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РЕФЕРАТ
Цель. Создание анти-PD-L1 CAR T-эффекторов, несущих 
внеклеточный домен PD-1 в  качестве антигенраспоз-
нающего участка, и  исследование их цитолитической 
активности. Функциональная оценка анти-PD-L1 CAR 
T-эффекторов in vitro с перспективой применения в муль-
титаргетной терапии опухолевых новообразований.
Материалы и методы. Конструкция химерного антиген-
ного рецептора PD-1 была создана с помощью молеку-
лярного клонирования антигенраспознающего участка 
молекулы человеческого PD-1 (аминокислоты 12–170) 
в экспрессионный плазмидный вектор млекопитающих 
с  добавлением активационного и  костимулирующего 
доменов. Первичные Т-лимфоциты мононуклеарной 
фракции периферической крови здорового донора по-
лучены методом экспансии комбинации моноклональ-
ных антител по  поверхностным маркерам CD3/CD28. 
Анти-PD-L1 CAR T-эффекторы получены путем лентиви-
русной трансдукции генома первичных Т-лимфоцитов 
здорового донора. Экспрессию химерного рецептора 
PD-1 и эффективность трансдукции оценивали методом 
проточной цитофлюориметрии. Специфическую цито-
токсическую активность анти-PD-L1 CAR T-эффекторов 
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ABSTRACT
Aim. To generate anti-PD-L1 CAR-T effectors carrying ex-
tracellular domain PD-1 as antigen-recognizing site and to 
study their cytolytic activity as well as to functionally assess 
the anti-PD-L1 CAR-T effectors in vitro with a view to apply 
them in multi-targeted tumor therapy.
Materials & Methods. Chimeric antigen receptor PD-1 was 
constructed using molecular cloning of PD-1 antigen-recog-
nizing region (12–170 amino acids) into mammalian expres-
sion plasmid vector adding activation and co-stimulatory 
domains. Primary Т-lymphocytes of healthy donor periphe-
ral blood mononuclear fraction were derived by expanding 
monoclonal antibody combination on surface markers CD3/
CD28. Anti-PD-L1 CAR-T effectors were obtained by lenti-
viral transduction of primary T-lymphocyte genome of a 
healthy donor. Chimeric antigen receptor PD-1 expression 
and transduction efficiency were assessed by flow cytofluo-
rometry. Specific cytotoxicity of the anti-PD-L1 CAR-T effec-
tors was analyzed in vitro by means of real-time cytotoxicity 
assay (RTCA) with HeLa_PD-L1 target cell line co-cultivation. 
The level of cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ, and 
IL-17A was assessed by flow cytofluorometry using Human 
Th1/Th2/Th17 CBA Kit (BD, USA).
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анализировали in vitro с помощью теста цитотоксично-
сти в реальном времени (RTCA) при сокультивировании 
с  клетками-мишенями линии HeLa_PD-L1. Содержание 
цитокинов IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ, IL-17A оцени-
вали методом проточной цитофлюориметрии с исполь-
зованием набора Human Th1/Th2/Th17 CBA Kit (BD, США).
Результаты. Эффективность лентивирусной трансдук-
ции и  доля анти-PD-L1 CAR T-эффекторов составили 
42  %. Специфичность цитотоксического ответа анти- 
PD-L1 CAR T-эффекторов при  низком соотношении 
эффектора/опухоли (1:20) верифицирована снижени-
ем клеточного индекса (КИ) при  сокультивировании 
с HeLa_PD-L1 (КИ = 0,738) в 1,5 раза по сравнению с кон-
тролем (КИ  =  1,0645). Увеличение синтеза цитокинов 
IL-2 (1000 пг/мл), IL-6 (438,5 пг/мл), TNF-α (44 пг/мл), IFN-γ 
(1034  пг/мл) при  сокультивировании с  таргетной лини-
ей-мишенью HeLa_PD-L1 указывает на  функциональ-
ность исследуемых клеток-эффекторов.
Заключение. Нами получен и проверен in vitro химер-
ный антигенный рецептор против PD-L1. Анти-PD-L1 CAR 
T-лимфоциты специфически «узнают» и  способствуют 
цитолизу опухолевых клеток-мишеней путем высокой 
секреции провоспалительных цитокинов IFN-γ, TNF-α, 
IL-6 и  IL-2. Химерный антигенный рецептор PD-1 мож-
но модифицировать в  активирующий (CSR) делецией 
CD3ζ-домена и использовать совместно с другими CAR 
без прогнозируемой неспецифической токсичности.

Ключевые слова: CAR T-клеточная терапия,  PD-1, 
анти-PD-L1 CAR T-эффекторы, микроокружение 
опухоли, мультитаргетная иммунотерапия.
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Results. The efficiency of lentiviral transduction and the pro-
portion of the anti-PD-L1 CAR-T effectors were 42  %. The 
specificity of cytotoxic response of the anti-PD-L1 CAR-T 
effectors with a low effector/tumor ratio (1:20) was verified 
during HeLa_PD-L1 co-cultivation by a 1.5-fold decrease in 
the cell index (CI = 0.738) versus control (CI = 1.0645). The 
increase in synthesis of cytokines IL-2 (1000 pg/mL), IL-6 
(438.5 pg/mL), TNF-α (44 pg/mL), and IFN-γ (1034 pg/mL) 
during HeLa_PD-L1 target cell line co-cultivation confirms 
the functionality of the analyzed effector cells.
Conclusion. Anti-PD-L1 chimeric antigen receptor was con-
structed and tested in vitro. Anti-PD-L1 CAR-T lymphocytes 
specifically recognize and promote the cytolysis of tumor 
target cells by increased secretion of pro-inflammatory cyto-
kines IFN-γ, TNF-α, IL-6, and IL-2. Chimeric antigen receptor 
PD-1 can be modified into chimeric switch receptor (CSR) by 
deleting CD3ζ-domain and can be used together with other 
CARs without predicted non-specific toxicity.

