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РЕФЕРАТ
Актуальность. При В-линейных онкогематологических 
заболеваниях наиболее перспективный вариант адоп-
тивной иммунотерапии предполагает применение клеток 
с химерным антигенным рецептором (CAR T-лимфоцитов), 
которые, по данным клинических исследований, проде-
монстрировали непревзойденные результаты.
Цель. Создание CAR T-лимфоцитов для применения в 
клинике и исследование их цитотоксичности in vitro.
Методы. Т-лимфоциты человека подвергались транс-
дукции лентивирусным вектором, содержащим гены 
анти-CD19-CAR, RIAD и GFP. Эффективность трансдук-
ции Т-лимфоцитов оценивалась по уровню сигнала ре-
портерного белка GFP методом проточной цитометрии. 
Для анализа жизнеспособности клеток применялся 
пропидия йодид. Цитотоксическая активность получен-
ных CAR T-лимфоцитов в присутствии клеток-мишеней 
изучалась при их прямом сокультивировании. Анализ 
количества CAR T-клеток, экспрессии цитокинов прово-
дился методом проточной цитометрии.
Результаты.  Жизнеспособность трансдуцированных 
Т-лимфоцитов и экспрессия GFP достигали 91,87 и 
50,87  % соответственно. При культивировании в при-
сутствии IL-2 и рекомбинантного CD19 (целевой антиген) 
количество CAR T-лимфоцитов увеличивается в 1,4 раза 
через 120 ч относительно 48 ч. В цитотоксическом тесте 
при сокультивировании CAR-T с клетками K562-CD19+ 
доля CAR T-лимфоцитов увеличивается до 57 и 84,5 % 
после 48 и 120 ч экспозиции соответственно. В случае 
культивирования CAR T-лимфоцитов с клетками K562 
(контрольная линия, не экспрессирующая CD19) через 
48 ч их число снижалось до 36,2 %, а число K562 воз-
растало до 58,3 %. Жизнеспособность клеток-мишеней 
в экспериментальной и контрольной группах составила 
3,5 и 36,74 % соответственно. Различия в концентрации 
IL-6 между контрольной и экспериментальной группами 
заметно меньше, чем при исследовании других цитоки-
нов (IFN-γ, IL-2, TNF) в этих же группах.
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ABSTRACT
Background. The most promising variant of adoptive im-
munotherapy of the B-line oncohematological diseases in-
cludes the use of cells with the chimeric antigen receptor 
(CAR T-cells), that showed extraordinary results in clinical 
studies.
Aim. To manufacture CAR T-cells for the clinical use and to 
study their cytotoxicity in vitro.
Methods. Human T-lymphocytes were transduced by the 
lentiviral vector containing anti-CD19-CAR, RIAD, and GFP 
genes. The T-cell transduction effi  cacy was assessed on the 
basis of GFP protein signal by fl ow cytometry. Propidium io-
dide was used to analyse the cell viability. Cytotoxic activity 
of the manufactured CAR T-cells was studied in the pres-
ence of the target cells being directly co-cultivated. Analysis 
of the number and viability of CAR T-cells and cytokine ex-
pression was performed by fl ow cytometry.
Results. The viability of the transduced T-cells and GFP 
expression reached 91.87  % and 50.87  % respectively. 
When cultured in the presence of IL-2 and recombinant 
CD19 (the target antigen), the amount of CAR-T after 120 
h of the process was 1.4 times larger compared with the 
period of 48 h. In the cytotoxic test of co-cultivation CAR-
T with the K562-CD19+ cells the percentage of CAR-T 
increased to 57  % and 84.5  % after 48 h and 120 h of 
exposure respectively. When cultured with the K562 
cells (test line not expressing CD19) the number of CAR 
T-cells decreased to 36.2 % within 48 h while the number 
of K562 cells increased to 58.3 %. The viability of target 
cells in the experimental and control groups was 3.5  % 
and 36.74 % respectively. Comparison of IL-6 level in the 
control and experimental groups revealed that the diff er-
ences are insignifi cant, as opposed to the level of other 
cytokines (IFN-γ, IL-2, TNF) which proved to be diff erent 
in both groups.
Conclusion. The present work resulted in the production 
of anti-CD19 CAR T-cells with adequate viability. The in 
vitro model demonstrated their cytotoxicity. Manufactur-

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Directory of Open Access Journals

https://core.ac.uk/display/201606518?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


