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РЕФЕРАТ
Цель. Создание анти-CD87 CAR T-лимфоцитов и оценка 
их функциональной активности in vitro.
Материалы и методы. Выделенные из перифериче-
ской крови здорового донора Т-лимфоциты трансду-
цировали лентивирусным вектором, кодирующим 
гены анти-CD87-CAR, T2A и FusionRed. Эффективность 
трансдукции, оцениваемая по уровню сигнала репор-
терного белка FusionRed, субпопуляционный состав 
и функциональное состояние CAR T-лимфоцитов опре-
делены методом проточной цитометрии. Экспрессия 
интерферона-γ (IFN-γ) CAR T-лимфоцитами изучалась 
с помощью иммуноферментного анализа. Оценка ци-
тотоксической активности CAR T-лимфоцитов выпол-
нялась при сокультивировании с клетками-мишенями 
HeLa с помощью системы анализа клеток в реальном 
времени xCELLigence.
Результаты. Эффективность трансдукции Т-лимфоцитов 
составила 8,4  %. Полученные  CAR T-клетки содержали 
как маркеры активации CD27 и/или CD28 (92,91 % случа-
ев), так и маркер истощения PD1 (20,66  %). В популяции 
CAR T-лимфоцитов фенотип Т-клеток центральной памяти 
составил 98,51 %, а соотношение CD4/CD8 — 1:7. Концен-
трация IFN-γ в среде после сокультивирования CAR T-лим-
фоцитов с клетками-мишенями оказалась значимо выше, 
чем в контрольных образцах. Показано, что полученные 
СAR T-лимфоциты проявляют специфическую цитоток-
сичность по отношению к клеткам-мишеням как немоди-
фицированной, так и повышенной экспрессии антигена 
CD87 клеточных линий HeLa. Цитотоксичность оказалась 
более выраженной в отношении линии клеток с повышен-
ной экспрессией антигена CD87.
Заключение. Несмотря на повышенную экспрессию мар-
кера истощения PD1, CAR Т-лимфоциты продемонстри-
ровали специфическую секрецию IFN-γ и выраженную 
цитотоксическую активность при взаимодействии с анти-
геном CD87 на мембране клеток-мишеней. Следователь-
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ABSTRACT
Aim. To generate anti-CD87 CAR-T lymphocytes and to as-
sess their in vitro functional activity.
Materials & Methods. Т-lymphocytes isolated from healthy 
donor peripheral blood were transduced with the anti-
CD87-CAR, T2A, and FusionRed gene coding lentiviral 
vector. Transduction efficacy assessed by reporter protein 
FusionRed signal, subpopulation structure, and functional 
status of CAR-T lymphocytes were determined by flow cy-
tometry. Interferon-γ (IFN-γ) expression by CAR-T lympho-
cytes was analyzed using immunoassay. Cytotoxic activity 
of CAR-T lymphocytes was evaluated during their co-culti-
vation with HeLa target cells by means of xCELLigence re-
al-time assay.
Results. The efficacy of T-lymphocyte transduction was 
8.4 %. The obtained CAR-T cells contained the markers of 
both CD27 and/or CD28 activation (92.91 % cases) and PD1 
exhaustion (20.66 % cases). The population of CAR-T lym-
phocytes showed 98.51 % central memory T-cell phenotype 
and CD4/CD8 ratio of 1:7. IFN-γ concentration in the medium 
after co-cultivation of CAR-T lymphocytes with target cells 
appeared to be significantly higher than in control samples. 
The study demonstrates that generated CAR-T lympho-
cytes manifest specific cytotoxicity towards target cells with 
both unmodified expression and overexpression of CD87 
antigen in HeLa cell lines. Cytotoxicity proved to be more 
pronounced with respect to the cell line with CD87 antigen 
overexpression.
Conclusion. Despite overexpression of PD1 exhaustion 
marker, CAR-T lymphocytes showed specific IFN-γ se-
cretion and pronounced cytotoxic activity in interaction 
with CD87 antigen on target cell membranes. Therefore, 
anti-CD87 CAR-T lymphocytes can be applied in the 
treatment of hematologic as well as solid tumors. Since 
the observed difference in cytotoxicity does not linear-
ly correlate with CD87 antigen density on the surface of 
attacked cells, the in vivo administration of a CAR-T cell 
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но, анти-CD87 CAR Т-лимфоциты могут использоваться 
для лечения как гематологических, так и солидных опу-
холей. Поскольку наблюдаемая разница в цитотоксично-
сти не коррелирует линейно с плотностью антигена CD87 
на поверхности атакуемых клеток, при применении CAR 
T-клеточного препарата in vivo необходимо исключить 
вероятность цитотоксического воздействия на здоро-
вые клетки, экспрессирующие CD87.