Keywords: CAR-T cell therapy, PD-1, anti-PD-L1 CAR-T 
effectors, tumor microenvironment, multi-targeted 
immunotherapy.
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ВВЕДЕНИЕ

Адоптивная иммунотерапия CAR T-клетками является 
одним из наиболее быстро развивающихся лечебных 
подходов при злокачественных новообразованиях. 
После официального одобрения первого CAR T-препа-
рата практически ежегодно регистрировались новые 
CAR-T-клеточные продукты. В частности, в 2021 г. 
было зарегистрировано сразу пять CAR T-препаратов. 
К настоящему времени одобрено 8 различных препа-
ратов (табл. 1). Следует отметить, что все упомянутые 
биомедицинские продукты показали высокую эффек-
тивность в терапии злокачественных лимфопроли-
феративных заболеваний [1]. Более 150 компаний во 
всем мире занимаются разработкой CAR T-продуктов. 

Насчитывается более 800 зарегистрированных кли-
нических исследований. Наряду с исследованиями 
CAR T-клеток, применяемых в качестве монотерапии, 
увеличивается количество исследований с исполь-
зованием CAR T-препаратов в комбинации с ингиби-
торами контрольных точек PD-1/PD-L1, а также с хи-
миотерапией. Поскольку канцерогенез представляет 
собой сложный процесс, сопровождающийся форми-
рованием уникального клеточного микроокружения, 
необходимого для роста и резистентности опухоли, 
применение CAR T-клеток в комбинированной 
терапии направлено на преодоление ограничений 
адоптивной клеточной иммунотерапии и усиление ее 
эффективности (рис. 1).

Стандартная CAR T-клеточная терапия состоит 
из ряда последовательных этапов, включающих 
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Таблица 1. CAR T-клеточные продукты, одобренные FDA (США) и регуляторными органами КНР

Продукт CAR-T
Маркер-
мишень Компания Заболевание

Первичная 
регистрация 

Kymriah (тисагенлеклейсел) CD19 Novartis Рецидивы/рефрактерные В-ОЛЛ, ДВКЛ de novo, ДВКЛ 
как результат трансформации фолликулярной 
лимфомы, В-клеточная лимфома высокой степени 
злокачественности, фолликулярная лимфома

2017 г.*

Yescarta (аксикабтаген 
силолейсел)

CD19 Gilead/Kite Pharma Рецидивы/рефрактерные ДВКЛ, первичная медиасти-
нальная В-крупноклеточная лимфома, В-клеточная 
лимфома высокой степени злокачественности, 
ДВКЛ как результат трансформации фолликулярной 
лимфомы, фолликулярная лимфома

2017 г.*

Teractus (брексукабтаген 
аутолейсел)

CD19 Gilead/Kite Pharma Рецидивы/рефрактерные В-ОЛЛ, лимфома из клеток 
мантии

2020 г.*

Breyanzi (лизокабтаген 
маралейсел)

CD19 Bristol-Myers Squibb Рецидивы/рефрактерные ДВКЛ, первичная медиасти-
нальная В-крупноклеточная лимфома, В-клеточная 
лимфома высокой степени злокачественности, 
фолликулярная лимфома

2021 г.*

Abecma (идекабтаген 
виклейсел)

BCMA Bristol-Myers Squibb/
Bluebird bio

Рецидивы/рефрактерное течение множественной 
миеломы

2021 г.*

FKC-876 (по лицензии 
Yescarta)

CD19 FosunKite Рецидивы/рефрактерные ДВКЛ, первичная медиасти-
нальная В-крупноклеточная лимфома, В-клеточная 
лимфома высокой степени злокачественности, 
ДВКЛ как результат трансформации фолликулярной 
лимфомы

2021 г.**

Carteyva (релмакабтаген 
аутолейсел)

CD19 JW Therapeutic Рецидивы/рефрактерные ДВКЛ, фолликулярная 
лимфома

2021 г.**

Carvykti (цилтакабтаген 
аутолейсел)

BCMA Legend biotech/
Janssen oncology

Рецидивы/рефрактерное течение множественной 
миеломы

2022 г.*

FDA — Управление по контролю за качеством пищевых продуктов и лекарственных средств США; В-ОЛЛ — В-клеточный острый лимфобластный 
лейкоз; ДВКЛ — диффузная В-крупноклеточная лимфома.
* CAR T-клеточные продукты, одобренные FDA.
** CAR T-клеточные продукты, одобренные Национальным управлением медицинской продукции Китая.

Риc. 1. Опухоль и компоненты ее микроокружения

Fig. 1. Tumor and components of its microenvironment

Компоненты внеклеточного матрикса

Опухоль-ассоциированный фибробласт

В-лимфоцит Т-лимфоцит

Макрофаг NK-клетка

Дендритная
клетка Клетка опухоли

лимфодеплецию (кондиционирование) и инфузию 
генетически модифицированных Т-лимфоцитов. Цель 
этапа кондиционирования заключается в снижении 
опухолевой нагрузки и редукции регуляторных им-
мунных клеток, в особенности регуляторных T-лим-
фоцитов. В свою очередь, T-регуляторные лимфоциты, 
экспрессирующие как PD-L1, так и PD-1, способны 

контролировать толерантность пула Т-клеток [2] и 
подавлять функцию CAR T-клеток. Последние помимо 
того, что оказывают цитотоксическое воздействие 
и стимулируют общий Т-клеточный ответ, рекрути-
руют компоненты неспецифического иммунитета. 
Очевидно, что удаление лимфоцитов является ток-
сичным, но CAR T-клеточная терапия у пациентов, не 
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получавших режим кондиционирования, оказывается 
неэффективной [3, 4]. Наиболее распространенными 
и эффективными являются режимы кондициониро-
вания с использованием флударабина, циклофосфа-
мида. В сравнении с монотерапией циклофосфамидом 
при применении комбинированной схемы лимфоде-
плеции отмечались более высокие показатели проли-
ферации CAR T-клеток, длительная их персистенция, 
а также более высокая частота ответа на проводимую 
терапию. Кроме того, схемы кондиционирования 
могут варьировать и зависят от возможной рези-
стентности опухолевых клеток к противоопухолевым 
препаратам [5–7].