2 А.В. Петухов и др. КЛИНИЧЕСКАЯ ОНКОГЕМАТОЛОГИЯ

Заключение. В настоящей работе были получены 
анти-CD19 CAR T-лимфоциты с достаточной жизнеспо-
собностью. На модели in vitro продемонстрирована их 
цитотоксичность. Создание CAR T-лимфоцитов для кли-
нического применения является первым шагом в раз-
витии технологии адоптивной иммунотерапии в Россий-
ской Федерации.
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ing of CAR T-cells for clinical use is the fi rst step of the 
development of adoptive immunotherapy in the Russian 
Federation.
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ВВЕДЕНИЕ

В последние годы в лечении многих гематологиче-
ских заболеваний были достигнуты существенные 
успехи. Совершенствуются методы трансплантации 
гемопоэтических стволовых клеток, например 
гаплоидентичной [1], появились новые таргетные 
препараты [2], существенно расширились возмож-
ности молекулярной диагностики ряда заболеваний 
[3], широкое развитие получила методика инфузии 
донорских лимфоцитов после аллогенной трансплан-
тации костного мозга. Несмотря на эти достижения, 
частота рецидивов при гематологических опухолях 
остается высокой, в то время как эффективность 
«классической» химиотерапии достигла своих пре-
делов [4]. Именно поэтому наряду с поиском новых 
молекул для химиотерапевтического воздействия 
активно разрабатываются альтернативные подходы 
к лечению опухолевых заболеваний. Наиболее пер-
спективной является иммунотерапия, включающая 
моноклональные антитела, ингибиторы контрольных 
точек иммунного ответа, конъюгаты антител с ци-
тотоксическими малыми молекулами, и адоптивная 
клеточная терапия [5].

Примечательно, что именно в онкогематологии 
нашел свое реальное применение один из самых 
передовых иммунотерапевтических методов — 
адоптивная клеточная терапия генетически моди-
фицированными Т-лимфоцитами. Этот вид лечения 
совмещает в себе технологии клеточной терапии 
и генной инженерии [6]. Адоптивная клеточная 
терапия основана на введении в организм пациента 

аутологичных или аллогенных Т-лимфоцитов, ко-
торые подверглись ex vivo генетической модификации 
и экспрессируют на своей поверхности химерный 
антигенный рецептор (Chimeric Antigen Receptor, 
CAR) [7, 8], способный узнавать опухолевые антигены 
и связываться с ними. При В-клеточных лимфопро-
лиферативных новообразованиях CAR могут быть 
нацелены на связывание с маркером нормальных и 
трансформированных B-клеток — поверхностным 
антигеном CD19 [9]. В клинических исследованиях 
СD19-CAR-T-терапия показывает высокую эффектив-
ность (53–93 % полных ремиссий) при В-клеточных 
злокачественных лимфопролиферативных заболе-
ваниях: В-ОЛЛ [10–13], неходжкинских лимфомах 
[14–17], а также хроническом лимфолейкозе [18, 19].

Терапевтические свойства CAR Т-лимфоцита — 
функциональной единицы адоптивной клеточной 
терапии — обусловлены экспрессией CAR на ее по-
верхности. CAR представляет собой рекомбинантную 
белковую молекулу, которая состоит из нескольких до-
менов, имеющих различные функции. Внеклеточный 
домен CAR чаще всего представлен одноцепочечным 
вариабельным фрагментом антитела, специфичным к 
опухолевому антигену (single-chain variable fragment, 
scFv), и обеспечивает независимое от молекул глав-
ного комплекса гистосовместимости распознавание 
мишени (например, CD19, HER2/neu, SLAMF7). Внутри-
клеточная часть рецептора состоит из ζ-цепи CD3 и до-
полнительных сигнальных доменов костимуляторных 
белков, чаще всего CD28 или 4-1ВВ (CD137). Внутри-
клеточные домены отвечают за передачу сигнала при 
связывании с антигеном-мишенью и эффективную 
активацию CAR T-лимфоцитов [9, 20, 21].
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В настоящее время создано и протестировано не-
сколько вариаций CAR, несущих различные комбинации 
сигнальных и костимулирующих доменов. В зависи-
мости от количества костимулирующих доменов вы-
деляют несколько поколений и разновидностей CAR-T 
[22–24]. Так, к 1-му поколению CAR относят рецепторы, 
не имеющие костимулирующих доменов. Данные CAR не 
продемонстрировали значимой клинической эффектив-
ности в онкогематологии [25]. В исследованиях in vitro 
клетки проходили несколько циклов деления и подвер-
гались апоптозу, а также обладали низкой способностью 
к секреции цитокинов, в то же время их активность 
значимо увеличивалась при костимуляции [26].

