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1. ВЕДЕНИЕ 

 

1.1. Актуальность темы исследования 

 

Современные методы лечения онкогематологических заболеваний все чаще 

основаны на использовании иммунотерапевтических препаратов, которые 

являются альтернативой или применяются совместно с традиционными методами 

онкотерапии – химио- и радиотерапией. Моноклональные антитела (МкАТ), 

ингибиторы иммунных контрольных точек и биспецифические антитела – 

иммунотерапевтические агенты, которые активно применяются для лечения 

различных злокачественных новообразований. Стремительно развивающимся 

направлением иммунотерапии является применение Т клеток, модифицированных 

химерными антигенными рецепторами (CAR T, chimeric antigen receptors modified 

T cells). Несколько CAR T клеточных препаратов для терапии лимфом и лейкозов 

уже одобрены к применению Министерством здравоохранения (Российская 

Федерация), Управлением по контролю за пищевыми продуктами и 

лекарственными препаратами (Соединенные Штаты) и Европейским агентством по 

лекарственным средствам (Европейский Союз). Химерные антигенные рецепторы 

распознают антигены опухолевых клеток независимо от молекул главного 

комплекса гистосовместимости, что позволяет комбинировать антитело-

опосредованное специфическое таргетирование поверхностных маркеров раковых 

клеток и цитотоксичность Т клеток. 

В качестве более безопасной альтернативы исследуют возможность 

модификации химерными антигенными рецепторами (CAR, chimeric antigen 

receptors) натуральных киллеров (NK, natural killer), которые обладают рядом 

преимуществ по сравнению с Т клетками, такими как отсутствие или минимальная 

вероятность развития синдрома выброса цитокинов (CRS, cytokine release 

syndrome) и реакции трансплантат против хозяина (РТПХ), а также независимыми 

от CAR механизмами уничтожения опухолевых клеток.  
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При разработке иммунотерапии первостепенной задачей является выбор 

антигена, ассоциированного с опухолью (TAA, tumor-associated antigen), который 

не представлен в остальных тканях организма, для преодоления внеопухолевой 

антиген-опосредованной токсичности. Для онкогематологических заболеваний 

уникальным антигеном является белок CD45 (здесь и далее по тексту CD – cluster 

of differentiation – кластер дифференцировки) – тирозиновая фосфатаза, которая 

также известна как общий лейкоцитарный антиген и присутствует на поверхности 

всех видов обладающих ядром клеток крови, включая злокачественно 

трансформированные, за исключением тромбоцитов и эритроцитов. Такие свойства 

делают CD45 уникальной мишенью для таргетной терапии, целью которой является 

уничтожение гемопоэза, особенно при кондиционировании пациентов перед 

трансплантацией гемопоэтических стволовых клеток (ТГСК). ТГСК была 

разработана как способ целенаправленного воздействия на кроветворную систему 

и замены миелоидной и лимфоидной тканей для лечения онкологических и 

лимфопролиферативных патологий системы кроветворения. Перед процедурой 

ТГСК необходимо предварительно кондиционировать пациента, удалив 

собственные клетки костного мозга. Традиционный вариант такого вмешательства 

требует предтрансплантационной химио- или радиотерапии в дозах, которые 

высокотоксичны для клеток крови и костного мозга. К сожалению, эти методы 

провоцируют острые повреждения других органов и систем органов (например, 

кишечника) и связаны с отложенными рисками, такими как пожизненный риск 

вторичного опухолеобразования вследствие мутагенного повреждения ДНК. 

Важно отметить, что для ряда пациентов невозможно применять 

предтрансплантационную химио- или радиотерапию в силу наследственных 

заболеваний, связанных с нарушениями механизмов репарации геномной ДНК 

(анемия Фанкони, синдром Ниймеген и др.). Эти нарушения вызывают 

гиперчувствительность к повреждению ДНК, что является причиной плохого 

прогноза для таких пациентов при использовании стандартных доз 

генотоксических препаратов. Более специфичные и безопасные способы 

кондиционирования включают терапию антителами к различным маркерам 
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лимфоидных и миелоидных клеток и конъюгатами химио- и радиотерапевтических 

препаратов с этими антителами. Иммунотерапевтические препараты, нацеленные 

на CD45, достаточно давно пытаются исследовать и применять в 

кондиционирующей терапии, показана возможность элиминации гемопоэтических 

клеток этими препаратами. Однако для полного удаления агрессивных 

злокачественных клеток, нередко обладающих лекарственной устойчивостью, 

необходимы агенты на основе иммунных клеток, способные эффективнее 

уничтожать опухолевые клетки. В этой связи, актуальной научно-

исследовательской задачей является создание CAR T клеток и CAR NK клеток, 

специфичных к CD45 и способных к эффективному уничтожению клеток крови 

человека, в том числе, злокачественно трансформированных. 

К сожалению, несмотря на впечатляющие результаты применения 

одобренных CAR T клеточных препаратов и перспективные результаты 

исследований новых терапевтических клеточных агентов, существует ряд 

ограничений и нерешенных проблем в использовании модифицированных клеток. 

Так, в настоящее время, стандартом является использование аутологичных Т 

лимфоцитов пациента для наработки CAR T клеток. Функциональное состояние 

аутологичных Т лимфоцитов зависит от типа и течения заболевания, а также 

истории лечения пациентов, которые часто сначала получают препараты первой 

линии, а именно, химио- или радиотерапевтические агенты. Как правило, такое 

лечение негативно отражается на всех активно делящихся клетках, в том числе и на 

Т лимфоцитах. Поэтому аутологичные Т лимфоциты у пациентов, получивших 

препараты первой линии, обычно функционально истощены, что сильно снижает 

эффективность лечения полученными из них аутологичными CAR T клетками. 

Использование здоровых донорских Т лимфоцитов для производства CAR T клеток 

может решить данную проблему, однако, использование аллогенных Т лимфоцитов 

ограничено риском развития РТПХ даже в случае гаплоидентичных доноров, что 

требует дополнительной модификации аллогенных CAR T клеток. В предыдущих 

исследованиях, направленных на профилактику вирусных инфекций после ТГСК, 

было показано, что аллогенные Т клетки памяти, негативные по маркеру CD45RA, 
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можно использовать для инфузии донорских лимфоцитов с целью восстановления 

противовирусного иммунитета. При этом риск развития РТПХ минимален. В то же 

время, как показали доклинические исследования, Т клетки памяти (Tm, memory T 

cells) подходят для получения CAR Tm клеток. Последние эквивалентны по 

эффективности элиминации опухолей обычным CAR T клеткам in vivo, а в случае 

аллогенного применения не вызывают РТПХ. В этой связи аллогенные CAR Tm 

клетки, полученные из CD45RA-негативных Т клеток памяти гаплоидентичных 

доноров, теоретически могут быть использованы в случае пациентов, ранее 

перенесших химиотерапию и облучение. Безусловно, необходимо клиническое 

подтверждение данной гипотезы. Исследование эффективности CAR Tm клеточной 

терапии на пациентах и детальное сравнение CAR Tm клеток и классических CAR 

T клеток in vitro и ex vivo, являются крайне актуальными.  

 

1.2. Цель работы и поставленные задачи 

 

Целью диссертации является разработка и анализ новых 

иммунотерапевтических агентов и подходов, основанных на свойствах общего 

лейкоцитарного антигена CD45 для терапии онкогематологических заболеваний и 

кондиционирования перед трансплантацией костного мозга. 

В диссертационной работе были поставлены следующие задачи: 

1. Получение нокаутных по CD45 CAR45 T клеток и CAR45 NK клеток для 

таргетирования пан-лейкоцитарного антигена CD45; 

2. Функциональная оценка нокаутных по CD45 CAR45 T клеток и CAR45 NK 

клеток in vitro; 

3. Оценка потенциала нокаутных по CD45 CAR45 T клеток к элиминации CD45-

позитивных клеток человека in vivo; 

4. Исследование терапевтического потенциала CD45RA-негативных 

аллогенных CAR19 T клеток, произведенных из Т клеток памяти (CAR19 Tm) на 

пациентах; 

5. Сравнительный in vitro и ex vivo анализ CAR19 Tm клеток и CAR19 T клеток. 
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1.3. Научная новизна и практическая значимость работы 

 

В теоретической части работы рассмотрены методы кондиционирующей 

терапии перед ТГСК, современное состояние CAR T клеточной терапии и ее 

потенциальное применение в контексте ТГСК, сведения о пан-лейкоцитарном 

антигене CD45 и его роли в иммунной системе, месте в патологии опухолевых 

заболеваний и участии в функционировании CAR.  

С помощью геномного редактирования гена CD45 были получены 

устойчивые к кросс-цитотоксичности (аутотоксичности) CAR45 T клетки и CAR45 

NK клетки нокаутные по CD45 (CD45Δ), способные элиминировать CD45-

позитивные клетки крови человека in vitro. Было показано, что CD45Δ CAR45 T 

клетки эффективно элиминируют человеческие CD45-позитивные опухоли и 

трансплантат мононуклеарных клеток периферической крови (PBMC, Peripheral 

blood mononuclear cells) человека in vivo. В результате, CD45Δ CAR45 T клетки 

являются тканеспецифичной и менее токсичной альтернативой существующим 

препаратам для кондиционирования и лизиса гемопоэтических опухолей перед 

ТГСК. 

Продемонстрирована эффективная элиминация B клеточной опухоли у 

пациентов аллогенными CAR19 Tm клетками, полученными из популяции Т клеток 

памяти гаплоидентичных доноров, в отсутствие тяжелой РТПХ. Детальное 

сравнительное исследование стандартных CAR19 T и CAR19 Tm клеточных 

препаратов выявило различия в их фенотипе, параметрах истощения, 

транскриптомном профиле и длительности цитотоксической активности, которые 

необходимо учитывать для успешного клинического применения CAR19 Tm клеток 

для пациентов, которые прошли ряд процедур химиотерапии и облучения. 

 

1.4. Положения, выносимые на защиту 

 

1. CD45Δ CAR45 T клетки и CD45Δ CAR45 NK клетки лизируют CD45-

позитивные клетки человека, включая злокачественные, in vitro; 
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2. CD45Δ CAR45 T клетки элиминируют CD45-позитивные клетки человека, 

включая злокачественные, in vivo; 

 

3. Впервые показано, что аллогенные CAR19 Т клетки с фенотипом клеток 

памяти эффективно элиминируют B клеточную опухоль и не вызывают РТПХ 

тяжелой степени у пациентов; 

 

4. CAR19 T клетки с фенотипом клеток памяти быстрее теряют 

функциональную активность и отличаются по ряду характеристик (фенотип, 

профиль истощения) от CAR19 T клеток. 

 

1.5. Апробация работы 

 

Результаты диссертационной работы были представлены в виде докладов и 

опубликованных тезисов на конференции с элементами школы молодых ученых 

«Молекулярные основы заболеваний: что молекулярная биология может сделать 

для современной медицины» 2021 г., Новосибирск (Россия); на XXXIV и XXXV 

международных зимних молодежных научных школах «Перспективные 

направления физико-химической биологии и биотехнологии» в 2022 и 2023 г., 

Москва (Россия); на международной конференции FEBS в 2022 г., Лиссабон 

(Португалия). 

По теме диссертации опубликованы следующие работы: 

1. *Stepanova V. M., *Volkov D. V., Osipova D. S., Wang W., Hou, Y., Pershin, D. 

E., Fadeeva, M.S., Malakhova, E.A., Kulakovskaya E.A., Cuicui, L., Mingfeng, Z., Zang, 

H., Xia, J., Zhang, D., Mamedov, I.Z., Chernov, A.S., Telegin, G.B., Rubtsov, Y.P., 

Gabibov A.G., Wu, P., Maschan M.A., Stepanov, A. V. Targeting CD45 by gene-edited 

CAR-T cells for leukemia eradication and hematopoietic stem cell transplantation 

preconditioning // Molecular Therapy Oncology. 2024. V. 32. № 3. P. 200843.  

* – эквивалентный вклад 
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2. Volkov D. V., Stepanova V. M., Rubtsov Y. P., Stepanov A. V., Gabibov A. G. 

Protein Tyrosine Phosphatase CD45 As an Immunity Regulator and a Potential Effector 

of CAR-T therapy // Acta Naturae. 2023. V. 15. № 3. P. 17-26. 

3. Ukrainskaya V. M., Molostova O. O., Shelikhova L. N., Pershin D. E., 

Kulakovskaya E. A., Volkov D. V., Rakhteenko A.V., Muzalevskii Y.O., Kazachenok 

A.S., Brilliantova V.V., Osipova D.S., Rubtsov Y.P., Stepanov A.V., Maschan M. A. 

Haploidentical donor-derived memory CAR T cells: first in human experience and in vitro 

correlative study // Blood advances. 2022. V. 6. № 19. P. 5582–5588. 

 

Диссертация выполнена при поддержке Министерства науки и высшего 

образования Российской Федерации (грант № 075-15-2024-536) 
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2. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

2.1. Кондиционирующая терапия 

 

2.1.1. Введение 

 

Трансплантация гемопоэтических стволовых клеток (ТГСК) применяется для 

лечения пациентов с нарушениями кроветворения, аутоиммунными заболеваниями 

или злокачественными новообразованиями [1]. После пересадки пациенту 

донорские стволовые клетки восстанавливают кроветворную систему реципиента. 

Благоприятный исход трансплантации зависит от многих факторов, включая 

совместимость по человеческим лейкоцитарным антигенам (HLA, human leukocyte 

antigen), своевременное предотвращение реакции трансплантат против хозяина 

(РТПХ) и эффективное кондиционирование перед трансплантацией [2]. В процессе 

кондиционирования организм пациента подвергается воздействию 

высокотоксичных агентов, что, наряду с РТПХ, является одной из главных причин 

ранней (<100 дней) и поздней (>100 дней) смертности после трансплантации [1].  

Несмотря на риски токсичности, кондиционирование является необходимым 

этапом подготовки для эффективной ТГСК. Во-первых, кондиционирование 

создает свободное пространство в нишах гемопоэтических стволовых клеток 

(ГСК). Такие ниши имеют сложную пространственную организацию со 

множеством различных типов клеток [3, 4] (Рисунок 1). Эти клетки продуцируют 

молекулярные сигналы, необходимые для восстановления ГСК и поддержания 

функционирования костного мозга (КМ). Кондиционирование позволяет 

донорским ГСК занять освободившиеся ниши, чтобы начать восстановление 

кроветворной системы [5]. Во-вторых, кондиционирование освобождает 

пространство в микроокружении КМ. Предшественники гранулоцитов и 

макрофагов заполняют его, формируя кластеры, которые вовлечены в миелопоэз [6, 

7]. 
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Рисунок 1 – Ниша ГСК (адаптировано из [8]) 

 

В-третьих, в случае злокачественных новообразований и аутоиммунных 

нарушений, кондиционирование позволяет максимально удалить патологический 

“росток” КМ [9]. Кроме того, использование антитимоцитарного глобулина, 

циклоспорина, такролимуса или сиролимуса в процессе кондиционирования 

индуцирует иммуносупрессию для снижения риска отторжения трансплантата и 

возникновения РТПХ [10, 11]. 