Помимо снижения опухолевой нагрузки неко-
торые противоопухолевые препараты могут способ-
ствовать смене иммунного статуса опухоли. Из рези-
стентной, не способной быть инфильтрированной 
Т-лимфоцитами опухоль может перейти в активное 
иммуногенное состояние. Кроме того, статус имму-
нологически активной опухоли принято связывать с 
высоким уровнем экспрессии PD-L1, а резистентную 
к иммунотерапии опухоль — с низким уровнем 
экспрессии этого маркера. Относительно экспрессии 
PD-L2 сходных данных не представлено [8].

Механизм элиминации мишени CAR T-клетками 
реализуется в первую очередь за счет экспрессии цито-
кинов, а также благодаря образованию иммунного си-
напса с выделением гранзимов и перфоринов, который 
в отличие от Т-клеточного рецептора не структурирован 
[9]. В контексте CAR T-клеточной терапии наиболее упо-
минаемым и изучаемым является интерлейкин-6 (IL-6). 
Необходимо отметить, что высокий уровень экспрессии 
IL-6 может индуцироваться в микроокружении опухоли 
как под влиянием иммунного ответа, так и при воздей-
ствии противоопухолевых препаратов. В свою очередь, 
данный цитокин существенно влияет на иммунный 
ответ, поскольку непрерывный воспалительный ответ 
приводит к активации проонкогенных путей и исто-
щению иммунных Т-клеток [10].

Недавние исследования причин полиорганной 
недостаточности у пациентов с COVID-19 и синдромом 
высвобождения цитокинов выявили два основных ци-
токина: интерферон-γ (IFN-γ) и фактор некроза опухо-
лей-α (TNF-α), которые участвуют в программируемой 
гибели клеток, названной ПАНоптоз (PANoptosis) 
[11]. Экспрессия CAR T-клетками данных цитокинов и 
чувствительность к ним опухолевых клеток, согласно 
многочисленным исследованиям, необходимы для 
успешной CAR T-клеточной терапии. При недоста-
точной передаче сигналов TNF-α и IFN-γ эффектив-
ность противоопухолевого ответа снижается. В то же 
время мышиные модели с нокаутом гранзима и пер-
форина не демонстрируют значительного снижения 
эффективности противоопухолевого иммунитета 
[12–14]. Однако данные механизмы могут быть спра-
ведливы только в отношении солидных опухолей [15]. 
Кроме того, IFN-γ способен активировать экспрессию 
PD-L1, выступающего в качестве важного регулятора 
иммунного ответа со стороны не только опухолевых 
клеток, но и микроокружения [16, 17].

PD-L1 является лигандом рецептора програм-
мируемой гибели-1 (PD-1) и экспрессируется на 
поверхности иммунных клеток (дендритных, 

макрофагов, Т- и В-лимфоцитов), а также гиперэкс-
прессируется на поверхности опухолевых клеток. 
PD-1 — распространенный иммуносупрессивный 
белок, встречающийся на поверхности активи-
рованных T-лимфоцитов, дендритных клеток, 
моноцитов. Взаимодействие между рецептором 
PD-1 и его лигандом PD-L1 приводит к развитию 
иммунной толерантности, благодаря чему осущест-
вляется механизм защиты клеток от аутоиммунных 
поражений. При взаимодействии рецептора PD-1 с 
лигандом PD-L1 на поверхности опухолевых клеток 
происходит ингибирование пролиферации PD-1-по-
зитивных иммунных клеток, что приводит к укло-
нению опухолевых клеток от иммунного ответа.

Открытие и исследование сигнального пути 
PD-1/PD-L1 обусловили появление моноклональных 
антител — ингибиторов контрольных точек (ИКТ) 
иммунного ответа, которые стали значимым этапом 
в лечении опухолевых заболеваний (табл. 2) [18, 19]. 
Благодаря иммунному редактированию применение 
ИКТ стимулирует и усиливает иммунный ответ, 
блокируя взаимодействия PD-1/PD-L1. В настоящее 
время терапия, направленная на PD-1 и его лиганд 
PD-L1, является наиболее широко исследуемой 
областью в онкоиммунологии. Моноклональные ан-
титела против PD-1/PD-L1 применяются при многих 
опухолевых заболеваниях, таких как меланома, рак 
легкого, лимфомы, колоректальный рак, плоско-
клеточный рак головы и шеи, гепатоцеллюлярный 
рак, рак шейки матки, почки, желудка, молочной 
железы, и ряде других злокачественных новообра-
зований. Терапия ИКТ в качестве адъювантной или 
неоадъювантной дает заметный, однако недоста-
точный эффект. Частота клинического ответа при 
лечении ИКТ достигает не более 40 %. Применение 
моноклональных антител против PD-1/PD-L1 у 
пациентов с прогрессированием или рецидивами 
злокачественных новообразований демонстрирует 
увеличение показателей выживаемости в сравнении 
с результатами лечения по стандартным схемам 
противоопухолевой терапии, однако частота полного 
клинического ответа остается низкой и не превышает 
15 % [20, 21].

