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РЕФЕРАТ

Актуальность. Цитокины являются важными фактора-
ми, способствующими повышению эффективности CAR 
T-клеточной терапии. Кроме того, это ключевые эле-
менты патогенеза синдрома высвобождения цитоки-
нов и нейротоксичности при использовании технологии 
CAR-T. Однако в настоящее время эффекты цитокинов 
в контексте CAR T-терапии изучены недостаточно.
Цель. Проведение количественной оценки секреции 
цитокинов методом мультиплексного анализа при со-
вместной инкубации CAR T-лимфоцитов анти-CD19 
с эпителиальными клетками линий HeLa и A431, экс-
прессирующими на своей поверхности CD19.
Материалы и методы. Т-лимфоциты подвергнуты 
трансдукции лентивирусным вектором, содержащим 
ген анти-СD19-CAR. Экспрессия CAR проверена по ре-
портеру GFP методом проточной цитометрии. С целью 
подтвердить специфическую активацию CAR T-клеток 
в ответ на опухолевый антиген проведен иммунофер-
ментный анализ на определение уровня интерлейкина-2, 
интерферона-γ и фактора некроза опухолей-α. Цито-
токсическая активность полученных CAR T-лимфоцитов 
изучалась при их прямом совместном культивировании 
с клетками-мишенями. Сравнение уровня цитокинов, вы-
деленных до и после инкубации мишеней с CAR T-клетка-
ми, выполнено методом мультиплексного анализа.
Результаты. Отмечено повышение уровня провоспали-
тельных цитокинов (интерлейкина-6, интерлейкина-1β, 
интерферона-γ) (p  <  0,01). Разница в уровне противо-
воспалительных цитокинов (интерлейкина-4, интерлей-
кина-10) оказалась незначительной, а в эксперименте 
на клеточной линии HeLa — статистически незначимой 
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ABSTRACT

Background. Cytokines are considered as important factors 
that enhance the effi  cacy of CAR-T cell therapy. Besides, 
they are key elements of the pathogenesis of cytokine re-
lease syndrome and neurotoxicity in applying the CAR-T 
technology. How ever, cytokine eff ects in the context of 
CAR-T therapy have not yet been properly studied.
Aim. To quantitatively assess cytokine secretion using mul-
tiplex assay with co-incubation of anti-CD19 CAR-T lympho-
cytes with epithelial HeLa and A431 cell lines expressing 
CD19 on their surface.
Materials & Methods. T-lymphocytes were transduced with 
the lentiviral vector containing anti-СD19-CAR gene. CAR 
expression was tested based on GFP reporter using fl ow cy-
tometry. To confi rm a specifi c CAR-T cell activation response 
to tumor antigen, the levels of interleukin-2, interferon-γ, and 
tumor necrosis factor-α were measured by means of immu-
noassay. Cytotoxic activity of CAR-T lymphocytes obtained 
was examined with their direct co-culturing with target cells. 
The levels of cytokines isolated prior to and after incubation 
of targets with CAR-T cells were compared using multiplex 
assay.
Results. The level of some proinfl ammatory cytokines (in-
terleukin-6, interleukin-1β, interferon-γ) (p < 0.01) increased. 
The diff erence in the levels of anti-infl ammatory cytokines 
(interleukin- 4, interleukin-10) was inconsiderable, and in the 
HeLa cell line experiment it was insignifi cant (p > 0.05). The 
concentration of granulocyte-macrophage colony-stimula-
ting factor (GM-CSF) was many times higher after incubation 
with CAR-T lymphocytes (p < 0.01).
Conclusion. The trial revealed multiple enhancement of 
GM-CSF, one of the key elements of the pathogenesis of cy-
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(p > 0,05). Выявлено многократное увеличение концен-
трации гранулоцитарно-макрофагального колониести-
мулирующего фактора (ГМ-КСФ) после инкубации с CAR 
T-лимфоцитами (p < 0,01).
Заключение. Выявлено многократное повышение 
уровня ГМ-КСФ, являющегося одним из ключевых зве-
ньев патогенеза синдрома высвобождения цитокинов 
и CAR T-ассоциированной нейротоксичности. Данные, 
полученные в дальнейших исследованиях ГМ-КСФ 
при использовании технологии CAR-T, могут привести 
к повышению эффективности CAR T-терапии при значи-
мом снижении ее токсичности.

