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Введение. адоптивная иммунотерапия на основе химерных антигенных рецепторов (cAR) рассматривается как пер-
спективное направление в лечении солидных злокачественных опухолей. для получения генетически модифици-
рованных Т-лимфоцитов человека в настоящее время чаще всего используется ленти- / ретровирусная трансдукция. 
Однако проблемы безопасности, связанные с продукцией вирусного вектора и возможной нежелательной модифи-
кацией генома, ограничивают клиническую применимость cAR-Т-клеток. поэтому невирусные методы трансфекции, 
в частности электропорация с использованием дНк- или РНк-векторов, активно исследуются как подход для полу-
чения cAR-T-лимфоцитов.
Цель исследования – оценка противоопухолевой активности in vivo нового высокотехнологичного лекарственно-
го средства карплазмин, предназначенного для cAR-T-терапии опухолей, экспрессирующих раково-эмбриональный 
антиген (Рэа).
Материалы и методы. карплазмин получен методом электропорации активированных лимфоцитов человека плаз-
мидной дНк, несущей ген cAR 3-го поколения, специфичный к Рэа. исследование выполнено на модели ксено-
трансплантата колоректального рака человека, полученной при интраперитонеальном введении Рэа-положительных 
клеток линии HcT116 бестимусным мышам линии Balb/c nude. введение карплазмина проводили 1 раз в неделю, начиная 
с 3-го дня после прививания клеток HcT116. мышам 2 контрольных групп вводили либо лимфоциты, подвергнутые элек-
тропорации без внесения плазмиды (пульс-лимфоциты), либо культуральную среду RPMI-1640 (группа без лечения).
Результаты.  In vivo карплазмин демонстрировал выраженное противоопухолевое действие. Семь еженедельных 
введений препарата привитым мышам привели к выраженному эффекту противоопухолевой терапии: 80 % живот-
ных в экспериментальной группе выжили (при этом у 40 % мышей наблюдалась полная ремиссия без признаков 
определяемой опухоли), тогда как в контрольной (без лечения) группе 100 % животных погибли.
Заключение. Результаты доклинических исследований эффективности демонстрируют, что карплазмин является 
перспективным препаратом для терапии Рэа-позитивных интраперитонеальных опухолей.

Ключевые слова: адоптивная иммунотерапия, химерный антигенный рецептор, cAR-T-терапия, электропорация, 
раково-эмбриональный антиген
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Introduction. Adoptive immunotherapy based on chimeric antigen receptors (cAR) is considered as a promising direction 
in the treatment of solid malignant tumors. To produce genetically modified human T-lymphocytes, lenti/retroviral 
transduction is currently most often used. However, safety concerns associated with the viral vector production and 
possible unwanted genome modification limit the clinical utility of cAR-T cells. Therefore, non-viral transfection meth-
ods, in particular electroporation, using of DNA or RNA vectors, are being actively studied as a method for producing 
cAR-T lymphocytes.
Aim. To evaluate in vivo antitumor activity of the new high-tech drug carplasmin, intended for cAR-T therapy of tumors 
expressing carcinoembryonic antigen (cEA).
Materials and methods. carplasmin was obtained by electroporation of activated human lymphocytes with plasmid DNA 
carrying the third generation cAR gene specific to cEA. The study was performed on a human colorectal cancer xenograft 
model obtained by intraperitoneal injection of cEA-positive HcT116 cell line to athymic Balb/c nude mice. carplasmin 
treatment was carried out once a week, starting from the third day after HcT116 cell inoculation. Mice in the two control 
groups were treated with either electroporated lymphocytes without plasmid addition (pulse-lymphocytes) or RPMI-1640 
culture medium (group without treatment).
Results. In vivo, carplasmin demonstrated a pronounced antitumor effect. seven weekly injections of the drug to inoc-
ulated mice led to a prominent effect of antitumor therapy: 80 % of the animals in the experimental group survived 
(with 40 % of the mice had a complete remission without signs of a detectable tumor), compared to 100 % death in the 
control group (without treatment).
Conclusion. The results of preclinical efficacy studies demonstrate that carplasmin is a promising drug for the treatment 
of cEA-positive intraperitoneal tumors.
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ВВЕдЕНИЕ
Лечение злокачественных новообразований на 