Недостаточная эффективность терапии ИКТ с 
низкой частотой ответа связана с рядом факторов, 
в т. ч. с уменьшением интенсивности инфильтрации 
опухоли Т-клетками [21]. Кроме того, чувствительность 
к иммунотерапии может значительно варьировать в 
зависимости от гетерогенности опухоли, механизма 
презентации антигена или активации различных сиг-
нальных путей, приводящих к клеточной гибели [22].

Для повышения эффективности адоптивной 
иммунотерапии возможны следующие лечебные под-
ходы: 1) комбинированная терапия с использованием 
разных ИКТ [23]; 2) комбинированная терапия с при-
менением онколитических вирусов, способствующих 
лимфоцитарной инфильтрации и переходу опухоли в 
активное иммуногенное состояние [24]; 3) локальная 
термоабляционная терапия (например, радиоча-
стотная абляция), химио- и лучевая терапия [25]. В 
последние годы также стало актуальным воздействие 
на сенесцентные (стареющие) клетки опухолевого 
микроокружения [26–28].
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Таблица 2. Основные моноклональные антитела — ингибиторы иммунных контрольных точек

Мишень Препарат Заболевание
PD-1 Ниволумаб* Меланома, лимфома Ходжкина, НМРЛ, гепатоцеллюлярный рак, плоскоклеточный рак головы и шеи, 

уротелиальный рак, колоректальный рак, рак желудка (аденокарцинома), рак пищевода (аденокарцинома, 
плоскоклеточный рак), почечноклеточный рак

PD-1 Пембролизумаб* Меланома, НМРЛ, лимфома Ходжкина, первичная медиастинальная В-крупноклеточная лимфома, уротели-
альный рак, злокачественные новообразования с высоким уровнем микросателлитной нестабильности, 
рак желудка (HER2-позитивная аденокарцинома), рак шейки матки (с экспрессией PD-L1), плоскоклеточный 
рак головы и шеи, гепатоцеллюлярный рак, почечноклеточный рак, рак эндометрия, плоскоклеточный рак 
кожи, тройной негативный рак молочной железы (с экспрессией PD-L1)

PD-1 Достарлимаб* Рак эндометрия, солидные опухоли с дефицитом системы репарации неправильно спаренных пар оснований 
(dMMR)

PD-1 Цемиплимаб* Плоскоклеточный рак кожи, базальноклеточный рак кожи, НМРЛ
PD-1 Тислелизумаб Плоскоклеточный рак пищевода, гепатоцеллюлярный рак, НМРЛ, назофарингеальный рак, лимфома Ходж-

кина, уротелиальный рак (с экспрессией PD-L1)
PD-1 Торипалимаб Меланома, назофарингеальный рак, уротелиальный рак
PD-1 Пенпулимаб Лимфома Ходжкина, назофарингеальный рак, НМРЛ
PD-L1 Атезолизумаб* Уротелиальный рак, НМРЛ, гепатоцеллюлярный рак, меланома, мелкоклеточный рак легкого
PD-L1 Авелумаб* Рак из клеток Меркеля, уротелиальный рак, почечноклеточный рак
PD-L1 Дурвалумаб* НМРЛ, мелкоклеточный рак легкого, рак желчных протоков
CTLA-4 Ипилимумаб* Меланома, почечноклеточный рак, НМРЛ, гепатоцеллюлярный рак, колоректальный рак, мезотелиома плевры, 

плоскоклеточный рак пищевода
CTLA-4 Тремелимумаб* НМРЛ при отсутствии мутаций в гене EGFR или ALK-аберраций, гепатоцеллюлярный рак
НМРЛ — немелкоклеточный рак легкого.
* Ингибиторы иммунных контрольных точек, одобренные Управлением по контролю за качеством пищевых продуктов и лекарственных средств США 
(FDA).

Таблица 3. Клинические исследования анти-PD-L1 CAR T-клеточной 
терапии в 2022 г.

Мишень/тип CAR 
T-клеточного 

продукта Заболевание

Идентификационный 
номер клинического 

исследования
VEGFR1 и PD-L1 

CAR-T
Злокачественные 

новообразования 
с плевральными 
или перитонеаль-
ными метастазами

NCT05477927

PD-L1, 
облученные 
CAR-NK

Рецидивы и метастазы 
рака желудка 
или плоскоклеточ-
ного рака головы 
и шеи

NCT04847466

HER2 и PD-L1 
(CSR) CAR-T

Рак (HER2-позитивный) 
с плевральными 
или перитонеаль-
ными метастазами

NCT04684459

c-Met/PD-L1 CAR-T Гепатоцеллюлярный 
рак

NCT03672305

MC-19PD1 CAR-T Рецидивы или реф-
рактерное течение 
В-клеточной 
лимфомы

NCT03932955

PD-1/CD28 (CSR) 
CD19 CAR-T

Рецидивы 
или рефрактерное 
течение диффузной 
В-крупноклеточной 
лимфомы

NCT04850560

Благодаря высокой клинической и фундамен-
тальной значимости PD-L1 стал прямой мишенью 
для CAR T-клеток. К настоящему времени известно 
о 6 клинических исследованиях терапии солидных 
новообразований и В-клеточных лимфом с примене-
нием анти-PD-L1 CAR T-клеток (табл. 3).