Ключевые слова: CD87, uPAR, CAR T-лимфоциты, 
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drug should be designed to prevent cytotoxic risk for 
CD87-expressing healthy cells.
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ВВЕДЕНИЕ

CD87 (uPAR) был впервые идентифицирован как 
поверхностный рецептор для активатора плазмино-
гена урокиназного типа (урокиназы, uPA) в 1985 г. 
[1]. Он представляет собой гликозилированный 
трехдоменный белок, закрепленный с помощью гли-
козилфосфатидилинозитолового якоря на мембране 
клеток разного типа, но в основном экспрессируется 
на клетках костного мозга. Данный рецептор имеет 
сайты связывания со множеством лигандов, основ-
ными из которых является uPA, а также его профер-
мент pro­uPA — эффекторы в системе активации 
плазминогена. Каскад протеолитических реакций, 
осуществляемый данной системой на поверхности 
клетки [2], приводит к превращению плазминогена в 
плазмин, являющийся сериновой протеазой, которая 
участвует в регуляции гемостаза посредством акти-
вации фибринолиза. Кроме того, плазмин может акти-
вировать матриксные металлопротеиназы, которые, 
в свою очередь, обеспечивают деградацию внеклеточ-
ного матрикса и разрушение базальной мембраны [3].

Можно заключить, что основные физиологиче-
ские процессы, в которых задействован CD87, — это 
репарация тканей и восстановление кровотока 
при деструкции тромба за счет инициирования 
деградации фибрина. Однако uPAR также способен 
ко взаимодействию с витронектином, интегринами 
и другими молекулами, что может активировать 
внутриклеточную передачу сигналов, регулирующих 
клеточную адгезию, миграцию, выживание и проли-
ферацию [4, 5]. Во многих исследованиях сообщается 
о чрезмерной активации компонентов системы 
урокиназы и ее рецептора при злокачественных ново-
образованиях, как гематологических, так и солидных. 

Подчеркивается корреляция между повышенной 
экспрессией CD87 и подвижностью, способностью к 
инвазии и метастазированию опухолевых клеток [6] 
при таких злокачественных новообразованиях, как 
острый миелоидный лейкоз (ОМЛ), колоректальный 
рак, меланома, рак легкого, молочной и поджелу-
дочной желез, простаты [7–12]. Так, отмечается 
повышенная экспрессия компонентов системы uPA 
на метастазирующих эпителиальных опухолевых 
клетках рака молочной железы, что может быть 
связано с активацией протеолитического каскада 
[13]. Кроме того, экспрессия CD87 была зафикси-
рована на эндотелиальных клетках и связанных с 
опухолью макрофагах, что, согласно исследованиям, 
коррелировало с агрессивным течением опухоли и 
низкими показателями выживаемости пациентов 
[14, 15]. Помимо злокачественных клеток CD87 может 
повышенно экспрессироваться и в ассоциированном 
с опухолью стромальном микроокружении, например 
в макрофагах, эндотелиоцитах и миофибробластах 
при колоректальном раке [16]. В случаях такой ко-
экспрессии нацеливание на uPAR может привести к 
усилению противоопухолевого эффекта.

Данные многочисленных исследований позво-
ляют сделать вывод о необходимости разработки 
терапии с использованием химерного антигенного 
рецептора (CAR) T­лимфоцитов, направленных на 
CD87. Известно, что CAR T­терапия успешно применя-
ется для лечения В­клеточного острого лимфобласт-
ного лейкоза и некоторых лимфом при нацеливании 
на антиген CD19. Ключом к успеху в применении 
CAR T­терапии являются специфичность экспрессии 
данного антигена на поверхности В­лимфоцитов 
и физическая доступность клеточной мембраны 
злокачественных клеток для взаимодействия с 
противо опухолевым препаратом. Кроме того, в на-
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стоящее время проводится множество клинических 
исследований, в которых оценивается эффективность 
применения CAR T­лимфоцитов при ОМЛ, поскольку, 
несмотря на достигнутые преимущества при ис-
пользовании таргетной терапии и трансплантации 
аллогенного костного мозга, все еще остается когорта 
пациентов с рецидивами и рефрактерным течением 
заболевания, характеризующаяся крайне неблагопри-
ятным прогнозом.