При дальнейшем изучении сигнального пути клас-
сического Т-клеточного рецептора (T-Cell Receptor, 
TCR) было выявлено, что помимо непосредственного 
контакта TCR и антигена в составе молекул главного 
комплекса гистосовместимости ключевую роль в про-
цессе активации Т-клеток играют костимуляторные 
молекулы, в т. ч. СD28 и СD137 (4-1ВВ). Это открытие 
привело к созданию последующих поколений CAR, 
включающих один костимулирующий домен или 
более. CAR Т-лимфоциты последующих поколений 
демонстрировали значительно большую проли-
феративную активность in vivo и, следовательно, 
длительную персистенцию в организме человека. 
В настоящее время CAR 2-го поколения, несущие 
один костимулирующий домен, имеют наибольшее 
распространение, хорошо охарактеризованы и де-
монстрируют высокую эффективность в клинических 
исследованиях [27, 28].

Несмотря на первые убедительные успехи CD19-
CAR-T-терапии при гематологических опухолях, 
существуют определенные трудности и ограничения. 
Так, в литературе описаны случаи рецидивов на фоне 
лечения СD19-CAR-T. Рецидивы при персистенции CAR 
T-лимфоцитов в организме были связаны в основном с 
потерей/изменением структуры поверхностного анти-
гена CD19 на опухолевых клетках [11, 29–32] либо, что 
наблюдалось реже, со сменой фенотипа бластных клеток 
с лимфоидного на миелоидный [33, 34]. Высокая специ-
фичность классических фрагментов антител анти-СD19 
scFv в составе CAR обусловливает способность опухо-
левых клеток с делетирующими мутациями в гене, ко-
дирующем CD19, ускользать от CAR T-лимфоцитов [31]. 
Одним из возможных решений проблемы рецидивов, а 
также частичной и полной резистентности, связанных 
с потерей или мутацией CD19, является использование 
биспецифичных рецепторов CAR, одновременно к CD19 
и другому В-клеточному антигену (например, CD20) [35]. 
Однако подобные передовые подходы в клинике еще не 
тестировались. Исходя из этого, оценить их реальный 
потенциал в лечении гематологических опухолей не 
представляется возможным. В то же время в одном 
из исследований I фазы была показана возможность 
достижения повторных ремиссий у пациентов с CD19-
негативным рецидивом. Применение анти-CD22-CAR-T 
позволило достичь полные ремиссии у 4 из 9 пациентов. 
У большинства пациентов, включенных в исследование, 
развились рецидивы после анти-CD19-CAR-T-терапии 
[36].

Важным фактором, потенциально влияющим 
на эффективность терапии, является время пер-

систенции CD19-CAR-T-лимфоцитов в организме 
пациента после инфузии. Именно этот параметр 
чаще всего используется как суррогатный маркер 
стойкого ответа на CAR-T-терапию. Результаты ис-
следований продолжительности персистенции CAR 
T-лимфоцитов в организме пациентов, проведенных 
различными группами авторов, существенно разли-
чаются. По литературным данным, период, в течение 
которого в крови пациентов определяются CD19-CAR-
T-лимфоциты, варьирует от 1–3 [13, 37] до 24–49 мес. 
[19]. Полного понимания причин таких значительных 
различий в сроках персистенции in vivo в настоящее 
время нет, впрочем, как и единого мнения относи-
тельно наличия прямой зависимости между временем 
жизни CAR T-лимфоцитов в организме пациента и эф-
фективностью терапии. По некоторым данным, анти-
CD19-CAR-Т-лимфоциты с рецептором, в составе кото-
рого используется костимулирующий домен 4-1BB, 
менее подвержены истощению, обусловленному 
продолжительной персистенцией, по сравнению с 
клетками с рецептором, содержащим домен CD28 [38]. 
В то же время обобщенные результаты клинических 
исследований не позволяют четко определить роль 
костимулирующего домена 4-1BB в увеличении срока 
жизни CAR T-лимфоцитов в организме. В некоторых 
случаях элиминация CAR T-лимфоцитов была связана 
с иммунным ответом организма в совокупности с 
неоптимальным режимом лимфодеплеции. К тому 
же описаны эпизоды, когда у пациентов наблюдался 
стойкий ответ при отсутствии определяемых в крови 
CAR T-лимфоцитов [11]. Таким образом, оптимальная 
продолжительность персистенции, обеспечива-
ющая максимальную эффективность, до сих пор не 
установлена [28, 39]. Вполне возможно, что уровень 
реактивности CAR T-лимфоцитов и, как следствие, 
степень быстрого ответа пациента на терапию могут 
быть не менее критичными, чем продолжительность 
персистенции CAR T-лимфоцитов в организме.