Ключевые слова: CAR T-клетки, ГМ-КСФ, цитоки-
ны, иммунотерапия.
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tokine release syndrome and CAR-T-associated neurotoxici-
ty. The results of further studies of GM-CSF can contribute to 
improving the effi  cacy of CAR-T therapy with considerably 
lower toxicity.

Keywords: CAR-T cells, GM-CSF, cytokines, immuno-
therapy.
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ВВЕДЕНИЕ

Цитокины представляют собой белковые молекулы 

с молекулярной массой 6–70 кДа [1], секретируемые 

различными клетками и участвующие в процессах 

межклеточных взаимодействий и коммуникаций. 

Важным представляется тот факт, что один и тот же 

тип цитокинов может секретироваться различными 

по происхождению клетками, так же как и один 

цитокин может оказывать множество различных 

воздействий на разные типы клеток, т. е. обладать 

плейотропным свойством [2].

Известно, что цитокины являются важными 

регуляторами иммунного ответа и способны мо-

дифицировать противоопухолевый эффект клеток 

иммунной системы. Они принимают участие не только 

в регуляции естественного противоопухолевого им-

мунитета, но и оказывают влияние на эффективность 

иммунотерапии, в т. ч. адоптивной Т-клеточной [3]. Од-

нако в контексте терапии Т-лимфоцитами с химерным 

антиген-рецептором (CAR-T) эффекты цитокинов 

в настоящее время изучены недостаточно [3].

Очевидна способность ряда цитокинов усиливать 

пролиферативную способность и цитотоксическую 

активность CAR T-лимфоцитов [4]. С другой стороны, 

именно цитокины являются главными факторами, 

ответственными за развитие иммунотоксичности, 

связанной с CAR T-терапией, главным образом в виде 

синдрома высвобождения цитокинов и нейротоксич-

ности [5].

Проблема повышения эффективности при од-

новременном снижении токсичности приобретает 

особое значение в CAR T-терапии солидных опухолей, 

при которых в отличие от гематологических опухолей 

до сих пор не отмечено значимых достижений [6]. 

Неудачи в CAR T-терапии солидных опухолей связаны 

со сложностью выбора таргетного антигена, труд-

ностями доставки CAR T-клеток в опухолевый очаг, 

а также с опухолевым микроокружением, оказыва-

ющим значимое супрессивное действие на иммунные 

клетки. [7]. В такой ситуации цитокины могут служить 

факторами преодоления проблемы иммуносупрессии 

микроокружения солидных опухолей. Так, например, 

получены данные о повышении числа и активности 

иммунных клеток в опухолевых очагах при ло-

кальном применении интерлейкина-12 (ИЛ-12) [8], 

а также о повышении цитотоксической активности 

CAR T-клеток при добавлении ИЛ-15 и ИЛ-21 [3].

Кроме того, секреция цитокинов может служить 

одним из маркеров, характеризующих функцио-

нальную активность CAR T-клеток, а исследование 

уровня секреции цитокинов может косвенно отра-

жать эффективность CAR T-лимфоцитов в отношении 

таргетных клеток-мишеней in vitro [9].

Для тестирования продукции цитокинов CAR 

T-клетками на доклиническом этапе разработки 

используются in vitro и in vivo модели взаимодействия 

опухоли и эффектора. В качестве in vitro модели 

может применяться опухолевая клеточная линия, 

экспрессирующая таргетный антиген. Такую линию 

принято называть мишенью или просто опухолью 

по отношению к CAR T-клеткам-эффекторам.

В качестве мишеней в данной работе были вы-

браны клеточные линии эпителиальных опухолей: 

аденокарциномы шейки матки HeLa [10] и эпидермо-
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идного рака кожи A431 [11], прошедшие генетическую 

модификацию и экспрессирующие экзогенный (при-

внесенный) ген CD19, кодирующий соответствующую 

молекулу белка.