В клинической практике могут использоваться 
различные варианты химерных антигенных рецеп-
торов PD-L1, начиная от уже ставших классическими 
CAR на основе моноклональных антител и менее рас-
пространенных, но неиммуногенных и сопоставимо 
эффективных CAR-основанных до своеобразного 
переключателя ингибирующего сигнала рецептора 
PD-1 в активирующий сигнал 4-1BB, CD28 и др. 
(рис. 2). Такой переключатель пока не имеет русско-
язычного обозначения и называется нами химерным 
активирующим рецептором. Дословный перевод с 

Рис. 2. Типы химерных рецепторов анти-PD-L1:
A — PD-1-основанный химерный антигенный рецептор (CAR); Б — 
PD-1-основанный химерный активирующий рецептор (CSR); В — 
классический CAR, основанный на моноклональных антителах

Fig. 2. Types of anti-PD-L1 chimeric receptors:
A — PD-1-based chimeric antigen receptor (CAR); Б — PD-1-based chime-
ric switch receptor (CSR); В — monoclonal antibody-based classic CAR

Сигнальный цитотоксический
домен CD3ζ

Стимулирующий домен
(4-1ВВ, CD28, ICОS, ОX40 и др.)

Трансмембранный домен,
«заякоривающий» рецептор
в мембране (трансмембранный
домен CD8 или CD28)

Антигенраспознающая область:
(А, Б) внеклеточная часть
рецептора PD-1 или
(В) вариабельные участки цепей
моноклональных антител 

А Б В
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английского — химерный переключающий рецептор 
(chimeric switch receptor, CSR) [29].

Идея использования в иммунотерапии активиру-
ющих Т-клетки молекул в противовес ингибированию 
контрольных точек принадлежит одному из корей-
ских ученых, внесших вклад в открытие 4-1BB [30]. 
Byoung S. Kwon и соавт. получили 50%-ю частоту от-
ветов у пациентов с поздней стадией NK/T-клеточных 
лимфом, положительных на вирус Эпштейна—Барр, 
при применении противоопухолевых Т-лимфоцитов 
4-1BB. В 2019 г. данный подход был назван новой пара-
дигмой в терапии опухолевых заболеваний. При этом 
активирующий рецептор CSR, используемый при CAR 
T-терапии, может не просто стимулировать Т-клетки 
по сигнальному пути 4-1BB, но и использовать им-
муносупрессивное опухолевое микроокружение в 
качестве активирующего, тем самым повышая эффек-
тивность противоопухолевой терапии (рис. 3) [31, 32].

Таким образом, необходимость сложных раз-
нонаправленных лечебных подходов обусловлена 
существованием четырехстороннего взаимодействия 
следующих составляющих: опухоль, опухолевое 
микроокружение, CAR T-клетки и иммунная система. 
Резистентность опухоли к проводимой терапии 
также не является результатом одного генетического 
изменения и обусловлена рядом патогенетических 
механизмов канцерогенеза.

В настоящей работе мы фокусируемся на кон-
трольной точке PD-1/PD-L1 и новом подходе к ее мо-
дуляции напрямую CAR T-клетками, не забывая о чрез-
вычайной сложности взаимодействий внутри опухоли. 
Нами выполнен дизайн молекулы CAR, специ фичной к 
PD-L1, и проверена ее активность in vitro с использова-
нием генно-инженерных моделей и CAR T-лимфоцитов. 
Мы не только приводим полную аминокислотную 
последовательность анти-PD-L1 CAR, но и справедливо 
предполагаем его возможную простую модернизацию 
в активирующий рецептор (CSR).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Дизайн молекулярной последовательности иссле-
дуемого химерного антигенного рецептора PD-L1/2 
включал сигнальный пептид CSF2RA, участок внутри-
клеточного домена PD-1, участок внутриклеточного 
домена CD28, участок цитоплазматического домена 
CD3ζ. Последовательность химерного антигенного 
рецептора PD-L1/2 клонировали в экспрессионный 
лентивирусный плазмидный вектор, полученный и 
использованный ранее [33] по сайтам рестрикции 
AgeI и EcoRI с удалением репортерного белка 
FusionRed. Полная нуклеотидная последовательность 
анти-PD-L1/2 CAR с необходимыми сайтами для 
молекулярного клонирования была синтезирована в 
компании «Евроген» (Россия).

Лентивирусные векторы собирались методом 
транзиентной котрансфекции несущей CAR плаз-
мидной ДНК и упаковочных плазмид в клетках линии 
HEK293T по описанному ранее протоколу с последу-
ющей ультрафильтрацией [34].

Для активации первичных Т-лимфоцитов моно-
нуклеарная фракция была получена центрифугиро-

Иммуносупрессивное
микроокружение PD-L1+

Опухоль, экспрессирующая
антиген

CSR

CAR

Рис. 3. Концепция одновременного использования активирующе-
го и классического химерных рецепторов в терапии опухолей

Fig. 3. The concept of simultaneous use of chimeric switch receptor 
and classic chimeric receptor in tumor therapy

ванием в градиенте 1,077 г/см3 фиколла («ПанЭко», 
Россия) из периферической крови здорового донора. 
До этапа трансдукции 5 млн мононуклеарных 
клеток активировали в 4 мл среды RPMI-1640 
(«ПанЭко», Россия) в течение 72 ч в присутствии 
моноклональных антител Immunocult CD3/CD28 
(STEMCELL Technologies, Канада), 10 % FBS (Himedia, 
Индия), 100 ЕД/мл пенициллина-стрептомицина, 
1000 ME/мл IL-2 («Биотех», Россия). После активации 
Т-лимфоциты инкубировали с лентивирусным 
вектором анти-PD-L1 CAR в полной ростовой среде, 
содержащей 50 мкг/мл протамина сульфата («Эл-
лара», Россия) в течение 5 ч. Спустя 5 ч лентивирусной 
трансдукции Т-лимфоциты рассевали в объем свежей 
культуральной среды и проводили экспансию по-
лученных клеток в течение 72 ч. Эффективность 
трансдукции и получения CAR T-клеток оценивали 
перед сокультивированием с опухолевыми клетка-
ми-мишенями методом проточной цитометрии по ин-
тенсивности флюоресценции FITC с использованием 
антител, специфичных к PD-1 человека (BD, США).

