток с клетками-мишенями в течение восьми дней (тест на 

повторяющуюся цитотоксичность) и иммунофенотипирование таких клеток (было использовано 

4 различных донорских клеточных продукта для каждого CAR в двух биологических повторах). 

В этих условиях наблюдались значительные изменения в субпопуляциях и увеличение процента 

клеток TCM в продукте (рис. 12в). Примечательно, что во всех CD20-специфичных CAR T-

клеточных продуктах происходило обогащение TEM клетками, в то время как FMC63-CAR 

продемонстрировал стойкое удержание высокого процента TCM клеток. 
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Рисунок 12. Представленность субпопуляций TN, TCM, TEM и TEMRA CAR T клеток среди СD4+ и 
CD8+ клеток на 3 день (A) и на 21 день (Б) после выделения. В качестве контроля использовались 
немодифицированные Т-клетки доноров сразу после выделения из периферической крови. На В 
показана представленность субпопуляций TN, TCM, TEM и TEMRA CAR T-клеток на 8 сутки теста 
на повторяющуюся цитотоксичность, **** – p<0,0001.  
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Кроме присутствия целевых субпопуляций в клеточном продукте рутинно оценивается 

уровень экспрессии CAR T-клетками маркеров истощения: PD-1, LAG3 и TIM3 [427,428]. 

Несмотря на то, что экспрессия PD-1 может служить маркером недавней активации Т-

лимфоцитов [429], она тесно связана с отсутствием или снижением терапевтического эффекта 

[430,431]. Поскольку утверждать об истощенном состоянии CAR Т-клеток по экспрессии только 

одного маркера некорректно, общепринятым подходом для этого является измерение уровней 

поверхностной экспрессии нескольких маркеров истощения одновременно. Для всех полученных 

CAR T-клеточных продуктов, находящихся в условиях постоянной стимуляции антигеном 

(кокультивация с клетками-мишенями, рисунок 9, раздел 2.2.22), была проведена оценка 

экспрессии трех маркеров истощения – PD-1, LAG3 и TIM3 среди CAR+ клеток при помощи 

проточной цитометрии. Хотя приблизительно 50% CAR T-клеток были PD-1-положительными, 

все три маркера истощения одновременно обнаруживались менее чем у 20% CAR T-клеток, 

несмотря на непрерывную стимуляцию клетками-мишенями и выращивание в отсутствие 

экзогенных цитокинов. В отличие от CD19- и CD20-специфичных CAR T-клеток, PSMA-

специфичные CAR T-клетки (отрицательный контроль) демонстрировали почти фоновый 

уровень PD-1 и других маркеров истощения, что может объясняться отсутствием постоянных 

сигналов к активации после взаимодействия с клетками-мишенями. Значимых отличий по 

экспрессии маркеров истощения между CD20-специфическими и FMC63-CAR T-клетками 

обнаружено не было (рис. 13). В совокупности полученные данные подтверждают существующее 

представление о том, что фенотипический состав клеточного продукта в большей степени 

обусловлен антиген-специфической и CAR-опосредованной стимуляцией CAR T-клеток. 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=579820,3174054&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14187690&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14187695,14187696&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
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Рисунок 13. Процент истощенных CAR T-клеток на 8-й день теста на повторяющуюся 
цитотоксичность. Показаны средние значения доли клеток от максимума с указанием диапазона. 
Статистический анализ был выполнен при помощи множественного сравнения с использованием 
двухфакторного дисперсионного анализа (2-way ANOVA, n=4, GraphPad Prism, v6, **** – 
p<0,001). 
 

3.2.3. CD20-специфичные CAR T-клетки обеспечивают сравнимый уровень 

специфической активации 

На сегодняшний день целевая аффинность CAR остается областью проб и ошибок и в 

значительной части случаев корректируется в зависимости от характерного диапазона плотности 

антигена на опухолевых клетках [432–435]. Однако частой проблемой является снижение 

плотности экспрессии антигена на поверхности опухолевых клеток[436].  

Для того чтобы проверить, способны ли CAR T-клеточные продукты распознавать клетки-

мишени со сниженным уровнем экспрессии белка-мишени, были получены две моноклональные 

линии HEK293T-CD20 с эктопической экспрессией белка CD20, но на более низком уровне, чем 

у B-клеток линии Raji (позитивный контроль) (рис. 14а). Таким образом, в анализе использовали 

три варианта клеток-мишеней: линия клеток Raji, экспрессирующая как CD19, так и CD20 на 

физиологичном уровне, и две линии HEK293T-CD20, которые не экспрессируют CD19, а 

экспрессия CD20 снижена относительно линии Raji. Соответственно, CD19-специфичный CAR 

должен активировать несущие его Т-клетки только после взаимодействия с клетками Raji, 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=3119436,3119435,14146935,14146929&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=13814044&pre=&suf=&sa=0
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нерелевантный CAR не должен вызывать значимой активации после взаимодействия Т-клеток с 

этими вариантами клеток, а CD20-специфичные рецепторы – должны активировать клетки после 

взаимодействия с любыми клетками-мишенями. Все CD20-специфичные CAR T-клетки 

демонстрировали достоверное падение уровня экспрессии маркера ранней активации Т-клеток – 

белка CD69. Несмотря на значимо сниженный уровень экспрессии CD20 у обоих моноклонов 

HEK293-CD20, активация CAR Т-клеток была снижена, но не отсутствовала. При этом CAR T-

клетки на основе scFv 1F5 продемонстрировали значимо более высокий уровень активации после 

коинкубации с клоном B3, имеющим самую низкую плотность CD20 на поверхности, по 

сравнению с CAR T-клетками на основе Leu16 (рис. 14б). 

 

 

Рисунок 14. CD20-специфичные CAR T-клетки демонстрируют специфическую активацию 
(экспрессию CD69) при коинкубации с клетками-мишенями. А – Моноклональные субклоны B3 
и F6 линии HEK293T-CD20 демонстрируют сниженный уровень экспрессии CD20 по сравнению 
с клеточной линией Raji (CD19+ CD20+) при детекции поверхностной экспрессии CD20 при 
помощи проточной цитометрии. Б – CD20-специфичные CAR T-клетки активируются после 
коинкубации с клетками-мишенями, экспрессирующими CD20 на высоком (Raji), среднем (клон 
F6) или низком (клон B3) уровне. Снижение уровня экспрессии CD69 наблюдалось при снижении 
уровня экспрессии CD20. Показаны средние значения интенсивности флуоресценции с 
указанием диапазона. Статистический анализ был выполнен при помощи множественного 
сравнения с использованием двухфакторного дисперсионного анализа (2-way ANOVA, n=4, 
GraphPad Prism, v6, * – p<0,05, **** – p<0,0001).  
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3.2.4. CD20-специфичные CAR T-клетки перенаправляют цитотоксичность первичных Т-

клеток здорового донора 

Для определения уровня цитотоксичности использовали два протокола, чаще всего 

встречающиеся в литературе и являющиеся стандартными для характеризации новых CAR. Это 

тесты на моментальную и на повторяющуюся цитотоксичность. В тесте на моментальную 

цитотоксичность CAR T-клетки инкубируют с клетками-мишенями 4 часа в различных 

соотношениях E:T, после чего производится подсчет мертвых клеток-мишеней. В данном тесте 

не было показано достоверных отличий между CD20-специфичными и контрольными CD19-

специфичными CAR T-клетками, и все они проявляли достоверно более высокую 

цитотоксичность по сравнению с нерелевантным CAR (рис. 15).  

 

Рисунок 15. CD19- и CD20-специфичные CAR T-клетки (E) проявляют схожие уровни 
цитотоксичности против клеток-мишеней (T) Nalm6-CD20 (CD19+, CD20+) через 4 часа 
коинкубации в различных соотношениях E:T. В качестве негативного контроля использовали 
нерелевантные PSMA-специфичные J591-CAR T-клетки. Показаны средние значения уровня 
цитотоксичности ± SD. Статистический анализ был выполнен при помощи непараметрического 
t-теста (n=8, GraphPad Prism, v6, * – p<0,05). 
 