Хотя полное удаление как злокачественных, так 
и здоровых В­клеток, экспрессирующих CD19, кли-
нически допустимо, основной проблемой, ограничи-
вающей использование CAR Т­лимфоцитов при ОМЛ, 
является отсутствие специфического опухолевого 
антигена. Одной из перспективных мишеней для 
дальнейшего изучения и разработки направленных 
CAR Т­лимфоцитов служит антиген CD87, который 
экспрессируется на опухолевых клетках и отсутствует 
на гемопоэтических стволовых клетках [17]. Высокий 
уровень экспрессии CD87 (> 25 %) на бластных клетках 
при ОМЛ наблюдается в 72–81 % случаев и значимо 
чаще при миеломоноцитарном морфологическом 
варианте [17–19]. Пациенты с гиперэкспрессией CD87 
имеют худшие показатели общей выживаемости по 
сравнению с когортой больных с низким уровнем экс-
прессии CD87 (медиана выживаемости 17 vs 25 мес.; 
p = 0,0188) [17]. Однако антиген CD87 с гиперэкспрес-
сией на миелоидных клетках также коэкспрессиру-
ется на клетках здоровых тканей [20]. Несмотря на то 
что экспрессия CD87 не обнаружена на тромбоцитах и 
покоящихся В­ и Т­лимфоцитах, его экспрессируют ак-
тивированные естественные киллеры (NK) и Т­клетки 
[18]. Данный факт, с одной стороны, положительным 
образом коррелирует с инвазией активированных 
Т­лимфоцитов [21, 22], однако одновременно может 
служить лимитирующим фактором при применении 
анти­CD87 CAR T­клеточной терапии.

Учитывая гетерогенность ОМЛ и неспецифиче-
скую экспрессию опухолевых антигенов, необходимо 
повысить специфичность и безопасность при приме-
нении in vivo CAR T­клеток. Например, для повышения 
селективности нацеливания на опухолевые бластные 
клетки была разработана молекула двойного действия, 
цитотоксичность которой зависела от экспрессии CD87 
и активности сигнального пути MAPK [23].

Таким образом, для эффективного и безопасного 
лечения пациентов с онкологическими заболева-
ниями с помощью адоптивной CAR T­иммунотерапии, 
мишенью для которой является белок CD87, необ-
ходим комбинаторный подход. Последний заключа-
ется либо в независимом нацеливании на несколько 
антигенов, либо в использовании биспецифических 
CAR T­лимфоцитов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточные линии и первичные культуры
Клеточные линии HEK293T и HeLa были получены 

из криохранилища лаборатории генной инженерии и 
клеточной терапии ФГБУ «НМИЦ им. В.А. Алмазова» 
МЗ РФ. Данные линии были тестированы на мико-
плазму и STR­типированы. Клетки хранились в крио­

среде, содержащей 10 % DMSO и 90 % FBS (Hyclone, 
США). Их размораживали на водяной бане при темпе-
ратуре 37 °С и культивировали три пересева до начала 
эксперимента. HEK293T использовались в качестве 
продуцента вирусных частиц. Клетки HeLa подверга-
лись лентивирусной трансдукции для получения мо-
дельной клеточной линии с гиперэкспрессией CD87.

Первичная культура Т­лимфоцитов получена от 
здорового донора, подписавшего информированное 
согласие на взятие периферической крови в усло-
виях лицензированного медицинского учреждения. 
Т­клетки выделялись и активировались с помощью 
магнитных частиц Dynabeads Human T­activatorCD3/
CD28 (Invitrogen, США) из фракции мононуклеаров, 
отобранной после центрифугирования крови со ско-
ростью 400 g в течение 45 мин в растворе фиколла 
(«ПанЭко», Россия) плотностью 1,077 г/см3.

Клеточные линии HEK293T и HeLa культивирова-
лись в среде DMEM, содержащей глутамин («ПанЭко», 
Россия) с 10 % FBS (Hyclone, США), 100 ЕД/мл 
пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина. Для куль-
тивирования первичной культуры Т­лимфоцитов ис-
пользовалась среда RPMI­1640, содержащая глутамин 
(«ПанЭко», Россия) с добавлением 10 % FBS (Hyclone, 
США) и 300 ед. акт./мл человеческого рекомбинант-
ного интерлейкина­2 («Биотех», Россия). Клетки 
содержались в стерильных условиях в CO2­инкубаторе 
Binder, поддерживающем постоянную температуру 
37 °C и концентрацию CO2 5 %.