Цель данного исследования заключается в полу-
чении жизнеспособной популяции анти-CD19-CAR-
T-лимфоцитов в лабораторных условиях и оценке их 
функциональной активности in vitro. Помимо СD19-CAR 
в состав генетической конструкции была внедрена 
последовательность, кодирующая короткий пептид 
RIAD — ингибитор взаимодействия протеинкиназы А 
и белка эрзина [40]. Показано, что подобная модифи-
кация CAR T-лимфоцитов, специфичных к мезотелину 
(маркеру некоторых солидных опухолей), приводит 
к существенному усилению их противоопухолевой 
активности [41]. Мы изучили эффективность лентиви-
русной трансдукции Т-лимфоцитов, а также оценили их 
пролиферативную и цитотоксическую активность при 
совместном культивировании с CD19-позитивными и 
CD19-негативными клеточными линиями.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культуры клеток

Культивируемые Т-лимфоциты человека (Т-ЛФ) 
были получены из мононуклеарной фракции перифе-
рической крови здорового донора (после подписания 
информированного согласия) путем центрифуги-
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рования в градиенте плотности с использованием 
Ficoll-Paque плотностью 1,078 г/мл (GE Healthcare, 
США). Для селекции и активации Т-ЛФ были при-
менены частицы DynabeadsHumanT-activatorCD3/
CD28 (Invitrogen, США) в концентрации 2 частицы 
на 1 клетку. Субпопуляция Т-ЛФ культивировалась 
на среде RPMI 1640 (Thermofisher, США) с добавле-
нием 10 % эмбриональной бычьей сыворотки (FBS) 
(Hyclone, США), 100 ЕД/мл пенициллина, 100 мкг/мл 
стрептомицина и 300 ЕД/мл рекомбинантного чело-
веческого интерлейкина-2 (IL-2) («Биотех», Россия).

Клетки линии K562 культивировались на среде 
RPMI 1640 (Thermofisher, США) с добавлением 5 % FBS 
(Hyclone, США), 100 ЕД/мл пенициллина, 100 мкг/мл 
стрептомицина.

Для культивации клеток линии HEK-293T приме-
нялась среда OptiMEM (Thermofisher, США) с добавле-
нием 5 % FBS (Hyclone, США), 100 ЕД/мл пенициллина, 
100 мкг/мл стрептомицина.

Создание генетических конструкций 

для наработки рекомбинантных 

лентивирусных векторов

Для создания конструкции CD19-CAR-T-RIAD был 
использован лентивирусный вектор lentiCRISPRv2 
(Addgene plasmid #52961), предоставленный д-ром 
Feng Zhang [42]. FMC63-28ZCAR [43] был синтезирован 
компанией «АТГ Сервис Ген» (Санкт-Петербург). 
Кассета CD19-CAR-T2A-GFP-RIAD состояла из гена 
анти-CD19-CAR, пептида Т2А, обеспечивавшего бици-
стронную трансляцию, репортерного белка GFP, обе-
спечивающего оценку эффективности трансдукции, и 
пептида RIAD, усиливающего активационный сигнал. 
Клонирование кассеты осуществлялось по сайтам 
рестрикции AgeI и MluI.

Кроме того, на основе лентивирусного вектора 
lentiCRISPRv2 была создана плазмида, несущая ген 
человеческого CD19 (амплифицированного из кДНК 
клеточной линии CLL-HG3), которая использовалась 
для наработки рекомбинантных лентивирусных 
векторов и создания с их помощью клеточной линии 
K562-CD19+, характеризующейся выраженной 
экспрессией CD19. В дальнейшем клетки этой ин-
женерной линии были задействованы в качестве 
мишеней для проверки функциональной активности 
CAR T-лимфоцитов.

Транзиентная наработка лентивирусных векторов

Для создания лентивирусных векторов, содер-
жащих ген CAR-CD19 (для трансдукции Т-лимфоцитов) 
или ген CD19 (для трансдукции клеток K562), клетки 
линии HEK-293T были трансфецированы указанными 
выше генетическими конструкциями на основе лен-
тивирусного вектора lentiCRISPRv2 совместно с паку-
ющей плазмидой PsPax2 (Addgene plasmid #12260). 
Кроме того, использовался вектор, кодирующий белки 
оболочки вируса pMD2.G (Addgene plasmid #12259) 
и 25-кДа линейный полиэтиленамин (Sigma-Aldrich, 
США). PsPax2 и pMD2.G любезно предоставлены д-ром 
Didier Trono. После 12 ч инкубации среда заменялась 
на DMEM с глутамином (Thermofisher, США) с добав-
лением 5 % FBS (Hyclone, США) и 1 ммоль бутирата на-
трия, инкубация продолжалась еще 48 ч. Супернатант, 

содержащий вирусные частицы, был собран, профиль-
трован через стерильный мембранный фильтр из по-
лиэфирсульфона с диаметром пор 0,45 мкм (Millipore, 
США) и концентрирован с помощью центрифужного 
модуля Амикон Ультра-15, 100 кДа (Millipore, США) со 
скоростью 3000 g в течение получаса.