Поскольку в организме пациентов CAR Т-клетки как правило циркулируют длительное 

время и постоянно взаимодействуют как с опухолевыми, так и с нормальными клетками, 

несущими целевой антиген, то такая хроническая стимуляция может негативно сказываться на 

их функциональном статусе. Таким образом, более релевантным считается определение уровня 

повторяющейся цитотоксичности [437]. Для этого CAR T-клетки смешивали с клетками-

https://sciwheel.com/work/citation?ids=3119417&pre=&suf=&sa=0
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мишенями линии Nalm6-CD20 в соотношении 1:2 в среде без экзогенных цитокинов, 

инкубировали двое суток, после чего производили подсчет числа клеток-мишеней и добавляли 

их до восстановления исходного соотношения. Данную процедуру проводили раз в двое суток на 

протяжении 8 дней (рис. 9). 

В таком варианте все CAR T-клетки работают достоверно лучше нерелевантного контроля 

и, несмотря на то, что достоверных отличий обнаружено не было, CAR на основе scFv 1F5 

обнаруживал тенденцию к утрате контроля опухолевой нагрузки после 8 дня (рис. 16). 

 

 

Рисунок 16. CAR T-клетки проявляют сравнимые уровни цитотоксичности в тесте на 
повторяющуюся цитотоксичность. В качестве негативного контроля использовали 
нерелевантные PSMA-специфичные J591-CAR T-клетки. Показаны средние значения количества 
клеток с указанием диапазона. Статистический анализ был выполнен при помощи 
множественного сравнения с использованием двухфакторного дисперсионного анализа (2-way 
ANOVA, n=8, GraphPad Prism, v6, **** – p < 0,001). 
 

В совокупности представленные данные показывают, что все полученные CD19- и CD20-

специфические CAR Т-клетки проявляют сравнимую друг с другом и достоверно большую 

цитотоксичность, чем нерелевантные контрольные CAR Т-клетки. Необходимо отметить, что на 

восьмой день теста на повторяющуюся цитотоксичность в субпопуляционном составе CAR T-

клеточных продуктов наблюдаются выраженные отличия (рис. 16). В FMC63-CAR T-клеточном 

продукте было значимо больше клеток, имеющих фенотип ТCM, и меньше доля клеток фенотипа 

ТEM. Статистически значимых отличий среди представленности популяций наивных и 

терминально дифференцированных Т-клеток не было обнаружено. Фактически субпопуляция 
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CAR ТEMRA клеток не обнаруживалась к 8-му дню, даже несмотря на то, что они первоначально 

присутствовали как среди немодифицированных Т-клеток, так и вскоре после трансдукции. 

Вероятно, это связано с их избирательным истощением и элиминацией после хронической 

стимуляции опухолевыми клетками. Кроме того, известно, что терминально 

дифференцированные CAR Т-клетки хотя и обладают высокой цитотоксичностью, их 

пролиферативная активность достаточно ограничена [294,438,439]. 

С целью более детальной характеризации полученных CAR T-клеточных продуктов также 

было проведено измерение уровня секреции ими провоспалительных цитокинов: IL2 и IFNγ, 

после взаимодействия с клетками-мишенями. Все CD19- и CD20-CAR T-клетки секретировали и 

IL2, и IFNγ на достоверно более высоком уровне, чем нерелевантные CAR T-клетки (рис. 17). 

 

Рисунок 17. Уровни секреции IL2 и IFNγ после 12-часовой коинкубации CAR T-клеток с 
клетками-мишенями Nalm6-CD20 (E:T=1:2). Для каждого донора приведено среднее значение 
концентрации, эксперимент выполнен в двух биологических повторах. Статистический анализ 
был выполнен при помощи множественного сравнения с использованием двухфакторного 
дисперсионного анализа (2-way ANOVA, n=8, GraphPad Prism, v6, * – p<0,05, *** – p<0,005, **** 
– p<0,0001). 

 

Кроме этого, выявились достоверные отличия в уровнях секреции обоих цитокинов между 

FMC63-CAR и остальными CD20-специфичными CAR T-клетками. С одной стороны, высокий 

уровень секреции цитокинов характеризует высокий цитотоксический потенциал CAR T-

клеточного продукта, а также способность мобилизовать другие звенья иммунной системы, что 

должно приводить к более полной элиминации опухоли и долговременному 

противоопухолевому контролю. С другой стороны, слишком высокие уровни секреции 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=2924631,56849,13891778&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
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цитокинов связывают с фенотипом активационно-индуцированной клеточной гибели (AICD) 

[440], Т-клеточным истощением [441,442] и более высокой вероятностью развития синдрома 

выброса цитокинов [413], который является жизнеугрожающим состоянием и требует 

проведения экстренной медикаментозной терапии в условиях реанимации. С такой точки зрения, 

слишком интенсивная секреция цитокинов может быть предиктором серьезных осложнений 

после введения CAR T-клеток пациенту. Поскольку в настоящее время невозможно точно 

оценить риск развития синдрома выброса цитокинов, равно как и эффективность CAR терапии, 

опираясь только на тесты in vitro, необходимо проведение дополнительных экспериментов на 

релевантных доклинических моделях [443–449]. 

3.3. Характеризация активности полученных CAR T-клеток на модели 

ксенотрансплантированной опухоли в эксперименте in vivo 

Для проверки функциональности полученных CAR T-клеток и сравнения их в тестах in 

vivo описано множество подходов, в которых варьируют как дозу ксенотрансплантируемых 

опухолевых клеток, так и дозу, и время введения CAR T-клеток для терапии. Нами была выбрана 

схема эксперимента, в котором экспериментальным животным системно вводят опухолевые 

клетки, а CAR Т-клетки вводят таким образом, что 100% животных с привитыми опухолям в 

группе положительного контроля (FMC63-CAR) в конечном итоге погибают.  

Для этого, 6-8 недельным самкам мышей линии NSG внутривенно вводили по 3×105 

клеток линии Nalm6-CD20, являющейся стандартной моделью B-ALL[450]. На 8 сутки мыши 

были рандомизированы и разбиты по 5 животных на группу, после этого они получали терапию 

CAR T-клетками, доза в 3×106 клеток на животное, которая была разбита на 2 введения: на 8 и 14 

сутки от момента ксенотрансплантации. В качестве негативного контроля использовали 

нерелевантные J591-CAR T-клетки, специфичные к PSMA, в качестве положительного контроля 

FMC63-CAR T-клетки, специфичные к CD19 (рис. 18а). Все CAR T-клеточные продукты 

достоверно увеличивали продолжительность жизни мышей по сравнению с нерелевантным 

контролем. Достоверных отличий между CD19- и CD20-специфическими CAR T-клетками 

выявлено не было, однако Leu16- и 1F5-CAR обнаруживают тенденцию к более полному 

контролю над опухолью (рис. 18б). 

 

 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=1191466&pre=&suf=&sa=0
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Рисунок 18. CD20-специфичные CAR T-клетки функциональны на модели in vivo. A – Схема 
эксперимента. Б – Применение как CD19-специфичного, так и CD20-специфичных CAR T-
клеточных продуктов приводит к достоверному увеличению продолжительности жизни мышей 
с ксенотрансплантированной опухолью в сравнении с нерелевантными PSMA-специфичными 
CAR T-клетками, при этом использование 1F5- и Leu16-CAR T-клеточных продуктов 
обнаруживает тенденцию к более эффективному контролю опухолевой нагрузки. 
Статистический анализ был выполнен c использованием метода Каплана-Майера с 
последующим логарифмическим ранговым тестом (тест Мантеля-Кокса) (в каждой группе было 
по 5 животных, GraphPad Prism, v6, **** – p<0,0001). 
 