поздних стадиях развития и рецидивирующих опухо-
лей с использованием традиционных методов, таких 
как хирургия, радио- и химиотерапия, как правило, 
неэффективно. Это стимулировало появление новых 
подходов к терапии злокачественных новообразова-
ний, одним из которых является адоптивная иммуно-
терапия на основе Т-клеток, экспрессирующих химер-
ные антигенные рецепторы (chimeric antigen receptor, 
CAR) заданной специфичности. Успешное примене-
ние CAR-T-терапии с продолжительным периодом 
полной ремиссии показано для пациентов с гемобла-
стозами при переносе CAR-Т-лимфоцитов, направ-
ленных против CD19, CD20, иммуноглобулина каппа 
(Ig-kappa) и BCMA [1–3]. Адаптация CAR-T-терапии 
для лечения солидных опухолей в настоящее время 
рассматривается как перспективное направление в ле-
чении злокачественных заболеваний [1]. Для доставки 
CAR в первичные Т-клетки человека широко исполь-
зуется высокоэффективная ленти- / ретровирусная 
трансдукция, при которой, однако, из-за интеграции 
нового генетического материала в геном клетки суще-
ствует риск потенциальной аутоагрессии или злокаче-
ственной трансформации.

В настоящее время нами разрабатывается высоко-
технологичный лекарственный препарат с рабочим 
названием карплазмин, предназначенный для лечения 
РЭА-положительных опухолей человека (РЭА – рако-
во-эмбриональный антиген). Он представляет собой 

лимфоциты, генетически модифицированные ex vivo 
ДНК-плазмидой, доставленной в клетку с помощью 
электропорации. Данная плазмида обеспечивает экс-
прессию на поверхности клеток CAR с высокой аф-
финностью к опухолевому варианту РЭА. Распозна-
ющая часть CAR является фрагментом вариабельного 
участка моноклонального антитела 3С1, специфично-
го к эпитопу 4 (по классификации GOLD [4]) домена 
A1B1 молекулы РЭА [4, 5]. 3С1 было выбрано из па-
нели антител, специфичных к различным эпитопам РЭА, 
при анализе их связывания с поверхностью РЭА-поло-
жительных культур клеток HT29, HCT116 и A549 [5, 6].

Ранее нами было показано, что карплазмин обла-
дает способностью поражать линии опухолевых клеток 
человека HT29 (колоректальная аденокарцинома), 
НСТ116 (колоректальная карцинома) и А549 (карци-
нома легкого), экспрессирующих РЭА, и имеет мини-
нимальную цитотоксичность по отношению к РЭА-от-
рицательным клеткам [5–7].

В настоящей работе в рамках доклинических ис-
следований препарата карплазмин были изучены его 
противоопухолевые свойства на модели гетеротопи-
ческого ксенографта колоректального рака человека 
на мышах линии Balb/c nude.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Тестируемый препарат. Карплазмин – лимфоциты, 

генетически модифицированные ДНК-плазмидой 3C1-3 g 
(«Медгамал», Россия). Эта плазмида имеет молекуляр-
ную массу 3458 кДа и кодирует CAR 3-го поколения [8], 
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состоящий из антиген-распознающего домена scFv 
(клон мышиного антитела 3C1, специфичного к РЭА), 
шарнирного участка CD8, трансмембранного домена 
CD28 и активационных доменов CD28, CD137 (4-1BB), 
CD247 (ζ-цепь).

Клеточная линия. Клетки перевиваемой культуры 
колоректального рака человека HCT116 культивиро-
вали в питательной среде DMEM (содержание глюко-
зы 4,5 г / л; ООО «ПанЭко», Россия) с добавлением 
10 % эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС, Gibco, 
Paisley, Великобритания) и 10 мкг / мл гентамицина 
(ООО «ПанЭко», Россия).