Создание CD19-CAR-T-RIAD-лимфоцитов методом 

вирусной трансдукции

Через 48 ч после активации культура Т-лимфо-
ци тов подвергалась вирусной трансдукции в усло виях 
множественного заражения (10 MOI) с приме нением 
50 мкг/мл раствора протамина сульфата (Sigma-
Aldrich, США). После трансдукции клетки продолжали 
инкубировать на среде RPMI 1640 (Thermo fisher, США) 
в течение 72 ч. Аналогичным способом была получена 
культура K562-СD19+. Эффективность трансдукции 
Т-лимфоцитов лентивирусным препаратом оценива-
лась по уровню определения сигнала репортерного 
белка GFP методом проточной цитометрии. Одновре-
менно проводился анализ жизнеспособности клеток 
в популяции с использованием флюоресцентного 
красителя пропидия йодида (Thermofisher, США). 
Экспрессия CD19 на клетках линии K562-CD19+ оце-
нивалась с использованием проточного цитометра и 
специфичных к CD19 антител (BD Biosciences, США).

Оценка функциональной активности CAR 

T-лимфоцитов in vitro

Влияние связывания CAR с антигеном на проли-
феративную активность CAR T-лимфоцитов было из-
учено при добавлении рекомбинантного белка CD19 
(Thermofisher, США) в концентрации 2 мкг/мл в среду 
культивирования. В качестве стандарта при подсчете 
клеток в популяции методом проточной цитометрии 
в экспериментальные образцы добавлялись рефе-
ренсные частицы CountBrightAbsoluteCountingBeads 
(Thermofisher, США) из расчета 10 мкл на 250 мкл 
клеточной суспензии.

Цитотоксическая активность CAR T-лимфоцитов 
в присутствии клеток-мишеней (K562-CD19+, K562) 
изучалась при их прямом сокультивировании в равном 
соотношении (1:1). Перед началом эксперимента 
клетки-мишени подвергались обработке митомицином 
в концентрации 0,2 мкг/мл в течение 60 мин (Sigma, 
США) для остановки пролиферации с последующим 
3-кратным отмыванием средой культивирования.

Анализ количества CAR T-лимфоцитов в смешанной 
популяции проводился методом проточной цитоме-
трии при окрашивании антителами Brilliantviolet 421 
анти-human CD3 Antibody (Biolegend, США).

Проточная цитометрия

Все измерения выполнялись с использованием 
проточного цитометра GuavaeasyCyte™ 12HT (Merck 
Millipore, США) и программного обеспечения GuavaSoft 
3.1.1. Для анализа экспериментальные образцы пред-
варительно отмывались от среды культивирования. 
Окраска клеток антителами и флюоресцентными 
красителями выполнялась согласно инструкции про-
изводителя.

Для анализа концентрации растворимых форм 
цитокинов в образцах среды культивирования ис-
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Рис.  1. Жизнеспособность и оценка эффективности трансдук-
ции Т-лимфоцитов лентивирусным препаратом анти-CD19-CAR-
RIAD-GFP

A  — график распределения: жизнеспособность Т-лимфоцитов 
(окраска пропидия йодидом  — PI); Б  — график распределения: 
уровень экспрессии GFP в Т-лимфоцитах

Fig. 1. Viability of T-cells and estimation of transduction effi  cacy by 
the lentiviral vector containing anti-CD19-CAR-RIAD-GFP

A — dot plot: viability of T-cells (PI stain); Б — dot plot: GFP expression 
level in T-cells
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Рис.  2. Оценка пролиферативной активности анти-CD19-CAR-
RIAD-GFP Т-лимфоцитов в присутствии человеческого реком-
бинантного CD19

А — график распределения: Т-лимфоциты, культивируемые в при-
сутствии IL-2 (100 ЕД); Б — график распределения: Т-лимфоциты, 
культивируемые в присутствии IL-2 (100 ЕД) и rCD19 (2  мкг/мл); 
В — динамика изменения количества Т-лимфоцитов после 120 ч 
культивирования

Fig. 2. Assessment of the proliferative activity of anti-CD19-CAR-
RIAD-GFP T-cells in the presence of human recombinant CD19

А — dot plot: T-cells cultured in the presence of IL-2 (100 U); Б — dot plot: 
T-cells, cultured in the presence of IL-2 (100 U) and rCD19 (2 μg/ml); В — 
dynamics of T-cells count after 12 h of cultivation

Таблица 1. Оценка жизнеспособности и уровня экспрессии 
репортерного белка GFP при культивировании CAR T-лимфоцитов 

