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Аннотация 

В последние годы адоптивная клеточная терапия (АКТ) получила новую перспективу 

применения благодаря развитию технологий и успешному клиническому применению 

Т-клеток с химерным антигенным рецептором (CAR-T) для лечения пациентов со злокаче-

ственными В-клеточными новообразованиями. В работе получены CAR-T-клетки с хи-

мерным антигенным рецептором 2-го поколения FMC63-28Z-CAR. Оценена эффектив-

ность применения полученных CAR-T-клеток против монослоя модифицированной 

клеточной линии карциномы предстательной железы PC-3M(Kat
+
CD19

+
). Продемон-

стрирована корреляция между повышением секреции провоспалительных цитокинов 

IFNγ, TNFα, IL6 и снижением конфлюентности монослоя опухолевых клеток. При этом 

выраженный противоопухолевый эффект CAR-T-клеток наблюдался начиная с 5-х суток 

коинкубации. Предложенный подход потенциально может быть применим для предвари-

тельной оценки эффективности биомедицинских CAR-T-клеточных продуктов при тера-

пии солидных опухолей. 

Ключевые слова: CAR-T-клетки, химерный антигенный рецептор, солидная опу-

холь, клеточная модель, карцинома предстательной железы, PC-3М 

 

Введение 

Химерный антигенный рецептор представляет собой рекомбинантный гиб-

ридный белок, содержащий внеклеточный домен одноцепочечного вариабель-

ного фрагмента (scFv) антитела, спейсерный и трансмембранный домены, а также 

цитоплазматический сигнальный домен, содержащий фрагмент CD3-зета цепи 

и, в случае химерных антигенных рецепторов второго поколения, костимули-

рующие фрагменты CD28, CD137, CD134 или RIAD [1–3]. Распознавание анти-

гена-мишени происходит посредством поверхностного scFv-домена, что при-

водит к активации CAR-Т-клеток независимым от главного комплекса гисто-

совместимости способом [4]. 

Поверхностный маркер CD19 является пан-В-клеточным антигеном и вы-

ступает в качестве диагностического биомаркера и мишени для иммунотерапии 
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различных лимфом [5]. Аутологичные CAR-Т-клетки, специфически распознаю-

щие CD19-антиген, продемонстрировали высокую эффективность в 1-й фазе кли-

нических исследований против резистентного В-клеточного острого лимфобласт-

ного лейкоза (В-ОЛЛ), хронического лимфолейкоза (ХЛЛ) и неходжкинской лим-

фомы (НХЛ) [6–11]. При этом в случае терапии В-ОЛЛ удалось достичь высокого 

уровня ремиссии (70–94%) [6, 8, 12–14]. В клиническом испытании [15] анти-

CD19 CAR-T-клетки использовались для терапии 68 детей с ОЛЛ, у 83% из кото-

рых наблюдалась полная ремиссия, а через 6 месяцев безрецидивная и общая вы-

живаемость составили 75% и 89% соответственно. В другом исследовании [16], 

несмотря на обнадеживающие результаты иммунотерапии анти-CD19 CAR-T-

клетками, у 45% пациентов с минимальным уровнем остаточного заболевания 

наблюдался рецидив, а у 39% пациентов с рецидивами обнаруживались СD19-

негативные бластные клетки. CAR-T-клеточные препараты применяются и против 

других B-клеточных антигенов. Так, анти-BCMA (B-cell maturation antigen, анти-

ген созревания В-клеток) CAR-T-клетки использовались для терапии множествен-

ной миеломы (ММ) и других миелоидных злокачественных новообразований [17]. 

В этом исследовании у 7 из 11 пациентов с рецидивирующей и рефрактерной ММ 

был показан 100% общий уровень ответа на лечение, у 2 пациентов отмечена пол-

ная ремиссия, а у других 2 наблюдалась минимальная остаточная болезнь. В дру-

гом клиническом исследовании 57 пациентов c рецидивирующей и рефрактерной 

ММ получали CAR-T-терапию, направленную против эпитопов ВСМА и LCAR-

B38M [18]. Общий уровень ответа на лечение составил 88%, а у 68% отмеча-

лась минимальная остаточная болезнь при наблюдении в течение 8 месяцев.  