Цель нашего эксперимента — количественная 

оценка секреции цитокинов при совместной инку-

бации CAR T-лимфоцитов анти-CD19 с эпителиаль-

ными клетками линий HeLa и A431, экспрессирую-

щими на своей поверхности CD19.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование клеточных линий

Клеточные линии HeLa, А431 и HEK293T культиви-

ровали в среде DMEM с глутамином («ПанЭко», Россия), 

дополненной 10%-й фетальной бычьей сывороткой 

(Hyclone, США), 100 ЕД/мл пенициллина, 100 мкг/мл 

стрептомицина. Указанные клеточные линий были 

любезно предоставлены лабораторией регуляции 

экспрессии генов Института цитологии РАН. Т-лимфо-

циты периферической крови человека культивировали 

в среде RPMI-1640 с глутамином («ПанЭко», Россия), 

дополненной 10%-й фетальной бычьей сывороткой 

(Hyclone, США) с добавлением 300 ед. акт./мл человече-

ского рекомбинантного ИЛ-2 («Биотех», Россия).

Получение клеточных линий HeLa и А431, 

стабильно экспрессирующих CD19

Последовательность гена CD19 была амплифи-

цирована с кДНК клеточной линии CLL-HG3 и клони-

рована в вектор pUltra-Hot, предоставленный д-ром 

Malcolm Moore [12] и используемый для последующей 

лентивирусной трансдукции клеточных линий HeLa 

и A431. В качестве отрицательного контроля вместо 

гена CD19 использовали ген рецептора LNGFR. Се-

лекция проводилась инкубированием с пуромицином 

в концентрации 2 мкг/мл в течение 1 нед.

Определение экспрессии антигена CD19

Наличие рецептора CD19 на трансдуцированных 

клетках линий HeLa и A431 оценивали методом 

проточной цитометрии на приборе Guava EasyCyte8 

(Millipore, США) с применением антител против ан-

тигена CD19, конъюгированного с PE (BD Biosciences, 

США). В качестве контроля использовали нетрансду-

цированные клетки, окрашенные человеческими 

анти-CD19-PE-антителами. Окраску проводили в со-

ответствии с рекомендациями производителя.

Выделение и активация Т-лимфоцитов

Т-лимфоциты выделяли из фракции монону-

клеаров периферической крови здорового донора, 

полученных путем центрифугирования в градиенте 

плотности Ficoll-Paque («ПанЭко», Россия). Для этого 

кровь разбавляли равным объемом раствора DPBS 

(«БиолоТ», Россия), затем наслаивали на раствор 

Ficoll-Paque и центрифугировали при 400 g в течение 

40 мин при комнатной температуре. Отбирали 

фракцию мононуклеаров, дважды промывали рас-

твором DPBS и ресуспендировали в среде. Т-лимфо-

циты выделяли и активировали с помощью Dynabeads 

Human T-activator CD3/CD28 (Invitrogen, США).

Создание целевой лентивирусной плазмиды

Целевую плазмиду получали посредством кло-

нирования кассеты CAR_CD19-T2A-EGFP в лентиви-

русный вектор pLVT1 («Евроген», Россия) под конт-

ролем промотора EF-1a, обеспечивающего высокую 

и стабильную экспрессию в первичных Т-лимфоцитах 

[13]. Последовательность CAR была аналогична 

FMC63-28ZCAR [9] и уже использовалась нами в пре-

дыдущих исследованиях [14].

Получение рекомбинантных псевдовирусных 

частиц

За день до трансфекции клетки HEK293T рассевали 

на 10-см пластиковые чашки Петри по 2,5 × 10
6
 клеток 

на чашку. По достижении 70%-й конфлюэнтности в про-

бирке смешивали 3 плазмиды (из расчета на одну 10-см 

чашку Петри): psPAX2 (9,75 мкг), pMD2.G (5,27 мкг), 

целевая лентивирусная плазмида (15 мкг). К полу-

ченной смеси добавляли реагент для трансфекции PEI 

MAX (Sigma-Aldrich, США) в соотношении PEI/ДНК = 2:1 

и перемешивали в мешалке Vortex. Трансфекционную 

смесь инкубировали в течение 15 мин при комнатной 

температуре, затем по каплям добавляли в чашку Петри 

с клетками HEK293T и 7 мл среды.

Утром среду меняли. Свежая среда содержала 

2 ммоль/л бутирата натрия. Через 48 ч супернатант, 

содержащий вирусные частицы, был собран и скон-

центрирован посредством центрифугирования в мо-

дулях «Амикон Ультра-15, 100 кДа» (Millipore, США).

Трансдукция и экспансия Т-лимфоцитов

Через 48 ч после активации проводили лентиви-

русную трансдукцию путем добавления очищенных 

рекомбинантных вирусных частиц в количестве 50 

MOI и 50 мг/мл протамина сульфата.