 

2.1.2. Режимы кондиционирования 

 

Официальной классификации режимов кондиционирования на сегодняшний 

момент не предложено. Применяют разные сочетания кондиционирующих агентов, 

которые обуславливают градацию интенсивности кондиционирования – 

миелоаблативное, уменьшенной интенсивности и немиелоаблативное [12] 

(Рисунок 2). 
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Рисунок 2 – Режимы кондиционирования (адаптировано из [13]); ТОТ – тотальное облучение 

тела, ↓ – низкая доза; ↑ – высокая доза, ФЛУ – флударабин, БУ – бусульфан, ТРЕО – 

треосульфан, МЕЛ – мелфалан, 131I – конъюгированное с изотопом йод-131 антитело к 

рецептору CD45, ЦИ – циклофосфамид, АТГ – антитимоцитарный глобулин, АраЦ - цитарабин 

 

До сих пор используют традиционные методы кондиционирования – 

химиотерапию и облучение, миелоаблативные дозы которых, несмотря на 

достаточную эффективность, обладают тяжелыми побочными эффектами, 

связанными с неспецифичной генотоксичностью. Высокая генотоксичность 

ограничивает применение традиционных режимов кондиционирования. Группой 

высокого риска являются пациенты с наследственными заболеваниями, 

связанными с нарушениями репарации ДНК (анемия Фанкони, синдром Ниймеген, 

синдром Блума, атаксия-телеангиоэктазия), дети, в анамнезе которых есть 

сопутствующие заболевания и другие факторы риска, и пожилые пациенты [14-17]. 

Существуют протоколы кондиционирования, использующие средние и низкие дозы 

химиотерапевтических препаратов и облучения (Рисунок 2), но, к сожалению, 
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низкие дозы не гарантируют полноценного удаления патологического “ростка” КМ, 

а также достаточной элиминации собственных иммунных клеток пациента, что 

негативно отражается на эффективности терапии и приживлении трансплантата 

[18]. Поэтому, для более эффективной и безопасной ТГСК необходимо создание 

специфичных и негенотоксичных методов кондиционирования.  

В настоящее время также достаточно широко применяют 

иммунотерапевтические агенты, такие как моноклональные антитела, 

специфичные к маркерам клеток лимфоидного и миелоидного происхождения 

(CD52 [19, 20]; CD20 [21, 22]; интегрин α4β7 [23], клиническое исследование 

#NCT03657160; CD117 [24-26]; CD47 [24, 26]; CD4; CD8; CD40L; CD122 [27] и др.), 

а также химио- (CD45 [28]; CD117 [29]; CD33 [30]; CD300f [31] и др.) и 

радиоконъюгаты антител (CD45 – клиническое исследование #NCT02665065; CD20 

[32], CD25 – клиническое исследование #NCT04871607; CD66 – клиническое 

исследование #NCT04082286 и др.) (Рисунок 3).  
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Рисунок 3 – Иммунотерапевтические кондиционирующие агенты (адаптировано из [8]) 

Введение CAR T клеток в качестве агентов кондиционирования для борьбы с 

агрессивными злокачественными заболеваниями и максимального избавления от 

бластов является одним из развивающихся направлений клеточной терапии для 

ТГСК (Рисунок 3). В доклинических исследованиях уже продемонстрировали 

эффективную, но узкоспециализированную миелоаблацию ГСК и клеток 

предшественников CAR T клетками, специфичными к CD117 [33, 34], CD33 [35] и 

CD123 [36, 37]. Выбор этих антигенов обоснован их минимальным уровнем 

экспрессии в немиелоидных тканях и отсутствием на зрелых Т лимфоцитах. В то 

же время, для более успешного кондиционирования и элиминации опухолей 

необходим антиген, охватывающий как можно больше гемопоэтических клеток, 

включая Т клетки, и отсутствующий на клетках остальных тканей.  
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Таким набором параметров обладает антиген CD45 – белковая тирозиновая 

фосфатаза (PTP, protein tyrosine phosphatase), которая представлена на поверхности 

практически всех клеток крови за исключением зрелых тромбоцитов и 

эритроцитов, и отсутствует на клетках других тканей организма [38]. Клетки 

подавляющего большинства лейкозов и лимфом также несут CD45 на своей 

поверхности [39, 40]. Благодаря этому можно объединить этапы 

кондиционирования и терапии рака, что возможно обеспечит более полную 

элиминацию гемопоэтических клеток пациента и снижение риска сохранения 

остаточного заболевания или возникновения рецидива после трансплантации.  

 

2.2. Общий лейкоцитарный антиген CD45 

 

2.2.1. Структура CD45 

 

Тирозиновую фосфатазу CD45 кодирует ген PTPRC, в который входит 35 

экзонов. Экзоны с 4-го по 6-й содержат гомологичные энхансеры и сайленсеры, 

регулирующие альтернативный сплайсинг пре-мРНК [41, 42], благодаря которому 

при созревании мРНК и дальнейшей трансляции образуются 6 обнаруженных 

изоформ белка (в скобках указаны экзоны, которые остаются в составе продуктов 

сплайсинга для трансляции указанной изоформы): CD45RO (3-7-8), CD45RA (3-4-

7-8), CD45RB (3-5-7-8), CD45RAB (3-4-5-7-8), CD45RBC (3-5-6-7-8) и CD45RABC 

(3-4-5-6-7-8) (Рисунок 4).  
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Рисунок 4 – Обнаруженные изоформы CD45 [40] 

Все гемопоэтические клетки, кроме зрелых эритроцитов и тромбоцитов, 

несут разное количество изоформ CD45 в зависимости от степени 

дифференцировки (Рисунок 5) [38, 39]. 

 

Рисунок 5 – CD45 в клетках гемопоэтического происхождения [40]; ПСК – плюрипотентная 

стволовая клетка 
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Внеклеточную область CD45 составляют пять структурных элементов 

(Рисунок 6). Во-первых, это N-концевой комплекс, состав которого зависит от 

альтернативного сплайсинга и определяет изоформу фосфатазы. Предполагают, что 

интенсивное гликозилирование N-конца играет важную роль во взаимодействии 

рецептора с лигандами и в его функционировании [43].  

 

Рисунок 6 – Структура CD45 [40]; A, B, C – внеклеточные участки CD45, определяющие 

изоформу белка; CR (cysteine rich region) – область, содержащая 5 консервативных цистеинов; 

FNIII (fibronectin type III) – домены фибронектина типа III; TM – трансмембранный домен; W 

(wedge-like) – клиновидный домен; D1 – домен с фосфатазной активностью; D2 – домен, 

необходимый для функционирования CD45 в клетке. 

Остальные участки - область с пятью консервативными остатками цистеина и три 

домена фибронектина III типа - одинаковы для всех изоформ. Внутриклеточная 

часть фосфатазы состоит из клиновидного домена, фосфатазного домена D1 и 

домена D2, необходимого для функционирования CD45 [44, 45].  
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CD45 выполняет важные функции в иммунных клетках, отвечая за начальные 

стадии их активации, адгезии и миграции. Ключевым элементом в регуляции 

сигналинга клеток является количественный и качественный состав изоформ CD45, 

который меняется в зависимости от стадии дифференцировки и активации 

(например, наивные Т клетки несут длинные варианты белка, а в состоянии 

активации на поверхности Т лимфоцитов появляются короткие варианты без 

вариабельных экзонов) [42]. При активации Т клеток объемная и «жесткая» по 

структуре фосфатаза вытесняется сближающимися мембранами Т лимфоцита и 

антигенпрезентирующей клетки (АПК) из центра образующегося иммунного 

синапса [46]. 

 

2.2.2. Роль CD45 в онкогематологических заболеваниях 

 

Широкая распространенность CD45 на опухолевых клетках делает его почти 

универсальной мишенью для адоптивной терапии различных 

онкогематологических заболеваний. Количество CD45 и его роль в патогенезе 

варьирует в зависимости от заболеваний [47-50]. В онкогенезе диффузной B 

крупноклеточной лимфомы бластные клетки имеют повышенный синтез галектина 

3, который обладает антиапоптотическим действием [51, 52]. В свою очередь, 

галектин 3 связывается с CD45 и остается на мембране. При удалении связанного с 

CD45 галектина опухолевые клетки становятся более чувствительны к апоптозу 

[53]. С другой стороны, у пациентов с множественной миеломой обнаружили 

одновременное присутствие как CD45-позитивных, так и CD45-негативных 

бластов [54, 55]. Повышенная экспрессия CD45 увеличивает чувствительность 

бластных клеток к апоптозу, вызванному различными способами: с помощью 

ингибирования шаперона HSP90, стресса эндоплазматического ретикулума, либо 

окислительного стресса [55, 56]. С другой стороны, экспрессия CD45 способствует 

пролиферации опухоли за счет усиления сигнала по пути JAK/STAT: CD45-

позитивные клетки способны к пролиферации после стимуляции интерлейкином-6 

(далее ИЛ-6), а CD45-негативные – нет, хотя участники пути JAK/STAT 
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фосфорилированы в обеих популяциях [57]. Видимо, даже несмотря на повышение 

вероятности апоптоза, интенсивная пролиферация за счет синтеза CD45 

обеспечивает высокий прирост CD45-позитивных бластов, и, как следствие, 

меньшую общую выживаемость пациентов [58]. При детском остром 

лимфобластном лейкозе повышенный уровень CD45 увеличивает вероятность 

рецидива [59]. У пациентов с хроническим лимфобластным лейкозом наблюдаются 

атипичные бластные клетки с небольшим количеством CD45. При этом, 

преобладание атипичных клеток положительно сказывается на выживаемости 

пациентов [60].  

 

2.2.3. Функции CD45 в Т и NK клетках 

 

CD45 регулирует активацию многих клеток иммунитета, включая важные для 

противоопухолевой терапии Т и NK клетки. Впервые механизм действия CD45 был 

показан для начальных стадий сигналинга Т клеточного рецептора (ТКР) [61]. 

Фосфатаза отвечает за дефосфорилирование тирозиновых киназ семейства Src 

(SFK, Src family kinase) как в Т лимфоцитах, так и в NK клетках [40]. В свою 

очередь, киназы вовлечены в огромное количество внутриклеточных сигнальных 

каскадов, особенно с участием иммунорецепторных тирозиновых мотивов 

активации (ITAM, immunoreceptor tyrosine-based activation motif), тирозины 

которых фосфорилируются SFK, а конкретно Lck и Fyn киназами в случае Т и NK 

клеток, соответственно [62].  

Для Т клеточного рецептора характерна конкуренция CD45 с киназой Csk, 

которая фосфорилирует ингибирующий тирозин (Y505) на Lck. CD45 

дефосфорилирует Y505 и активирующий тирозин (Y394) поддерживая Lck в 

состоянии, из которого Lck легче активироваться и запустить 

аутофосфорилирование [63]. Кроме того, CD45 дефосфорилирует CD3ζ компонент 

ТКР/CD3 комплекса, противодействуя активации Т клетки [64]. За счет этих 

механизмов CD45 регулирует как силу, так и частоту сигнала от ТКР [65]. Вероятно 

комбинация позитивной и негативной функций CD45 (Рисунок 7) обеспечивает 
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избирательность Т клеток к настоящим мишеням (поврежденные или 

злокачественные клетки), исключает случайную и чрезмерную активацию, 

приводящие к негативным последствиям [66].  

 

Рисунок 7 – Регуляция CD45 (адаптировано из [67]) 

В процессе развития Т клеток без CD45 невозможно правильное прохождение 

позитивной и негативной селекции, при котором сигналинг ТКР определяет 

дальнейшую судьбу Т лимфоцитов [68]. Важным этапом в развитии Т клеток 

является переход из двойных негативных лимфоцитов (CD8-CD4-) в двойные 

(CD8+CD4+) и монопозитивные (CD8+/CD4+). CD45 регулирует этот процесс, 

потому что синтез корецепторов CD4, CD8 зависит от сигналинга пре-ТКР и ТКР 

[69-72]. Отсутствие CD45, как и его главного субстрата – Lck – нарушает переходы 

Т лимфоцитов через разные стадии развития, приводя к дефициту периферических 

зрелых Т клеток [70, 73].  