Клонирование генов, кодирующих рецептор CD87 
и анти-CD87-CAR в векторы PuroR_pUltra-Hot 
и 9c_CAR1_vPAX1
Для клонирования гена CD87 выполнена замена 

белка mCherry на ген устойчивости к пуромицину в 
плазмиде pUltra­hot (Addgene plasmid #24130; http://
n2t.net/addgene:24130; RRID:Addgene_24130), любезно 
предоставленной Малколмом Муром (Мемориальный 
онкологический центр им. Слоуна и Кеттеринга, США), 
выделялась мРНК из клеток HeLa с помощью RNeasy Mini 
Kit (QIAGEN, Германия), проводился синтез кДНК с ис-
пользованием MMLV RT kit («Евроген», Россия) и ампли-
фикация гена CD87 с добавлением сайтов рестрикции 
EcoRI и AsuNHI. Для амплификации использовались 
набор Herculase II Fusion Enzyme with dNTPs Combo 
(Agilent Technologies, США) и следующие праймеры: F20 
для aatGCTAGCATGGGTCACCCGCCGC, R20 для attGAATTC
TTAGGTCCAGAGGAGAGTGCCT. После этого проводилась 
рестрикция вставки и вектора, а также их лигирование.

Для создания конструкции анти­CD87­CAR ис-
пользовалась плазмида 9 с_CAR1_vPAX1, полученная 
в результате модификации lentiCRISPRv2 (Addgene 
plasmid #52961; http://n2t.net/addgene:52961; 
RRID:Addgene_52961), любезно предоставленной Фэном 
Чжаном (Институт Эли и Эдит Л. Брод при Массачусет-
ском технологическом институте и Гарварде, США), 
в которой проводилась замена нуклеазы Cas9 и пептида 
P2A на кассету CD19­CAR­T2A­FusionRed. В плазмиде 
9 с_CAR1_vPAX1 заменялась последовательность ан-
ти­CD19­CAR на синтезированную компанией «Евроген» 
последовательность химерного антигенного рецептора 
к белку CD87 с добавленными сайтами рестрикции 
XbaI и BshTI. Последовательность анти­CD87­CAR 
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Рис. 1. Схема конструкции химерного антигенного рецептора (CAR), направленного против антигена CD87
α-human CD87 scFv — одноцепочечный вариабельный фрагмент, специфичный для человеческого CD87; CD28 — шарнирно-трансмем-
бранно-внутриклеточная область; CD3ζ — внутриклеточный домен; FusionRed — репортерный белок; h.CD8α — основной пептид T-кле-
точного корецептора CD8, обеспечивающий транспорт белка на мембрану клетки; LTR — длинный концевой повтор; T2A — пептид для 
бицистронной экспрессии; WPRE — посттранскрипционный регуляторный элемент для усиления экспрессии.

Fig. 1. Diagram of anti-CD87 chimeric antigen receptor (CAR) structure
α-human CD87 scFv — single-chain variable fragment specific to human CD87; CD28 — hinge-transmembrane-intracellular region; CD3ζ — 
intracellular domain; FusionRed — reporter protein; h.CD8α — leader peptide of T-cell CD8 co-receptor providing protein transport to the cell 
membrane; LTR — long terminal repeat; T2A — peptide for bicistronic expression; WPRE — post-transcriptional up-regulatory element.

3’ LTRh.CD8α α-human
CD87 scFv

WPRECD3ζCD28 T2A FusionRed5' LTR

взята из работы C. Amor и соавт. [8]. Проводилась ре-
стрикция плазмиды и вставки по сайтам XbaI и BshTI 
с последующим лигированием. Полученная плазмида 
anti_CD87_CAR состояла из гена анти­CD87­CAR, пептида 
Т2А, обеспечивавшего бицистронную трансляцию, и ре-
портерного белка FusionRed, обеспечивающего оценку 
эффективности трансдукции (рис. 1).

Получение лентивирусных частиц
В работе использовались любезно предостав-

ленные Дженнифер Липпинкотт­Шварц (Нацио-
нальный институт здравоохранения Бетесда, США) 
pEGFP­VSVG (Addgene plasmid #11912; http://n2t.net/
addgene:11912; RRID:Addgene_11912) и Дидье Троно 
(Федеральная политехническая школа Лозанны, 
Швейцария) psPAX2 (Addgene plasmid #12260; http://
n2t.net/addgene:12260; RRID:Addgene_12260) плаз-
мидные ДНК, кодирующие белок оболочки вируса 
и вирусные белки соответственно. Для получения 
лентивирусных частиц использовались клетки 
HEK293T. Из расчета на чашку размером 10 см в 
1 мл бессывороточной среды Opti­MEM (Termofisher 
Scientific, США, 11058021) готовили две смеси для 
трансфекции. Смесь № 1: 10 мкг PsPax2, 4 мкг VSV­G, 
10 мкг CD87_PuroR_pUltraHot_Puro, 30 мкл PEI; смесь 
№ 2: 10 мкг PsPax2, 4 мкг VSV­G, 10 мкг anti_CD87_CAR, 
30 мкл PEI. Полученные смеси добавляли к клеткам 
HЕK293T. Через 6 ч проводилась смена среды на 
бессывороточную Opti­MEM, содержащую 5 ммоль 
натрия бутирата, а через 24 ч супернатант собирался, 
центрифугировался при скорости 2000 g в течение 
5–7 мин для осаждения клеток. Затем осветленный 
супернатант порциями переливался в центрифужные 
концентраторы Amicon Ultra­15 100 кДа (Millipore, 
Германия) и концентрировался центрифугированием 
при скорости 3000 g по 15 мин. После этого трижды 
осуществлялось промывание путем добавления в 
концентратор PBS (Millipore, Германия) и центрифуги-
рования со скоростью 3000 g в течение 15 мин. После 
промывки проводился отбор сконцентрированного 
вируса в фалькон.