Экспансия CAR T-клеток проводилась в течение 

5 дней. Экспрессия CAR T-клеток проверена по репор-

теру GFP (зеленый флюоресцентный белок) методом 

проточной цитометрии. Фенотипирование осущест-

вляли на проточном лазерном цитометре Cytoflex S 

(Beckman Coulter, США).

Оценку результатов фенотипирования выполняли 

с помощью программного обеспечения Kaluza 2.0 

(Beckman Coulter, США).

Иммуноферментный анализ

Иммуноферментный анализ был проведен с по-

мощью наборов «Интерлейкин-2-ИФА-БЕСТ», «Гамма- 

Интерферон-ИФА-БЕСТ» и «Альфа-ФНО-ИФА- БЕСТ» 

(«Вектор-Бест», Россия) в соответствии с рекоменда-

циями производителя после 24-часовой совместной 

инкубации CAR T-клеток с клетками-мишенями в соот-

ношении 1:1.

Оценка цитотоксичности в режиме реального 

времени

Влияние CAR T-клеток (эффектора) на линию 

HeLa (мишень) оценивали на клеточном анализаторе 

xCelligence S16 (ACEA Biosciences, США). Таргетные 

клетки рассевали в количестве 5000 клеток на лунку 

планшета, инкубировали в течение 13 ч, после чего 

добавляли эффектор в соотношении мишень/эф-

фектор, равном 2:1. По прошествии 35 ч совместной 
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инкубации останавливали эксперимент и анализиро-

вали полученные данные.

Анализ выброса цитокинов

Уровень цитокинов в клеточных культурах опре-

деляли с помощью лазерного анализатора для муль-

типлексного анализа Bio-Plex® 200 (Bio-Rad, США) 

через 48 ч после добавления CAR T-клеток, следуя ин-

струкциям производителя. Для количественного опре-

деления аналитов (цитокинов/хемокинов) использо-

валась панель Bio-Plex Pro Human Chemokine (40-Plex), 

позволяющая одновременно выявлять 40 цитокинов.

Образцы были проанализированы в трех по-

вторах, калибровочные кривые для каждого аналита 

были получены с использованием стандартов, предо-

ставленных производителем.

Рис. 1. (А, Б) Экспрессия CD19 в полученных клеточных линиях. 
Отсутствие экспрессии CD19 в нетрансдуцированных клеточ-
ных линиях

Fig.  1. (А, Б) CD19 expression in the cell lines obtained. No CD19 
expression in non-transduced cell lines

Результаты парных образцов (определение уровня 

цитокинов в клеточной линии после инкубации 

с CAR T-клетками и без таковой) сравнивали с ис-

пользованием критерия Уилкоксона. Статистическая 

обработка данных проводилась с помощью пакета 

программ SPSS vi7.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Наличие на поверхности трансдуцированных кле-

ток-мишеней (HeLa и A431) экзогенного рецептора 

CD19 подтверждали методом проточной лазерной 

цитометрии (рис. 1).