Полученные нами экспериментальные данные демонстрируют сравнительную 

эффективность вновь созданных, специфичных к CD20, CAR в проведенных тестах in vitro и in 

vivo. Зафиксированы отличия в уровне секреции провоспалительных цитокинов: Т-клетки, 

несущие анти-CD20 CAR, секретируют значимо больше IL2 и IFNγ по сравнению с анти-CD19 

CAR T-клетками. Такое различие может быть объяснено большим процентным содержанием 

TEM-клеток в CD20-специфических CAR T-клеточных продуктах, поскольку известно, что эти 

клетки секретируют больше цитокинов, чем клетки TCM [451]. Эти различия потенциально могут 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=587560&pre=&suf=&sa=0
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сказаться во время применения в клинической практике, однако, не могут быть 

продемонстрированы в тесте in vivo, в котором, как и ожидалось, CD19- и CD20-специфические 

CAR T-клетки обеспечивали сопоставимые уровни противоопухолевой активности. Секреция 

провоспалительных цитокинов может сыграть как положительную роль, позволив CAR T-

клеткам дольше персистировать, сильнее пролиферировать и вовлекать другие клетки иммунной 

системы. С другой стороны, слишком высокий уровень цитокинов может приводить к 

неконтролируемому синдрому выброса цитокинов, что является тяжелым нежелательным 

явлением во время терапии. Таким образом, необходима дополнительная проверка безопасности 

полученных продуктов на релевантной доклинической модели. 

Важно отметить, что по сравнению с остальными CD20-специфическими CAR, 

конструкция 2F2-CAR обладает еще одним значимым преимуществом, а именно, сниженной 

иммуногенностью, поскольку последовательность scFv 2F2 является полностью человеческой, а 

не мышиной, как FMC63 или Leu16/1F5. Использование человеческих последовательностей в 

составе CAR может снизить вероятность развития реакций, ограничивающих персистенцию CAR 

T-клеток, и тем самым повысить эффективность такого клеточного продукта. Хотя для 

референсного CD19-специфического CAR на основе FMC63 уровень формирующихся антител 

против CAR недостаточен для негативного влияния на эффективность и безопасность 

применения у пациентов с B-клеточными неоплазиями [452], Т-клеточный иммунный ответ 

против чужеродных для человека белков в составе CAR представляет значительно более 

серьезную проблему [129,453–455]. 

Как отмечалось выше, все конструкции CAR, использованные в этой работе, использовали 

идентичную структуру самого рецептора, что позволяет сделать выводы о влиянии 

исключительно антигенраспознающего домена на эффективность таких CAR T-клеток. 

Природой таких различий могут быть минорные отличия во взаимодействии с белком-мишенью.  

В совокупности наши данные указывают на то, что оптимальный CD20-специфический 

scFv не может быть легко определен исключительно на основе данных экспериментов in vitro, и 

подчеркивают тот факт, что эффективность CAR T-клеточной терапии в значительной степени 

определяется природой ее мишени, включая плотность и расположение на клеточной мембране 

клеток, аффинность самого рецептора, и другими факторами. Тем не менее, наша доклиническая 

оценка CD20-специфических CAR T-клеток на основе 2F2 демонстрирует эффективность на 

мышиной модели, сопоставимую с референсным FMC63-CAR. 

 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=18696459&pre=&suf=&sa=0
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3.4. Создание B-клеточной линии Nalm6-Nluc-copGFP для прижизненной визуализации 

опухолевой нагрузки и ответа на терапию 

 
Оценка общей выживаемости является важным параметром при исследовании новых 

CAR, однако для более полной характеризации важно иметь возможность наблюдать динамику 

изменений опухолевой нагрузки во время терапии. Система прижизненной визуализации IVIS 

Spectrum позволяет производить количественную детекцию люминесцентного и 

флуоресцентного сигнала и оценивать, как суммарную опухолевую нагрузку, так и ее 

локализацию в теле животного в динамике, являясь общепринятым стандартом для 

доклинических исследований новых клеточных продуктов. Для проведения такого исследования 

необходимо модифицировать ксенотрансплантируемую клеточную линию для стабильной 

экспрессии люциферазы, а после чего вводить лабораторным животным субстрат и оценивать 

интенсивность свечения клеток. Вместе с тем, известно, что интенсивность люминесценции 

наиболее часто распространенных люцифераз может быть недостаточной, что затрудняет 

детекцию малого количества клеток. Кроме того, используемые субстраты этих люцифераз 

являются низко стабильными, что также затрудняет проведение исследований. Альтернативным 

вариантом может стать люцифераза Nluc (NanoLuc), имеющая небольшой размер (19 кДа), 

высокую стабильность в широком диапазоне температур и значений pH и обладающая высокой 

удельной интенсивностью люминесценции, приблизительно в 150 раз превышающей Fluc и Rluc. 

Сдерживающими факторами для использования этого фермента являются низкая растворимость, 

биодоступность и высокая токсичность субстрата – фуримазина. Такой субстрат является 

токсичным для мелких животных и требует внутривенного введения, что значимо осложняет 

процедуру визуализации [456,457]. Для преодоления данных ограничений нами было 

предложено использовать в качестве альтернативного субстрата h-целентеразин и сравнить два 

варианта целентеразина – нативный целентеразин и h-целентеразин – с фуримазином в тесте in 

vitro. 

 В первую очередь была создана клеточная линия Nalm6, стабильно экспрессирующая 

целевую кассету, в состав которой входит люцифераза Nluc и зеленый флуоресцентный белок 

копеподы Pontellina plumata copGFP под контролем сильного конститутивного промотора гена 

EF1a человека (рис. 19а). Клетки были трансдуцированы псевдотипированными 

лентивирусными частицами. Затем из полученной поликлональной популяции была создана 

целевая моноклональная линия и охарактеризована при помощи проточной цитометрии с 

оценкой интенсивности экспрессии copGFP (рис. 19б), в дальнейшем все работы велись с данной 

моноклональной линией.  

https://sciwheel.com/work/citation?ids=12513415,17428654&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
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Рисунок 19. Получение и характеризация целевой клеточной линии Nalm6-Nluc-copGFP. A –  
Схематичное изображение структуры кассеты, кодирующей люциферазу Nluc и зеленый 
флуоресцентный белок copGFP; Б – Полученная моноклональная линия Nalm6-Nluc-copGFP 
экспрессирует copGFP (анализ при помощи проточной цитофлуориметрии). 
 

Для оценки и сравнения между собой интенсивности люминесценции в зависимости от 

количества клеток и варианта субстрата, было проведено сравнение в тесте in vitro. В первую 

очередь, зафиксировав концентрацию субстрата в точке 10 мкМ, была проведена оценка 

возможности детекции от 10 до 7290 клеток/лунку. Полученные данные показывают, что 

использование h-целентеразина достоверно повышает интенсивность сигнала, а использование 

нативного целентеразина – на порядок ниже относительно фуримазина (рис. 20а). Кроме яркости 

сигнала важна и его стабильность в течении времени, поскольку этого требует работа с 

животными. Была осуществлена оценка временной динамики угасания сигнала люминесценции 

с течением времени, для этого была выбрана точка 2430 клеток/лунку и проведена детекция 

временной динамики изменения интенсивности люминесценции. По результатам данного теста 

(рис. 20б) установлено, что, в отличие от фуримазина, обладающего высокой стабильностью 

испускания сигнала, при использовании h-целентеразина происходит резкое усиление, а потом 

плавное ослабление интенсивности люминесценции. Однако яркость его люминесценции и 

последующая стабилизация сигнала, а также большая растворимость и меньшая токсичность 

делают его перспективным кандидатом для использования в тестах in vivo. В свою очередь, 
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нативный целентеразин был исключен из исследования ввиду его низкой интенсивности 

люминесценции и крайне низкой стабильности в водных растворах. 