Введение опухолевых клеток HCT116 бестимусным 
мышам. Эксперименты на животных были проведены 
на базе филиала Института биоорганической химии 
им. акад. М. М. Шемякина и Ю. А. Овчинникова Рос-
сийской академии наук (Пущино, Россия). В экспе-
римент были включены 40 семинедельных самцов 
мышей линии Balb/c nude, приобретенных в питом-
нике лабораторных животных «Пущино» – филиале 
Института биоорганической химии им. акад. М. М. Ше-
мякина и Ю. А. Овчинникова. Для прививания опу-
холи готовили суспензию клеток культуры HCT116 
по стандартной методике, используя 0,25 % рас твор 
трипсин-этилендиаминтетрауксусная кислота (ЭДТА) 
(ООО «ПанЭко», Россия). Полученную суспензию 
отмывали бессывороточной средой DMEM при 300 g 
в течение 5 мин. Осадок ресуспендировали в этой же 
среде, количество клеток в суспензии определяли на 
гематологическом анализаторе Адвия-60 (Bayer Health-
Care LLC, США). Суспензию клеток линии HCT116 
вводили внутрибрюшинно в количестве 1,9 × 106 кле-
ток / мышь (объем суспензии составлял 0,375 мл) 
30 мышам экспериментальной группы. Еще 10 мы-
шей, которым опухолевые клетки не вводили, соста-
вили группу интактных мышей, необходимую для 
контроля качества содержания и исключения возмож-
ной смертности в связи с иммунной недостаточностью 
и присоединения инфекций.

Получение первичной культуры лимфоцитов челове-
ка и их активация. Мононуклеары периферической 
крови выделяли из гепаринизированной перифериче-
ской крови центрифугированием в градиенте плотно-
сти фиколла (1,077 г / мл; ООО «ПанЭко», Россия) при 
400 g в течение 25 мин. Мононуклеары перифериче-
ской крови отмывали фосфатно-солевым буфером, pH 
7,4 (ООО «ПанЭко», Россия) и культивировали в сре-
де RPMI-1640, содержащей 10 % эмбриональной те-
лячьей сыворотки (ЭТС), L-глутамин и 10 мкг / мл 
гентамицина, при 37 °С и 5 % СO

2
. Количество и со-

став выделенных мононуклеаров периферической 
крови контролировали на гематологическом анализа-
торе Адвия-60. Лимфоциты стимулировали к проли-
ферации добавлением 50 Ед / мл интерлейкина-2 
(НПК «Биотех», Россия) и 2 мкг / мл фитогемагглюти-
нина (ООО «ПанЭко», Россия). Клетки культивиро-
вали в чашках Петри с адгезивным покрытием в сте-

рильных условиях при температуре 37 °С во влажной 
атмосфере с 5 % CO

2
 в течение 24 ч. За это время про-

исходила адгезия содержащихся в мононуклеарной 
фракции крови моноцитов к дну чашек Петри. Непри-
крепившиеся клетки, представляющие собой в основ-
ном активированные лимфоциты, смывали пипети-
рованием и использовали для электропорации.

Приготовление препарата карплазмин и его введение 
мышам. Электропорацию активированных лимфоци-
тов проводили на приборе Neon (Invitrogen, США) 
с использованием набора Neon™ Transfection System 
100 μL Kit согласно рекомендациям производителя. 
Суспензию активированных лимфоцитов делили попо-
лам. Одну часть трансфецировали плазмидой 3C1-3 g, 
другую подвергали электропорации в том же режиме 
без внесения плазмиды (пульс-лимфоциты). Для транс-
 фекции 1 образца объемом 100 мкл использовали 
1,5–2 млн клеток, 7 мкг плазмиды 3C1-3 g (стериль-
ный раствор с концентрацией 1 мг / мл) и следующий 
режим: напряжение пульса 2200 В, продолжительность 
пульса 20 мс, количество пульсов – 1. Клетки после 
каждой трансфекции переносили в чашки Петри 
и культивировали в 5 мл среды RPMI-1640 с 10 % ЭТС 
без антибиотика в стерильных условиях при темпера-
туре 37 °С, 5 % CO

2
 и относительной влажности 95 % 

в течение 24 ч. Через 1 сут лимфоциты дважды отмы-
вали в 10 мл среды RPMI-1640 при 300 g в течение 5 мин. 
Карплазмин и пульс-лимфоциты разводили средой 
RPMI-1640 до одинаковой концентрации клеток. По-
лученные суспензии клеток вводили интраперитоне-
ально бестимусным мышам в объеме 0,2 мл в разные 
сроки после прививания опухоли. Мыши с привитой 
опухолью были разделены на 3 группы: 10 мышей в каж-
дой. Животным одной группы вводили карплазмин, 
другой – пульс-лимфоциты, третьей – тот же объем 
среды RPMI-1640.