Опухолевые клеточные линии были получены 
трансдукцией лентивирусного вектора, несущего 
PD-L1, в клетки линии аденокарциномы HeLa для соз-
дания специфичной мишени и трансдукцией лентиви-
русного вектора, несущего только репортерный белок 
mCherry, в контрольные клетки HeLa. Генетическую 
модификацию Т-клеток оценивали методом проточной 
цитометрии по интенсивности флюоресценции FITC c 
помощью антител к PD-L1 человека (BD, США).

Для анализа цитотоксической активности полу-
ченных анти-PD-L1 CAR T-лимфоцитов осуществляли 
их сокультивирование с клетками-мишенями опухоли 
в соотношении эффектора/опухоли (E/T), равном 
1:20 (1 CAR T-клетка на 20 опухолевых). Цитотоксич-
ность CAR T-эффекторов оценивали по изменению 
клеточного индекса (КИ) системы xCELLigence — 
метод RTCA (цитотоксичность в режиме реального 
времени).
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Рис. 4. Схематическое изображение молекулярного устройства 
и  аминокислотная последовательность молекулы анти-PD-L1 
CAR. В круге обозначены аминокислоты сигнального пептида 
и участка связывания с PD-L1 слева направо

Fig. 4. A schematic diagram of molecular structure and amino acid 
sequence of anti-PD-L1 CAR molecule. Amino acids of the signal 
peptide and PD-L1 binding site are highlighted in a circle from left 
to right

Экспрессию цитокинов и функциональность 
иммунного ответа CAR T-клеток оценивали в супер-
натанте методом проточной цитометрии также с 
соотношением E/T 1:20 после 48 ч коинкубации по 
протоколу и с применением коммерческого набора 
Human Th1/Th2/Th17 CBA Kit (BD, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Молекулярный дизайн химерного антигенного 
рецептора PD-L1
Полученный анти-PD-L1 химерный антигенный 

рецептор (CAR) был основан на последовательности 
рецептора PD-1 человека, а также на участке внекле-
точного домена костимулирующей молекулы CD28 
и участке цитоплазматического домена молекулы 
корецепторного комплекса Т-клеточного рецептора 
CD3ζ. Сигнальный пептид на N-конце синтетиче-
ского белка (аминокислотная последовательность 
MLLLVTSLLLCELPHPAFLLIPD) был взят из кодирую-
щего участка рецептора гранулоцитарно-макрофа-
гального колониестимулирующего фактора (CSF2RA). 
Наличие таких сигнальных пептидов позволяет при-
нять химерным синтетическим конструкциям необ-
ходимую исследователям ориентацию и, как правило, 
является обязательной составляющей классического 
дизайна молекулы CAR.

В качестве антигенраспознающего домена CAR 
были выбраны аминокислоты 21–170 рецептора PD-1 
человека. Таким образом, изучаемый домен содержит 
участок взаимодействия с PD-L1 — аминокислотная 
последовательность MSPSNQTD [35], а также эпитопы 
связывания ниволумаба (LDSPDRPWNP) [36] и пем-
бролизумаба (NQTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVTQ) [37]. 
Последовательность спейсер-шарнира (hinge region), 

иногда используемая для гибкости антигенраспозна-
ющего домена CAR, в данной конструкции отсутство-
вала. Трансмембранный и костимулирующий домены 
были выбраны как участок молекулы CD28, на C-конце 
находился цитоплазматический домен CD3ζ (рис. 4).

Оценка уровня экспрессии химерного 
антигенного рецептора PD-1
Для создания CAR T-клеток, несущих химерный 

антигенный рецептор PD-1, использовали Т-клетки, 
выделенные из фракции мононуклеаров здорового 
донора с клеточным соотношением CD4+ 24 % и CD8+ 
60 % (рис. 5, А). Полученные лентивирусные частицы 
на основе созданной целевой конструкции трансдуци-
ровали первичные Т-лимфоциты с эффективностью 
более 20 %. Эффективность трансдукции и получения 
CAR T-клеток оценивали по иммунофлюоресценции 
рецептора PD-1 на поверхности цитоплазматической 
мембраны эффекторов (рис. 5, Б). Для верификации 
специфической цитотоксической активности исследу-
емых анти-PD-1 CAR T-клеток была создана модельная 
клеточная линия-мишень HeLa с конститутивной 
экспрессией PD-L1 (рис. 5, В).

Оценка специфической цитотоксической 
активности клеток-эффекторов CAR-T PD-1
Для исследования специфического цитоток-

сического эффекта полученных анти-PD-L1 CAR 
T-эффекторов их сокультивировали с клетками-ми-
шенями линии HeLa в течение 48 ч в соотношении 
Е/T 1:20. В качестве отрицательных контролей специ-
фичности CAR использовали опухолевую клеточную 
линию HeLa, лишенную модификаций. Сокультивиро-
вание мишеней с Т-клетками выполняло роль оценки 
неспецифического ответа эффекторов на опухоль. 
Несмотря на низкое отношение клеток-эффекторов к 
клеткам-мишеням, сокультивирование исследуемых 
анти-PD-L1 CAR T-эффекторов инициирует цитолиз 
HeLa_PD-L1 и снижение КИ. Это доказывает специ-
фичность разработанного химерного рецептора PD-1 
к лиганду, экспрессируемому на опухолевых клетках 
(рис. 6, А, Б). При добавлении клеток-эффекторов 
CAR-T наблюдается закономерное снижение КИ в 
1,5 раза по сравнению с контрольными точками без 
сокультивирования и с сокультивированием мишени 
с Т-клетками без модификации (рис. 6, В).