Несмотря на существенный успех CAR-T-терапии при лечении В-клеточных 

злокачественных новообразованиий, крайне актуальным и до сих пор нерешен-

ным остается вопрос об эффективном применении данного вида терапии против 

солидных опухолей. Это связано с рядом ключевых лимитирующих факторов, 

среди которых [19]: 

 оn-target off-tumor эффект, обусловленный возможностью экспрессии 

опухоль-специфических антигенов в здоровых тканях; 

 отсутствие единого опухоль-ассоциированного антигена (ОАА) в боль-

шинстве опухолей; 

 гетерогенная экспрессия таргетного антигена на опухолевых клетках, 

способная приводить к появлению и экспансии антиген-негативных вариантов 

опухоли; 

 ограниченная жизнеспособность и пролиферация CAR-T-клеток в орга-

низме пациента после адоптивного переноса; 

 ограниченная миграция CAR-T-клеток через опухолевую строму; 

 низкая активность CAR-T-клеток в тканях солидной опухоли, связанная 

с отсутствием факторов роста лимфоцитов (например, IL-2, IL-15), присутствием 

регуляторных Т-клеток и клеток-супрессоров миелоидного происхождения, а 

также метаболически враждебным микроокружением опухоли. 

 высокий риск развития осложнений, таких как синдром цитокинового 

шторма (СЦШ) и нейротоксичность (НТ). 
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Однако стоит отметить, что CAR-T-клетки, специфичные к ряду солидных 

опухолевых антигенов, все же показали обнадеживающие предварительные 

клинические результаты [20]. К данным антигенам относятся НЕR2 (человеческий 

эпидермальный фактор роста 2), GD2 (дизиалоганглиозид), FAP (белок активации 

фибробластов), IGF-1R (рецептор инсулиноподобного фактора роста 1), ROR1 

(орфаноподобный рецептор тирозинкиназы 1) [21]. Таким образом, разработка но-

вых подходов для CAR-T-клеточной терапии солидных опухолей представляет 

собой актуальное и перспективное направление исследований. 

В настоящей работе нами продемонстрирована эффективность CAR-T-клеток 

против in vitro модели карциномы предстательной железы, представляющей 

собой монослой модифицированных клеток РС-3М(Kat+CD19+). Оценен профиль 

секреции провоспалительных цитокинов, обусловливающих развитие СЦШ. 

1. Материалы и методы 

1.1. Создание лентивирусных конструкций. Для создания конструкции 

CD19-CAR-T-RIAD был использован лентивирусный вектор lentiCRISPRv2 

(Addgene plasmid #52961), предоставленный Фэн Чжаном (Feng Zhang) (Инсти-

тут Броуда при Массачусетском технологическом институте и Гарвардском уни-

верситете, США). FMC63-28ZCAR был синтезирован в ООО «АТГ Сервис Ген» 

(г. Санкт-Петербург). Кассета CD19-CAR-T2A-GFP-RIAD состояла из генов, ко-

дируюших анти-CD19-CAR, пептид Т2А, репортерный белок GFP и пептид RIAD. 

Клонирование кассеты осуществлялось по сайтам рестрикции AgeI и MluI. 
 