Далее проводилось титрование вируса. Для этого 
на 12­луночные планшеты были посеяны клетки 
HEK293T в количестве 50 000 на лунку. Через 4 ч к 
клеткам добавляли протамина сульфат до конечной 

концентрации 50 мкг/мл и вносили вирусные ча-
стицы в следующих количествах на лунку планшета: 
0,1, 1, 5, 10, 20, 50 и 100 мкл. Клетки помещались 
в инкубатор, через 24 ч проводилась смена среды 
(без протамина сульфата). Через 48 ч клетки ана-
лизировались с помощью проточного цитометра и 
был рассчитан титр вируса по формуле: T = N × P / V 
(где T — титр, N — количество посеянных клеток, 
V — объем добавленного вирусного супернатанта, 
P — доля трансдуцированных клеток). Поскольку 
в векторе CD87_PuroR_pUltraHot_Puro отсутствовал 
репортерный белок, расчет вирусного титра не про-
водился. Однако титр был рассчитан для вирусных 
частиц, содержащих плазмиду anti_CD87_CAR: T = 106 
частиц/мл.

Трансдукция клеток с помощью лентивирусного 
вектора
Лентивирусной трансдукции подвергались клетки 

HeLa (спустя три пересева после разморозки) и Т­лим-
фоциты (спустя 48 ч после выделения и активации 
в условиях множественности заражения, равной 
10). Трансдукция проводилась путем добавления к 
клеткам смеси концентрированных вирусных частиц 
и раствора протамина сульфата конечной концен-
трации 50 мкг/мл в полной ростовой среде RPMI­1640 
(«ПанЭко», Россия). Спустя 6 ч после трансдукции 
Т­лимфоцитам и клеткам HeLa проводилась замена 
среды, а через 48 ч клетки HeLa высеивались на чашки, 
содержащие среду с пуромицином в концентрации 
5 мкг/мл. Клетки HeLa культивировали в данных 
условиях в течение 5 дней, затем антибиотик удаляли 
из среды для культивирования.

После прохождения селекции и достижения 90 % 
монослоя клетки анализировались на экспрессию 
трансгена методом количественной полимеразной 
цепной реакции (ПЦР). Через 48 ч после трансдукции 
Т­лимфоцитов выполнялся анализ эффективности 
трансдукции с помощью проточной цитометрии.

Анализ экспрессии CD87 методом 
количественной ПЦР
Для проведения ПЦР в реальном времени использо-

вался набор qPCRmix­HS SYBR («Евроген», Россия). В ка-
честве референсного гена был выбран GAPDH. Дизайн 
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праймеров для амплификации CD87 был следующим: 
F20 для aatGCTAGCATGGGTCACCCGCCGC, R20 для attGAATTC
TTAGGTCCAGAGGAGAGTGCCT. Дизайн праймеров для ам-
плификации GAPDH: F20 для CCGCATCTTCTTTTGCGTCG, 
R20 для GCCCAATACGACCAAATCCGT.

Проточная цитометрия
Трансдуцированные лимфоциты анализирова-

лись на проточном цитометре CytoFLEX (Beckman 
Coulter, США). Нетрансдуцированные лимфоциты 
использовались для калибровки прибора. CAR 
T­клетки инкубировались с антителами DuraClone IM 
T Cell Subsets Tube (Beckman Coulter, США), меченными 
флюоресцентными белками, в соответствии с реко-
мендациями производителя.

Иммуноферментный анализ
Для определения концентрации интерферона­γ 

(IFN­γ), выделяемого Т­клетками при сокультиви-
ровании с мишенями, использовался набор «Гам-
ма­Интерферон­ИФА­БЕСТ» («Вектор­Бест», Россия). 
Иммуноферментный анализ (ИФА) выполнялся в 
соответствии с протоколом производителя. Анализи-
руемые образцы были рассеяны в количестве 25 000/
лунка (клетки HeLa_wt, HeLa_CD87, T­лимфоциты, CAR 
T­лимфоциты). Как HeLa_wt, так и HeLa_CD87 были 
инкубированы с Т­ и CAR T­лимфоцитами, взятыми в 
количестве 50 000/лунка.