С другой стороны, для NK клеток не показано такой тонкой регуляции 

развития клеток. В то же время NK клетки содержат большое количество 

активирующих рецепторов (NKG2D, NK1.1, NKp46, NKp44, CD16 и др.). Они 

связаны с внутриклеточными участниками сигналинга – DAP12, FcεRIγ и CD3ζ, 

которые содержат мотивы ITAM [74] (Рисунок 8).  
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Рисунок 8 – Рецепторы NK клеток с внутриклеточными партнерами (адаптировано из [74]) 

В свою очередь, тирозиновые киназы SFK в NK клетках также 

фосфорилируют ITAM, регулируя проведение сигнала, а активность киназ 

регулирует фосфатаза CD45 [75]. Примечательно, что отсутствие CD45 влияет на 

разные рецепторы NK клеток по-разному – стимуляция рецепторов NKG2D или 

Ly49H показала падение цитотоксичности на 20%, по сравнению с CD45-

позитивным контролем, а стимуляция рецептора CD16 приводит к одинаковой 

цитотоксичности, хотя синтез и секреция цитокинов NK клетками уменьшаются 

[76]. Вероятно, разная вовлеченность CD45 в эти процессы обусловлена силой или 

продолжительностью сигналинга. Так, для секреции цитотоксических гранул 

необязательна длительная стимуляция, все происходит в течение нескольких минут, 

а выделение цитокинов – продолжительный процесс, включающий процессинг 

белка и его секрецию, требующий устойчивый сигналинг [77, 78]. 
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2.2.4. Участие CD45 в передаче сигнала ТКР и CAR 

 

Молекулярный механизм работы CD45 при активации ТКР сводится к 

следующему: сначала в область, где будет образован иммунный синапс 

привлекается киназа Lck, ассоциированная с CD4 или CD8 и CD45. CD45 

изначально обеспечивает переходное состояние Lck, которое облегчает активацию 

киназы, а затем CD45 выталкивается из формирующегося иммунного синапса. В 

это время Lck аутофосфорилируется, активируется и фосфорилирует CD3ζ для 

дальнейшей передачи сигнала (Рисунок 9).  
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Рисунок 9 – Участие CD45 в сигналинге Т клеточного рецептора [40]; MHCI/II (Major 

histocompatibility complex) – главный комплекс гистосовместимости I или II класса; АПК – 

антигенпрезентирующая клетка; ПА – презентированный антиген; ζ – CD3ζ; ТКР – Т клеточный 

рецептор; Lck, Csk – протеинкиназы; cSMAC, pSMAC, dSMAC (central, peripheral, distal 

supramolecular activation cluster) – центральный, периферический, дистальный 

надмолекулярный кластер активации 

При активации CAR, который является по сути функциональным аналогом 

ТКР, хотя и отличается от него по структуре [79], участие CD45 сводится, по-
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видимому, к тому же механизму. Предложенная модель поведения при активации 

рецептора была названа моделью кинетической сегрегации [80]. Как и в случае ТКР, 

передача сигнала от CAR зависит от SFK и смещения баланса киназ и фосфатаз в 

области иммунного синапса в сторону киназ. Для CAR19 T клеток была показана 

взаимосвязь между силой сигнала активации, длинной CAR, связыванием с 

антигеном и CD45 [81]. Так, увеличение внеклеточного домена CAR и отдаление 

эпитопа на узнаваемом антигене от мембраны опухолевой клетки снижают 

сегрегацию CD45 и, соответственно, препятствуют сдвигу баланса в сторону киназ 

при формировании иммунного синапса, снижая сигнал. Увеличение внеклеточной 

части CD45, наоборот, способствует усилению сигнала за счет более эффективной 

сегрегации (Рисунок 10). 

 

Рисунок 10 – Взаимосвязь размера внеклеточной области CD45 и передачи сигнала от CAR [40]  

 Что касается CAR NK клеток, то они тоже формируют функциональные 

иммунные синапсы, в которых CD45 играет похожую роль [82]. В липидном бислое, 

закрепленном на стеклянной подложке, фиксировали флуоресцентно меченный 

антиген CD19 и помещали в эту систему CAR19 NK клетки. Удалось наблюдать 
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центральное скопление CD19, напоминающее центральное скопление ТКР и B 

клеточных рецепторов [83, 84]. 

 Несмотря на то, что CD45, вероятно, участвует в регуляции CAR-

опосредованного сигналинга, нет данных, однозначно свидетельствующих о 

необходимости CD45 для функционирования модифицированных CAR клеток. 

  

2.2.5. CD45 как мишень для CAR 

 

Широкая распространенность CD45, наряду с очевидным преимуществом, 

имеет и отрицательное значение для CAR T и CAR NK клеточной терапии, 

направленной на этот антиген. Так, ключевым препятствием для таргетирования 

CD45 является кросс-цитотоксичность CAR T клеток и CAR NK клеток по 

отношению друг к другу. Одним из способов избежать такой аутотоксичности 

является генное редактирование клеток с помощью системы CRISPR/Cas9, 

способной нокаутировать ген, кодирующий целевой белок. Эффективность данного 

подхода была продемонстрирована для ряда CAR T клеток, распознающих Т 

клеточные антигены (CD1a, CD2, CD3, CD5, CD7 и т.д.) [85-90]. Аналогичным 

образом, технология CRISPR/Cas9 была адаптирована для нокаута генов, 

ответственных за возникновение РТПХ [91]. Во всех случаях CAR T клетки были 

функциональны и эффективно элиминировали опухоли in vitro и in vivo, хотя 

наблюдались различия в уровне продукции провоспалительных цитокинов. 

Что касается роли CD45 как ключевого регулятора сигналов от 

иммунорецепторов, то нокаут гена, кодирующего CD45, может потенциально 

оказать негативное влияние на модифицированные клетки, так как нарушится 

система фосфорилирования ITAM и баланс активности киназ, необходимый для 

координированной работы сигнальных каскадов. С другой стороны, пока 

недостаточно данных, чтобы однозначно утверждать, что отсутствие CD45 

негативно скажется на активации модифицированных клеток. Для Т клеток на 

данный момент показано, что недостаток CD45 вызывает нарушения именно в 

созревании Т лимфоцитов в тимусе [70, 73]. Это не представляет проблемы для 
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CAR T клеток, которые получают из зрелых Т лимфоцитов. Потенциальное 

негативное влияние нокаута CD45 на модифицированные T клетки может быть 

компенсировано более интенсивным сигналом от CAR, по сравнению с ТКР [92].  

В случае NK клеток показано, что их цитотоксичность практически не 

снижена в отсутствие CD45, хотя продемонстрировано снижение продукции про-

воспалительных цитокинов [76, 93]. 

Попытка понять, насколько CD45 важен для опосредованной CAR активации 

Т лимфоцитов и NK клеток, и эффективно ли эти модифицированные клетки 

элиминируют таргетные клетки в разных условиях, была предпринята в данной 

работе. 

 

2.3. CAR T клеточная терапия 

 

2.3.1. Химерный антигенный рецептор 

 

Химерный антигенный рецептор или CAR – это рекомбинантная гибридная 

молекула, которая направляет Т клетки на антиген, ассоциированный с опухолью. 

Распознавание опухолевой клетки в случае CAR происходит независимо от 

главного комплекса гистосовместимости I класса [94] (Рисунок 11) и с гораздо 

большей аффинностью [95].  
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Рисунок 11 – Т клеточный рецептор и химерный антигенный рецептор (адаптировано из [94]); 

MHCI – главный комплекс гистосовместимости I класса; TAA – антиген, ассоциированный с 

опухолью; α,β – субъединицы ТКР; ε, δ, γ, ζ – представители группы молекул CD3 

Структурно CAR можно разделить на три части: внеклеточную с 

антигенраспознающим доменом, трансмембранную и внутриклеточную с доменом 

активации [96, 97] (Рисунок 12).  
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Рисунок 12 – Структура химерного антигенного рецептора (адаптировано из [98]); ITAM 

(immunoreceptor tyrosine-based activation motif) - иммунорецепторный тирозиновый домен 

активации; scFv (single-chain variable fragment) – одноцепочечный вариабельный фрагмент 

антитела 

Внеклеточный домен CAR состоит из сигнального пептида, 

антигенраспознающего участка и спейсера [96, 97]. За распознавание антигена 

чаще всего отвечает одноцепочечный вариабельный фрагмент (scFv, single chain 

variable fragment) антитела. scFv представляет собой вариабельные домены тяжелой 

и легкой цепей иммуноглобулина, соединенные подвижным линкером. Спейсер 

связывает антигенраспознающий домен с трансмембранным. От длины спейсера 

зависит подвижность и положение распознающего домена относительно молекулы-

мишени на опухолевой клетке. Трансмембранный домен закрепляет рецептор в 

мембране клетки.  

Внутриклеточная часть CAR зависит от того, к какому поколению рецепторов 

принадлежит данный CAR. Эта область CAR состоит из домена активации, который 

чаще всего является сигнальной частью CD3ζ, содержащей ITAM. Также 

внутриклеточная часть может содержать ко-стимулирующие домены, которые 
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представляют собой сигнальные части ко-стимулирующих рецепторов Т 

лимфоцитов, и дополнительные регуляторные домены [98] (Рисунок 13).  

 

Рисунок 13 – Поколения CAR (адаптировано из [98]); КД – ко-стимулирующий домен; ITAM - 

иммунорецепторный тирозиновый домен активации 

Внутриклеточная часть CAR первого поколения (Рисунок 13) содержит только 

CD3ζ. Эксперименты с CAR T клетками первого поколения показали их низкую 

цитотоксичность и слабую пролиферацию из-за отсутствия ко-стимулирующего 

(CD27, CD28, CD134, CD137) сигнала и слабой продукции цитокинов, в частности, 

ИЛ-2 [99, 100]. Во второе поколение (Рисунок 13) CAR добавили ко-

стимулирующий домен из CD28 или CD137, чтобы обеспечить продукцию 

цитокинов за счет ко-стимуляции, и, за счет этого, усилить пролиферацию CAR T 

клеток [101-103]. В третьем поколении (Рисунок 13) ко-стимулирующий домен 

CD28, который обеспечивает высокую цитотоксическую активность, дополнили 

еще одним – из CD137 или CD134 для повышения пролиферации и активации 

большего числа сигнальных каскадов [99]. Четвертое поколение (Рисунок 13) CAR 

основано на рецепторах второго поколения, но модификация клеток включает в 
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себя одновременное введение экспрессионной кассеты для продукции цитокина, 

например ИЛ-12, под конститутивным или индуцибельным промотором. 

Экспрессия гена, кодирующего CAR, и синтез цитокина происходит либо 

постоянно, либо при активации CAR. Распознавание TAA такими CAR T клетками 

способствует локальной активации других иммунных клеток, в основном NK 

клеток и макрофагов, для более интенсивной элиминации опухоли [104]. Пятое 

поколение (Рисунок 13) CAR тоже основано на рецепторе второго поколения, при 

этом в структуру рецептора добавлен домен бета-субъединицы рецептора ИЛ-2 с 

сайтом связывания транскрипционного фактора STAT3 [105]. Антиген-

специфичная активация рецептора пятого поколения запускает одновременно три 

сигнальных пути – ТКР-сигналинг (CD3ζ), ко-стимулирующий сигналинг (CD28) и 

цитокиновый сигналинг (JAK–STAT). Такой синергизм обеспечивает более 

физиологичные условия активации модифицированных T клеток, увеличивая их 

терапевтический потенциал. Кроме того, существуют разновидности CAR, которые 

не входят в какое-либо из поколений, но обеспечивают более высокий уровень 

специфичности и безопасности для пациента. Это могут быть универсальные CAR, 

биспецифические CAR, сплит-CAR, индуцибельные CAR и др. [106].  

 

2.3.2. Недостатки аутологичных CAR T клеток 

 

Адоптивная клеточная терапия модифицированными Т лимфоцитами 

показала впечатляющие результаты в клинике онкогематологических заболеваний. 

Управление по контролю за продуктами питания и лекарствами США за последние 

7 лет одобрило 6 CAR T клеточных препаратов (Таблица 1). 



34 

 

 

Таблица 1 – Одобренные CAR T препараты 

 

Клинический опыт применения CAR T клеток продемонстрировал высокую 

эффективность элиминирования опухолей и активную пролиферацию лимфоцитов 

после введения [107], что, однако, было ассоциировано с рядом осложнений, 

которые затрудняют лечение существующими CAR T клеточными препаратами и 

одобрение новых. Основные побочные эффекты направленной на CD19 CAR T 

клеточной терапии – это синдром выброса цитокинов, нейротоксичность и синдром 

лизиса опухоли [108-110]. На практике эти осложнения, как правило, успешно 

купируют с помощью антител к рецептору ИЛ-6 (тоцилизумаб) и кортикостероидов 

[111], однако действие этих препаратов системное и приводит к подавлению 

активности иммунитета в целом, что негативно сказывается как на эффективности 

терапии, так и на устойчивости пациентов к инфекциям. 

Еще одна проблема клеточной терапии с помощью CAR Т клеток, которая 

сейчас является терапией последней линии, – это низкое качество стартовой 

популяции аутологичных Т лимфоцитов, которую используют для получения CAR 

T клеточного препарата. Т лимфоциты пациента вследствие химио- и радиотерапии 

обычно функционально истощены, а поэтому не могут эффективно убивать 

таргетные клетки и пролиферировать [112]. Кроме того, аутологичные CAR Т 

клетки требуют индивидуального производства для каждого пациента [113], что 

приводит к задержке с введением терапевтических клеток [114]. Это особенно 

критично для пациентов с агрессивными пролиферативными заболеваниями, 

такими как лейкоз в острой форме. У таких пациентов может начаться 
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прогрессирование заболевания до того, как препарат аутологичных CAR Т клеток 

будет готов к применению. Поэтому цена ошибки и задержки многократно 

возрастает в случае аутологичных CAR T клеток. Кроме того, подстраивание 

производства CAR T клеточных препаратов для каждого пациента – это затратный 

по времени и труду процесс, который нуждается в оптимизации [115].  

Использование аллогенных Т клеток, полученных от здоровых доноров, 

могло бы стать решением вышеописанной проблемы, так как позволяет заготовить 

множество CAR T клеточных препаратов различной направленности без потери 

функциональности. Препятствием для широкого распространения такого подхода 

является опасность возникновения тяжелой РТПХ и отторжения CAR T клеток. 

Даже использование гаплоидентичных доноров не лишено рисков развития этих 

реакций [116, 117].  

Обеднение Т клеток по наивной популяции снижает риск возникновения 

аллореактивности и используется в обработке трансплантатов ГСК и инфузий 

донорских лимфоцитов для снижения риска РТПХ [118, 119]. Такие 

оптимизированные популяции Т клеток можно использовать в создании аллогенной 

CAR T терапии. 

 

2.3.3. CD45 как маркер популяций Т клеток 

 

Т лимфоциты присутствуют в крови, вторичных лимфоидных органах и 

тканях в виде ряда отличающихся по свойствам популяций: наивных Т клеток [35], 

эффекторных Т клеток (TE) и Т клеток центральной и эффекторной памяти (TCM и 

ТEM) [120]. Помимо отличий, связанных с наличием или отсутствием 

предшествующего контакта с антигеном, степенью дифференцировки, 

способностью секретировать цитокины и хемокины, эти субпопуляции отличаются 

в том числе наборами характеристических поверхностных маркеров (Рисунок 14). 

Разнообразие и структура репертуаров также отличаются у разных субпопуляций. 
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Рисунок 14 – Поверхностные маркеры Т клеток на стадиях дифференцировки (адаптировано из 

[120]) 

TN лимфоциты имеют более разнообразный репертуар ТКР, чем TСM/EM клетки 

[121, 122]. После активации антигеном лимфоциты TN (CD45RA+CD62L+) 

начинают клональную экспансию и дифференцировку в короткоживущие 

эффекторные клетки и долгоживущие клетки памяти, которые защищают от 

повторного заражения и включают лимфоциты TCM (CD45RA-CD62L+) и 

лимфоциты TEM (CD45RA-CD62L-). Отличия популяций проявляются не только в 

присутствии разных маркеров на поверхности, но и в особенностях активации 

сигнальных каскадов, скорости пролиферации и индукции РТПХ и других 

иммунных реакций.  