1.2. Получение CAR-T-клеток. Для получения лентивирусных частиц про-

водили трансфекцию плазмидной конструкции, кодирующей CAR-рецептор и ре-

портерный белок GFP, в клетки HEK-293T на среде DMEM совместно с пакующей 

плазмидой psPax2 (кат. № 12260 Addgene, США) и оболочечной плазмидой 

pMD2.G (кат. № 12259 Addgene, США) с помощью трансфицирующего агента PEI 

MAX (Polysciences, США) [22]. После 12-часовой инкубации среду заменяли на 

свежую ростовую с добавлением 5% эмбриональной бычьей сыворотки, 5 ммоль 

бутирата натрия и инкубировали 28 ч. Содержащий вирусные частицы супер-

натант собирали и фильтровали с помощью стерильного мембранного фильтра с 

диаметром пор 0.45 мкм (Millipore, США). Концентрирование проводили с помо-

щью центрифужного модуля Amicon Ultra-15 с отсечением 100 кДа (Millipore, 

США) при 3000 g в течение 30 мин. 

Мононуклеарные клетки периферической крови условно здорового донора 

выделяли центрифугированием на градиенте раствора фиколла с плотностью 

1.077 г/см
3
 (ПанЭко, Россия) и культивировали в количестве 1·10

6
 клеток/мл 

в среде RPMI-1640 (ПанЭко, Россия), содержащей L-глутамин (ПанЭко, Россия), 

пенициллин/стрептомицин (ПанЭко, Россия) и 10% бычьего сывороточного аль-

бумина (Sigma-Aldrich, США). 

Для селекции и активации Т-лимфоцитов применяли иммуномагнитные ча-

стицы Dynabeads Human T-activator CD3/CD28 (Invitrogen, США) в соотношении 

2 частицы на 1 клетку. Т-лимфоциты культивировали 48 ч в среде RPMI 1640 

(ПанЭко, Россия) с добавлением 10% эмбриональной бычьей сыворотки (FBS) 

(Hyclone, США), 100 ед./мл пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина и 300 ед./мл 



ОЦЕНКА ЦИТОТОКСИЧНОСТИ CAR-T-КЛЕТОК… 

 

215 

рекомбинантного человеческого интерлейкина-2 (IL-2) (СайСторЛаб, Россия). 

Затем Т-лимфоциты трансдуцировали лентивирусными частицами в условиях 

множественного заражения с использованием 50 мкг/мл раствора протамина суль-

фата (Sigma-Aldrich, США) и продолжали инкубировать в течение 72 ч. Эффек-

тивность лентивирусной трансдукции Т-лимфоцитов оценивали с помощью про-

точной цитофлуориметрии путем количественной оценки GFP-положительных 

клеток, а также с помощью биотинилированного протеина L (ThermoFisher, 

США), связывающегося с легкой цепью IgG фрагмента CAR, и конъюгата стреп-

тавидин-Pacific Blue (ThermoFisher, США). 
 

1.3. Получение модифицированной клеточной линии PC-3M, экспрес-

сирующей красный флуоресцентный белок Katushka2S и CD19-антиген. 

1.3.1. Получение лентивирусных частиц. Клетки линии HEK-293T трансфи-

цировали одновременно плазмидой, несущей трансген pKatushka2S (кат. № FP762б, 

Евроген, Россия), упаковочной плазмидой (psPax2, кат. № 12260 Addgene, США) 

и оболочечной плазмидой (pCMV-VSV-G, кат. № 8454, Addgene, США). Лентиви-

русные частицы собирали из супернатанта трансфицированных клеток и концен-

трировали в ультрацентрифуге Optima L-90K в пробирках Ultra-Clear Centrifuge 

Tubes 1×31/2 in. (25×89 мм) до конечного объема 2 мл. Концентрированные 

лентивирусные частицы переносили в пробирки и замораживали при –80 °C. 

1.3.2. Трансдукция опухолевых клеток. Клетки карциномы предстатель-

ной железы РС-3М рассевали в 12-луночный планшет в количестве 6·10
4
 клеток 

на лунку в 500 мкл среды DMEM. Клетки культивировали в инкубаторе в тече-

ние 16–20 ч. Далее для проведения трансдукции среду заменяли на содержа-

щую вирус (150 мкл вируса, 350 мкл свежей среды DMEM для культивирова-

ния). Через 16 ч инкубации среду с лентивирусными частицами меняли на све-

жую ростовую среду. Эффективность трансдукции оценивали через 48 ч на про-

точном цитофлуориметре CytoFLEХ S (Beckman Coulter, США) путем количе-

ственной оценки Kat
+
-клеток. 