Оценка содержания CD3-лимфоцитов человека 
в смывах брюшной полости мышей, получавших лечение. 
Смывы получали из брюшной полости животных 
в конце эксперимента (на 68-й день). Смывы фильтро-
вали с помощью сита с диаметром пор 40 мкм, центри-
фугировали при 250 g 5 мин, надосадочную жидкость 
удаляли, осадок ресуспендировали в фосфатно-соле-
вом буфере с добавлением 2 % ЭТС и 2 мM ЭДТА. 
Полученную суспензию клеток окрашивали монокло-
нальными мышиными антителами, меченными FITC, 
специфичными к рецептору CD3 человека, и изо-
типическими антителами IgG1, меченными FITC 
(Backman Coulter, США), согласно рекомендациям 
производителя. Клетки анализировали в течение 2 ч 
после окраски на проточном цитофлуориметре FC500 
(Backman Coulter Inc., США).

РЕЗУЛьТаТы
Исследование противоопухолевой активности 

карплазмина проводилось на модели ксенографта 
колоректального рака человека (клеточная линия 
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HCT116) у бестимусных мышей линии Balb/c nude. 
Суспензию клеток линии HCT116 вводили однократ-
но внутрибрюшинно 30 бестимусным мышам. Живот-
ные были разделены на 3 равные группы. Для удобства 
группы обозначены следующим образом: 1-я – мыши, 
которым внутрибрюшинно вводили карплазмин; 
2-я – группа сравнения, в которой мышам внутрибрю-
шинно вводили лимфоциты, подвергнутые электропо-
рации без добавления ДНК-плазмиды (пульс-лимфо-
циты); 3-я – контрольная (мыши не получали лечения, 
внутрибрюшинно им вводили среду RPMI-1640). Вну-
трибрюшинные инъекции животным начали делать 
на 3-й день после прививания опухоли и далее, начи-
ная с 14-го дня, вводили с интервалом 1 раз в неделю 
в течение 6 нед. Количество вводимых лимфоцитов 
составляло 1–1,5 млн на инъекцию.

Рост привитой культуры происходил в основном 
в виде солидных опухолей, спаянных с париетальной 
брюшиной и прорастающих ее. Асцит наблюдался 
в терминальной стадии развития опухоли и быстро 
приводил к гибели экспериментальных животных. 
Внутрибрюшинный характер роста опухоли после 
прививания делал невозможным контроль ее разме-
ров. Для мониторинга состояния животных проводи-
ли их еженедельное взвешивание и визуальное наблю-
дение за опухолевыми узлами, появляющимися после 
прорастания опухолью брюшины. Во всех группах до 
28-го дня после прививания опухоли наблюдалось по-
степенное увеличение массы тела мышей. Далее 
в группах с привитой опухолью отмечалась стабили-
зация показателей массы тела, а в группе интактных 

мышей продолжалось ее линейное возрастание еще 
в течение 2 нед.

Динамика появления опухолевых узлов у мышей 
представлена в таблице. Первые видимые опухолевые 
узлы появились у 2 мышей 3-й группы на 14-й день 
после прививания. При этом их возникновение у жи-
вотных 1-й и 2-й групп было отсрочено на неделю; 
опухолевые узлы появились на 21-е сутки у 4 мышей 
в каждой группе.

Кривые выживаемости мышей представлены 
на рис. 1. К 8-й неделе наблюдения (день 56) все жи-
вотные в 3-й группе погибли. На этот момент в экспе-
риментальных 1-й и 2-й группах оставались живыми 
80 и 60 % мышей соответственно. Внешний вид бес-
тимусных животных в 1-й и 3-й группах представлен 
на рис. 2.