в присутствии rCD19 (2 мкг/мл) по сравнению с контролем

Исследуемая группа

48 ч 120 ч

Живые, % GFP Живые, % GFP

Т-лимфоциты + IL-2 (100 ЕД) 96,85 52,17 92,18 49,71
Т-лимфоциты + IL-2 (100 ЕД) + 

rCD19 (2 мкг/мл)
96,79 51,68 93,83 49,44

пользовался набор BD Cytometric Bead Array (CBA) 
Human Th1/Th2 Cytokine Kit (BD, США) через 48 и 120 ч 
от времени начала эксперимента. Анализ проводился 
согласно инструкции производителя.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Эффективность продукции CAR T-лимфоцитов 

ex vivo

Оценка эффективности продукции CAR T-лимфо-
цитов проводилась спустя 72 ч после трансдукции 
Т-лимфоцитов лентивирусным препаратом ex vivo. 
Было показано, что количество жизнеспособных 
Т-лимфоцитов в популяции оставалось высоким и со-
ставляло 91,87 %. При этом эффективность вирусной 
трансдукции, которая оценивалась по количеству 
жизнеспособных Т-лимфоцитов, экспрессирующих 
репортерный белок GFP, составляла 51,06 % (рис. 1). 
Следует отметить, что метод привнесения CAR в 
Т-лимфоциты с помощью лентивирусной трансдукции 
является эффективным и не оказывает существен-
ного влияния на жизнеспособность культуры клеток.

Пролиферативная активность CAR T-лимфоцитов 

в присутствии рекомбинантного целевого 

антигена CD19

С целью оценить способность CAR T-лимфоцитов к 
активации в ответ на связывание с целевым антигеном 
CD19 в культуральную среду был добавлен рекомби-
нантный белок rCD19 в концентрации 2 мкг/мл. Ко н-
тролем в данном эксперименте служили CAR T-клетки, 
культивированные без добавления специфического 
активатора.

Результаты свидетельствуют о том, что в среде без 
добавления rCD19 через 120 ч наблюдалось снижение 
общего числа клеток в популяции в 1,5 раза относи-
тельно временнóй точки 48 ч (рис. 2). В то же время 

их жизнеспособность на протяжении 120 ч культи-
вирования изменяется незначительно и остается на 
уровне более 92,18 %. Доля клеток, экспрессирующих 
репортерный белок GFP, практически не снижается 
(табл. 1).

При добавлении в среду культивирования rCD19 
(2 мкг/мл) общее количество клеток через 120 ч куль-

А Б
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Рис. 3. Оценка цитотоксической активности Т-лимфоцитов по-
сле трансдукции лентивирусным препаратом анти-CD19-CAR-
RIAD-GFP при сокультивировании с клетками-мишенями K562-
CD19– и K562-CD19+

А  — график распределения: Т-лимфоциты и клетки K562-CD19 
(1:1) при сокультивировании 48 и 120 ч; Б — динамика изменения 
процентного соотношения Т-лимфоцитов и клеток K562  при 
сокультивировании 48 и 120  ч; В  — график распределения: 
Т-лимфоциты и K562-CD19+ (1:1) при сокультивировании 48 
и 120  ч; Г  — динамика изменения процентного соотношения 
Т-лимфоцитов и клеток K562-CD19+ при сокультивировании 48 
и 120 ч

Fig. 3. Cytotoxic activity of human T-cells after transduction with 
anti-CD19-CAR-RIAD-GFP when co-cultured with K562-CD19– and 
K562-CD19+ target cells:

А — dot plot: T-cells and K562-CD19 cells (1:1), 48 h and 120 h of 
co-cultivation; Б — percentage dynamics of T-cells and K562 cells, 
48 h and 120 h of co-cultivation; В — dot plot: T-cells and K562-
CD19+ cells (1:1), 48 h and 120 h of co-cultivation; Г — percentage 
dynamics of T-cells and K562-CD19+ cells, 48 h and 120 h of co-
cultivation

Таблица 2. Оценка активности и уровня экспрессии репортерного 
белка GFP в CAR T-лимфоцитах при сокультивировании 

с клетками K562

Исследуемая 

 группа

48 ч 120 ч

CAR-T K562 CAR-T K562

Ж
и

в
ы

е
, 

%

G
F

 P
, 

%

Ж
и

в
ы

е
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%
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P
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%

Ж
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е
, 

%

CAR-T + K562 93,56 51,81 56,9 86,41 43,76 36,7 4
CAR-T + K562-CD19+ 82,76 22,3 9,32 78,98 45,79 3,5

тивирования увеличивается в 1,4 раза относительно 
их количества спустя 48 ч культивирования (см. 
рис. 2). Жизнеспособность клеток при этом также сни-
жается незначительно и через 120 ч культивирования 
составляет более 93,83 %. Количество клеток, экс-
прессирующих репортерный белок GFP, практически 
не изменяется по отношению к контрольной группе, 
описанной выше (см. табл. 1).