Полученную таким образом клеточную линию PC-3M(Kat
+
) далее трансдуци-

ровали лентивирусными частицами, кодирующими антиген CD19, аналогично 

вышеописанному способу. Эффективность трансдукции оценивали путем количе-

ственной оценки Kat
+
CD19

+
-клеток с помощью антител anti-CD19-FITC (Bio-

Legend, США). 
 

1.4. Оценка эффективности действия CAR-T-клеток против опухоле-

вых клеток. Оценку элиминации опухолевых клеток под действием CAR-T-

клеток проводили путем их кокультивирования. Для этого контрольную линию 

PC-3М(Kat+) и экспериментальную линию PC-3М(Kat
+
CD19

+
) высевали на куль-

туральный планшет в количестве 5·10
4
 клеток на лунку. Через 12 ч добавляли 

CAR-T-клетки в количестве 1·10
5
 клеток на лунку и продолжали инкубирование. 

Затем проводили динамическое наблюдение за культурами клеток с помощью 

конфокального сканирующего микроскопа LSM 700 (Carl Zeiss, Германия). Прово-

дили съемку не менее 6 репрезентативных микрофотографий образцов на 1-е, 3-и 

и 7-е сутки культивирования. Микрофотографии обрабатывали с помощью про-

граммного обеспечения ImageJ, а именно определяли процентное соотношение 



А.Х. ВАЛИУЛЛИНА и др. 

 

216 

площади, занятой клетками, экспрессирующими только красный флуоресцентный 

белок Katushka (Kat
+
), и площади, занятой клетками, одновременно экспрессиру-

ющими красный флуоресцентный белок Katushka и антиген СD19 (Kat
+
CD19

+
), 

в процентном соотношении. 
 

1.5. Мультиплексный анализ цитокинового профиля в супернатантах. 

Супернатанты, собранные после коинкубации CAR-T- и опухолевых клеток, ис-

пользовали для проведения мультиплексного анализа секретированных цитоки-

нов с помощью набора Bio-Plex Pro Human Cytokine Panel 17-plex Assay (Bio-

Rad, США) на проточном лазерном анализаторе Bio-Plex 200 (Bio-Rad, США). 
 

1.6. Статистический анализ. Для определения статистической достоверности 

различий в конфлюентности монослоя на различные сутки культивирования ис-

пользовали однофакторный дисперсионный анализ и программное обеспечение 

SPSS v17.0. Сравнение показателей конфлюентности проводили в каждой времен-

ной точке (ежедневно) при динамическом наблюдении на протяжении 7 дней. 

2. Результаты и их обсуждение 

2.1. Создание конструкции CD19-CAR-T2A-GFP-RIAD. Получена целевая 

плазмидная конструкция размером 10137 п.н. для наработки эффекторных CAR-T-

клеток, экспрессирующих рецептор к CD19-антигену. За основу был взят целевой 

лентивирусный плазмидный вектор lentiCRISPRv2 (Addgene plasmid #52961). 

В данный вектор были заклонированы: последовательность рецептора к CD19-

антигену, сшитая с CD3ζ-сигнальным доменом корецепторного комплекса T-кле-

точного рецептора человека, последовательность белка EGFP, а также последова-

тельность коактиваторного белка RIAD. 
 

2.2. Оценка эффективности трансдукции Т-лимфоцитов. Лентивирусная 

трансдукция Т-лимфоцитов является распространенным методом доставки век-

тора и не оказывает существенного негативного влияния на жизнеспособность са-

мих клеток. Эффективность трансдукции Т-лимфоцитов лентивирусными части-

цами, оцененная по сигналу репортерного белка GFP с помощью метода про-

точной цитофлуориметрии, составила 86.98% (доля GFP-положительных кле-

ток) (рис. 1, б). Эффективность трансдукции Т-лимфоцитов, оцененная по уровню 

протеина L, составила 28.5% (рис. 1, в). 