Как показали эксперименты на животных, аллогенные TN клетки вызывают 

тяжелую РТПХ (3-4 степени), а клетки TCM и TEM – РТПХ низкой степени тяжести 

(1-2 степени), либо вообще не провоцируют РТПХ [123-129]. Важно отметить, что 

лимфоциты ТCM/EM в то же время обладают эквивалентной цитотоксической 

активностью в отношении опухолей [128, 130]. Лимфоциты ТCM/EM подходят для 

получения CAR Tm клеток. Доклинические эксперименты показали, что клетки 

CAR Tm, как и классические CAR T клетки, эффективно элиминируют опухоли in 
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vivo, а в случае аллогенного применения не вызывают РТПХ [131]. Благодаря таким 

характеристикам TCM или TEM лимфоциты могут быть использованы в качестве 

исходного материала при производстве CAR Tm клеток с низким потенциалом к 

развитию РТПХ. Для отбора оптимальной популяции при выделении Т клеток 

может быть использована технология магнитной деплеции CD45RA-позитивных 

клеток за счет металлических шариков, покрытых стрептавидином, и 

биотинилированных МкАТ к CD45RA [132].  

Для полноценной оценки преимуществ и недостатков CAR Tm клеток 

необходимо исследование на пациентах. 

 

2.4. Заключение 

 

Иммунотерапия за последние десятилетия сделала огромный скачок, как в 

методах, так и в технологиях, что позволило ей занять значимое место в медицине. 

Клеточная терапия на основе иммунных клеток, модифицированных CAR, – это 

бурно развивающийся тип иммунотерапии, демонстрирующий впечатляющие 

результаты, но не ставший пока основным методом лечения пациентов из-за 

высокой стоимости и рисков, связанных с терапией. Применение CAR клеток 

является новым направлением и существующий дизайн химерных рецепторов, 

таргетируемые антигены, способы получения, клеточный состав, методы доставки, 

технологии регуляции и область применения CAR клеток постоянно 

совершенствуются. 

В данной работе рассмотрены две принципиальные возможности для 

развития CAR T клеточной терапии – совмещение кондиционирования и 

противоопухолевой терапии при помощи CAR T клеток с отредактированным 

геномом, специфичных к CD45 , а также применение аллогенных CAR T клеток 

полученных из популяции Т клеток памяти для пациентов с рецидивами опухоли, 

не отвечающих на терапию стандартными аутологичными CAR T клетками.  
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3. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

3.1. Коммерческие реактивы и наборы 

 

Эндонуклеазы рестрикции и соответствующие стандартные буферные 

растворы (Thermo Fisher Scientific, США; New England Biolabs, Великобритания); 

дезоксирибонуклеозидтрифосфаты (dNTP) 50X (Евроген, Россия); Q5 High-Fidelity 

DNA Polymerase 50X, Q5 Reaction Buffer 5X и Q5 High GC Enhancer (New England 

Biolabs, Великобритания); Tersus polymerase 50X и Tersus Plus Buffer 10X (Евроген, 

Россия); T4 DNA Ligase, T4 DNA Ligase Buffer 10X (Thermo Fisher Scientific, США); 

T4 ДНК лигаза, Quick ligation буфер 5X (Евроген, Россия); ScreenMix 5X (содержит 

Taq полимеразу, реакционный буфер, dNTP и краску для внесения в гель) (Евроген, 

Россия); Plasmid Midiprep 2.0 (Евроген, Россия); Plasmid Miniprep (Евроген, 

Россия); Cleanup S-Cap (Евроген, Россия); агароза (Suzhou Yacoo Science, Китай); 

маркер длин ДНК 1 kb (Евроген, Россия); буфер для нанесения ДНК на агарозный 

гель (Евроген, Россия); RNeasy Midi Kit (Qiagen, Германия); Mint-2 (Евроген, 

Россия); HiScribe Quick T7 High Yield RNA Synthesis Kit (NEB, Великобритания); 

AMPure XP kit (Beckman Coulter, США); Spy Cas9 NLS (NEB, Великобритания); 

ДНКаза I (NEB, Великобритания); ExtractDNA Blood & Cells Kit (Евроген, Россия); 

BigDye Direct Sanger Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific, США); бромистый 

этидий (Биолабмикс, Россия); NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit for Illumina 

(NEB, Великобритания), акриламид (Servicebio, Китай); азид натрия (NaN3) (Sisco 

Research Laboratories Pvt. Ltd., Индия); N,N-метилен-бисакриламид (бисакриламид) 

(Панэко, Россия); гидроксид натрия (Sigma, США); персульфат аммония (Sisco 

Research Laboratories Pvt. Ltd., Индия); тетраметилэтилендиамин (TEMED) 

(Servicebio, Китай); эфир полиоксиэтилена нонилфенола (NP-40) (Servicebio, 

Китай); натрия додецилсульфат (SDS) (Servicebio, Китай); дезоксихолат 

(AppliChem, Германия); глицерин (Solarbio, Китай); дитиотреитол (DTT) (Thermo 

Fisher Scientific, США); бромфеноловый синий (AppliChem, Германия); твин-20 

(Servicebio, Китай); сухое обезжиренное молоко (neoFroxx, Германия); фосфат 
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калия однозамещенный (KH2PO4) (Панэко, Россия); фосфат натрия двузамещенный 

(Na2HPO4) (Панэко, Россия); хлороводородная кислота (HCl) (ХИММЕД, Россия); 

меркаптоэтанол-2 (Sigma, США); BCA assay kit (Thermo Fisher Scientific, США); 

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, США), PageRuler 

Plus Unstained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, США); кумасси 

бриллиантовый синий R-250 (Servicebio, Китай); набор для проявления мембраны 

после вестерн-блоттинга ECL Plus Western Blotting Detection System (Amersham, 

США), трисгидроксиметиламинометан (Трис) (Панэко, Россия); ЭДТА динатриевая 

соль (ЭДТА) (Панэко, Россия); уксусная кислота (ХИММЕД, Россия); агар-агар 

(Difco, Великобритания); ампициллин (Sisco Research Laboratories Pvt. Ltd., Индия); 

дрожжевой экстракт (Difco, Великобритания); изопропиловый спирт (ХИММЕД, 

Россия); триптон (Difco, Великобритания); хлорид натрия (NaCl) (Панэко, Россия); 

этиловый спирт 95% (Ферейн, Россия); химически компетентные клетки E.coli 

штамма XL1-Blue (Evrogen, Россия); хлорид калия (KCl) (Панэко, Россия); хлорид 

магния (MgCl2) (Панэко, Россия); D-глюкоза (Servicebio, Китай), среда RPMI 1640 

(Gibco, США); среда DMEM с глюкозой 4.5 г/л (ПанЭко, Россия); среда OptiMEM 

(Gibco, США); среда TexMACS (Miltenyi Biotec, Германия); среда Криомед-М 

(Панэко, Россия); фетальная бычья сыворотка (FBS, Fetal bovine serum) (HyClone, 

США); раствор PBS (ПанЭко, Россия); 0.05% Трипсин-ЭДТА (Gibco, США); 

раствор антибиотика/антимикотика (100х) (Gibco, США); Glutamax (100X) (Gibco, 

США); MEM NEAA (100X) (Gibco, США); 0.04% Трипановый синий (Bio-Rad, 

США); пируват натрия (100X) (Gibco, США); полибрен (Millipore, США); 

вектофузин-1 (Miltenyi Biotec, Германия); полиэтиленимин (Sigma, США); ИЛ-2 

(Sci-Store, Россия); ИЛ-7 (Sci-Store, Россия); ИЛ-15 (Sci-Store, Россия); дазатиниб 

(Stemcell, Канада); диметилсульфоксид (Helicon, Россия); CytoTox 96 Non-

Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega, США); Dynabeads Human T-Activator 

CD3/CD28 (Invitrogen, США); Dynabeads Untouched Human T Cells Kit (Invitrogen, 

США); NK Cell Isolation Kit, human (Miltenyi Biotec, Германия); P3 Primary Cell 

Solution Box (Lonza, Швейцария); QUANTI-Luc (Invivogen, США); гамма-

Интерферон-ИФА-БЕСТ (Вектор-Бест, Россия); Интерлейкин-2-ИФА-БЕСТ 
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(Вектор-Бест, Россия); поли-L-лизин (Sigma, США); бычий сывороточный 

альбумин (Sigma, США); раствор фиколла (Панэко, Россия); MycoReport (Евроген, 

Россия); форболовый эфир (Invivogen, США); иономицин (Invivogen, США), 

брефельдин А (Sigma, США), 5(6)-Карбоксифлуоресцеин диацетат n-

сукцинимидиловый эфир (CFSE, Sigma, США), D-люциферин (GoldBio, США), 

изофлуран (Laboratorios Karizoo, Испания), блинатумомаб (Amgen, США). 

 

3.2. Растворы внутрилабораторного приготовления 

 

Все растворы готовили с использованием воды I класса чистоты (MQ) из 

системы Milli-Q Integral 3 (Millipore, США); 

 

PBS (10X): 80.0 г/л NaCl, 2.0 г/л KCl, 14.4 г/л Na2HPO4, 2.0 г/л KH2PO4, рН 7.2; 

PBST (10X): 1 % Твин-20 в PBS; 

TAE (50X): 2 М Трис, 1 М уксусная кислота, 50 мМ ЭДТА, pH 8.0; 

Буфер для забивки мембраны (вестерн-блоттинг): 25 г/л обезжиренное сухое 

молоко в PBST; 

2xYT жидкая: 16 г/л триптон, 10 г/л дрожжевой экстракт, 5 г/л NaCl; 

2xYT агаризованная: 18 г/л агар в 2xYT; 

Lauria-Bertani (LB) жидкая: 10 г/л триптон, 5 г/л дрожжевой экстракт, 10 г/л NaCl; 

LB агаризованная: 18 г/л агар-агар в LB; 

Super Optimal Broth (SOB): 20 г/л триптон, 5 г/л дрожжевой экстракт, 0.5 г/л NaCl, 

2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2; 

Super Optimal broth with catabolic repressor (SOC): SOB + 50 mM глюкоза; 

Буфер для лизиса клеток (RIPA): 50 мМ Трис-HCl, 150 мМ NaCl, 1.0% NP-40, 0.5% 

дезоксихолат натрия, 1.0 мМ EDTA, 0.1% SDS и 0.01% NaN3, рН 7.4; 

Буфер для нанесения образцов белка (2X): 1% меркаптоэтанол-2, 4% SDS, 0.25 М 

Трис–HCl, 4 мМ ЭДТА, 10% глицерин, 0.25 мг/мл бромфеноловый синий, pH 6.8; 

Электродный буфер (электрофорез по Леммли) (10X): глицин 144 г/л, SDS 10 г/л, 

Трис 30 г/л, pH 8.3; 
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Концентрирующий гель (электрофорез по Леммли): 5% смесь акриламид-

бисакриламид (соотношение 29:1), 0.1% SDS, 0.13 M Трис–HCl, pH 6.8, 1 мкл/мл 

TEMED, 0.1% персульфат аммония; 

Разделяющий гель (электрофорез по Леммли): 12% смесь акриламид-

бисакриламид (соотношение 29:1), 0.1% SDS, 0.375 M Трис–HCl, pH 8.8, 0.08% 

TEMED, 0.1% персульфат аммония;  

Буфер для проточной цитофлуориметрии и флуоресцентно-активированной 

сортировки клеток: 5% FBS, 2 мМ ЭДТА, 0,05% NaN3 в PBS; 

Буфер для фиксации клеток: 4% параформальдегид (Thermo Fisher Scientific, США) 

в PBS; 

Буфер для пермеабилизации клеток при внутриклеточном окрашивании: 0.2% 

сапонин (Merk, Германия) в PBS; 

 

3.3. Методы работы с нуклеиновыми кислотами 

 

3.3.1. Полимеразная цепная реакция 

 

Для амплификации целевых фрагментов ДНК методом полимеразной цепной 

реакции (ПЦР) использовали T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, США).  

Состав реакционной смеси: 

1. Q5® Reaction Buffer 5X 

2. dNTP 50X 

3. FW праймер на начало фрагмента 

4. REV праймер на конец фрагмента 

5. Q5 High GC Enhancer 

6. ДНК-матрица (1-2 нг) 

7. MQ 

 

Реакцию проводили в объеме 50 мкл. Температурный режим приведен в 

Таблица 2. 
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Таблица 2 – Температурный режим амплификации 

Стадия Температура Время Количество циклов 

Предварительная денатурация 95°С 5 мин 1 

Денатурация 95°С 20 сек 25 

Отжиг праймеров M°С 20 сек 25 

Элонгация 72°С N сек 25 

Элонгация 72°С 5 мин 1 

M = 2 x (A + T) + 4 x (G + C), 

где A – количество аденина, T – количество тимина, G – количество гуанина, C – количество 

цитозина в последовательности фрагмента; 

N = K / 2000, 

где K – длина ДНК-фрагмента (пн), 2000 – процессивность полимеразы Q5 (пн/мин) 

 

3.3.2. Электрофорез в агарозном геле 

 

Для анализа длин фрагментов ДНК с помощью электрофореза в агарозном 

геле использовали камеру Owl EasyCast B1 и B2 Mini Gel Electrophoresis System 

(Thermo Fisher Scientific, США), буфер ТАЕ, источник постоянного тока. 

Разделение фрагментов проводили при силе тока 150 мА. Агарозный гель (1% 

агарозы) готовили на основе буфера TAE с добавлением 0.5 мкг/мл бромистого 

этидия. Результаты электрофореза визуализировали на трансиллюминаторе 

VersaDoc MP4000 Imaging System (Bio-Rad, США; при 254 нм). При необходимости 

вырезали полоску с фрагментом определенной длины и выделяли ДНК с помощью 

набора Cleanup S-Cap. 

 

3.3.3. Рестрикция 

 

Для сборки генетических конструкций плазмидную ДНК и продукты ПЦР 

обрабатывали эндонуклеазами рестрикции, чтобы образовались липкие концы. На 

реакцию брали, как правило, 1-2 мкг ДНК, 10Х концентрат буфера для рестрикции 

и ферменты согласно рекомендациям производителя. Доводили водой MQ до 
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объема 50 мкл. Инкубировали смесь при обозначенной производителем 

температуре от 30 мин.  

 

3.3.4. Лигирование 

 

Для соединения липких концов ДНК после рестрикции смешивали 50 нг 

вектора и вставки в молярном соотношении 1:3, концентрат буфера для 

лигирования и Т4 ДНК лигазу в соответствии с рекомендацией производителя. 