Оценка результатов ИФА проводилась с использова-
нием спектрофотометра вертикального сканирования 
при основной длине волны 450 нм и длине волны 
сравнения 655 нм. По полученным данным выполнено 
построение в линейных координатах калибровочного 
графика зависимости среднего арифметического зна-
чения оптической плотности в калибровочных образцах 
от концентрации IFN­γ и определение концентрации 
IFN­γ в контрольном и анализируемых образцах.

Оценка цитотоксической активности CAR 
T-лимфоцитов in vitro
Для оценки цитотоксических свойств CAR T­лим-

фоцитов использовалась система анализа клеток в 

реальном времени xCELLigence Biosensor RTCA (Agilent 
Technologies, США). Трансдуцированные (HeLa_CD87) 
и немодифицированные клетки (HeLa_wt) были 
рассеяны в лунки микротитровальных пластин в 
количестве 25 000/лунка. Спустя 22 ч к ним добав-
лялись Т­ и CAR T­лимфоциты в количестве 50 000/
лунка. Относительно точки добавления лимфоцитов 
был нормализован клеточный индекс (в данной точке 
времени он равен единице). В качестве контроля были 
взяты клетки HeLa без добавления эффекторов.

Статистический анализ
Для статистического анализа данных использо-

вался непараметрический критерий Манна—Уитни. 
Статистически значимыми считались различия между 
выборками (n = 3) при p ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Уровень экспрессии CD87 в трансдуцированных 
клетках HeLa
Согласно результатам ПЦР в реальном времени, 

полученная клеточная линия HeLa экспрессирует 
антиген CD87 в 1000 раз больше, чем немодифициро-
ванная клеточная линия (рис. 2).

Эффективность трансдукции CAR T-лимфоцитов
Методом лентивирусной трансдукции получены 

анти­CD87 CAR T­лимфоциты с эффективностью 
трансдукции 8,4 %. Невысокое значение эффективности 
трансдукции, вероятно, связано с недостаточным коли-
чеством вирусных частиц, добавляемых к Т­клеткам.

Субпопуляционный состав CAR T-лимфоцитов
Анализируемые на проточном цитометре после 

инкубации с антителами CAR T­клетки имеют мар-
керы активации CD27 и CD28, что определяет их 
эффективную работу по лизису клеток­мишеней. Од-
нако наблюдается повышение экспрессии (20,66 %) 
маркера истощения CD279 (PD1), который может 
блокировать передачу сигнала с химерного антиген-
ного рецептора, тем самым снижая эффективность 
Т­клеточного иммунного ответа при взаимодействии 
с мишенями (рис. 3).

Известно, что персистенция CAR T­продукта и 
общая эффективность терапии с использованием CAR 
T­клеток коррелируют с наличием менее дифферен-
цированных субпопуляций T­клеток как CD8+, так и 
CD4+ в конечном продукте [24]. В частности, было по-
казано, что экспансия T­клеток с CAR, направленным 
на антиген CD19, зависит от процентного соотно-
шения наивных T­клеток и клеток­предшественниц 
T­клеток памяти [23]. В нашей работе 98,51 % полу-
ченных CAR T­клеток имели фенотип Т­клеток цен-
тральной памяти (рис. 4). На основании этих данных 
мы можем сделать вывод о необходимости получения 
более разнообразного по фенотипам T­клеточного 
состава конечного продукта, что можно достичь 
путем модуляции среды для культивирования [23]. 
Например, можно использовать другой биореактор 
или культивировать Т­лимфоциты в чашках; наряду с 
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Рис. 2. Результаты ПЦР:
HeLa_CD87 — уровень экспрессии CD87 в трансдуцированных 
клетках; HeLa_wt — уровень экспрессии CD87 в нетрансдуциро-
ванных клетках

Fig. 2. PCR results:
HeLa_CD87 — CD87 expression level in transduced cells; HeLa_
wt — CD87 expression level in non-transduced cells
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Рис. 3. Влияние CAR T-лимфоцитов на экспрессию поверхностных маркеров:
А — активация (CD27, CD28); Б — истощение (CD279)

Fig. 3. Surface marker expression depending on CAR-T lymphocytes:
А — activation (CD27, CD28); Б — exhaustion (CD279)
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Рис. 4. Анализ субпопуляционного состава CAR T-лимфоцитов:
А — экспрессия CD4 и CD8; Б — экспрессия CD197 и CD45RA
TCM — Т-клетки центральной памяти; TЕM — Т-клетки эффекторной памяти.