Эксперимент был продолжен до 68-го дня после 
прививания с целью установления динамики гибели 
мышей в 1-й и 2-й группах. На момент окончания экс-
перимента в 1-й группе оставалось 6 мышей (2 – с при-
знаками опухоли и 4 – без них), в то время как в груп-
пе 2 – только 3 мыши, причем у 2 из них наблюдались 
признаки опухоли и только у 1 их не было (см. табли-
цу). У мышей 1-й и 2-й групп были исследованы опу-
холи и внутренние органы, а также проведены смывы 
с брюшной полости для получения лимфоцитов с це-
лью их цитофлуориметрического анализа. Следует 
отметить, что у 2 мышей с опухолью из 2-й группы 
отмечались признаки начинающегося асцита. У жи-
вотных с опухолью из 1-й группы, получавших кар-
плазмин, признаков асцита не было. Оставшиеся мыши 

Число живых мышей с видимыми опухолевыми узлами и без узлов в разных группах по дням после прививания клеток HCT116

Number of alive mice with visible tumor nodes and number of mice without nodes in groups by days after HCT116 cell inoculation

Группа 
Group

Число мышей, n 
Number of mice, n

7-й 
день 
7th day

14-й 
день 

14th day

21-й 
день 

21th day

28-й 
день 

28th day

35-й 
день 

35th day

42-й 
день 

42th day

49-й 
день 

49th day

56-й 
день 

56th day

68-й 
день 

68th day

1-я (карплазмин): 
Group 1 (carplasmin): 

число мышей с опухолевыми узлами, n 
number of mice with visible tumor nodes, n
число мышей без узлов, n 
number of mice without visible tumor nodes, n

0

10

0

10

4

6

5

5

5

5

5

5

5

4

4

4

2

4

2-я (пульс-лимфоциты): 
Group 2 (pulse-lymphocytes): 

число мышей с опухолевыми узлами, n 
number of mice with visible tumor nodes, n
число мышей без узлов, n 
number of mice without visible tumor nodes, n

0

10

0

10

4

6

7

3

7

3

6

1

5

1

5

1

2

1

3-я (без лечения, среда RPMI-1640): 
Group 3 (no treatment, RPMI-1640 medium):

число мышей с опухолевыми узлами, n 
number of mice with visible tumor nodes, n
число мышей без узлов, n 
number of mice without visible tumor nodes, n

0
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5
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6

4
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Таким образом, можно заключить, что у этих живот-
ных произошло полное излечение.

Следует отметить, что опухоли, развившиеся у мы-
шей, имели плохое кровоснабжение и уже при разме-
ре около 0,5 × 0,5 см содержали некротизированные 
участки. Узловой рост значительной части опухоли 
затруднял цитотоксическое воздействие со стороны 
вводимых интраперитонеально лимфоцитов. В то же 
время можно предположить, что ранние сроки начала 
противоопухолевой терапии – на 3-й день после при-
вивания опухоли – обеспечивали цитотоксическое 
воздействие на опухоль незначительных размеров, 
что снижало темпы развития новообразования или ве-
ло к его лизису до достижения макроскопических раз-
меров в 1-й и 2-й группах. Следует также учитывать, 
что основной причиной гибели экспериментальных 
животных было развитие опухолевого асцита. Как пра-
вило, не наблюдалось прорастания опухоли в жизнен-
но важные органы и не было обнаружено отдаленных 
метастазов. По-видимому, в таких условиях интрапе-
ритонеальные инъекции цитотоксических лимфоци-
тов могли сдерживать развитие асцита и удлинять 
продолжительность жизни мышей.

Цитофлуориметрический анализ смывов с брюш-
ной полости мышей, проведенный спустя 13 дней после 
окончания введения лимфоцитов человека, показал 
наличие у мышей 1-й группы большого количества 
CD3-лимфоцитов человека, составлявших основную 
часть клеточной массы смыва. В то же время в смывах 
мышей 2-й группы СD3-лимфоцитов практически 
не содержалось. Результаты проточной цитометрии 
представлены на рис. 3. Полученные данные могут 
говорить об избирательном накоплении карплазмина 
в областях, прилегающих к опухоли, и о продол-
жительности оказываемого ими цитотоксического 
эффекта. Можно предположить, что это связано с по-
вышением выживаемости и / или пролиферации акти-
вированных антигеном лимфоцитов.

Таким образом, лимфоциты, трансфецированные 
плазмидой, кодирующей РЭА-специфичный химер-
ный антигенный рецептор, оказывают выраженное 
противоопухолевое воздействие in vivo и сохраняются 
в брюшной полости в течение периода времени, до-
статочного для противодействия развитию РЭА-поло-
жительной опухоли при условии повторных еже-
недельных инъекций. Важным является тот факт, что 
на момент гибели 100 % мышей в контрольной группе, 
в группе мышей, получавших карплазмин, 80 % жи-
вотных оставалось живыми. Также принципиально 
важно, что 40 % мышей в этой группе были излечены 
полностью.