Доводили объем водой MQ до 20 мкл, инкубировали при комнатной температуре от 

1 ч. В качестве контроля использовали смесь без вставки. После инкубации либо 

сразу ставили трансформацию клеток E.coli, либо хранили при -20 °C.  

 

3.3.5. Трансформация клеток E.coli 

Химически компетентные клетки E.coli штамма XL1-Blue (Евроген, Россия) 

трансформировали методом теплового шока. Клетки размораживали на льду, 

добавляли лигазную смесь (не больше 10% объема от компетентных клеток) или 

плазмидную ДНК (0.5-1 нг), перемешивали легким встряхиванием, инкубировали 

30 мин на льду. Затем помещали пробирки в водный термостат CH-100 (Biosan, 

Латвия), разогретый до 42 °C, на 45 сек. После этого охлаждали криовиалы на льду 

5 мин, добавляли среду SOC (9 объемов среды к 1 объему компетентных клеток), 

инкубировали в шейкере-инкубаторе ЕS-20/60 (Biosan, Латвия) при 37 °C 1 ч. 

Клетки высевали на чашки Петри (Corning, США) с 2xYT-агаром, содержащих 100 

мкг/мл ампициллина. Стерильным шпателем Дригальского L-формы (SPL 

Lifesciences, Республика Корея) распределяли клетки по чашке, подсушивали 

чашки и инкубировали в термостате Memmert IF55 (Memmert, Германия) при 37 °C 

16-18 ч.  

 

3.3.6. Скрининг колоний 
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Для скрининга колоний использовали ПЦР. До 16 колоний с соответствующей 

чашки Петри скалывали сначала в 15 мкл воды MQ, затем в 15 мкл смеси для ПЦР. 

Смесь состояла из концентрата ScreenMix, 0.2 мкМ специфичных к вектору и ко 

вставке праймеров и воды MQ. Результаты ПЦР анализировали с помощью 

электрофореза в агарозном геле. Пробы вносили в лунки агарозного геля сразу 

после ПЦР без буфера для внесения, так как необходимые компоненты уже 

содержались в составе ScreenMix. Оценивали результаты на приборе VersaDoc 

MP4000 Imaging System. 

 

3.3.7. Наработка и выделение плазмидной ДНК 

 

Колонию с чашки Петри или смесь MQ с бактериями после анализа 

скринингом вносили в 5 или 50 мл 2xYT с 100 мкг/мл ампициллина для селекции, 

растили при 37 °C 16-18 ч в шейкере-инкубаторе на скорости перемешивания 220 

об/мин. Затем центрифугированием (4 °C, 10 мин, 3000×g) в Centrifuge 5810R 

(Eppendorf, Германия) осаждали культуру, досуха отбирали супернатант и либо 

сразу же переходили к выделению ДНК, либо хранили при -20 °C до следующего 

дня.  

Для выделения плазмидной ДНК на колонках использовали Plasmid Miniprep 

(5 мл культуры) или Plasmid Midiprep 2.0 (50 мл культуры) в соответствии с 

рекомендациями производителя.  

 

3.4. Методы работы с белками 

 

3.4.1. Вестерн-блоттинг 

 

Клетки в суспензионной культуре осаждали в количестве 1×105 (20 °C, 5 мин, 

300×g) в Centrifuge 5810R. Осадок лизировали в буфере RIPA. Концентрацию белка 

оценивали с помощью набора BCA assay kit согласно рекомендациям 

производителя. Лизаты смешивали с буфером для нанесения образцов и прогревали 
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при 90 °С в течение 10 мин. Компоненты образцов разделяли с помощью 

полиакриламидного электрофореза на 12,5% полиакриламидном геле в течение 1-

1.5 ч в камере Mini-Protean (Bio-Rad, США), переносили на нитроцеллюлозную 

мембрану (Bio-Rad, США) в Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad, США). 

Мембрану вымачивали в растворе для забивки мембраны, инкубировали с 

рекомбинантным первичным антителом кролика к человеческому CD45 и 

конъюгированным с пероксидазой хрена (HRP, Horseradish peroxidase) козьим 

вторичным антителом к IgG кролика в соответствии с протоколами 

производителей. В качестве положительного контроля использовали 

конъюгированное с HRP поликлональное антитело к молекуле GAPDH. Проявляли 

результаты вестерн-блоттинга (WB, Western blotting) с помощью ECL Plus Western 

Blotting Detection System на приборе VersaDoc MP4000 Imaging System. 

 

3.4.2. Иммуноферментный анализ 

 

Для оценки секреции провоспалительных цитокинов после активации клеток 

методом иммуноферментного анализа (ИФА) использовали наборы реактивов 

Интерлейкин-2-ИФА-БЕСТ и гамма-Интерферон-ИФА-БЕСТ в соответствии с 

рекомендациями производителя. Перед этим инкубировали таргетные и 

эффекторные клетки в различных соотношениях 24 ч в 96-луночном планшете 

(Nest, Китай), затем перемешивали клетки, осаждали (20 °C, 5 мин, 500×g) в 

Centrifuge 5810R, отбирали 50 мкл супернатанта в новую 96-луночный планшет и 

либо сразу оценивали концентрацию цитокинов, либо замораживали и хранили при 

-20 °C до 2-х недель.  

Краткая схема эксперимента: 

1. На планшет с иммобилизованным антителом к цитокину помещали 

супернатант; 

2. Инкубировали; 

3. Промывали; 
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4. На планшет с цитокином, закрепленном на иммобилизованном антителе, 

добавляли первичное антитело к цитокину; 

5. Инкубировали; 

6. Промывали; 

7. На планшет с «сэндвичем» из цитокина и антител добавляли вторичное 

антитело, конъюгированное с HRP; 

8. Инкубировали; 

9. Промывали; 

10. На планшет с HRP добавляли проявляющий раствор; 

11. Инкубировали; 

12. На планшет с проявляющим раствором добавляли эквивалентный объем 

стоп-реагента; 

13. Анализировали результат. 

Результат ИФА оценивали на планшетном спектрофотометре Varioskan LUX 

(Thermo Fisher Scientific, США). 

 

3.5. Методы работы с эукариотическими клетками 

 

3.5.1. Культивирование 

 

В работе использованы следующие клеточные линии и первичные клетки: 

1. Адгезионные линии: HEK293T, 293Vec-RD114;  

2. Суспензионные линии: Nalm-6, Jeko-1, Raji, Ramos, Jurkat, THP-1, K562, 

K562f; 

3. Суспензионные первичные клетки: Т клетки, NK клетки. 

Адгезионные линии культивировали в среде DMEM с содержанием глюкозы 

4.5 г/л с добавлением Glutamax (100X), MEM NEAA (100X), пирувата натрия 

(100X), антибиотика/антимикотика (100X) и FBS 10% (DMEM-F) во флаконах (SPL 

Lifesciences, Республика Корея) на 25 мм2, на 75мм2, на 6-луночных планшетах (SPL 

Lifesciences, Республика Корея), пока клетки не достигали конфлюентности 
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(покрытия дна) около 80%, которую оценивали на микроскопе DM1000 (Leica 

Microsystems GmbH, Германия). После этого клетки рассевали: убирали старую 

среду, промывали 2 раза PBS, 1 раз раствором трипсин-ЭДТА 0.05%, инкубировали 

при 37 °C, 5% CO2 в течение 5 мин до открепления основной части клеток, 

добавляли 2-3 мл DMEM-F, ресуспендировали, считали, проверяли 

жизнеспособность. Необходимую для дальнейшего ведения часть клеток разводили 

в соответствующем объеме свежей среды и засевали планшет или флакон. 

Поддерживали жизнеспособность клеток на уровне выше 90%. 

Суспензионные линии культивировали в среде RPMI 1640 с содержанием 

глюкозы 2 г/л с добавлением Glutamax (100X), MEM NEAA (100X), пирувата натрия 

(100X), антибиотика/антимикотика (100X) и FBS 10% (RPMI-F) во флаконах на 25 

мм2, на 75мм2, на 6-луночных планшетах. Плотность культуры поддерживали на 

уровне 0.2-2 млн/мл, жизнеспособность – на уровне выше 90%. 

Первичные клетки культивировали либо в RPMI-F с добавлением 10 нг/мл 

(для NK клеток) или 100 нг/мл ИЛ-2 (для Т клеток), либо в среде TexMACS с 

добавлением 12.5 нг/мл ИЛ-7 и 12.5 нг/мл ИЛ-15 во флаконах на 25 мм2, на 75мм2, 

на 6-луночных планшетах. Плотность культуры поддерживали на уровне 0.2-2 

млн/мл, жизнеспособность – на уровне выше 90%. 

Подсчет и оценку жизнеспособности клеток производили на счетчике TC20 

Automated Cell Counter (Bio-Rad, США) в слайдах Cell Counting Slides for 

TC10/TC20 Cell Counter (Bio-Rad, США) с помощью 0.04% трипанового синего по 

следующей методике: 

1. Ресуспендировали клетки в состоянии суспензии; 

2. Отбирали 10 мкл в пробирку; 

3. Добавляли в эту же пробирку 10 мкл трипанового синего 0.04%; 

4. Интенсивно перемешивали; 

5. Переносили 10 мкл в слайды для подсчета; 

6. Анализировали результаты на счетчике, который уже учитывал 

двухкратное разведение. 
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Используемые клеточные культуры регулярно тестировали на заражение 

микоплазмой с помощью набора MycoReport согласно инструкции производителя. 

 

3.5.2. Заморозка и разморозка клеток 

 

Для сохранения полученных клеточных культур их замораживали по 

следующей методике: 

1. Выращивали достаточное количество для заморозки; 

2. Осаждали (25 °C, 5 мин, 250×g) в Centrifuge 5810R (если клетки были 

адгезионные, то предварительно их снимали с подложки с помощью PBS 

и трипсина-ЭДТА 0.05%); 

3. Ресуспендировали в среде Криомед-М при плотности 3-5 млн/мл; 

4. Помещали криовиалы в Mr. Frosty Freezing Container (Thermo Fisher 

Scientific); 

5. Хранили при -80 °C до следующего дня; 

6. После этого перемещали криовиалы на длительное хранение в сосуде 

Дьюара Thermolyne Locator 4 (Thermo Fisher Scientific, США) с жидким 

азотом. 

 

Размораживали клетки по следующей методике: 

1. Вынимали криовиалу из хранилища и помещали в термостат Bead bath 

(Lab Armor, США), разогретый до 37 °C; 

2. Пока дожидались разморозки клеток, готовили пятикратный объем 

холодной среды DMEM-F или RPMI-F в 15 мл пробирке; 

3. Как только клетки подтаивали, содержимое криовиалы перемещали в 15 

мл пробирку с приготовленной средой; 

4. Осаждали при комнатной температуре (5 мин, 1000 об/мин) в Centrifuge 

5810R; 

5. Осадок разводили в соответствующем количеству клеток объеме теплой 

среды DMEM-F или RPMI-F, засевали в подходящую тару; 



49 

 

 

6. Инкубировали при 37 °C, 5% CO2. 

 

3.5.3. Выделение мононуклеарных клеток периферической крови человека, Т и NK 

клеток 

 

Для получения первичных T и NK клеток с помощью наборов первоначально 

выделяли PBMC из цельной крови пациентов или здоровых доноров (все участники 

подписывали информирующее согласие) по следующей методике: 

1. Цельную кровь здоровых доноров или пациентов собирали либо в 

клинико-диагностической лаборатории «Инвитро» или «Гемотест», либо в 

Национальном медицинском исследовательском центре детской 

гематологии, онкологии и иммунологии имени Дмитрия Рогачева (НМИЦ 

ДГОИ им. Дмитрия Рогачева); 

2. Разводили цельную кровь PBS комнатной температуры в соотношении 1 

объем крови к 3 объемам PBS; 

3. Наслаивали на фиколл комнатной температуры плотностью 1.077 г/см3 в 

соотношении 1 объем фиколла к 3 объемам смеси крови и PBS; 

4. Центрифугировали (25 °C, 45 мин, 650×g) в Centrifuge 5810R; 

5. Отбирали большую часть сыворотки, собирали PBMC на границе раздела 

фаз между сывороткой и фиколлом; 

6. Ресуспендировали PBMC в десятикратном объеме PBS комнатной 

температуры; 

7. Осаждали (25 °C, 5 мин, 300×g) в Centrifuge 5810R; 

8. Повторяли пункты 6-7; 

9. Ресуспендировали в 500 мкл PBS; 

10. Считали на TC20 Automated Cell Counter; 

11. Необходимый объем отбирали для дальнейшего выделения; 

12. Повторяли пункт 7; 

13. Ресуспендировали в необходимом количестве соответствующего 

дальнейшим задачам буфера. 
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Для выделения Т клеток использовали набор Dynabeads Untouched Human T 

Cells Kit согласно рекомендациям производителя. После выделения Т клетки 

активировались с помощью Dynabeads Human T-Activator CD3/CD28 в условиях 

культивации в течение 3-5 дней. 

Для выделения NK клеток использовали набор NK Cell Isolation Kit, human 

согласно рекомендациям производителя. После выделения NK клетки 

активировались с помощью фидерной линии клеток K562 (K562f), на поверхности 

которых есть ИЛ-15, ИЛ-21 и лиганд CD137 (4-1BB), в соотношении NK:K562f = 

1:10 в течение 5 дней в условиях культивации.  

 

3.5.4. Нокаут генов 

 

Для того, чтобы убрать рецептор с поверхности клеток, вносили 

двуцепочечные разрывы в его ген с помощью системы CRISPR/Cas9 и 

последующего негомологичного соединения концов. Сначала подбирали несколько 

специфичных последовательностей длиной 20 нуклеотидов с помощью алгоритма 

Crispor (Tefor Infrastructure, Франция) и синтезировали их в компании Евроген, 

Россия. Далее собирали полноценные гидовые РНК с помощью HiScribe Quick T7 

High Yield RNA Synthesis Kit согласно протоколу производителя. Готовые гидовые 

РНК очищали AMPure XP kit и обрабатывали ДНКазой I согласно инструкции 

производителя. Концентрацию полученных РНК измеряли на Qubit system (Thermo 

Fisher Scientific, США). 2 мкг гидовой РНК смешивали с 3.3 мкл Spy Cas9 NLS 

(CRISPR/Cas9 смесь), инкубировали при комнатной температуре 30 мин. Клетки 

дважды промывали с PBS при комнатной температуре (5 мин, 300×g), 

ресуспендировали в 100 мкл буфера P3 Primary Cell Solution и соединяли с 

CRISPR/Cas9 смесью. После этого проводили нуклеофекцию на 4D-Nucleofector 

(Lonza, Швейцария) согласно протоколу P3 Primary Cell от производителя в 

зависимости от типа клеток. После этого клетки помещались в RPMI-F с добавками 

в зависимости от типа клеток. Через 2 дня после нокаута оценивались 

жизнеспособность и количество клеток на TC20 Automated Cell Counter. При 
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необходимости нокаутная популяция обогащалась с помощью метода 

флуоресцентно-активированной сортировки клеток (FACS, Fluorescent-activated 

cell sorting). 