Fig. 4. Analysis of CAR-T lymphocyte subpopulation pattern:
А — CD4 and CD8 expression; Б — CD197 and CD45RA expression
TCM — central memory T-cells; TЕM — effector memory T-cells.
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интерлейкином­2 (IL­2) использовать IL­7 и IL­15 при 
культивировании.

Таким образом, значительная доля CAR T­лим-
фоцитов имеет маркер истощения PD1, что вместе с 
фенотипом, указывающим на более дифференциро-
ванное состояние Т­клеток, и меньшим количеством 
Т­хелперов по сравнению с Т­киллерами (1:7 соответ-
ственно) позволяет предсказывать снижение качества 
работы клеточного препарата in vivo.

Определение концентрации IFN-γ, 
секретируемого CAR T-лимфоцитами
С помощью ИФА определена концентрация IFN­γ в 

среде после сокультивирования CAR T­лимфоцитов с 
клетками HeLa. Так, анти­CD87 CAR T­клетки продуци-
руют в 33–57 раз больше IFN­γ, чем Т­лимфоциты, при 
инкубации с мишенями и в 1100–1400 раз больше, 
чем Т­ и CAR T­лимфоциты, не сокультивированные с 
клетками­мишенями (рис. 5).
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Рис. 5. Результаты иммуноферментного анализа:
1–4  — концентрация интерферона-γ (IFN-γ) в среде после со-
культивирования T- и CAR T-лимфоцитов с клетками-мишенями; 
5–8 — концентрация IFN-γ в среде контрольных образцов

Fig. 5. Immunoassay results:
1–4 — interferon-γ (IFN-γ) concentration in the medium after T- and 
CAR-T lymphocyte co-cultivation with target cells; 5–8  — IFN-γ 
concentration in the medium of control samples
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Fig. 6. Changes in cell index (КИ) before and after CAR-T cell and Т-lymphocyte addition to target cells

Полученные данные позволяют сделать вывод, что 
CAR T­клетки демонстрируют специфическое высвобо-
ждение IFN­γ при взаимодействии с целевым антигеном 
CD87, находящимся на поверхности атакуемых клеток.

Цитотоксическая активность CAR T-лимфоцитов 
in vitro
По результатам тестирования цитотоксичности 

в реальном времени видно, что до добавления лим-
фоцитов клеточный индекс всех анализируемых об-
разцов увеличивался, поскольку происходила адгезия 
к микроэлектродам клеток HeLa и их пролиферация. 
После добавления Т­лимфоцитов клеточный индекс 
продолжал расти для контрольных образцов и клеток 
HeLa, к которым добавлялись T­лимфоциты, по-
скольку клетки HeLa продолжали пролиферировать. 
В случае добавления CAR T­лимфоцитов клеточный 
индекс уменьшался, т. к. происходил лизис мишеней 
(рис. 6).

Рис.  7. (А, Б) Сравнительные диаграммы цитотоксичности CAR 
T-клеток и T-лимфоцитов через 20 ч после добавления к клет-
кам-мишеням на основании изменения клеточного индекса 
(КИ)

Fig. 7. (А, Б) Comparison charts of CAR-T cell and Т-lymphocyte cy-
totoxicity 20 hours after their addition to target cells based on cell 
index (КИ) changes
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Полученные СAR T­лимфоциты по сравнению с 
нетрансдуцированными Т­лимфоцитами проявляют 
специфическую и выраженную спустя 20 ч цито-
токсичность в отношении мишеней CD87+ из обеих 
клеточных линий HeLa (рис. 7).

При сравнении воздействия CAR T­лимфоцитов 
на гиперэкспрессию CD87 и на немодифицированные 
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клетки HeLa наблюдается разница лишь в эффектив-
ности цитотоксичности, а качественно результат не 
отличается (СAR T­лимфоциты лизируют клетки из 
обеих линий) (рис. 8).

Однако, учитывая, что экспрессия CD87 в трансду-
цированных и не подвергшихся трансдукции клетках 
HeLa отличалась в 1000 раз, можно предположить 
наличие цитотоксического воздействия на здоровые 
клетки in vivo, т. к. цитотоксичность анти­CD87 CAR 
T­лимфоцитов не коррелирует линейно с плотностью 
антигена CD87 на поверхности клеток­мишеней.

ОБСУЖДЕНИЕ

CD87 — многофункциональный поверхностный белок, 
активно участвующий в прогрессировании множества 
заболеваний. Маркер CD87 имеет потенциал стать уни-
версальной мишенью для адоптивной иммунотерапии 
многих типов опухолей. Анти­CD87 CAR T­лимфоциты 
могут использоваться в качестве противоопухолевого 
препарата для терапии ОМЛ ввиду высокой экс-
прессии антигена на опухолевых клетках. Что касается 
экспрессии CD87 в здоровых тканях человека, она 
наиболее выражена в клетках костного мозга (миело-
моноцитарные предшественники: миелобласты, мо-
нобласты или промоноциты; гранулоциты; моноциты 
и макрофаги; активированные NK­клетки) за исключе-
нием Т­ и В­лимфоцитов и гемопоэтических стволовых 
клеток [17, 19]. Помимо перечисленных выше клеток 
uPAR обнаружен на поверхности эндотелиоцитов, 
фибробластов, мышечных клеток и клеток многих 
солидных опухолей [17].