ОбСУждЕНИЕ
Мишенью карплазмина является РЭА – антиген, 

высокоэкспрессированный на поверхности опухоле-
вых клеток аденокарцином желудочно-кишечного 
тракта и поджелудочной железы, немелкоклеточного 

Рис. 1. Кривые выживаемости бестимусных мышей с привитыми опу-
холевыми клетками НСТ116 в группах, получавших лечение карплаз-
мином, пульс-лимфоцитами и не получавших лечения. Стрелка указы-
вает время начала терапии
Fig. 1. Survival curves of athymic mice with transplanted HCT116 tumor cells 
in groups treated with carplasmin, pulse-lymphocytes and not treated. The arrow 
indicates the start time of treatment

Рис. 2. Внешний вид бестимусных мышей с привитой опухолью НСТ116 
на конец наблюдения: а – группы карплазмина; б – группы без лечения 
(в терминальной стадии развития опухоли)
Fig. 2. Appearance of athymic mice with transplanted HCT116 tumor at the 
end of the observation: а – in a group treated with сarplasmin; б – in a group 
without treatment (in the terminal stage of tumor development)
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(1 мышь 2-й группы и 4 мыши 1-й группы) наблюда-
лись в течение 3 мес без признаков опухолевого роста. 
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рака легких, рака молочной железы и при ряде других 
опухолей различной локализации [9]. В то же время 
в норме он экспрессирован на столбчатых эпителиаль-
ных и бокаловидных клетках толстой кишки, шеечных 
клетках выводных протоков фундальных желез и клет-
ках пилорических желез желудка, клетках плоского 
эпителия языка, пищевода и шейки матки, протоков 
потовых желез и эпителиальных клетках простаты. 
Однако локализация РЭА на нормальных клетках ог-
раничена апикальной поверхностью мембран и, таким 
образом, топологически отделена от воздействия им-
мунных клеток [9, 10]. При этом экспрессия РЭА 
на клетках аденокарциномы толстой кишки теряет 
свою полярность, а уровень ее значительно возрастает 
(до 35 раз), что усиливает различия между нормальной 
и опухолевой тканью [11]. Клинические испытания 
РЭА-специфических CAR-Т-лимфоцитов в группе 
пациентов с метастатическим колоректальным раком 
показали минимальное проявление цитокинового 
шторма и стабилизацию заболевания в течение 34 нед 
у 7 пациентов против прогрессирования у 3 пациентов 
[12]. Эти данные, с одной стороны, указывают на ми-
нимальные побочные эффекты РЭА-специфичной 
CAR-Т-терапии, а с другой – на необходимость созда-
ния и тестирования новых конструкций химерных 
рецепторов к другим эпитопам РЭА для повышения 
эффективности этой терапии.

По данным литературы, наряду с лентивирусны-
ми конструкциями, ДНК-плазмидами для создания 
CAR-T-клеток может использоваться матричная РНК 
(мРНК). Введение в клетку мРНК отличают быстрая 
и эффективная экспрессия CAR и высокая жизнеспо-
собность клеток [13, 14]. Тем не менее ДНК является 
более стабильным генетическим материалом и может 
сохраняться в клетках длительное время [15], приводя 
к пролонгированной экспрессии CAR. Еще одним 

недостатком мРНК является ее меньшая стабильность 
по сравнению с ДНК. Для получения, хранения и ис-
пользования мРНК в качестве лечебного препарата 
необходимо создать специальные условия, включа-
ющие рабочее пространство, свободное от РНКаз. 
Использование ДНК не требует таких условий.