Разница в оценке эффективности трансдукции обусловлена тем, что протеин 

L представляет собой белок, который связывается с вариабельными легкими це-

пями (каппа-цепь) рецептора на поверхности CAR-T-клетки, тогда как GFP явля-

ется внутриклеточным репортерным белком, бицистронно экспрессирующимся 

с CAR.  

Кроме того, с помощью метода проточной цитофлуориметрии определяли 

процентное соотношение популяций CD4
+
 и CD8

+
 CAR-Т-клеток, которое со-

ставило 5278% и 3925% соответственно (рис. 1, г). 

Полученные результаты согласуются с известными данными [23], свидетель-

ствующими, что для эффективной элиминации опухолевых клеток CAR-T-кле-

точный продукт должен содержать существенную популяцию клеток, стабильно  
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Рис. 1. Оценка эффективности трансдукции Т-лимфоцитов лентивирусными частицами: 

а – график распределения: популяция T-клеток на графике прямого и бокового светорассе-

яния, выделена популяция Т-клеток; б – график распределения: популяция GFP-положи-

тельных T-лимфоцитов (CAR-T-клетки); в – график распределения: оценка содержания 

CAR-T-клеток по уровню сигнала биотинилированного протеина L, связанного с конъюга-

том стрептавидин-Pacific Blue; г – график распределения: субпопуляции CD4
+
 и

 
CD8

+
 

в общей популяции CAR-T-клеток. В левом верхнем квадрате представлена популяция 

CD4
+
 CAR-T-клеток, в правом нижнем квадрате представлена популяция CD8

+
 CAR-T-

клеток 

экспрессирующих трансген. При этом установлено, что именно CD8
+ 

CAR-Т-

клетки вносят основной вклад в лизис опухолевых клеток-мишеней посредством 

перфорин-гранзимового механизма, а CD4
+
 CAR-Т-клетки играют роль в регу-

ляции функций ряда клеток иммунной системы, включая CD8
+
 CAR-T-клетки 

[24, 25]. 
 

2.3. Оценка эффективности трансдукции клеточной линии РС-3М лен-

тивирусными частицами, кодирующими красный флуоресцентный белок 

Katushka2S и антиген СD19. Получение модифицированных клеток карциномы 

предстательной железы PC-3M(Kat
+
) и PC-3M(Kat

+
CD19

+
) путем трансдукции 

лентивирусных частиц, кодирующих красный флуоресцентный белок Katushka2S 

и антиген СD19, подтверждено методом проточной цитофлуориметрии. Эффек-

тивность трансдукции составила 83.24% (рис. 2, б) и 98.81% (рис. 2, г) для PC-

3M(Kat
+
) и PC-3M(Kat

+
CD19

+
) соответственно. 

 

в 

а б 

г 
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Рис. 2. Оценка эффективности трансдукции клеточной линии РС-3М лентивирусными 

частицами, кодирующими красный флуоресцентный белок Katushka2S и антиген СD19. 

а – график распределения: контрольная немодифицированная линия РС-3M; б – график 

распределения: уровень трансдукции клеток PC-3M лентивирусными частицами, кодиру-

ющими красный флуоресцентный белок Katushka2S; в – график распределения: контроль-

ная немодифицированная линия РС-3M; г – график распределения: уровень трансдукции 