Эффективность трансдукции Т-лимфоцитов соста-

вила 89,62 % по данным проточной цитометрии от-

Рис. 2. Гистограмма эффективности трансдукции Т-лимфоцитов

Fig. 2. Histogram of T-lymphocyte transduction eff ectiveness

Рис. 3. Субпопуляции CAR T-клеток пос ле трансдукции

Fig. 3. CAR-T subpopulations after transduction

100

80

60

40

20

0

Ч
и

сл
о

 к
л

е
то

к

100 101 102 103

Желтая флюоресценция, HLog

CD19-негативные
CD19-позитивные

HeLaА

60

40

20

0

Ч
и

сл
о

 к
л

е
то

к

100 101 102 103

Желтая флюоресценция, HLog

CD19-негативные
CD19-позитивные

A431Б

400

200

0

Ч
и

сл
о

 к
л

е
то

к
, 

×
10

0 103 104 105 106 107

Трансдукция

Т-клетки
CAR Т-клетки

CAR
C

D
8

 A
m

C
y

a
n

101 102 103 104 105 106 107

107

106

105

104

103

102

CD4 APC

CD4–CD8+: 27,85 % CD4+CD8+: 0,19 %

CD4–CD8–: 1,14 % CD4+CD8–: 70,82 %



119ht tp : / /b lood journa l . ru /  ГМ-КСФ и технология САR-Т в эксперименте

0

2000

4000

6000

8000

10000

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

CAR-T LNGFR-HeLa + 
CAR-T

CD19-HeLa + 
CAR-T

CAR-T LNGFR-HeLa + 
CAR-T

CD19-HeLa + 
CAR-T

CAR-T LNGFR-HeLa + 
CAR-T

CD19-HeLa + 
CAR-T

К
о

н
ц

е
н

тр
а

ц
и

я
, 

п
г/

м
л

К
о

н
ц

е
н

тр
а

ц
и

я
, 

п
г/

м
л

К
о

н
ц

е
н

тр
а

ц
и

я
, 

п
г/

м
л

205

32
21

585

320

1365
130

414

8552

А Б ВИФН-γ ИЛ-2 ФНО-α

Рис. 4. Изменение уровня (А) интерферона-γ (ИФН-γ), (Б) интерлейкина-2 (ИЛ-2) и (В) фактора некроза опухолей-α (ФНО-α) после 
добавления CAR T-лимфоцитов к клеточным линиям, экспрессирующим специфический экзогенный опухолевый антиген CD19, 
выявленное методом иммуноферментного анализа
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Рис. 5. График зависимости нормализованного клеточного индекса от времени

Fig. 5. Normalized cell index-time curve

носительно репортерного гена GFP (рис. 2). При этом 

среди прошедших трансдукцию и экспансию клеток 

почти все экспрессировали общий лейкоцитарный 

антиген CD45, из которых 97 % клеток были Т-лимфо-

цитами (положительными по CD3-антигену).

После экспансии оценивали фенотип CAR T-клеток 

посредством окрашивания антителами против мар-

керов CD4 и CD8; соотношение CD4/CD8 составляло 

2,5 (рис. 3).

С целью подтвердить специфическую активацию 

CAR T-клеток в ответ на экзогенный опухолевый ан-

тиген CD19 был проведен иммуноферментный анализ 

уровней ИЛ-2, интерферона-γ (ИФН-γ) и фактора не-

кроза опухолей-α (рис. 4). Многократное повышение 

уровня указанных выше цитокинов в линии CD19-

HeLa+, но не в линии LNGFR-HeLa+ (служащей отри-

цательным контролем) после совместной инкубации 

с CAR T-клетками свидетельствует о специфическом 

противоопухолевом ответе активированных CAR 

T-лимфоцитов.

Специфическую цитотоксичность CAR T-лимфоци-

 тов подтверждали также в режиме реального времени 

на приборе xCelligence. Регистрировали подавление 

роста и пролиферации CD19-позитивной линии (рис. 5).

Для поиска сверхпродуцируемых CAR T-клетками 

цитокинов, предположительно имеющих перспек-

тивное значение в клинической практике для оценки 

эффективности CAR T-терапии, использовалась скри-

нинговая мультиплексная панель.

В проведенном исследовании на клеточной ли-

нии HeLa отмечалось значимое повышение уровня 

провоспалительных цитокинов, а именно выявлено 
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Рис. 6. Изменение уровня цитокинов на клеточной линии HeLa 
после инкубации с CAR T-лимфоцитами и без таковой, выяв-
ленное методом мультиплексного анализа

ИЛ — интерлейкин; ИФН-γ — интерферон-γ.

Fig.    6. Change in the cytokine levels on the HeLa cell line after 
incubation with CAR-T lymphocytes and without it, identifi ed by 
multiplex assay

ИЛ — interleukin; ИФН-γ — interferon-γ.

Рис.  7. Изменение уровня гранулоцитарно-макрофагального 
колониестимулирующего фактора (ГМ-КСФ) на клеточной ли-
нии HeLa после инкубации с CAR T-лимфоцитами и без таковой

Fig.  7. Change in the levels of granulocyte-macrophage colony- 
stimulating factor (ГМ-КСФ) on the HeLa cell line after incubation 
with CAR-T lymphocytes and without it

Рис.  8. Изменение уровня гранулоцитарно-макрофагального 
колониестимулирующего фактора (ГМ-КСФ) на клеточной ли-
нии А431 после инкубации с CAR T-лимфоцитами и без таковой

Fig.  8. Change in the levels of granulocyte-macrophage colony-
stimu lating factor (ГМ-КСФ) on the А431 cell line after incubation 
with CAR-T lymphocytes and without it

Рис.  9. Изменение уровня цитокинов на клеточной линии 
A431  после инкубации с CAR T-лимфоцитами и без таковой, 
выявленное методом мультиплексного анализа

ИЛ — интерлейкин; ИФН-γ — интерферон-γ.