Для получения карплазмина, а именно для введе-
ния в лимфоциты ДНК-плазмиды, использовался 
метод электропорации. Такой подход позволил полу-
чить модифицированные клетки, обладающие выра-
женной цитотоксической активностью в отношении 
РЭА-положительных клеточных культур HCT116, 
HT29 и умеренной – в отношении клеточной культуры 
А549. Цитотоксический эффект определялся с помо-
щью МТТ-теста и измерения активности лактатдеги-
дрогеназы после 24-часовой инкубации трансфе-
цированных лимфоцитов с клетками-мишенями [5]. 
Кроме того, с помощью метода проточной цитофлюо-
римет рии выявлен более чем 50 % цитотоксический 
эффект после 5-часовой инкубации клеток линии 
HCT116, предварительно окрашенных CFDA-SE, 
с лимфоцитами, экспрессирующими CAR, в соотно-
шении 1 : 10 [5, 7]. Как альтернатива данному подхо-
ду, CAR-лимфоциты могут быть получены с помо-
щью трансдукции с использованием ретровирусных 
и лентивирусных векторов [16, 17]. Так, применив для 
трансдукции ретровирусный вектор MFG, D. M. Bar-
rett и соавт. [14] получали лимфоциты человека со 
2-м поколением CAR, которые затем тестировали на 
модели мышей с привитой опухолью (генно-инженер-
ная культура клеток MIPCEA с искусственно полу-
ченной экспрессией РЭА). Лечение РЭА-специфич-
ными лимфоцитами проводилось в 2 вариантах: 
начиная с 1-го и 6-го дня после прививания РЭА-экс-
прессирующих клеток. При 1-м варианте терапии все 
мыши выжили, а при 2-м выжила только 1 из 4 особей 

Рис. 3. Результаты цитофлуориметрического анализа лимфоцитов, содержащихся в смыве с брюшной полости мышей, получавших карплазмин 
(а) и пульс-лимфоциты (б). Красным цветом показаны лимфоциты, несущие на поверхности рецептор CD3, синим – лимфоциты, у которых 
рецептор CD3 отсутствует
Fig. 3. Results of flow cytometric analysis of human lymphocytes contained in peritoneal lavage of mice treated with carplasmin (а) and pulse-lymphocytes (б). 
Lymphocytes bearing the CD3 receptor on the surface are shown in red, lymphocytes in which the CD3 receptor is absent, in blue
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[16]. Таким образом, независимо от метода доставки 
ДНК (трансфекция методом электропорации или 
трансдукция) CAR-лимфоциты способны эффективно 
подавлять РЭА-положительную опухоль на мыши-
ной модели. Однако, по нашему мнению, получение 
CAR-лимфоцитов с помощью доставки ДНК-плаз-
миды в клетку методом электропорации является 
более предпочтительным. Во-первых, это на иболее 
быстрый и дешевый способ получения CAR-лимфо-
цитов. Во-вторых, при таком подходе отсутствует 
риск инсерционного мутагенеза и активации онко-
генов. В-третьих, постоянная антигенная стимуляция 
CAR-лимфоцитов клетками опухоли в организме 
реципиента приводит к неконтролируемому выбросу 
лимфокинов (так называемый цитокиновый шторм), 
который трудно купировать. В этом случае относи-
тельная кратковременность жизни CAR-лимфоцитов, 
полученных методом трансфекции, в сочетании 
с возможностью их дозирования и дробного введения 
позволяет скорректировать лечение и смягчить по-
бочные эффекты терапии. Напротив, при трансдукции 
формируется лимфоцитарная популяция, в которой 
трансгены стабильно и произвольно интегрированы 
в хромосомы, что создает в том числе риск некон-

тролируемой пролиферации и длительной экспрес-
сии конструкции CAR.

ЗаКЛючЕНИЕ
В настоящем исследовании был достигнут выра-

женный противоопухолевый эффект после примене-
ния карплазмина (РЭА-CAR-T) (в экспериментальной 
группе 80 % мышей выжили, тогда как в контрольной 
группе 100 % мышей погибли), зафиксирована боль-
шая продолжительность жизни в экспериментальных 
группах по сравнению с контрольной. В группе, полу-
чавшей терапию карплазмином, выживаемость на мо-
мент гибели всех мышей в контрольной группе соста-
вила 80 %, у 40 % мышей наблюдалась полная 
ремиссия без признаков определяемой опухоли в сро-
ки наблюдения более 3 мес. Показано, что CAR-лим-
фоциты длительно сохраняются в брюшной полости. 
Использование электропорации при получении кар-
плазмина создает возможность оптимизации вводи-
мой дозы препарата в повторных инъекциях с учетом 
ответа реципиента, что позволяет снизить вероятность 
такого осложнения, как цитокиновый шторм, которое 
часто наблюдается при введении долгоживущих лим-
фоцитов, трансдуцированных лентивирусами.
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