Оценка функциональной активности CAR 

T-лимфоцитов in vitro

Для изучения функциональной активности CAR 
T-лимфоцитов использовался метод прямого сокуль-
тивирования эффекторных клеток и клеток-мишеней, 
экспрессирующих на своей поверхности целевой 
антиген CD19. Культура CAR T-лимфоцитов была сме-
шана с клетками-мишенями линий K562-CD19+ или 
K562 (не экспрессирующих CD19) в соотношении 1:1.

Совместное культивирование CAR T-лимфоцитов с 
клетками K562 в течение 48 ч приводило к снижению 
числа CAR T-лимфоцитов до 36,2 % и повышению 
числа K562 до 58,3 %. Через 120 ч соотношение со-
ставляло 58,3 (Т-клетки) и 41,7 % (K562) (рис. 3, А, 
Б). В то же время совместное культивирование CAR 
T-лимфоцитов с клетками K562-CD19+ (выраженная 
экспрессия CD19) приводило к более значительному 
увеличению количества CAR T-лимфоцитов в по-
пуляции до 57 и 84,5 % после 48 и 120 ч экспозиции 
соответственно. Элиминация клеток-мишеней линии 
K562-CD19+ происходила более активно, их коли-
чество уменьшалось до 43 и 15,5 % соответственно 
(рис. 3, В, Г).

Число жизнеспособных клеток-мишеней K562 и 
K562-CD19+ снижалось в течение всего периода со-
культивирования с CAR T-лимфоцитами. Количество 
живых клеток в контрольной (K562) и эксперимен-
тальной (K562-CD19+) группах составило 56,9 и 
9,32 % после 48 ч сокультивирования, 36,74 и 3,5 % 
после 120 ч соответственно. Необходимо отметить, 
что клетки-мишени, экспрессирующие CD19, демон-
стрировали значительно меньшую жизнеспособность 
после 48 и 120 ч сокультивирования (табл. 2).

Количество жизнеспособных CAR T-лимфоцитов 
в популяции при сокультивировании с клетками-
мишенями изменялось незначительно. Спустя 48 ч 
после начала сокультивирования доля живых клеток 
была 93,56 (в присутствии K562) и 82,76 % (в при-
сутствии K562-CD19+), после 120 ч — 86,41 и 78,98 % 
соответственно (см. табл. 2). Примечательно, что при 
сокультивировании с клетками K562-CD19– наблюда-
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лось снижение числа GFP-позитивных Т-лимфоцитов 
с 50,22 (после 48 ч) до 43,67 % (после 120 ч). При 
этом в присутствии клеток K562-CD19+ после 48 ч 
сокультивирования количество GFP-позитивных 
Т-лимфоцитов составляло 22,3 %, однако спустя 120 ч 
их количество увеличилось до 45,79 % (см. табл. 2).

Таким образом, полученные результаты указы-
вают на наличие выраженной целевой цитотокси-
ческой активности CAR T-лимфоцитов в отношении 
мишеней, несущих на своей поверхности целевой 
антиген CD19, а также их способности к антигензави-
симой активации и дальнейшей пролиферации.

Продукция цитокинов

При анализе образцов среды культивирования, 
полученных в различный срок сокультивирования 
CAR T-лимфоцитов с клетками-мишенями линий 
K562-CD19 и K562, было выявлено значительное уве-
личение уровня IL-2, фактора некроза опухолей (TNF) 
и интерферона-γ (IFN-γ) в присутствии K562-CD19+. 
Концентрация IL-2 через 48 ч после начала сокультиви-
рования составляла 962 пг/мл, а в присутствии K562 — 
68 пг/мл. Через 120 ч после начала сокультивирования 
уровень IL-2 был 854 и 31 пг/мл соответственно. Кон-
центрация TNF через 48 ч в присутствии K562-CD19+ 
составляла 139,46 пг/мл, а через 120 ч определялась 
на уровне 62,85 пг/мл. При этом TNF в присутствии 
K562 практически не секретировался. Концентрация 
IFN-γ через 48 ч после начала сокультивирования со-
ставляла 528,04 пг/мл, а через 120 ч увеличивалась до 

1307,45 пг/мл. В присутствии K562 уровень IFN-γ не 
превышал 3 пг/мл (рис. 4). В то же время уровни IL-4, 
IL-6 и IL-10 при сокультивировании с клетками-ми-
шенями линий K562-CD19+ и K562 не изменялись (см. 
рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ

CD19 является перспективной мишенью для анти-
генспецифической иммунотерапии, поскольку он 
экспрессируется на поверхности большинства опу-
холевых В-клеток [44], в то время как в нормальных 
тканях экспрессия этого маркера ограничена 
В-клетками и, предположительно, фолликулярными 
дендритными клетками [45]. Использование анти-
генсвязывающего домена анти-CD19 в составе CAR 
для адоптивной иммунотерапии позволило получить 
многообещающие результаты при рецидивах и реф-
рактерных В-клеточных неоплазиях [46].