 

3.5.5. Флуоресцентно-активированная сортировка клеток и проточная 

цитофлуориметрия 

 

Клетки оценивали с помощью окраски специфичными антителами с 

флуоресцентной меткой или за счет флуоресценции, приобретенной в результате 

модификации, с последующей детекцией с помощью проточной 

цитофлуориметрии. Обогащали модифицированную популяцию с помощью FACS. 

Для этих процедур использовали антитела с флуоресцентными метками (Таблица 5 

приложения А). Клетки к обеим процедурам готовили сходным образом: 

1. Отбирали необходимое количество клеток; 

2. Осаждали при комнатной температуре (5 мин, 300×g) в Centrifuge 5810R; 

3. Ресуспендировали в соответствующем количеству клеток объеме 

холодного буфера для цитофлуориметрии; 

Шаги 4-9 использовали, если клетки необходимо было покрасить 

специфичными антителами с флуоресцентной меткой: 

4. Добавляли специфичные антитела с флуоресцентной меткой в разведении, 

рекомендуемом производителем; 

5. Инкубировали на льду в темноте в течение 40 мин; 

6. Добавляли десятикратный объем холодного PBS; 

7. Осаждали (4-8 °C, 5 мин, 300×g) в Centrifuge 5810R; 

8. Повторяли шаги 6-7; 

9. Ресуспендировали в первоначальном объеме холодного PBS; 

10.  После этого: 

а. Либо анализировали клетки на цитофлуориметре ACEA NovoCyte 

(Agilent, США) в соответствии с протоколом производителя, для 
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анализа данных использовали программное обеспечение ACEA 

NovoExpress (Agilent, США); 

б. Либо сортировали клетки на сортере SH800S (Sony Biotechnology, 

США) в соответствии с протоколом производителя, для анализа 

данных используя соответствующее программное обеспечение от 

производителя. 

 

3.5.6. Анализ неспецифической активности CRISPR/Cas9 и секвенирование по 

Сэнгеру после нокаута 

 

Для оценки изменений в геноме Т клетки после нокаута анализировали на 

присутствие инсерций и делеций с помощью секвенирования по Сэнгеру (на второй 

день после нокаута), а также на ошибки редактирования (off-target) системой 

CRISPR/Cas9 с помощью секвенирования следующего поколения (через 4, 8 и 16 ч 

после нокаута).  

Из клеток выделяли геномную ДНК с помощью набора ExtractDNA Blood & 

Cells Kit согласно инструкции производителя.  

Далее либо с помощью BigDye Direct Sequencing Kit и праймеров 

GCAAAGAGGACCCTTACAGTAT и AGATACAGATAGACATTGCTTTC, 

секвенировали участок гена CD45 в районе посадки гидовой РНК на 3500 Genetic 

Analyzer (Thermo Fischer Scientific, США) согласно инструкции производителя, 

либо проводили off-target анализ.  

Для анализа неспецифической активности CRISPR/Cas9 идентифицировали 

183 потенциальных участка ошибочного редактирования с помощью алгоритма 

Crispor. Далее отобрали из них 20 наиболее вероятных участков с максимальным 

значением показателя CFD (cutting frequency determination), который характеризует 

специфичность гидовой РНК к участку редактирования и 5 участков, которые 

находятся в экзонах, независимо от значения CFD. Для каждого выбранного участка 

были синтезированы концевые праймеры с помощью алгоритма Primer-BLAST 

(NIH, США). В качестве положительного контроля использовали праймеры, 
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фланкирующие участок связывания гидовой РНК в гене PTPRC. Такой набор 

праймеров был использован для мультиплексной ПЦР с геномной ДНК. 

Мультиплексные ампликоны соединяли с Illumina TruSeq adapters (Illumina, США), 

используя NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit for Illumina, объединяли и 

секвенировали на Illumina NextSeq 550 (Illumina, США) методом секвенирования 

спаренных концов согласно протоколу производителя с глубиной прочтения 2.1-2.8 

млн индивидуальных последовательностей (ридов). Риды обрабатывали с 

помощью алгоритма TrimGalore v0.6.4 и соотносили с человеческим геномом 

версии Hg38 в программе Bowtie 2 v2.3.5.1 [133]. Процент инсерций и делеций 

считали с помощью алгоритмов R и дополнительной библиотеки 

GenomicAlignments. 

 

3.5.7. Конфокальная микроскопия 

 

Наличие или отсутствие рецептора CD45 после нокаута подтверждали с 

помощью конфокальной микроскопии. Для этого клетки помещали на 

обработанные поли-L-лизином планшеты со стеклянным дном (Ibidi, Германия), 

осаждали при комнатной температуре (10 мин, 100×g). Прикрепленные таким 

образом клетки фиксировали 4% формалином при комнатной температуре 1 час и 

окрашивали антителами к человеческому CD45 (Abcam, США) с флуоресцентной 

меткой. Изображения получали на микроскопе Axio Observer Z1 microscope (Carl 

Zeiss AG, Германия) с вращающимся диском Yokogawa spinning disc confocal device 

CSU-X1 (Yokogawa Corporation of America, США). 

 

3.5.8. Анализ РНК 

 

Для сравнительной оценки CAR19 Tm клеток и CAR19 T клеток 

анализировали разницу в их транскриптоме с помощью nCounter Digital Analyzer 

(NanoString, США).  
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Сначала выделяли тотальную РНК на колонках с помощью RNeasy Midi Kit 

согласно инструкции производителя. Качество и количество РНК оценивали с 

помощью спектрофотометра NanoDrop (Thermo Fischer Scientific, США) в 1 мкл 

образца. После измерения доводили концентрацию до 100 нг/мкл. 

Далее образцы с полученной концентрацией анализировали с помощью 

nCounter Digital Analyzer. Каждый транскрипт генов интереса маркировали с 

помощью двух зондов – захватывающего и репортерного. CAR T клеточная панель, 

предоставляемая производителем, позволяла детектировать до 800 разных генов в 

образце. Для маркировки проводили гибридизацию образцов с зондами при 65 °C 

в течение 16 ч на CT1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad, США) согласно протоколу 

производителя. После этого несвязавшиеся зонды отмывали, а оставшиеся 

закрепляли на чипе, который затем сканировали в nCounter Digital Analyzer. 

Уровень экспрессии генов определялся непосредственно количеством сигнала от 

соответствующих им зондов. Для дальнейшего анализа “сырых” данных 

использовали программное обеспечение nSolver v3.0 (NanoString, США).  

 

3.5.9. Получение псевдовирусных частиц 

 

Для модификации клеток использовали лентивирусные и ретровирусные 

частицы. Их получали с помощью клеток HEK293T и 293Vec-RD114 не менее, чем 

третьего пассажа после разморозки, по следующей методике: 

1. Трансфекция (для чашек Петри 100 мм): 

а. Засевали 7.5×106 клеток на чашку за 24 ч до трансфекции; 

б. В день трансфекции готовили в бессывороточной среде две смеси: 

1) пакирующих плазмид (необходимых для сборки лентивируса 

третьего поколения) с плазмидой интереса (содержащей ген CAR 

и/или люциферазы светлячка (ffLuc, firefly luciferase) в тандеме с 

геном зеленого флуоресцентного белка (GFP, green fluorescent 

protein), если планировалась наработка лентивирусов; плазмиды 

интереса, если планировалась наработка ретровирусов; 2) 
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трансфецирующего агента – полиэтиленимина; соотношение по 

массе ДНК:трансфецирующий агент = 1:3; 

в. Смешивали 1) и 2); 

г. Инкубировали при комнатной температуре 30 мин; 

д. Смешивали с DMEM-F; 

е. Отбирали старую среду у клеток и заливали средой с 

трансфецирующей смесью; 

ж. Инкубировали до следующего дня при 37 °C 5% CO2; 

з. Меняли среду на свежую DMEM-F. 

2. Сбор вирусов: 

а. Через 48 ч после трансфекции собирали супернатант; 

б. Осаждали остатки клеток (10 °C, 5 мин, 300×g) в Centrifuge 5810R; 

в. Собирали супернатант; 

г. Осаждали мелкие частицы (10 °C, 5 мин, 5000×g) в Centrifuge 5810R; 

д. Собирали супернатант; 

е. Либо аликвотили по 300-500 мкл в пробирки 0.65 мл (Eppendorf, 

Германия), быстро замораживали в жидком азоте и хранили на -80 

(ретро- и лентивирусы); либо хранили при 4 °C не дольше двух 

недель, используя незамороженными (лентивирусы). 

 

3.5.10. Определение титра псевдовирусных частиц 

 

Для оценки качества наработанных вирусов и примерной оценки процента 

вероятной трансдукции полученные псевдовирусные частицы титровали на 

клетках HEK293T по следующей методике: 

1. За 24 ч рассевали HEK293T на 24-луночный планшет (SPL Lifesciences, 

Республика Корея) по 5×104 клеток на лунку в DMEM-F; 

2. На следующий день меняли среду, добавив при этом полибрен (в случае 

лентивирусов) или вектофузин-1 (в случае ретровирусов) до финальной 

концентрации 10 мкг/мл; 
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3. Немедленно методом серийных разведений готовили псевдовирусные 

частицы в различной концентрации (шаг разведения в 3 раза, начиная с 300 мкл 

чистого супернатанта); 

4. Добавляли разведенные пробы к клеткам по каплям; 

5. Инкубировали при 37 °C 5% CO2 до следующего дня; 

6. На следующий день меняли среду на свежую DMEM-F; 

7. Через 2 дня оценивали процент трансдуцированных клеток с помощью 

проточной цитофлуориметрии; 

8. Строили кривую заражения – зависимость % трансдукции от объема 

(разведения) псевдовирусных частиц; 

9. По ней определяли титр, которым считали объем вируса, который 

необходим для заражения 50% клеток. 

 

3.5.11. Трансдукция клеток псевдовирусными частицами 

 

Для конститутивной экспрессии генов интереса, их внедряли в клетки с 

помощью трансдукции ленти- и ретровирусными частицами. Трансдукцию Т 

клеток проводили на второй день после выделения и активации, трансдукцию NK 

клеток проводили на 5 день после выделения и активации. Трансдукцию клеточных 

линий проводили не менее, чем на третьем пассаже после разморозки. 

Использовали следующую методику: 

1. Лентивирусные частицы: 

а. В день трансдукции клетки рассевали в концентрации 1 млн/мл в 12- 

или 6-луночные планшеты (SPL Lifesciences, Республика Корея); 

б. Добавляли полибрен до финальной концентрации 10 мкг/мл; 

 Если трансдуцировали Т клетки в среде RPMI-F, то добавляли 

100 нг/мл ИЛ-2; 

в. Затем добавляли супернатант с псевдовирусными частицами по 

каплям в объеме, рассчитанном с помощью предварительного 

титрования; 
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г. После этого проводили спинфекцию (32 °C, 90 мин, 1200×g) в 

Centrifuge 5810R; 

д. Затем инкубировали при 37 °C 5% CO2 до следующего дня; 

е. После этого меняли среду на свежую RPMI-F, а в случае Т клеток 

либо на RPMI-F с добавлением 100 нг/мл ИЛ-2, либо на TexMACS с 

добавлением 12.5 нг/мл ИЛ-7 и 12.5 нг/мл ИЛ-15; 

ж. Оценивали процент трансдукции на 2-3 день после смены среды с 

помощью проточной цитофлуориметрии; 

з. В случае необходимости обогащали процент трансдукции с 

помощью FACS; 

2. Ретровирусные частицы: 

а. В день трансдукции клетки рассевали в концентрации 1 млн/мл в 12- 

или 6-луночные планшеты; 

б. Добавляли вектофузин-1 до финальной концентрации 10 мкг/мл; 

в. Добавляли ИЛ-2 до финальной концентрации 100 нг/мл; 

г. Затем добавляли супернатант с псевдовирусными частицами по 

каплям в объеме, рассчитанном с помощью предварительного 

титрования; 

д. После этого проводили спинфекцию (32 °C, 120 мин, 400×g) в 

Centrifuge 5810R; 

е. Затем инкубировали при 37 °C 5% CO2 два дня; 

ж. После этого меняли среду на свежую: либо на RPMI-F с 

добавлением 10 нг/мл ИЛ-2, либо на TexMACS с добавлением 12.5 

нг/мл ИЛ-7 и 12.5 нг/мл ИЛ-15; 

з. Оценивали процент трансдукции на 2-3 день после смены среды с 

помощью проточной цитофлуориметрии. 

 

3.5.12. Анализ экспансии CAR T клеток 
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По 1×105 CAR Т или Т клеток засевали в 24-луночные планшеты в среду 

TexMACS, дополненную 12.5 нг/мл ИЛ-7 и 12.5 нг/мл ИЛ-15, с добавлением или 

без добавления 50 нМ дазатиниба. Количество и жизнеспособность клеток 

оценивали каждые 2 дня в течение 2 недель методом проточной цитофлуориметрии. 

 

3.5.13. Внутриклеточная детекция провоспалительных цитокинов 

 

По 3×105 Т и CD45Δ Т клеток (от 2 здоровых доноров) смешивали с Dynabeads 

Human T-Activator CD3/CD28 на второй неделе после нокаута гена CD45 в 

соотношении 1:1 в RPMI-F без ИЛ-2 и инкубировали при 37 °C 5% CO2 в течение 

18 ч. Положительные контрольные лунки, содержащие только эффекторные клетки 

без Dynabeads Human T-Activator CD3/CD28, активировали 40 нМ форболового 

эфира и 1 мкМ иономицина за 3 ч до окончания активации Dynabeads Human T-

Activator CD3/CD28 в экспериментальных лунках. Лунки с неактивированными 

эффекторными клетками служили отрицательным контролем.  