Согласно результатам, обнаруженное снижение КИ 
при сокультивировании эффекторов CAR-T и линии 
HeLa_PD-L1 (КИ = 0,738) по сравнению с контролем 
(КИ = 1,0645) доказывает специфичность полученной 
молекулы химерного антигенного рецептора PD-1, а 
также наличие цитотоксического эффекта у исследу-
емых CAR T-эффекторов.

Оценка функциональности специфического 
цитотоксического ответа анти-PD-L1 CAR 
T-эффекторов
Для оценки функциональности специфической 

цитотоксической активности исследуемых ан-
ти-PD-L1 CAR T-эффекторов было проанализировано 
содержание основных цитокинов — медиаторов 
иммунного ответа: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ, 
IL-17A (рис. 7). Для анализа с помощью проточной ци-

CD3ζCD28TMECD PD-1

MSPSNQTD

MLLLVTSLLLCELPHPAFLLIPDPGWFLDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGD
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VTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTE
RRAEVPTAHPSPSPRPAGQFQTLVKIEVMYPPPYLDNEKSNGTIIHVKGK
HLCPSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHS
DYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQG
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Рис. 5. Цитофлюориметрическая оценка исследуемых анти-PD-L1 CAR T-эффекторов и линии-мишени HeLa_PD-L1:
А — фенотипирование Т-клеточной популяции здорового донора по маркерам CD45, CD3, CD4, CD8; Б — оценка эффективности лен-
тивирусной трансдукции анти-PD-L1 CAR-T; В — оценка экспрессии PD-L1 на поверхности цитоплазматической мембраны линии-мишени 
HeLa_PD-L1

Fig. 5. Cytofluorometric evaluation of the analyzed anti-PD-L1 CAR-T effectors and HeLa_PD-L1 target cell line:
А — phenotyping of healthy donor Т-cell population by markers CD45, CD3, CD4, CD8; Б — assessment of anti-PD-L1 CAR-T lentiviral transduction 
efficiency; В — PD-L1 expression assessment on the surface of cytoplasmic membrane of HeLa_PD-L1 target cell line

тофлюориметрии клеточный супернатант был собран 
после 48 ч сокультивирования клеток-эффекторов c 
клетками-мишенями в соотношении E/T 1:20.

При сокультивировании исследуемых анти-PD-L1 
CAR T-эффекторов c линией-мишенью HeLa_PD-L1 
происходит значительное увеличение концентрации 
цитокинов IL-2 (1000 пг/мл), IL-6 (438,5 пг/мл), TNF-α 
(44 пг/мл), IFN-γ (1034 пг/мл), IL-10 (11,7 пг/мл) по 
сравнению с контрольной точкой без добавления 
CAR T-эффекторов. Индукция синтеза цитокинов — 
медиаторов воспаления в ходе сокультивирования 
с таргетной линией опухолевых клеток HeLa_PD-L1 
указывает на специфичность подобранной кон-
струкции химерного антигенного рецептора PD-1, а 
также подтверждает функциональность и наличие 
иммунного ответа исследуемых клеток-эффекторов 
на модели солидной опухоли.

Таким образом, презентация химерного ан-
тигенного рецептора PD-1 на поверхности цито-
плазматической мембраны Т-лимфоцитов после 
лентивирусной трансдукции, специфичность ци-
тотоксической активности эффекторов к лиганду 
PD-L1 свидетельствуют о функциональности полу-
ченной конструкции химерного рецептора. Это в 
равной степени подтверждается индукцией синтеза 
провоспалительных цитокинов IL-2, IL-6, TNF-α, 
IFN-γ. Аппликации полученного CAR на основе мо-
лекулы ингибитора контрольных точек PD-1 могут 
в дальнейшем быть расширены относительно лик-
видации иммуносупрессивного микроокружения 
опухолей различного генеза. Это, в свою очередь, 
может служить дополнительным эффективным 
инструментом в комплексном иммунотерапевтиче-
ском подходе.



276 К.А. Левчук и др. КЛИНИЧЕСКАЯ ОНКОГЕМАТОЛОГИЯ

Рис. 6. Результаты анализа цитотоксической активности исследуемых анти-PD-L1 CAR T-эффекторов на опухолевой линии-мише-
ни HeLa в реальном времени с помощью системы xCelligence (RTCA). Соотношение E/T 1:20:

A  — кривая клеточной пролиферации опухолевой линии-мишени HeLa_PD-L1 в ходе сокультивирования с Т-клетками (синий), ан-
ти-PD-L1 CAR T-эффекторами (зеленый) и без сокультивирования (красный). Красной линией отмечена временнáя точка сравнения 
37  ч; Б  — кривая клеточной пролиферации контрольной опухолевой линии-мишени HeLa в ходе сокультивирования с Т-клетками 
(синий), клетками анти-PD-L1 CAR T-эффекторами (зеленый) и без сокультивирования (красный). Красной линией отмечена временнáя 
точка сравнения 37 ч; В — гистограмма нормализованного клеточного индекса (КИ) контрольных точек и сокультивирования спустя 
17 ч после добавления анти-PD-L1 CAR T-эффекторов и Т-клеток донора для контроля неспецифической цитотоксической активности 
(p < 0,05)