Полученные нами в лабораторных условиях CD19-
CAR-T-лимфоциты являются потенциально клини-
чески применимыми (эффективность генетической 
модификации T-лимфоцитов 50,87 %, жизнеспособ-
ность более 90 %). Методы культивирования клеток 
и последующей лентивирусной трансдукции, которые 
были использованы в данной работе, могут быть 
адаптированы к международному стандарту GMP.

При исследовании функциональных свойств 
полученная нами популяция генетически модифици-
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Рис. 4. Уровень экспрессии цитокинов при сокультивировании CAR T-лимфоцитов с клетками-мишенями линий K562-CD19+ и 
K562-CD19–. Оценка методом проточной цитометрии

А, Б — сокультивирование в течение 48 ч; В, Г — сокультивирование в течение 120 ч

Fig. 4. Cytokine expression in co-cultivation CAR T-cells with K562-CD19+ and K562-CD19– target cells evaluated by fl ow cytometry
А, Б — co-cultivation for 48 h; В, Г — co-cultivation for 120 h
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рованных Т-лимфоцитов характеризовалась проли-
феративной активностью в присутствии клеток-ми-
шеней, экспрессирующих CD19. При этом эксперимен-
тальные CAR T-лимфоциты обладали выраженной 
специфичной цитотоксической активностью in vitro. 
При прямом сокультивировании CAR Т-лимфоциты 
эффективно элиминировали клетки, несущие на 
своей поверхности специфический антиген. Парал-
лельно с этим отмечалось существенное повышение 
концентрации IL-2, TNF и IFN-γ. Известно, что вы-
сокий уровень IL-6 отмечается у пациентов на фоне 
терапии CAR-T, особенно при развитии синдрома «ци-
токинового шторма». В то же время полученные нами 
CAR T-лимфоциты не продуцировали IL-6. Это под-
тверждается и в других экспериментальных работах, 
в которых показано, что IL-6 выявляется только при 
сокультивировании CAR T-лимфоцитов с антигенпре-
зентирующими клетками моноцитарного ряда [47, 
48]. Необходимо отметить, что в наших экспериментах 
добавление в среду культивирования rCD19 также 
приводило к повышению пролиферативной актив-
ности популяции Т-лимфоцитов, что свидетельствует 
об активации CAR-T в присутствии растворимого 
целевого антигена. Таким образом, анализ in vitro 
показал избирательность цитотоксического эффекта 
CAR T-лимфоцитов, их способность к продукции цито-
кинов и выраженную пролиферативную активность 
как при сокультивировании с клетками-мишенями, 
так и при присутствии в среде культивирования целе-
вого антигена.

Несмотря на впечатляющие результаты CAR-T-
терапии, полученные в клинических исследованиях 
[46, 49], крайне высокая стоимость [50] производства 
CAR T-лимфоцитов является серьезным препятствием 
на пути ее широкого применения в клинической прак-
тике. Именно поэтому актуальность разработки тех-
нологии для получения универсальных аллогенных 
CAR-T (позволяющей существенно снизить стоимость 
терапии) чрезвычайно высока. Чтобы создать уни-
версальные CAR T-лимфоциты для уменьшения воз-
можных побочных эффектов, представляется целесо-
образной дальнейшая модификация клеток — умень-
шение экспрессии нативного TCR молекул главного 
комплекса гистосовместимости I класса. Кроме того, 
возможно включение в геном CAR T-лимфоцитов так 
называемых суицидальных генов, позволяющих при 
необходимости осуществить быструю элиминацию 
клеток путем применения определенных препаратов, 
например ганцикловира [21, 51, 52].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные нами на модели in vitro убедительные 
данные о работоспособности анти-CD19-CAR-T де-
монстрируют возможность успешного применения 
генетически модифицированных Т-лимфоцитов в 
качестве биомедицинского клеточного продукта для 
лечения в онкогематологии. Очевидно, что использо-
вание CAR T-лимфоцитов в клинике требует деталь-
ного понимания особенностей их применения in vivo, 
оптимизации схемы их введения и контроля аспектов 
безопасности. В связи с этим требуется дальнейшая 

оценка эффективности данной клеточной терапии 
у животных. Последующие исследования в области 
CAR T-лимфоцитов будут направлены на универсали-
зацию и снижение себестоимости продукта.
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