клеток PC-3M(Kat+) лентивирусными частицами, кодирующими антиген CD19 

2.4. Оценка эффективности CAR-T-клеток против опухолевой линии 

PC-3М(Kat
+
CD19

+
). При динамическом наблюдении флуоресцентных микро-

фотографий и графическом анализе плотности монослоя клеток, несущих анти-

ген CD19, было выявлено достоверное прогрессирующее снижение конфлюент-

ности опухолевых клеток после добавления CAR-T-клеток (p < 0.05). Снижение 

конфлюентности клеточной линии PC-3M(Kat
+
CD19

+
) с 89% в 1-е сутки до нуля 

на 7-е сутки (рис. 3). При этом в плотности монослоя контрольных опухолевых 

клеток PC-3M(Kat+) после добавления CAR-T-клеток наблюдалось существен-

ное снижение конфлюентности на 2-е и 4-е сутки с последующей пролиферацией 

монослоя практически до исходных значений на 7-е сутки. По-видимому, это 

может быть связано с частичным откреплением (но не с гибелью) контрольных 

опухолевых клеток в результате неспецифического взаимодействия с CAR-T-

клетками. 

Стоит подчеркнуть, что антиген CD19 не является классическим маркером 

рака предстательной железы. Несмотря на это, представленная модель может 

применяться  для  оценки  действия  CAR-T-клеток против модифицированных  

в 

а б 

г 
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Рис. 3. Оценка эффективности CAR-T-клеток против опухолевой линии PC-3М(Kat
+
CD19

+
) 

при динамической оценке изменения конфлюентности с 1-го по 7-й день кокультивиро-

вания. Результаты представлены в виде среднего значения, планками погрешности обо-

значено стандартное отклонение (n = 3, p < 0.05) 

солидных опухолевых линий. Это связано с тем, что что пара «антиген – ре-

цептор» CD19-CAR изучена наиболее хорошо и доказала свою простоту и эф-

фективность на различных моделях in vitro и in vivo, а также обусловлено высо-

кой эффективностью трансдукции, стабильностью экспрессии CAR и CD19 на по-

верхности соответствующих клеток и существенным цитотоксическим эффектом 

анти-CD19 CAR-T-клеток. 

Полученные данные согласуются результатами исследования А. Петухова 

и др. [24], которые показали, что действие CAR-T-клеток приводит к снижению 

конфлюентности монослоя клеток миелогенного лейкоза K562(CD19
+
) до 9.3%. 

При этом для контрольных CD19-негативных клеток, конфлюентность практиче-

ски не изменялась и составила 56.9%. Документирование динамики взаимодей-

ствия CAR-T- и опухолевых клеток проводили с помощью метода конфокальной 

флуоресцентной микроскопии на 1-й, 3-й, 7-й день кокультивирования (рис. 4). 

Полученные результаты согласуются с ожидаемым CAR-T-опосредованным цито-

лизом опухолевых клеток по гранзим-перфориновому механизму и свидетель-

ствуют об эффективности действия CAR-T-клеток на исследуемую модель солид-

ной опухоли предстательной железы. 
 

2.5. Оценка цитокинового профиля супернатантов. Мультиплексный 

анализ цитокинового профиля в супернатантах, собранных после коинкубации 

CAR-T- и опухолевых клеток, выявил наибольшее изменение уровня IFNγ, TNFα, 

IL6 с максимумом на промежутке с 5-х по 7-е сутки (рис. 5). Отметим также, 

что секреция данных цитокинов in vivo у пациентов после введения CAR-T-

клеточной терапии является одним из главных проявлений патогенеза СЦШ – 

тяжелого осложнения, способного привести к летальному исходу. СЦШ обу-

словлен гиперактивацией CAR-T-клеток и массированным неконтролируемым 

выбросом провоспалительных цитокинов [26], что в контексте проведенного 

исследования может свидетельствовать об антиген-опосредованной активации 

CAR-T-клеток и запуске механизмов клеточного иммунного ответа. 
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Рис. 4. Микрофотографии монослоя опухолевых клеточных линий PC-3M(Kat
+
) и PC-

3M(Kat
+
CD19

+
) при кокультивировании с CAR-T-клетками. Световая микроскопия, флуо-

ресцентная микроскопия, представлены репрезентативные микрофотографии (n = 6), мас-