 

 

Рисунок 20. Сравнение различных люциферазных субстратов в тестах in vitro. А – Сравнение 
интегральных интенсивностей люминесценции за 25 секунд при использовании различных 
субстратов (10 мкМ) в зависимости от числа клеток Nalm6-Nluc-copGFP. Статистический анализ 
отличий между группами был выполнен при помощи множественного сравнения с 
использованием двухфакторного дисперсионного анализа (2-way ANOVA, n=3, GraphPad Prism, 
v6, **** – p < 0,001); Б – Средняя интенсивность биолюминесценции с течением времени для 
каждого из субстратов при концентрации 10 мкМ и числе 2430 клеток Nalm6-NLuc-
copGFP/лунку (n=3). 
 

Чтобы визуализировать ксенотрансплантированные клетки линии Nalm6-Nluc-copGFP в 

динамике и оценить относительную чувствительность метода, был проведен пилотный 

эксперимент, схема которого приведена на рисунке 21а. После внутривенного введения 3×105 

клеток линии Nalm6-Nluc-copGFP 14 самцам мышей линии NSG на 5-й день проводили 

визуализацию и рандомизацию мышей на две группы. Одним мышам на следующий день 

вводили терапевтические CD19-специфичные CAR T-клетки (FMC63-CAR, референсный CAR), 

другим – контрольные CAR T-клетки от того же донора, полученные тем же способом и 

идентично активированные/культивированные ex vivo, со специфичностью к белку PSMA, 

отсутствующему на поверхности опухолевых клеток (J591-CAR, отрицательный контроль). 

Далее проводили еженедельную визуализацию на 12, 19, 26, 33, 40 и 47-й дни (рис. 21a). 

Отмечалась дальнейшая прогрессия заболевания у контрольных мышей, а у мышей, которым 

были введены FMC63-CAR T-клетки, наблюдали стабилизацию интенсивности сигнала, что 

свидетельствовало об установлении контроля над опухолью (рис. 21б). Суммарные данные по 

средней интенсивности люминесценции для обеих групп приведены на рисунке 21в. 
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Рисунок 21. Прижизненная визуализация ксенотрансплантированных клеток линии Nalm6-Nluc-
copGFP при терапии мышей CAR T-клеточными продуктами. А – Схема эксперимента; Б – in vivo 
визуализация после интраперитонеального введения 0,491 мкмоль (20 мкг) h-целентеразина в 100 
мкл фосфатно-солевого буфера. Спектральные данные были получены в течение 3 минут, через 
5 минут после введения субстрата. Репрезентативные изображения приведены для 5 из 7 мышей 
в каждой группе; В – Изменения относительной интенсивности люминесценции от времени 
после введения в каждой группе животных (n = 7). На 47-й день интенсивность флуоресценции 
отличается достоверно, статистический анализ был выполнен при помощи множественного 
сравнения с использованием двухфакторного дисперсионного анализа (2-way ANOVA, GraphPad 
Prism, v6, **** – p < 0,001). 
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Проведенный эксперимент позволил подтвердить, что использованные процессы 

получения CAR T-клеток позволяют создавать полностью функциональный клеточный продукт, 

обладающий выраженной противоопухолевой активностью in vivo на ксенотрансплантированной 

модели, а также показал возможность прижизненной визуализации и отслеживания динамики 

опухолевых клеток, экспрессирующих NLuc при помощи доступного и нетоксичного субстрата, 

h-целентеразина. 

В состав экспрессионной кассеты помимо последовательности, кодирующей люциферазу 

Nluc, входят последовательности, кодирующие флуоресцентный репортёр copGFP. Такой дизайн 

позволяет не использовать химические метки в in vitro тестах и детектировать опухолевые клетки 

в образцах тканей животных в процессе эксперимента in vivo при помощи проточной цитометрии. 

Репрезентативные данные анализа образцов костного мозга и периферической крови для одного 

животного из контрольной группы приведены на рисунке 22. 

 
Рисунок 22. Анализ образцов костного мозга и крови животного из контрольной группы (J591-
CAR) при помощи проточной цитометрии. 
 

Эти данные соответствуют данным in vivo визуализации, свидетельствующим о высоком 

содержании опухолевых клеток Nalm6-Nluc-copGFP в костном мозге и периферической крови 

мышей, получавших терапию контрольными CAR Т-клетками.  

 В отличие от наиболее распространенной люциферазы Fluc, длина волны испускаемого 

света для люциферазы Nluc практически на 100 нм меньше. Теоретически такие физические 

характеристики должны приводить к более интенсивному поглощению люминесцентного 

сигнала тканями, что может маскировать люминесценцию от глубоко лежащих органов. Однако 
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нами не было замечено принципиального отличия паттернов распределения люминесценции по 

сравнению с существующими литературными данными с использованием Fluc, что связано, по-

видимому, со значительно более высоким уровнем испускаемого Nluc сигнала, 

компенсирующего его большее поглощение [458]. 

Суммируя вышесказанное, ферментативно-субстратная пара Nluc/h-целентеразин 

является крайне перспективной для доклинического этапа разработки широкого спектра 

противоопухолевой терапии, в том числе CAR T-клеточной, при проведении тестов in vitro, ex 

vivo и in vivo. 

3.5. Создание и характеризация in vitro CAR, специфичных одновременно к CD19 и CD20 

Зачастую причиной неудачи терапии CAR T-клетками является ускользание опухолевых 

клеток из-под контроля за счет снижения уровня экспрессии или изменения самой мишени, на 

которую нацелен CAR [459,460]. Способы решения такой проблемы могут быть достаточно 

разнообразными и каждый из них имеет свои преимущества и недостатки. 

В первую очередь возможно создание двух (или более) различных CAR T-клеточных 

продуктов, каждый из которых имеет разную специфичность. В результате для одного пациента 

необходимо проводить несколько независимых технологических процессов, каждый из которых 

достаточно затратен, кроме того, необходимо большее количество стартового материала, что 

также не всегда является возможным. В то же время, такой подход наиболее стандартизован и 

отработан, так что процедуры не нуждаются в дополнительной разработке или оптимизации уже 

существующих протоколов.  

Кроме того, можно проводить одновременную или последовательную трансдукцию Т-

клеток двумя различными векторами, кодирующими CAR разной специфичности. 

Преимуществами такого пути являются очевидно большая гибкость и возможность 

использования уже существующих расходных материалов без необходимости дополнительных 

исследований и производства нового вектора. При использовании такого подхода стоимость 

снижается лишь за счет производства клеточного продукта, а наибольший вклад в итоговую 

стоимость по-прежнему вносит стоимость вектора. Кроме того, для данного метода характерна 

меньшая воспроизводимость между различными продуктами от разных доноров. При таком 

процессе часть клеток будет трансдуцирована только одним вектором, а доля клеток 

одновременно с двумя CAR на поверхности будет сильно варьировать. Наконец, при таком 

технологическом процессе необходимо четко подбирать множественность инфекции (MOI) для 

каждого из векторов, чтобы количество встроек целевой кассеты на геном Т-клеток 

соответствовало законодательным нормам. 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=2133148&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6846526,15600494&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
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 Решением проблемы может стать увеличение специфичности самого рецептора. Это 

можно реализовать двумя принципиально разными путями: созданием бицистронных 

конструкций или добавлением дополнительного антигенраспознающего домена в структуру 

CAR [461]. Оба этих подхода являются перспективными и для выбора оптимального были 

созданы плазмидные конструкции, кодирующие CAR, специфичные одновременно к CD19 и 

CD20, в лентивирусном векторе.  

В случае бицистронных или дуальных конструкций кассеты, кодирующие два различных 

CAR, последовательно располагаются в лентивирусном векторе, а их экспрессия реализуется 

либо с одного общего промотора и тогда CAR-кассеты соединены через P2A-сайт 

«саморасщепления» полипептидной цепочки (dualCAR), либо с использованием двух 

независимых промоторов: EF1α человека и CMV (dualCAR_2P) (рис. 23). Структурно каждый 

CAR организован одинаково: лидерный пептид, заимствованный от белка CD8α человека или 

FcεRIα; scFv, распознающие CD19 или CD20; шарнирный участок IgG4 или CD8α человека; 

трансмембранный район CD28 человека и сигнальные последовательности 4-1BB и CD3ζ 

человека. 