Fig. 6. The real-time cytotoxicity assay of anti-PD-L1 CAR-T effectors on the HeLa tumor cell line using xCelligence (RTCA). E/T 1:20:
A — cell proliferation curve of HeLa_PD-L1 tumor cell line during Т-cell (blue) and anti-PD-L1 CAR-T effectors (green) co-cultivation and without it 
(red). The red line marks the time reference point of 37 hours; Б — cell proliferation curve of control HeLa tumor cell line during Т-cell (blue) and 
anti-PD-L1 CAR-T effectors (green) co-cultivation and without it (red). The red line marks the time reference point of 37 hours; В — histogram of 
normalized cell index (КИ) at the end points and with co-cultivation 17 hours after adding anti-PD-L1 CAR-T effectors and donor Т-cells for the 
monitoring of non-specific cytotoxicity (p < 0.05)
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Рис. 7. Оценка содержания цитокинов IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ, IL-17A после 48 ч сокультивирования анти-PD-L1 CAR T-эф-
фекторов с клетками линии-мишени HeLa_PD-L1:

А  — цитограммы уровня цитокинов в контрольных точках без сокультивирования: Т-клетки и клетки HeLa_PD-L1; Б  — цитограммы 
уровня цитокинов в экспериментальных точках сокультивирования опухолевой линии-мишени HeLa_PD-L1 с эффекторами: Т-клетки и 
анти-PD-L1 CAR T-клетки; В — гистограмма количественной оценки содержания провоспалительных цитокинов при сокультивировании 
анти-PD-L1 CAR T-эффекторов с клетками линии-мишени HeLa_PD-L1
IFN-γ — интерферон-γ; IL — интерлейкин; TNF-α — фактор некроза опухолей-α.

Fig. 7. Levels of cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ, IL-17A assessed 48 hours after anti-PD-L1 CAR-T effector co-cultivation with 
HeLa_PD-L1 target cell line:

А — cytograms of cytokine levels at the end points without co-cultivation: Т-cells and HeLa_PD-L1 cells; Б — cytograms of cytokine levels at the 
experimental points of HeLa_PD-L1 tumor cell line co-cultivation with effectors: Т-cells and anti-PD-L1 CAR-T cells; В — quantitative histogram 
showing the level of pro-inflammatory cytokines during anti-PD-L1 CAR-T effector co-cultivation with HeLa_PD-L1 target cell line
IFN-γ — interferon-gamma; IL — interleukin; TNF-α — tumor necrosis factor alpha.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Новая парадигма противоопухолевой терапии, в ко-
торой CAR T-клетки могут играть центральную роль, 
невозможна без понимания сложной организации 

опухоли и взаимодействия опухолевого микроокру-
жения с Т-клетками, несущими химерный антигенный 
рецептор. До сих пор иммуносупрессивное влияние 
опухоли и микроокружения подавляли, в частности, 
с применением ИКТ. Новым этапом, напротив, стала 
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активация Т-лимфоцитов через такие молекулы, как 
CD28 или 4-1BB, которые критически необходимы 
для персистенции генетически модифицированных 
Т-лимфоцитов [32].

Одним из показательных примеров использо-
вания терапии, направленной как на опухоль, так 
и на опухолевое микроокружение с активацией 
СAR T-лимфоцитов через молекулу 4-1BB, является 
исследование Q. Ma и соавт. [32]. Авторы продемон-
стрировали более высокий уровень анти-HER2 CAR 
T-клеток с активирующим доменом CD28 в срав-
нении с анти-HER2 CAR T-клетками с активирующим 
доменом 4-1ВВ при раке легкого, молочной железы, 
желудочно-кишечного тракта с метастазами и раке 
яичников с плевральным и перитонеальным выпо-
тами. Однако секреция эффекторных цитокинов и 
пролиферация HER2.28ζ CAR T-клеток значительно 
снижались в иммуносупрессивной среде плевраль-
ного или перитонеального выпота. В последующем 
эти авторы создали CAR T-клетки с двойным 
нацеливанием (HER2.28ζ/PD-L1.BB), содержащие 
CSR, который переключал иммуносупрессивный 
сигнал от PD-L1 в активирующий молекулу 4-1BB. 
CRS-модифицированные CAR T-клетки с двойным 
нацеливанием, в которых происходила активация 
молекулы 4-1BB, показали более высокую цитоток-
сичность и пролиферацию в сравнении с HER2.28ζ 
CAR-T [32].

Таким образом, комбинированная терапия, на-
правленная как на опухоль, так и на опухолевое ми-
кроокружение, с применением нескольких препаратов 
различной природы может быть заменена новым 
поколением высокоэффективных CAR T-продуктов с 
низкой частотой развития побочных эффектов.

Ожидается, что новое поколение CAR T-клеточных 
продуктов в виде многокомпонентного препарата 
может иметь в составе несколько разнонаправленных 
CAR T-эффекторов, что обеспечит одновременное воз-
действие как минимум в трех направлениях:

1) эрадикация опухолевых клеток, например, 
за счет взаимодействия химерного антиген-
ного рецептора NKG2D с лигандами MICA/B, 
ULBP1–6 [38];

2) эрадикация иммуносупресирующих старе-
ющих клеток, например, путем связывания 
химерного антигенного рецептора с CD87 [33];

3) активация CAR T-клеток за счет PD-L1-экс-
прессирующего микроокружения, например, 
PD1–4-1BB-основанным химерным активиру-
ющим рецептором [32]. Так, специфичные ан-
ти-PD-L1 CAR T-лимфоциты могут стать одним 
из ключевых элементов мультитаргетной CAR 
T-клеточной терапии.

Нами получен и проверен на свою in vitro актив-
ность химерный антигенный рецептор против PD-L1. 
CAR T-клетки, экспрессирующие данный рецептор, 
специфически распознают мишень, вызывают гибель 
опухолевых клеток, а также экспрессируют специфи-
ческие цитокины IFN-γ, TNF-α и IL-2. Такой химерный 
антигенный рецептор можно модифицировать в 
активирующий (CSR) делецией CD3ζ-домена и исполь-
зовать совместно с другими CAR без прогнозируемой 
неспецифической токсичности.
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