штабный отрезок – 100 мкм. CAR-T-клетки – зеленая флуоресценция. Опухолевые клетки 

PC-3M(Kat
+
) и PC-3M(Kat

+
CD19

+
) – красная флуоресценция 

Полученные данные подтверждаются ранее опубликованными работами, 

где было показано, что анти-CD19 CAR-T-клетки секретируют широкий спектр 

цитокинов (включая IL1β, IL6, IL8, IL10) при коинкубации с лимфобластопо-

добными клетками Raji(CD19+) [27]. 
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Рис. 5. Тепловая карта уровня экспрессии IFNγ, IL6, TNFα в культуральной среде при 

кокультивировании CAR-T-клеток с опухолевыми клеточными линиями PC-3M(Kat+) 

и PC-3M(Kat+СD19+) на разных временных точках 

В полученных нами результатах прослеживается корреляция между повы-

шением секреции провоспалительных цитокинов IFNγ, TNFα, IL6 и снижением 

конфлюентности монослоя опухолевых клеток, что продемонстрировано мето-

дами мультиплексного анализа и конфокальной микроскопии. При этом выражен-

ный противоопухолевый эффект CAR-T-клеток наблюдался начиная с 5-х суток 

коинкубации. Интересно отметить, что, согласно данным [28], СЦШ также прояв-

ляется в течение первой недели после инфузии CAR-T-клеток пациенту и может 

продолжаться в течение последующих 1–2 недель. 

Таким образом, использованный нами модельный подход потенциально мо-

жет быть применим для предварительной оценки эффективности биомедицин-

ских CAR-T-клеточных продуктов при терапии солидных опухолей. Предложен-

ный в настоящей работе экспериментальный подход в будущем может позволить 

проведение прогностической оценки противоопухолевой эффективности CAR-

T-препаратов с учетом различных уровней организации солидной опухолевой тка-

ни. Целесообразным дальнейшим направлением развития данного исследования 

представляется последовательное усложнение опухолевых моделей и детальный 
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анализ действия CAR-T-клеток против клеточных сфероидов, опухолеподобных 

трехмерных структур и ксенографтных животных моделей. 

Заключение 

Адоптивная иммунотерапия представляет собой персонализированный вид 

клеточной иммунотерапии генетически-модифицированными Т-лимфоцитами, 

продемонстрировавшей значительный успех в терапии гематологических забо-

леваний. 

Несмотря на клинический успех предлагаемой терапии для лечения лейкозов 

и лимфом, ряд существенных проблем пока не позволяет добиться стабильных 

положительных результатов применения CAR-T-терапии при прочих онкологиче-

ских заболеваниях. Одним из недостатков подхода в его сегодняшнем виде явля-

ется низкая эффективность против солидных опухолей. Исследования, направлен-

ные на понимание механизмов противоопухолевого клеточного ответа, повыше-

ние выживаемости CAR-T-клеток внутри опухолевого микроокружения, предот-

вращение опухолевого избегания путем потери экспрессии целевых антигенов, 

позволят расширить спектр терапевтического применения CAR-Т-терапии для 

лечения солидных опухолей.  

Важно также оценивать риски возникновения токсических побочных эффек-

тов, например СЦШ, представляющего собой потенциально летальную реакцию 

иммунной системы пациента, вызванную резким высвобождением большого ко-

личества провоспалительных цитокинов. СЦШ является одним из наиболее ча-

сто встречающихся и опасных осложнений при CAR-T-клеточной терапии. 