В случае биспецифических/тандемных рецепторов – два scFv последовательно соединены 

длинным и гибким линкером, после которого следуют стандартные домены рецептора: 

шарнирный район CD8α человека, трансмембранный участок CD28 человека и сигнальные 

последовательности 4-1BB и CD3ζ человека. При этом, biCAR и revbiCAR отличаются друг от 

друга порядком расположения вариабельных доменов, узнающих CD20 (рис. 23, 24a). 

Таким образом, в случае дуальных конструкций, каждый антигенраспознающий домен 

CAR имеет свой шарнирный и сигнальные домены, а в случае биспецифических/тандемных CAR 

– для двух антигенраспознающих доменов шарнирная и трансмембранная область одна. 

 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=10029853&pre=&suf=&sa=0
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Рисунок 23. Схематичное изображение созданных CAR, специфичных одновременно к CD19 и 
CD20. Лидер – сигнальный пептид; Шарнир+ТМ – шарнирные и трансмембранные домены 
рецептора; mIgκ – сигнальный пептид каппа цепи иммуноглобулина мыши; EF1a – промоторная 
последовательность гена EF1a человека; P2A – последовательность «проскока» рибосомы; CD8α 
– шарнирный участок, заимствованный от белка CD8α; 41BB-CD3ζ – сигнальная 
последовательность на основе участков белков 4-1BB и CD3ζ человека; IRES – участок 
внутренней посадки рибосомы; CMV – ранний промотор цитомегаловируса; NGFR –
репортёрный ген, кодирующий лишённый цитоплазматических последовательностей 
укороченный вариант белка NGFR человека.  

 

 Все полученные конструкции были использованы для сборки лентивирусных частиц. 

Кроме того, в качестве контрольных вариантов были выбраны моноспецифичные CAR, 

узнающие только CD19, CD20 или PSMA (J591-CAR, отрицательный контроль). Полученные 

лентивирусные частицы были использованы для трансдукции первичных Т-клеток трех 

здоровых доноров. Уровень трансдукции измеряли по репортёрному белку NGFR при помощи 

проточной цитометрии (рис. 24б). Он оказался схожим для разных конструкций (50–70%), что 

позволило нам провести сравнение функциональной активности таких CAR T-клеток in vitro. В 

то же время необходимо отметить, что моноспецифические CAR T-клеточные продукты (против 

CD19, CD20 и PSMA) обогащены более “яркими” клетками, то есть часть клеток экспрессирует 

CAR-кассету на более высоком уровне. Такие различия могут быть обусловлены особенностью 

получения лентивирусных частиц. По литературным данным известно, что увеличение размера 

кодирующей кассеты значимо снижает титр получаемых частиц и обогащает конечный продукт 

нефункциональными частицами [462]. Кроме этого, так как встройка генетических кассет 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=10695259&pre=&suf=&sa=0
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происходит случайно в транскрипционно активные районы генома клеток, то встройка большого 

гена может чаще приводить к нарушению собственного генетического материала клетки. Таким 

образом, клетки, в которые попало большее количество вирусной РНК и число встроек на геном 

выше, могут самоэлиминироваться. В случае олигоспецифичных рецепторов размер кассеты 

увеличивается, что может приводить именно к таким явлениям. Тем не менее, такие ограничения 

преодолимы, а перспективность подхода не вызывает сомнения. 

 
Рисунок 24. Используемые технические процессы позволяют получить все сконструированные 
биспецифичные CAR T-клеточные продукты. А – Структура моно- и биспецифичных CAR, Б – 
Все полученные CAR T-клеточные продукты демонстрируют схожий уровень экспрессии 
репортёрного белка NGFR. 
 

Наиболее предсказательным для in vitro характеризации вновь полученнных рецепторов 

является проверка CAR T-клеточных продуктов при хронической стимуляции антигеном (рис. 

9). В таком исследовании было обнаружено, что наилучший противоопухолевый контроль 

обеспечивается моноспецифичными CAR T-клетками, сопоставимую эффективность 

демонстрируют CAR T-клетки с конструкцией dualCAR, несколько хуже при длительной 

коинкубации уничтожают опухоли CAR T-клетки с конструкцией dualCAR_2P, и, наконец, 

варианты revbiCAR и biCAR способны сдерживать рост опухолевых клеток в течение первых 

пяти дней, но затем теряют эту способность (рис. 25). 
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Сравнивая полученные четыре варианта дизайна биспецифических CAR T-клеточных 

продуктов, можно сделать вывод о том, что без дополнительной структурной оптимизации 

наиболее эффективно работают dualCAR T-клетки (с экспрессией двух независимых CAR с 

одного промотора, разделенные последовательностью P2A). Бифункциональные CAR (biCAR и 

rev-biCAR), содержащие два последовательно соединенных антигенраспознающих модуля, 

становятся нефункциональными после долговременной коинкубации с клетками-мишенями. 

 
Рисунок 25. Дуальные CD19-CD20-специфичные CAR T-клетки проявляют сравнимую с 
моноспецифическими CAR Т-клетками в тесте на повторяющуюся цитотоксичность. В тесте на 
повторяющуюся цитотоксичность моноспецифичные CAR T-клетки и dualCAR T-клетки 
проявляют более значимую цитотоксичность, чем биспецифические варианты. Показаны 
средние значения количества клеток с указанием диапазона. Статистический анализ был 
выполнен при помощи множественного сравнения с использованием двухфакторного 
дисперсионного анализа (2-way ANOVA, n=6, GraphPad Prism, v6, ns – не достоверно, ** – p<0,01, 
**** – p < 0,001). 
 

Одним из возможных объяснений этого может быть некорректная пространственная 

укладка двух последовательных scFv, приводящая к потере функциональности и/или 

тоническому сигналингу. Менее очевидна причина снижения эффекторных функций варианта 

dualCAR_2P, показавшего достоверно более низкую цитотоксичность относительно dualCAR. 

Структурно первая половина кодирующей кассеты (до начала второго промотора) одинакова в 

обеих конструкциях и кодирует CD19-специфичный CAR, идентичный моноспецифичному 

контролю (Рисунок 24). Однако активность dualCAR_2P клеток значительно ниже активности 

моноспецифического анти-CD19 CAR. Возможно, слишком сильный промотор CMV, 
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использованный в конструкции dualCAR_2P, вызывает сверхэкспрессию CD20-специфичного 

CAR на поверхности, что в свою очередь приводит к раннему истощению Т-клеток [463]. 

Согласно современным представлениям, бифункциональные CAR требуют более тонкой 

оптимизации структуры, а именно подгонки последовательностей цепей антитела, их взаимного 

расположения, а также длины и гибкости связующего их линкера [464]. Эти усилия по всей 

видимости оказались результативны: за последние несколько лет в клинических испытаниях 

великолепно зарекомендовали себя несколько вариантов биспецифических aCD19/aCD20 CAR, 

а именно prizlon-cel [465], TanCAR7 [466,467] и LV20.19 [468]. При этом исследователи, 

создавшие TanCAR7, использовали последовательности Leu16 и FMC63, в качестве 

антигенраспознающих доменов, и создали восемь разных вариантов конструкций, лишь один из 

которых оказался оптимальным. Кроме того, информация о том, что бипаратопный CAR с двумя 

различными VHH в качестве модулей, узнающих BCMA (cilta-cel), эффективен при терапии 

пациентов с множественной миеломой [151], а три-специфический CAR на основе трех VHH 

против CD19, CD22 и BCMA активен в отношении NHL [469], открывает возможности для 

создания аналогичных биспецифических VHH-CAR против CD19 и CD20. Таким образом, 

несмотря на субоптимальную активность созданных нами вариантов тандемных 

биспецифических CAR, их дальнейшая структурная доводка представляется вполне решаемой 

задачей, a полученные нами dualCAR T-клетки предстоит протестировать в системах in vitro и in 

vivo, моделирующих потерю антигена.  