После инкубации к клеткам добавляли 10 мкг/мл брефельдина А (Sigma, 

США) и инкубировали при 37 °C с 5% CO2 в течение 3 ч. Dynabeads Human T-

Activator CD3/CD28 удаляли с помощью DynaMag (Thermo Fisher Scientific), а 

клетки промывали PBS при комнатной температуре (5 мин, 500×g) в Centrifuge 

5810R. Затем клетки блокировали 5% FBS, окрашивали антителами к человеческим 

CD45, CD4 и CD8a при комнатной температуре в течение 15 мин в темноте, 

промывали PBS при комнатной температуре (5 мин, 500×g) и фиксировали буфером 

для фиксации при 4 °C в течение 20 мин в темноте. После фиксации клетки 

отмывали буфером для пермеабилизации при комнатной температуре (5 мин, 

500×g), блокировали 5% FBS, окрашивали антителами к человеческим 

интерферону гамма (ИФН-γ) и ИЛ-2 в течение 40 мин при комнатной температуре 

в буфере для пермеабилизации в темноте. Затем дважды промывали PBS при 

комнатной температуре (5 мин, 500×g) и ресуспендировали в 120 мкл PBS. 

Результаты оценивали с помощью проточной цитофлуориметрии. 
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3.5.14. Анализ дегрануляции CAR T клеток 

 

CAR T клетки ресуспендировали в среде TexMACS в концентрации 2 млн/мл. 

По 100 мкл клеток переносили в 96-луночный планшет и добавляли по 2 мкл 

антитела к человеческому CD107a в каждую лунку. CAR T клетки смешивали с 

клетками Jeko-1 в соотношении 1:1, в качестве контроля использовали лунки, 

содержащие только Т клетки. Инкубировали планшет при 4 °C в течение 2 ч в 

темноте. Клетки дважды промывали средой TexMACS (5 мин, 4 °C, 300×g), 

ресуспендировали в среде TexMACS и окрашивали антителами к человеческим 

CD3, CD4 и CD8 при 4 °C в течение 30 мин. Затем клетки дважды промывали PBS 

(5 мин, 4 °C, 300×g), ресуспендировали в 120 мкл PBS и анализировали методом 

проточной цитометрии. 

 

3.5.15. Анализ цитотоксичности 

 

Эффекторные клетки (Т, NK клетки и их модифицированные варианты) 

инкубировали в присутствии различных таргетных клеток (опухолевых и других 

CD45-позитивных) с различным соотношением E:T (где E – эффекторные клетки, а 

Т – таргетные клетки) в среде RPMI-F, дополненной 100 нг/мл ИЛ-, или TexMACS, 

дополненной 12.5 нг/мл ИЛ-7 и 12.5 нг/мл ИЛ-15 при 37 °C с 5% CO2. В некоторых 

случаях инкубацию проводили в присутствии дазатиниба или блинатумомаба. 

Оценку цитотоксического потенциала проводили несколькими способами – 

проточной цитофлуориметрией, детекцией высвобождающейся 

лактатдегидрогеназы из убитых клеток, ежечасной детекцией падения 

флуоресцентного сигнала.  

1. Проточную цитофлуориметрию проводили после инкубации от 24 до 72 ч. 

Основным показателем было уменьшение таргетной популяции, которая 

выделялась с помощью окрашивания специфическими антителами с 

флуоресцентными метками, или благодаря продукции флуоресцентного 
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белка. Формула для расчета цитотоксичности: c = (1 −
a

b
) ∗ 100%, где c – 

цитотоксичность, а – количество оставшихся живых таргетных клеток, b – 

количество таргетных клеток в контрольной лунке (без эффекторных); 

2. Детекцию лактатдегидрогеназы проводили после инкубации от 4 до 9 ч. 

Основным показателем была оптическая плотность раствора после 

обработки супернатанта от инкубированных клеток с помощью набора 

CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay согласно инструкции 

производителя. Формула для расчета цитотоксичности: с =

a−espont−tspont

tmax−tspont
∗ 100%, где c – цитотоксичность, а – оптическая плотность 

в экспериментальной лунке, espont – оптическая плотность в лунке только 

с эффекторными клетками, tspont – оптическая плотность в лунке только с 

таргетными клетками, tmax – оптическая плотность в лунке с 100% лизиса, 

который достигается с помощью лизис-буфера из набора; 

3. Непрерывное наблюдение за падением флуоресцентного сигнала 

осуществляли на приборе Incucyte (Sartorius, Германия) согласно 

инструкции производителя в течение 48 ч. Основным показателем была 

площадь под кривой зависимости свечения от времени инкубации, на 

основании нее оценивали цитотоксическую активность.  

 

3.5.16. Стресс-тест или Sequential killing 

 

Эффекторные клетки (Т, NK клетки и их модифицированные варианты) 

инкубировали в присутствии различных таргетных клеток (опухолевых и других 

CD45-позитивных) при 37 °C с 5% CO2 в течение 2-3 недель с периодическим 

добавлением свежей порции таргетных клеток раз в три дня с восстановлением их 

первоначального соотношения с эффекторными. Оценку проводили с помощью 

проточной цитофлуориметрии, таргетная популяция выделялась с помощью 

окрашивания специфическими МкАТ с флуоресцентными метками (Таблица 5 

приложения А), или благодаря продукции флуоресцентного белка. Отслеживали 
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момент прекращения цитотоксической активности у эффекторных клеток, а также 

изменения в численности таргетных клеток.  

 

3.6. Методы работы с животными 

 

Экспериментальные процедуры с участием животных проводили в 

соответствии с рекомендациями по надлежащему использованию и уходу за 

лабораторными животными. Протоколы экспериментов были одобрены 

Институтской Комиссией по контролю за содержанием и использованием 

животных ИБХ РАН. Для всех процедур животные были предоставлены 

питомником «Пущино» на базе ФИБХ РАН в г. Пущино из коллекции лабораторных 

грызунов СПФ статуса для фундаментальных, медико-биологических и 

фармакологических исследований (ФИБХ РАН, Россия). За содержание животных 

в соответствии с международными стандартами отвечали сотрудники питомника. 

Для in vivo экспериментов использовали самцов и самок лабораторных мышей 

линии NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgem1Smoc (NCG) возраста 6-8 недель весом 21-24 грамма.  

Визуализацию развития опухоли проводили с помощью внутрибрюшинного 

введения 15 мг/мл раствора D-люциферина в PBS в количестве 3 мг/мышь и 

дальнейшей детекции люминесценции в системе IVIS Lumina III (PerkinElmer, 

США) при анестезии изофлураном на приборе RAS-4 (PerkinElmer, США).  

Кровь для анализа методом проточной цитофлуориметрии забирали из 

ретроорбитального синуса с помощью гепаринизированных капилляров 

(МиниМед, Россия) в пробирки с ЭДТА (МиниМед, Россия). Использовали МкАТ с 

флуоресцентными метками (Таблица 5 приложения А). 

Для оценки выживаемости животных содержали под наблюдением в течение 

11-13 недель. 

Схемы экспериментов с мышами: 

 

• Эксперимент с CD19-позитивными опухолевыми клетками: 
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Мышам внутривенно вводили 1×106 CD19-позитивных Nalm-6 ffLuc/GFP, в 

100 мкл PBS. Затем животные были случайным образом распределены на 2 

экспериментальные и 1 контрольную группы. Зараженным мышам вводили 

внутривенно 5×106 CD45Δ CAR19 T клеток, CAR19 T клеток или 

нетрансдуцированных [90] T клеток (контрольная группа) на 7 день после 

приживления опухоли. За развитием опухолей наблюдали еженедельно в течение 5 

недель. 

 

• Эксперимент с CD45-позитивными опухолевыми клетками: 

 

Мышам внутривенно вводили 2×106 CD45-позитивных THP-1 ffLuc/GFP, в 

100 мкл PBS. Затем животные были случайным образом распределены на 2 

экспериментальные и 1 контрольную группы. Зараженным мышам вводили 

внутривенно 5×106 CD45Δ CAR45 T клеток, CAR45 T клеток или Mock T клеток 

(контрольная группа) на 3 день после приживления опухоли. За развитием опухолей 

наблюдали еженедельно в течение 11 недель, начиная с 6 дня после инъекции THP-

1.  

 

• Эксперимент с PBMC: 

 

Мышам внутривенно вводили 20×106 PBMC от здорового донора. Через 2 

недели мышей случайным образом распределили на экспериментальную и 

контрольную группы и вводили им внутривенно по 10×106 аутологичных CD45Δ 

CAR45 Т клеток, CD45Δ CAR19 Т клеток или CD45Δ Mock T клеток (контрольная 

группа). Динамику химеризма (доли человеческих CD45-позитивных клеток) 

измеряли методом проточной цитофлуориметрии. Образцы крови для этого 

забирали раз в две недели, начиная с 4 недели после введения PBMC. 
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3.7. Статистический анализ 

 

Статистический анализ выполняли с помощью программного обеспечения 

GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, США). Графическое отображение 

статистических показателей на рисунках включает в себя средние значения ± 

стандартное отклонение. Все эксперименты выполнены не менее чем в трех 

повторах, если не указано иное. Результаты обрабатывали с помощью 

двустороннего непарного t-критерия Стьюдента, кривые выживаемости строили с 

помощью метода Каплана-Майера. Статистически значимой разница между 

исследуемыми группами была при p<0.05 Обозначения на всех рисунках: ns – 

p≥0.05, * – p<0.05, ** – p<0.01, *** – p<0.001, **** – p<0.0001.  
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4. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

 

4.1. Введение 

 

В работе была поставлена цель создать подходы адоптивной иммунотерапии, 

основанные на таргетировании лейкоцитарного антигена (CD45) и его изоформ для 

клеточной иммунотерапии гематологических онкологических заболеваний и 

кондиционирования пациентов перед трансплантацией костного мозга. Во-первых, 

стояла задача создать нокаутные по CD45 (CD45Δ) CAR45 T клетки и CD45Δ CAR45 

NK клетки, которые можно использовать как для кондиционирования пациентов, 

так и для лечения онкогематологии. Во-вторых, исследовать терапевтический 

потенциал аллогенных CAR19 Tm клеток, полученных из Т клеток памяти 

здоровых гаплоидентичных доноров, на пациентах и сравнить CAR19 Tm клетки с 

классическими CAR19 T клетками в in vitro и ex vivo экспериментах. 

При выполнении работы нами были созданы новые экспериментальные 

модели и оригинальные методики для экспериментов in vitro и in vivo, которые 

позволили успешно выполнить поставленные задачи. 

 

4.2. Получение, оценка функциональности и терапевтического потенциала 

CD45Δ CAR45 T клеток и CD45Δ CAR45 NK клеток 

 

4.2.1. Создание CD45Δ T клеток 

 

Чтобы создать устойчивые к аутотоксичности CAR T клетки специфичные к 

CD45, использовали систему CRISPR/Cas9 для нокаута гена PTPRC, кодирующего 

CD45. Cas9 посредством направляющих гидовых РНК (gRNA, guide RNA) вносит 

двуцепочечные разрывы в последовательность гена, которые клетка 

восстанавливает случайным образом, удаляя или добавляя нуклеотиды. В 

подавляющем большинстве случаев это сдвигает рамку считывания и приводит к 

возникновению преждевременных стоп-кодонов в транскрибируемой мРНК. В 
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результате нарушается или прекращается трансляция функционального белка. С 

помощью алгоритмов CRISPOR (Tefor Infrastructure, Франция) были подобраны 

последовательности нескольких специфичных gRNA к гену PTPRC: 

• gRNA1: GGATTTGTGGCTTAAACTCT 

• gRNA2: GGGTTTAAGCCACAAATACA 

• gRNA3: GGCACACTTATACTCATGTT 

После синтеза gRNA и получения комплексов с Cas9 их доставили в Т клетки с 

помощью нуклеофекции на приборе 4D-Nucleofector (Lonza, Швейцария) и 

оценили эффективность нокаута гена PTPRC с помощью анализа уровня 

поверхностного CD45 методом проточной цитофлуориметрии окрашенных 

специфическими к CD45 антителами клеток (Рисунок 15). 

 

Рисунок 15 – Потеря поверхностного CD45 вследствие нокаута гена PTPRC в T клетках. После 

нуклеофекции комплексами gRNA-Cas9 (через 4 дня) Т клетки были окрашены флуоресцентно 

меченными МкАТ к CD45 и проанализированы с помощью проточной цитофлуориметрии. 

Использовали комбинации гидовых РНК, либо только gRNA2. 

 

Результаты окрашивания показывают, что gRNA2 к экзону 1 наиболее эффективна 

для нокаута. Эффективность нокаута гена PTPRC дополнительно подтвердили 

методами конфокальной микроскопии окрашенных антителами фиксированных 

клеток (Рисунок 16А) и методом вестерн-блоттинга (Рисунок 16Б). Помимо этого, 

участок гена PTPRC, в который Cas9 внесла двуцепочечный разрыв, секвенировали 

по Сэнгеру (Рисунок 16В).  
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Рисунок 16 – Анализ уровня CD45 на поверхности Т клеток и общего уровня CD45 в клетках 

после нокаута гена PTPRC, а также изменений в геномной ДНК с помощью секвенирования; А 

– конфокальная микроскопия; Б – вестерн-блоттинг; В – секвенирование по Сэнгеру; PAM 

(protospacer adjacent motif, на рисунке обозначена комплементарная PAM последовательность).  

Результаты проведенных экспериментов подтверждают уменьшение количества 

CD45 в Т клетках после нокаута ниже уровня детекции как с помощью вестерн-

блоттинга, так и с помощью флуоресцентно меченых антител, а также изменение 

последовательности ДНК гена PTPRC в месте разрыва. 
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Доля нокаутных по CD45 клеток зависит от донора Т клеток, но в среднем 

эффективность нокаута не менее 85% (Рисунок 17А), при этом Т клетки сохраняют 

высокую жизнеспособность (Рисунок 17Б).  