В работе продемонстрирована способность CAR-T-клеток к антиген-специфи-

ческому лизису модельной клеточной линии карциномы предстательной железы 

PC-3M(Kat
+
CD19

+
). Данные мультиплексного анализа цитокинового профиля в 

исследовании противоопухолевого действия CAR-T-клеток подтвердили риски 

возникновения СЦШ. В целом, полученные результаты указывают на потенциаль-

ную возможность применения данного типа терапии против солидных злокаче-

ственных новообразований. Представленные нами результаты будут полезными 

для оценки эффективности CAR-T-терапии, прогнозирования рисков развития по-

бочной токсичности, а также для экстраполяции результатов in vitro анализа на 

дальнейшие доклинические и клинические исследования CAR-T-клеточных пре-

паратов. Полученные результаты могут быть использованы для разработки новых 

иммунотерапевтических подходов и повышения эффективности других видов 

АКТ против солидных опухолей – в первую очередь опухоль-инфильтрирую-

щих лимфоцитов и TCR-T-клеток. 
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Abstract 

In recent years, a new promising application of adoptive cell therapy (ACT) has been enabled by 

the development of technologies and the successful clinical use of T cells with a chimeric antigen recep-

tor (CAR-T) for treating patients with malignant B-cell neoplasms. In this study, we obtained CAR-T 

cells with the second-generation chimeric antigen receptor FMC63-28Z-CAR. The effectiveness of 

the obtained CAR-T cells against the monolayer of the modified PC-3M prostate carcinoma cell line 

(Kat+CD19+) was evaluated. A correlation was demonstrated between an increased secretion of the pro-

inflammatory cytokines IFNγ, TNFα, IL6 and a decreased confluence of the tumor cells monolayer. 

At the same time, a pronounced antitumor effect of CAR-T cells was observed starting from day 5 of 

coincubation. Thus, the proposed approach can potentially be applied for a preliminary evaluation of 

the effectiveness of biomedical CAR-T cell products in the treatment of solid tumors. 

Keywords: CAR-T cells, chimeric antigen receptor, solid tumor, cell model, prostate carcinoma, 

PC-3M 
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Figure Captions 

Fig. 1. Evaluation of the transduction efficiency of T lymphocytes by lentiviral particles. a – dot plot: 

the population of T cells on the forward and side scatter plot, the population of T cells is highlighted; 

b – dot plot: the population of GFP-positive T lymphocytes (CAR-T cells); c – dot plot: assessment 

of the CAR-T cells content by the signal level of biotinylated protein L conjugated with streptavidin-

Pacific Blue; d – dot plot: the subpopulations of CD4+ and CD8+ in the total population of CAR-T 

cells. The upper left quadrant represents the population of CD4+ CAR-T cells, the lower right quad-

rant represents the population of CD8+ CAR-T cells. 

Fig. 2. Evaluation of the transduction efficiency of the PC-3M cell line with lentiviral particles encoding 

for the red fluorescent protein Katushka2S and CD19 antigen. a – dot plot: the unmodified control 

line PC-3M; b – dot plot: the level of transduction of PC-3M cells by lentiviral particles encoding for 

the red fluorescent protein Katushka2S; c – dot plot: the unmodified control line PC-3M; d – dot plot: 

the level of transduction of PC-3M(Kat+) cells by lentiviral particles encoding for CD19 antigen. 
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Fig. 3. Evaluation of the CAR-T cells effectiveness against the tumor cell line PC-3M(Kat+CD19+) 

in the dynamic evaluation of the changes in confluence from days 1 to 7 of co-cultivation. The results 

are presented as the mean value, the error bars indicate the standard deviation (n = 3, p < 0.05). 

Fig. 4. Micrographs of the monolayer of the tumor cell lines PC-3M(Kat+) and PC-3M(Kat+CD19+) co-

cultivated with CAR-T cells. Light microscopy, fluorescence microscopy, representative micro-

graphs (n = 6) are shown, scale bar is 100 µm. CAR-T cells – green fluorescence. Tumor cells PC-

3M(Kat+) and PC-3M(Kat+CD19+) – red fluorescence. 

Fig. 5. Heat map of the levels of expression of IFNγ, IL6, and TNFα in the culture medium during the co-

cultivation of CAR-T cells with the tumor cell lines PC-3M(Kat+) and PC-3M(Kat+CD19+) at different 

time points. 
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