3.6. Выбор альтернативного клеточного носителя для CAR терапии 

 Альтернативой сложным и затратным технологическим процессам выделения, активации 

и модификации Т-клеток ex vivo может стать использование NK-клеток или NK-клеточных линий 

в качестве носителя для CAR. CAR NK-клеточная терапия имеет огромный потенциал для 

терапии как гематоонкологических [470], так и солидных [471] новообразований за счет 

возможности приготовления готового, “off-the-shelf” клеточного продукта. В отличие от Т-

клеток, NK-клетки обладают способностью атаковать опухолевые клетки MHC-независимо и без 

предварительной антигенной сенсибилизации, что позволяет обойти некоторые ограничения Т-

клеточной терапии в этой области, связанные с утратой опухолью MHC-I и дефектами 

антигенпрезентации [472]. Так, NK-клетки отличаются от Т-клеток по механизмам реализации 

цитотоксичности и, несмотря на ограниченные возможности проникновения в солидные опухоли 

[473], могут использоваться для контроля метастазов [474,475] или онкогематологических 

заболеваний [476] даже без модификации [477]. По состоянию на конец 2025 года 

терапевтические подходы, основанные на NK-клетках, тестируются в более чем 1200 

клинических испытаниях, из которых 160 приходится на CAR NK-клеточную терапию 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=4348357&pre=&suf=&sa=0
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(ClinicalTrials.gov). Вместе с тем, работа с первичными NK-клетками здоровых доноров является 

технически сложной, кроме того, их количество в периферической крови в норме невелико [319]. 

Таким образом, совершенно оправдано использование для этой цели предоблученных NK-

клеточных линий [478–480]. Как и первичные NK-клетки, они способны быстро уничтожать 

опухолевые клетки-мишени, опираясь на баланс сигналов от альтернативной системы 

рецепторов, и секретировать набор цитокинов, отличный от такового у Т-клеток [321,322]. При 

этом в них легче доставлять кодирующие CAR кассеты путем трансдукции или трансфекции 

[323]. Формально такой формат позволяет получать неограниченное количество детально 

охарактеризованных CAR NK-клеток, облучать их и вводить пациентам при первой 

необходимости.  

3.6.1. Получение CD20-специфических CAR NK-клеточных линий и анализ уровня 

поверхностной экспрессии рецептора 

Для исследования нами были выбраны три NK-клеточные линии: YT, NK-92 [470] и 

KHYG-1 [481]. Самой известной NK-клеточной линией остается линия NK-92, применение 

которой в качестве носителя для CAR дошло до стадии клинических испытаний [482]. Для линии 

KHYG-1 показан высокий уровень цитотоксичности, и она также рассматривается как 

потенциальное средство для клеточной иммунотерапии. Достоинством клеток линии YT 

является то, что она не требует добавления IL2 для пролиферации, однако по литературным 

данным она проявляет достаточно ограниченную цитотоксичность [481]. Кроме того, известно, 

что в линиях NK-92 и YT детектируются последовательности вируса Эпштейна-Барр, что может 

накладывать серьезные ограничения на их клиническое использование. Для целей сравнения 

нами был выбран CD20-специфический CAR второго поколения состава Leu16-IgG1-CD28-

CD3ζ, получены лентивирусные частицы и трансдуцированы клетки всех трех линий. Для 

обеспечения гомогенности CAR NK-клеточных продуктов и нормализации уровней 

поверхностной экспрессии CAR, трансдуцированные клетки были отсортированы при помощи 

клеточного сортера и использованы в дальнейших экспериментах (рис. 26). 
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Рисунок 26. NK-клеточные линии YT (А), KHYG-1 (Б) и NK-92 (В) экспрессируют CD20-
специфический CAR (окрашивание клеток конъюгатами анти-c-myc/PE, проточная цитометрия). 

 

3.6.2. Полученные CD20-специфические CAR NK-клеточные линии 

функциональны в тестах in vitro 

Одной из проблем при характеризации NK-клеток или NK-клеточных линий in vitro 

является отсутствие опухолевых клеточных линий, исходно устойчивых к данным клеткам, что 

значительно осложняет оценку неспецифической и CAR-опосредованной цитотоксичности. Для 

преодоления этой проблемы в качестве клеток-мишеней была использована модельная клеточная 

линия HEK293T с поверхностной экспрессией CD20 (HEK293T-CD20). Клетки этой линии не 

являются опухолевыми, экспрессируют молекулы HLA и соответственно более устойчивы к 

фоновому лизису NK-клеточными линиями. Полученные данные свидетельствуют о том, что все 

CAR NK-клеточные линии обладают CAR-опосредованной специфичностью к CD20, при этом в 

отличие от CAR YT, клетки линий CAR NK-92 и CAR KHYG-1 более активно уничтожают 

клетки-мишени при высоких соотношениях эффектор:мишень (E:T) (рис. 27). 
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Рисунок 27. Уровень цитотоксической активности CAR NK-клеточных линий и NK-клеточных 
линий против клеток-мишеней линии Raji (A) и HEK293T-CD20 (Б) в различных соотношениях 
E:T. Показаны средние значения количества клеток с указанием диапазона. Статистический 
анализ был выполнен при помощи множественного сравнения с использованием двухфакторного 
дисперсионного анализа (2-way ANOVA, n=3, GraphPad Prism, v6, ns – не достоверно, ** – p<0,01, 
**** – p < 0,001). 
 

3.6.3. Полученные CD20-специфические CAR NK-клеточные линии достоверно 

увеличивают продолжительность жизни мышей линии NOD/Scid с 

ксенотрансплантированной опухолью 

Поскольку наличие CAR-опосредованной цитотоксичности, проявляемой CAR NK-

клеточными линиями in vitro, не гарантирует стойкого противоопухолевого эффекта in vivo, было 

решено использовать систему ксенотрансплантации опухолевых клеток человека 

иммунодефицитным мышам. При этом однако, необходимо помнить, что сами NK-клеточные 

линии также являются по сути опухолевыми. Соответственно, во избежание приживления CAR 

NK-клеточных линий как в организме иммунодефицитных мышей, так и у онкологических 

пациентов необходимо проводить облучение клеток-эффекторов перед введением, что ограничит 

их возможность к делению. Это принципиальное отличие данной платформы от аутологических 

CAR T-клеток, которые многократно делятся в организме пациента после активации. В 

большинстве клинических испытаний CAR NK-клеточных продуктов эта проблема решается 

введением большой дозы (до 1010/м2) либо многократными введениями [470,482]. Для проверки 

полученных CAR NK-клеточных линий in vivo в модели ксенотрансплантированной опухоли 

были выбраны клетки линии Raji-luc, любезно предоставленной д.б.н. Степановым А. В. (ИБХ 

РАН), которые экспрессируют CD20 на физиологичном уровне и дополнительно 

модифицированы для стабильной экспрессии люциферазы светлячка (ffluc) [182], что позволяет 

проводить прижизненную визуализацию опухолевой нагрузки с помощью прибора IVIS Spectrum 

(Perkin Elmer).  
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В эксперименте 6-10 недельным мышам линии NOD/Scid внутривенно вводили по 5x105 

опухолевых клеток Raji-luc, после чего их рандомизировали, разбивали на группы по восемь 

животных и на 5, 11 и 16 сутки вводили по 5x106 предварительно облученных дозой 10 Гр CAR 

NK-клеточных линий. Контрольная группа в качестве терапии получала инъекции PBS. Далее 

оценивали общую выживаемость и проводили визуализацию (рис. 28а). В данном эксперименте 

не было выявлено никаких отличий от отрицательного контроля для групп CAR YT и CAR NK-

92, хотя CAR NK-92 продемонстрировали тенденцию к контролю опухоли. Тем не менее, клетки 

линии CAR KHYG-1 достоверно увеличили время жизни животных с ксенотрансплантированной 

опухолью (рис. 28б, в). 