Fig. 9. Change in the cytokine levels on the А431 cell line after in-
cubation with CAR-T lymphocytes and without it, identifi ed by mul-
tiplex assay

ИЛ — interleukin; ИФН-γ — interferon-γ.

повышение уровня ИЛ-6 в 5,4 раза (p < 0,01), ИЛ-1β 

в 2,6 раза (p < 0,01), ИФН-γ в 18,9 раза (p < 0,01). Уро-

вень противовоспалительных цитокинов увеличился 

незначительно, разница в секреции цитокинов до и 

после добавления CAR T-клеток оказалась статисти-

чески незначима. Так, секреция ИЛ-4 и ИЛ-10 возросла 

в 1,1 и 1,9 раза соответственно (p > 0,05) (рис. 6).

В ходе данного исследования отмечено много-

кратное увеличение продукции гранулоцитарно- 

макрофагального колониестимулирующего фактора 

(ГМ-КСФ). На линии HeLa уровень этого цитокина 

 увеличился в 22,4 раза после добавления CAR T-клеток 

(рис. 7).

Для подтверждения полученных данных мы также 

провели инкубацию CAR T-клеток с CD19-позитивной 

линией А431 с последующим мультиплексным ана-

лизом, который также показал многократное увели-

чение уровня ГМ-КСФ в среде при добавлении CAR 

T-лимфоцитов. Уровень данного цитокина на опухо-

левой клеточной линии А431 увеличился в 7,6 раза 

(p < 0,01) (рис. 8).

При этом в эксперименте на данной клеточной 

линии отмечается тенденция к изменению уровня ци-

токинов в целом, сходная с полученной на клеточной 

линии HeLa. Так, уровень ИЛ-6 повысился в 6,4 раза 

(p < 0,01), ИЛ-1β — в 3,2 раза (p < 0,01), ИФН-γ — 
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в 3,9 раза (p < 0,01). Секреция ИЛ-4 и ИЛ-10 на кле-

точной линии А431 увеличилась всего в 1,8 и 2,1 раза 

соответственно (p < 0,01) (рис. 9).

ОБСУЖДЕНИЕ

В нашем экспериментальном исследовании про-

демонстрировано значимое увеличение секреции 

провоспалительных цитокинов (ИЛ-6, ИЛ-1β, ИФН-γ) 

в ответ на добавление в опухолевую клеточную 

линию CAR T-лимфоцитов анти-CD19.

Как известно, секреция провоспалительных 

цитокинов является ключевым элементом в запуске 

и поддержании одного из главных угрожающих 

жизни осложнений CAR T-терапии — синдрома высво-

бождения цитокинов (СВЦ) [15]. Одним из основных 

цитокинов, ответственных за развитие СВЦ, является 

ИЛ-6. Блокада рецептора ИЛ-6 в клинической прак-

тике приводит к значительному снижению частоты 

возникновения и интенсивности проявлений синд-

рома [16]. Имеются сведения о существенном вкладе 

и ИЛ-1 в развитие СВЦ [17]. Используемые в насто-

ящее время лечебные подходы (применение моно-

клональных антител к ИЛ-6, ИЛ-1 и их рецепторам, 

глюкокортикоидов) обусловливают дополнительную 

токсичность терапии [18], а в ряде случаев они не спо-

собны предотвратить развитие развернутых форм 

СВЦ или тяжелых проявлений нейротоксичности 

и связанной с ними летальности [19, 20].

С другой стороны, к настоящему времени получены 

достаточные экспериментальные данные о влиянии 

на развитие СВЦ, другого, ранее не имевшего заслу-

женного внимания цитокина — ГМ-КСФ [21, 22]. Важно 

отметить, что в проведенном нами эксперименте 

отмечено многократное (в 7,6 и 22,4 раза на модифици-

рованных опухолевых клеточных CD-позитивных ли-

ниях A431 и HeLa соответственно) повышение уровня 

ГМ-КСФ при добавлении CAR T-лимфоцитов анти-CD19 

в отсутствие клеток иного происхождения.