Полученные CAR T­лимфоциты с использованием 
химерного антигенного рецептора, состоящего из 
антигенраспознающего домена, который образован 
фрагментами вариабельных цепей антитела, свя-
занных коротким линкерным пептидом, сигнал­про-
водящего активационного (CD3ζ) и костимулирую-
щего (CD28) доменов, обладают ярко выраженной 
и специфической цитотоксичностью к клеткам­ми-
шеням, экспрессирующим CD87. Эффективность ци-
тотоксической активности, по полученным данным, 
коррелирует с уровнем экспрессии антигена, но не 
имеет линейной зависимости от нее. При этом ми-
нимальный уровень экспрессии CD87, необходимый 
для элиминации опухоли и позволяющий оценить 
вероятность цитотоксического воздействия на здо-
ровые клетки, не был определен. Ввиду доказанной 
цитотоксичности in vitro изученный CAR T­препарат 
нуждается в обязательном уточнении предыдущего 
положения для оценки профиля безопасности in vivo.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Недавно опубликованные данные относительно кли-
нических исследований рецептора NKG2D показали 
отсутствие объективных реакций опухолевых клеток, 
за исключением временного улучшения гематоло-
гических параметров у 1 пациента с ОМЛ при самой 
высокой дозировке, и случаев стабилизации забо-
левания [25]. В соответствии с предшествующими 

экспериментами на мышиных моделях, требующих 
повторных инфузий клеток, которые экспрессируют 
рецептор NKG2D, для полной элиминации опухоли, 
у большинства пациентов персистенция NKG2D CAR 
Т­клеток была невысокой [26]. Исходя из имеющихся 
данных, мы можем сделать вывод, что создание 
T­лимфоцитов, экспрессирующих CAR к антигену 
CD87, подобно клеткам с химерным антигенным ре-
цептором NKG2D, лиганды которого также могут экс-
прессироваться на клетках здоровых тканей, требует 
наличия дополнительного регуляторного механизма, 
повышающего их специфичность и, как следствие, 
безопасность при применении in vivo.

В данном контексте мы можем обратиться к уже 
прошедшей апробацию модели биспецифических 
CAR T­клеток с регулируемой экспрессией химерного 
антигенного рецептора. При использовании такого 
подхода связывание с целевым антигеном первого 
рецептора, постоянно экспрессирующегося на поверх-
ности CAR Т­клеток, не запускает их активацию, а ин-
дуцирует расщепление рецептора и высвобождение 
домена SynNotch, который, в свою очередь, проникает 
в ядро и активирует транскрипцию второго рецептора 
[27]. Такой подход обеспечивает высокоспецифичное 
распознавание опухолевых клеток.

Кроме того, представляет интерес стратегия 
использования ключевых особенностей микроокру-
жения опухоли, которые, в частности, связаны с исто-
щением питательных веществ, низким внеклеточным 
рН (ацидозом) и низкой оксигенацией (гипоксией) 
[28]. В недавней работе по созданию регулируемых 
CAR T­лимфоцитов, экспрессия химерного антиген-
ного рецептора, с одной стороны, контролировалась 
тандемными повторами из гена эритропоэтина 
человека, активирующими экспрессию химерного 
рецептора в условиях гипоксии. С другой стороны, 
С­конец цитоплазматического домена CAR — CD3ζ был 
сшит с доменом от HIF­1α (фактора, индуцируемого 
гипоксией 1α), вызывающим убиквитинирование и 
последующую деградацию белка при нормоксии [29]. 
Таким образом, была получена система с двойным 
контролем активации CAR T­лимфоцитов, обеспечи-
вающая их работу только в микроокружении опухоли.

Рис.  8. Клеточный индекс (КИ) через 20  ч после добавления 
к клеткам-мишеням CAR T-лимфоцитов

Fig. 8. The cell index (КИ) 20 hours after CAR-T lymphocyte addition 
to target cells
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Резюмируя все вышесказанное, можно сделать 
вывод о возможности успеха использования адоптивной 
иммунотерапии на основе Т­клеток с химерным анти-
генным рецептором к антигену CD87 с дополнительной 
системой регуляции CAR T­лимфоцитов, повышающей 
их специфичность и безопасность.
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