 

 
Рисунок 28. A – Схема эксперимента. Б – Введение клеточного продукта CAR-KHYG-1 приводит 
к увеличению продолжительности жизни мышей с ксенотрансплантированной опухолью Raji-
ffluc и достоверно увеличивает выживаемость в эксперименте in vivo в сравнении с 
отрицательным контролем. Статистический анализ был выполнен c использованием метода 
Каплана-Майера с последующим логарифмическим ранговым тестом (тест Мантеля-Кокса) (в 
каждой группе было 12 животных, GraphPad Prism, v6, * – p<0,05). В – Прижизненная 
визуализация ксенотрансплантированных клеток линии Raji-ffluc на 19 день эксперимента. 

 

Хотя NK-92 остается наиболее часто используемой в клинических испытаниях NK-

клеточной линией [483], остается открытым вопрос, связано ли это с наилучшими свойствами 
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данной линии. С нашей точки зрения клеточная линия KHYG-1 является не менее перспективной 

платформой для потенциального терапевтического применения “off-the-shelf” продукта. Кроме 

выбора клеточного носителя для CAR, опосредующего цитотоксичность по отношению к клетка-

мишеням, перспективным, но малоизученным направлением все еще остается оптимизация 

структуры рецептора. В контексте NK-клеток рутинно используются CAR, созданные для Т-

клеток. В то же время, сигнальные пути для этих клеток различаются и, возможно, замена и/или 

добавление специфичных для NK-клеток сигнальных последовательностей улучшит результаты 

такой терапии. В настоящее время встречаются работы по замене сигнальных доменов на 

сигнальные районы от CD16, NKp44, NKp46 и NKG2D, а также добавление костимулирующих 

последовательностей, таких как DNAM1 [484], 2B4 [485], DAP10, DAP12 [486] или 4-1BB, как 

по отдельности, так и в сочетании с CD3ζ.  

Таким образом, для преодоления существующих барьеров и успешного применения CAR 

NK-клеточной терапии в реальной клинической практике необходимо решить две отдельные 

проблемы. В первую очередь, подобрать источник NK-клеток, который будет относительно легко 

доступен, чтобы иметь возможность масштабировать производство таких клеток и безопасно 

использовать. В-вторых, оптимизировать структуру CAR-кассеты, а именно доменного состава 

CAR, так и дополнительных последовательностей, для того чтобы увеличить время персистенции 

и устойчивость к неблагоприятным условиям, особенно в контексте солидных опухолей 

[259,487]. 

3.7. Возможности для получения “усиленных” CAR клеток 

Кроме оптимизации структуры для CAR NK-клеточной терапии, создание “усиленных” 

CAR Т-клеток, секретирующих дополнительные молекулы, такие как цитокины, хемокины, 

антитела, BiTE и ингибиторы контольных точек, или несущих дополнительные инженерные 

модули, повышающие устойчивость к иммуносупрессии (например, инвертированные 

цитокиновые рецепторы), меняющие опухолевое микроокружение и метаболические пути и 

увеличивающие хоминг к опухоли [488,489] является крайне актуальным направлением 

исследований. Использование таких подходов потенциально может помочь преодолеть 

иммуносупрессивное опухолевое микроокружение, привлекать дополнительные звенья 

иммунной системы пациента и увеличить персистенцию CAR T/NK-клеток.  

Было показано, что конститутивная экспрессия таких "полезных" молекул может или 

искажать фенотип получаемых CAR/TCR Т-/NK-клеток, или увеличивать риски системной 

токсичности [490–492], в связи с чем создание модулей, обеспечивающих экспрессию подобных 

молекул вследствие CAR-опосредованной активации, продолжает оставаться актуальной 

задачей. Такой подход потенциально позволит адресно доставлять целевые молекулы, достигать 
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высокой локальной концентрации и снизить общую токсичность, возникающую при применении 

“усиленных” CAR T-/NK-клеток [493]. Согласно существующим литературным данным, 

наиболее часто при работе с Т- и В-клетками в качестве индуцируемых активацией промоторов 

используются мультимеры сайтов связывания NFkB и NFAT. Однако относительно мало 

известно о функциональности таких последовательностей в контексте NK-клеток. Для такого 

исследования было проведено сравнение функциональности нескольких промоторов, 

индуцируемых активацией, в первичных Т-клетках человека, а также в линиях NK-клеток NK-92 

и YT. 

Для сравнения различных вариантов индуцибельных промоторов были получены 

лентивирусные конструкции, схематично изображенные на рисунке 29а. Для этого в исходном 

векторе SIN (pCDH, CD530, SystemBio, США) последовательность CMV была заменена на 

комбинацию “промотор-mCherry” в инвертированной ориентации, для исключения остаточной 

транскрипции с 5'-LTR вектора в отсутствие активирующих условий [494,495]. В качестве 

контролей использовали конструкцию, не несущую никакого промотора и конструкцию, 

несущую человеческий конститутивный промотор PGK. Для возможности нормировать уровень 

экспрессии репортёра mCherry во всех конструкциях присутствовала последовательность 

copGFP под контролем конститутивного промотора EF1a (рис. 29a).  

Первичные Т-клетки человека, а также NK-клеточные линии NK-92 и YT были 

трансдуцированы при помощи данных лентивирусных частиц. Предварительно NK-клеточные 

линии были модифицированы для стабильной экспрессии CAR второго поколения [496] таким 

образом, чтобы было возможно сопоставить их активацию в контексте CAR-опосредованной 

активации вне зависимости от различий в экспрессии активирующих и ингибирующих 

рецепторов, а также в сигнальных путях. При анализе клеток проточной цитометрией для 

селекции и нормировки использовали уровень экспрессии copGFP в трансдуцированных клетках. 

Т-клетки активировали CD3-CD28 активационными частицами, а для активации клеток 

CAR-YT и CAR-NK-92 их предынкубировали с клетками-мишенями. Уровень флуоресценции 

mCherry, нормализованный на флуоресценцию copGFP, измеряли в покоящихся и 

активированных клетках для количественной оценки относительной активности и кратности 

индукции использованных промоторов. Как в первичных Т-клетках, так и в клетках CAR-NK-92 

наиболее высокий уровень экспрессии mCherry после активации был обнаружен с 

использованием промотора 30xNFkB. Примечательно, что этот промотор также 

продемонстрировал самую высокую фоновую экспрессию mCherry в отсутствие активации с 

примерно двукратным уровнем индукции (рис. 29б). Промотор 10xNFkB был в целом аналогичен 

и показал несколько сниженный уровень экспрессии. Элемент 5xNFkB был значительно слабее, 
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а 2xNFkB демонстрировал лишь небольшую промоторную активность. Репортёрная экспрессия 

с промотора 4xNFAT была очень сдержанной, но при этом обеспечивала значимую кратность 

индукции в первичных Т-клетках, в отличие от клеток CAR-NK-92, где он не проявлял 

активности. Несмотря на выраженную активацию клеток, судя по секреции IFNγ и 

поверхностной экспрессии маркера дегрануляции CD107a [497], ни один из протестированных 

промоторов не был активен в CAR-YT клетках (данные не показаны). 

 
Рисунок 29. Анализ хромосомно-интегрированных промоторов, индуцированных активацией, в 
CAR NK-92, CAR YT и Т-клетках. А – Схема лентивирусного вектора для проверки различных 
вариантов индуцибельных промоторов, Б – Нормализованные на copGFP значения 
флуоресценции репортёра mCherry в клетках CAR NK-92 и CAR YT, коинкубированных с 
клетками-мишенями HEK293T-PSMA (синий) или изогенными контролями (HEK293T, 
красный). Точно так же показаны значения, наблюдаемые для активированных частицами 
(синий) и покоящихся (красный) Т-клеток. Показаны средние значения интенсивности 
флуоресценции с указанием диапазона.  
 

Белок CD69 является маркером ранней активации B-, T- и NK-клеток [498,499], 

соответственно, промоторные/энхансерные последовательности гена, кодирующего данный 

белок, могут играть роль индуцибельных промоторов. Ранее группой под руководством П. 