ГМ-КСФ представляет собой провоспалительный 

цитокин, принимающий участие в созревании 

и активации миелоидных клеток [23]. Роль ГМ-КСФ 

в патогенезе воспаления доказана для ряда воспали-

тельных и аутоиммунных заболеваний [24]. Секреция 

данного цитокина может активировать миелоидные 

клетки in vivo, увеличивая тем самым системную 

иммунотоксичность [23]. Важным является и тот 

факт, что рецептор ГМ-КСФ высоко экспрессируется 

на клетках центральной нервной системы, а именно 

клетках микроглии, астроцитах, макрофагах, распо-

ложенных в головном мозге [25]. В одном из иссле-

дований показано, что более 80 % активированных 

CD4-позитивных CAR T-клеток экспрессируют ген 

CSF2, кодирующий ГМ-КСФ, однако точный механизм, 

объясняющий преобладание CAR T-клеток с ГМ- КСФ-

положительным фенотипом, до сих пор остается не до 

конца ясным [26].

Было показано, что ГМ-КСФ может продуциро-

ваться непосредственно активированными CAR T-лим-

фоцитами [21] в отличие, например, от ИЛ-6 и ИЛ-1, 

секретируемых преимущественно клетками миело-

идного происхождения [17, 27]. Повышение уровня 

ГМ-КСФ наблюдалось уже менее чем через 4 ч после ин-

кубации на опухолевой клеточной линии с CAR T-клет-

ками. Это представляется фактором, способствующим 

секреции других провоспалительных цитокинов, 

таких как ИЛ-6, которые служат маркерами СВЦ [21]. 

Так, при добавлении ГМ-КСФ к CAR T-клеткам концен-

трация ИЛ-6 значимо возрастала. Напротив, при ней-

трализации данного цитокина или блокировании ре-

цептора ГМ-КСФ специфичес кими моноклональными 

антителами происходило ингибирование секреции 

ИЛ-6 [21]. Кроме того, показано, что нейтрализация 

ГМ-КСФ также приводила к снижению уровня таких 

провоспалительных цитокинов, как MCP-1 и ИЛ-8, 

и не оказывала значимого влияния на уровень фактора 

некроза опухолей-α, ИФН-γ и ИЛ-10 [21]. Отмечается, 

что TALEN-опосредованная инактивация ГМ-КСФ 

в CAR T-лимфоцитах снижает секрецию ИЛ-6 клетками 

миелоидного происхождения и при этом не оказывает 

влияния на пролиферацию, активацию и эффектив-

ность CAR T-лимфоцитов [21]. Помимо этого, согласно 

одному исследованию, проведенному на ксеномодели 

острого лимфобластного лейкоза, нейтрализация 

ГМ-КСФ приводит к снижению CAR-T-опосредованной 

нейротоксичности, а применение CAR T-клеток 

анти-CD19, нокаутных по ГМ-КСФ, позволяет предот-

вратить такие проявления СВЦ, как потеря массы тела 

и энцефалопатия [22]. Авторы показали увеличение 

общей выживаемости у мышей с NALM6-клетками, 

получавших терапию CAR Т-клетками анти-CD19, 

нокаутными по ГМ-КСФ. Нейтрализация ГМ-КСФ с по-

мощью специфического моноклонального антитела 

лензилумаба привела к повышению пролиферативной 

способности и функциональной активности CAR 

T-клеток, а использование ГМ-КСФ-дефицитных CAR 

T-клеток продемонстрировало увеличение общей 

выживаемости в сравнении с применением ГМ-КСФ- 

недефицитных CAR T-лимфоцитов [22]. Таким образом, 

данный цитокин представляет собой большой интерес 

для оценки активности CAR T-клеток как in vitro, 

так  и в клинической практике в качестве раннего мар-

кера СВЦ и как потенциальная мишень, воздействуя 

на которую можно добиться значимого снижения ток-

сичности и повышения эффективности CAR T-терапии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Были получены CAR T-лимфоциты анти-CD19 с доста-

точной работоспособностью. Показано увеличение 

концентрации преимущественно провоспалительных 

цитокинов в отсутствие значимого повышения проти-

вовоспалительных цитокинов в ответ на добавление 

к CD19-позитивным клеточным эпителиальным 

линиям полученных CAR T-лимфоцитов анти-CD19. 

Выявлено многократное повышение уровня ГМ-КСФ, 

служащего одним из ключевых звеньев патогенеза 

СВЦ и CAR T-ассоциированной нейротоксичности.
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