Лозурика были найдены 4 высококонсервативные некодирующие последовательности ДНК 

CNS1–4 [500], находящиеся рядом с промоторной областью гена CD69. Проанализировав 

доступные данные ChIP-seq анализа [501,502], был выбран район в области 5 т.п.н. выше гена 

CD69 человека. Были созданы два репортёра, под контролем элементов CNS1 + промотора или 

CNS2 + CNS1 + промотора, которые были доставлены в первичные Т-клетки человека и 

клеточные линии CAR-NK. Как и ожидалось, минимальный промотор CD69 в сочетании с 

элементом CNS1 не проявлял промоторной активности ни в первичных Т-клетках человека, ни в 

клеточных линиях CAR-NK (рис. 29б), а добавление элемента CNS2 превращало такую 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=720958&pre=&suf=&sa=0
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конструкцию в индуцируемый активацией репортёр с более высоким соотношением экспрессии 

«сигнал/шум», хотя этот эффект был ограничен первичными Т-клетками человека. 

Для CAR NK-клеточных линий YT и NK-92 не было обнаружено ни одного промотора, 

обеспечивающего желаемую комбинацию высокой кратности индукции и низкой фоновой 

экспрессии. Такие результаты являются неожиданными, однако могут быть связаны отличиями 

в сигнальных путях, задействованных в этих клетках [503]. Кроме того, необходимо отметить, 

что полученные нами данные о низком соотношении сигнал/фон для протестированных нами 

индуцируемых промоторов находятся в полном соответствии с более поздними наблюдениями 

группы Д. Пауэлла [492] и, по всей видимости, связаны с тем фактом, что конститутивный 

промотор EF1а является двунаправленным [504,505], тем самым создавая ощутимый уровень 

"подтекания" тестируемых промоторов в отсутствие активации. 

Из полученных данных необходимо сделать два важных вывода: 1) при создании и 

тестировании активационно-индуцируемых кассет необходимо более полно контролировать 

возможное влияние соседних промоторных элементов, например, располагая их в другой 

ориентации/последовательно или добавляя инсуляторные последовательности; 2) в будущем для 

дизайна активационно-индуцируемых модулей стоит включать синтетические/искусственные 

последовательности, как это уже было реализовано в нескольких пилотных работах [506,507], и 

использовать непредвзятые библиотечные скрининги. 

3.8. Заключение 

Полученные в данной работе результаты демонстрируют перспективность использования 

вновь созданных химерных антигенных рецепторов для потенциальной терапии 

онкогематологических заболеваний. Показано, что все созданные CD20-специфичные CAR в 

моноспецифичном формате не уступают референсному CD19-специфичному CAR in vitro и in 

vivo. Cоздана технологическая платформа для проверки вариантов клеточной терапии на 

животных моделях с использованием прижизненной визуализации, основанной на 

люминометрии. Показан потенциал и нюансы создания биспецифичных CAR для расширения 

репертуара специфичности CAR T-клеточной терапии, а также использования NK-клеточных 

линий для аллогенного формата использования CAR-терапии. Полученные данные дополняют 

уже существующие результаты и могут быть использованы для дальнейших клинических 

испытаний. На основе полученных результатов сформулированы следующие выводы. 

 

 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=9810173&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14084886&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10155972,17263782&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=17263756,11077414&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0


96 
ГЛАВА 4. ВЫВОДЫ 

1. Обнаружено, что CD20-специфичные CAR T-клетки проявляют цитотоксичность в 

отношении В-клеточных мишеней in vitro и обеспечивают выраженный 

противоопухолевый эффект in vivo на модели ксенотрансплантированной опухоли 

острого лимфобластного лейкоза Nalm6-CD20. 

2. Установлено, что биолюминесцентная система на основе комбинации люциферазы 

NanoLuc и h-целентеразина обладает высокой чувствительностью in vitro и in vivo и 

позволяет проводить количественное определение и исследовать биораспределение 

опухолевых клеток в лабораторных животных. 

3. Биспецифические анти-CD19/CD20 клетки, экспрессирующие два независимых CAR, 

активно уничтожают клетки-мишени in vitro, причем как в условиях проявления 

краткосрочной цитотоксичности, так и в условиях хронической антигенной стимуляции. 

4. Впервые полученная CAR-KHYG-1 NK-клеточная линия, специфичная к CD20, 

обеспечивает длительный противоопухолевый контроль и достоверно увеличивает 

продолжительность жизни мышей с ксенотрансплантированными клетками лимфомы 

Беркитта Raji-ffluc по сравнению с клеточными линиями CAR-NK-92 и CAR-YT. 

5. Установлено, что использование минимального промотора гена CD69 человека в 

сочетании с энхансерами CNS1 и CNS2 позволяет добиться индуцируемой экспрессии 

целевого гена в первичных T-клетках. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 

Список использованных в работе лентивирусных плазмидных конструкций 
 
Таблица 7. 

Название Структура интегрируемой кассеты 

1. CD20-zeo pCDH-EF1-CD20-IRES-zeo 

2. CD20-red pLVX-CMV-CD20-IRES-tdTomato 

3. Nluc-GFP pCDH-CMV-Nluc-EF1-copGFP 

4. 2F2-CAR pCDH-EF1a-mIgk-2F2scFv-CD8a(H+TM)-4-1BB-CD3ζ-IRES-NGFR 

5. 1F5-CAR pCDH-EF1a-mIgk-1F5scFv-CD8a(H+TM)-4-1BB-CD3ζ-IRES-NGFR 

6. Leu16-CAR pCDH-EF1a-mIgk-Leu16scFv-CD8a(H+TM)-4-1BB-CD3ζ-IRES-NGFR 

7. FMC63-CAR pCDH-EF1a-mIgk-FMC63scFv-CD8a(H+TM)-4-1BB-CD3ζ-IRES-NGFR 

8. J591-CAR pCDH-EF1a-mIgk-J591scFv-CD8a(H+TM)-4-1BB-CD3ζ-IRES-NGFR 

9. dual CAR pCDH-EF1a-FMC63-IgG4H-CD28TM-4-1BB-CD3ζ-P2A-2F2-CD8H- 
CD28TM-4-1BB-CD3ζ-IRES-NGFR 

10. dual 
CAR_2P 

pCDH-EF1a-FMC63-IgG4H-CD28TM-4-1BB-CD3ζ-CMV-2F2-CD8H- 
CD28TM-4-1BB-CD3ζ-IRES-NGFR 

11. biCAR pCDH-EF1a-mIgk-2F2(VH-VL)-FMC63-CD8aH-CD28TM-4-1BB-CD3ζ-
IRES-NGFR 

12. rev biCAR pCDH-EF1a-mIgk-2F2(VL-VH)-FMC63-CD8aH-CD28TM-4-1BB-CD3ζ-
IRES-NGFR 

13. Leu16-CAR 
(IgG1H) 

pCDH-EF1a-mIgk-Leu16-IgG1H-CD28TM-CD28-CD3ζ-IRES-zeo 

14. CD69+энх pCDH-as(reg-CD69-NLS-mCherry-polyA)-MCS-EF1-copGFP 

15. CD69 pCDH-as(CD69-NLS-mCherry-polyA)-MCS-EF1-copGFP 

16. 4xNFAT pCDH-as(4xNFAT-NLS-mCherry-polyA)-MCS-EF1-copGFP 

17. 30xNFkB pCDH-as(30xNFkB-NLS-mCherry-polyA)-MCS-EF1-copGFP 

18. 10xNFkB pCDH-as(10xNFkB-NLS-mCherry-polyA)-MCS-EF1-copGFP 

19. 5xNFkB pCDH-as(5xNFkB-NLS-mCherry-polyA)-MCS-EF1-copGFP 

20. 2xNFkB pCDH-as(2xNFkB-NLS-mCherry-polyA)-MCS-EF1-copGFP 
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