 

Рисунок 17 – Анализ Т клеток после нокаута; А – процент нокаута (оценивали методом 

проточной цитофлуориметрии); Б – жизнеспособность нокаутных по CD45 и контрольных 

клеток (оценивали на счетчике клеток с помощью трипанового синего) 

Нокаут сохраняется в течение как минимум 4 недель после нуклеофекции, 

согласно результатам проточной цитофлуориметрии, что говорит об отсутствии 

селективного преимущества у Т клеток с нормальным уровнем CD45 в условиях 

культивирования (Рисунок 18). 
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Рисунок 18 – Анализ динамики доли нокаутных по CD45 Т клеток с течением времени после 

нуклеофекции со смесью Cas9 и Cas9+gRNA2 (проводили методом проточной 

цитофлуориметрии); звездочки показывают значимые отличия в процентном содержании 

нокаутных по CD45 Т лимфоцитов 

Так как в результате геномного редактирования могут быть дополнительно 

затронуты иные области генома Т клеток, в том числе ответственные за контроль 

пролиферации и других важных клеточных функций, был проведен анализ 

неспецифического расщепления геномной ДНК Cas9 в ходе проведения нокаута 

CD45. Для этого проанализировали фрагменты генома Т клеток после нокаута с 

помощью высокопроизводительного секвенирования. Из возможных 183 сайтов 

неспецифической активности Cas9, идентифицированных in silico, были отобраны 

сайты с максимальными значениями (≥ 0.21) CFD, характеризующими наибольшую 

вероятность ошибок. В результате, мы обнаружили неспецифическую активность 

Cas9 только в гене белка тромбоспондина THSD4, который обладает самым 

высоким CFD=0.69 (  

Таблица 6 приложения Б). Данный белок играет роль в сосудистых 

заболеваниях, но не обнаружен в иммунных клетках и, соответственно, его 

отсутствие вряд ли сказывается на их пролиферации [134].  
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Таким образом, разработанная методика позволяет получать жизнеспособные 

CD45Δ Т клетки с высоким процентом нокаута, практически не затрагивая при этом 

другие области генома. 

 

4.2.2. Редактирование гена CD45 не приводит к нарушению функций Т клеток 

 

Литературные данные не позволяют однозначно утверждать, что функция Т 

клеток не пострадает при удалении CD45, особенно, если принять во внимание его 

важную роль в осуществлении передачи сигнала при стимуляции через ТКР. 

Поэтому были проведены эксперименты с CD45Δ T клетками, направленные на 

оценку их активности в тестах in vitro. Для этого инкубировали CD45Δ T клетки с 

CD19-позитивными клетками Ramos ffLuc/GFP (таргетные клетки) в присутствии 

биспецифического активатора Т клеток (BiTE, bispecific T cell engager) 

блинатумомаба (Рисунок 19А). Блинатумомаб связывает CD19 на опухолевой 

клетке и CD3ε на Т лимфоцитах, активируя ТКР [135]. Мы сравнили уровень 

цитотоксичности (Рисунок 19Б) CD45Δ T клеток и их способность к секреции 

провоспалительных цитокинов (ИЛ-2 и ИФН-γ) (Рисунок 19В), по сравнению с 

контрольными Т клетками с нормальным уровнем CD45. По убыванию количества 

GFP-позитивных таргетных клеток мы определяли цитотоксичность методом 

проточной цитофлуориметрии. Уровень выделяемых в среду провоспалительных 

цитокинов определяли с помощью ИФА. 
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Рисунок 19 – Сравнительный анализ активности, опосредованной ТКР, CD45Δ T клеток и 

обычных Т лимфоцитов в отношении опухолевых клеток, методами проточной 

цитофлуориметрии и ИФА; А – общая схема эксперимента; Б – цитотоксичность; В – секреция 

провоспалительных цитокинов; BiTE – блинатумомаб; +/-BiTE – добавление/отсутствие BiTE; 

звездочки показывают значимые отличия в секреции провоспалительных цитокинов между 

CD45Δ T клетками и обычными Т клетками 

Как видно из результатов, цитотоксическая активность сохраняется независимо от 

наличия CD45, выделение ИЛ-2 и ИФН-γ в отсутствие CD45 уменьшается.  

Кроме того, мы инкубировали Т клетки со смесью иономицина и 

форболового эфира, которые активируют транскрипционные факторы NFAT и 

NFκB, не требуя участия ТКР [136] (Рисунок 20). В стимулированных клетках 

оценивали продукцию провоспалительных цитокинов с помощью 

внутриклеточного окрашивания флуоресцентно меченными МкАТ к 

соответствующим цитокинам, результаты окрашивания анализировали методом 

проточной цитофлуориметрии. 
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Рисунок 20 – Сравнительный анализ секреции провоспалительных цитокинов, опосредованной 

внутриклеточными участниками сигнальных каскадов в обход ТКР, CD45Δ T клеток и обычных 

Т лимфоцитов методом проточной цитофлуориметрии 

Как видно по результатам анализа, активация путей внутриклеточной сигнализации 

Т лимфоцитов в обход ТКР с помощью низкомолекулярных агентов приводит к 

одинаковой продукции провоспалительных цитокинов обычными и CD45Δ Т 

клетками. Это значит, что CD45 влияет только на первоначальные стадии 

сигналинга от ТКР, что соотносится с данными литературы, а в остальном 

механизмы ответа на стимуляцию у нокаутных по CD45 Т клеток не нарушены.  

На этом этапе мы показали, что удаление CD45 практически не влияет на 

цитотоксический потенциал Т лимфоцитов, по крайней мере, в использованных 

нами тестах.  

 

4.2.3. Нокаут гена CD45 не нарушает цитотоксическую функцию CD45Δ CAR19 Т 

клеток in vitro 

 

Для оценки того, как удаление CD45 влияет на CAR T клетки, в качестве 

мишени мы выбрали антиген CD19. Генетическая конструкция CAR19 для 

таргетирования CD19 и модификации Т лимфоцитов была получена ранее в 

лаборатории [137, 138].  
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Согласно методикам, описанным в главе Методы работы с эукариотическими 

клетками, были получены ненокаутные по CD45 CAR19 Т клетки и CD45Δ CAR19 

T клетки (Рисунок 21).  

 

 

Рисунок 21 – Схема получения CD45Δ CAR19 T клеток 

Через несколько дней после нокаута нетрансдуцированные (Mock) T клетки 

и CAR T клетки окрашивали флуоресцентно меченными МкАТ к CD45 и CAR19 и 

оценивали эффективность нокаута и трансдукции методом проточной 

цитофлуориметрии (Рисунок 22).  

 

Рисунок 22 – Окрашивание Mock T клеток и CAR Т клеток флуоресцентно меченными МкАТ к 

CD45 и CAR19 на 7 день эксперимента и анализ экспрессии обозначенных маркеров методом 

проточной цитофлуориметрии 

Как видно из результатов окрашивания, разработанный протокол позволяет 

получать CD45Δ CAR19 T клетки с высоким процентом нокаута и трансдукции.  

После получения мы культивировали CAR Т лимфоциты в течение 2-3 недель 

(Рисунок 23) и анализировали стабильность популяции CD45Δ CAR19 T клеток. 
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Рисунок 23 – Анализ экспансии CD45Δ CAR19 T клеток после получения (подсчет проводили на 

счетчике клеток с помощью трипанового синего) 

Анализ экспансии показывает, что CD45Δ CAR19 T клетки не отличаются от 

традиционных CAR19 T клеток, и их можно успешно наработать ex vivo.  

Далее мы сравнили цитотоксичность (Рисунок 24А) и продукцию 

провоспалительных цитокинов (ИЛ-2 и ИФН-γ) (Рисунок 24Б, В) CAR19 T клеток 

и CD45Δ CAR19 T клеток в присутствии CD19-позитивных опухолевых клеток 

линий Nalm-6 и Jeko-1, модифицированных ffLuc/GFP для детекции GFP-

позитивных событий методом проточной цитофлуориметрии. 

 

Рисунок 24 – Сравнительный анализ активности CD45Δ CAR19 T клеток и CAR19 T клеток в 

присутствии CD19-позитивных клеток Jeko-1 методами проточной цитофлуориметрии и ИФА; 
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А – цитотоксичность; Б – продукция ИЛ-2; В – продукция ИФН-γ; ctl – контрольные точки без 

таргетных клеток Jeko-1; звездочки показывают значимые отличия в цитотоксичности между 

контрольными Mock T клетками и эффективно лизирующими таргетные клетки CD45Δ CAR19 

T клетками и CAR19 T клетками, а так же значимые отличия в секреции провоспалительных 

цитокинов между CD45Δ CAR19 T клетками и CAR19 T клетками 

Инкубация с Jeko-1 и последующий подсчет таргетных клеток показывает, что 

цитотоксичность CD45Δ CAR19 T клеток сохраняется на уровне CAR19 T клеток. 

Результаты ИФА секреции провоспалительных цитокинов показывают, что CD45Δ 

CAR19 T клетки производят меньше ИЛ-2 и ИФН-γ. 

Цитотоксичность в отношении CD19-позитивных клеток Nalm-6 (Рисунок 

25) тоже не меняется при удалении CD45.  

 

Рисунок 25 – Анализ цитотоксичности CD45Δ CAR19 T клеток в отношении CD19-позитивных 

клеток Nalm-6 методом проточной цитофлуориметрии 

Таким образом, результаты in vitro экспериментов показали, что после 

удаления CD45: цитотоксическая активность CAR T клеток сохраняется 

неизменной независимо от наличия CD45, а выделение ИЛ-2 и ИФН-γ в отсутствие 

CD45 уменьшается.  

 

4.2.4. Нокаут гена CD45 не нарушает цитотоксическую функцию CD45Δ CAR19 Т 

клеток in vivo 
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Далее мы анализировали способность CD45Δ CAR19 T клеток в сравнении с 

обычными CAR19 T клетками элиминировать опухолевые клетки in vivo. Для 

создания релевантной животной модели B клеточной опухоли [137] CD19-

позитивные клетки Nalm-6 ffLuc/GFP внутривенно прививали иммунодефицитным 

мышам линии NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgem1Smoc (NCG). Через неделю животных 

случайным образом делили на группы и внутривенно вводили контрольные Mock 

T клетки, CAR19 T клетки, либо CD45Δ CAR19 T клетки. Динамику развития 

опухоли визуализировали методом прижизненной детекции люминесцентного 

сигнала (Рисунок 26А, Б), также наблюдали за выживаемостью мышей в 

долговременном периоде (Рисунок 26В).  
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Рисунок 26 – Сравнительный анализ элиминации CD19-позитивной опухоли CD45Δ CAR19 T 

клетками и CAR19 T клетками in vivo; А – визуализация развития опухоли; Б – динамика 

люминесцентного сигнала в течение эксперимента; В – выживаемость мышей по группам; 

звездочки показывают значимые отличия в динамике опухолевого сигнала и выживаемости 

мышей между группами животных с терапией CAR T клетками (при этом лечение CD45Δ 

CAR19 T клетками и CAR19 T клетками дает сходный результат по эффективной элиминации 

опухолей) и терапией контрольными Mock T клетками 

Из результатов анализа видно, что CD45Δ CAR19 T клетки эффективно 

элиминируют B клеточные опухоли и способствуют лучшей выживаемости 

лабораторных животных. Более того, терапия CD45Δ CAR19 T клетками может 

быть более безопасной для пациентов с точки зрения побочных эффектов из-за 
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более низкой продукции провоспалительных цитокинов, но для подтверждения 

этого необходимы клинические исследования.  

Подтвердив сохранение функциональной активности CAR19 Т клеток после 

нокаута гена, кодирующего CD45, мы приступили к созданию CD45Δ CAR45 T 

клеток.  

 

4.2.5. Создание CD45Δ CAR45 T клеток 

 

В литературе описан клон МкАТ BC8 ко всем известным изоформам 

человеческого CD45 [139]. Клон BC8 исследован в доклинических [140-143] и 

клинических (#NCT00002554, #NCT00003868, #NCT00003870, #NCT00005940, 

#NCT00008177, #NCT00988715, #NCT01300572, #NCT01503242, #NCT01921387 – 

clinicaltrials.gov) исследованиях, и в виде терапевтического антитела, и в виде 

конъюгатов с различными химио- и радиотерапевтическими препаратами, доказан 

высокий терапевтический потенциал антитела BC8. Для создания BC8 CAR 3-го 

поколения (CAR45) (Рисунок 27) в данной работе использовали одноцепочечный 

вариабельный фрагмент из этого клона.  
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Рисунок 27 – Схема CAR45; scFv (single-chain variable fragment) – одноцепочечный 

вариабельный фрагмент; VH (variable heavy chain) – вариабельный фрагмент тяжелой цепи 

антитела; VL (variable light chain) – вариабельный фрагмент легкой цепи антитела; IgG4 

(Immunoglobulin G4 hinge) – шарнирная область CAR, которая содержит участок 

последовательности иммуноглобулина G4 человека; CD28 – трансмембранная и 

внутриклеточная часть человеческого CD28, которые формируют трансмембранный и первый 

ко-стимулирующий домены CAR; OX40 – внутриклеточная часть человеческого CD134, которая 

формирует второй ко-стимулирующий домен CAR; CD3ζ – внутриклеточная часть 

человеческого CD3ζ, которая формирует домен активации CAR; лентивирусный вектор, 

кодирующий CAR45, показан на Рисунок 53 приложения В 

При получении CD45Δ CAR45 T клеток стало понятно, что лимфоциты с BC8 

CAR стремительно теряют жизнеспособность (Рисунок 28). 
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Рисунок 28 – Сравнительный анализ жизнеспособности CD45Δ CAR45 T клеток, CAR45 T 

клеток и контрольных нокаутных и ненокаутных по CD45 CAR19 T клеток и Mock T клеток в 

процессе культивирования; звездочки показывают значимые отличия в уровне 

жизнеспособности между CD45Δ CAR45 T клетками и CAR45 T клетками в начале периода 

культивации, а также между CD45Δ CAR45 T клетками и контрольными CAR19 T клетками 

ближе к концу культивации 

CD45 в большом количестве присутствует на поверхности Т клеток и, 

вероятно, остаточное количество CD45 на мембране клеток достаточно для 

взаимной активации и цитотоксичности. Было решено модифицировать 

разработанный для CD45Δ CAR19 T клеток протокол. Недавно была опубликована 

статья о CAR T клетках к антигену Т лимфоцитов CD7, которые также могут 

убивать друг друга. В процессе ex vivo экспансии CAR7 T клеток в культуральную 

среду добавляли обратимый ингибитор тирозиновых киназ широкого спектра 

действия дазатиниб [144]. Основываясь на литературных данных о дазатинибе, мы 

протестировали несколько концентраций этого вещества (25, 50, 100 нМ) в 

процессе получения CD45Δ CAR45 T клеток (Рисунок 29), чтобы попытаться 

защитить их от “братоубийства” путем снижения активации. 
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Рисунок 29 – Сравнительный анализ жизнеспособности CD45Δ CAR45 T клеток при разных 

концентрациях дазатиниба (оценка производилась на счетчике клеток с помощью трипанового 

синего); звездочки показывают значимые отличия в уровне жизнеспособности лимфоцитов, 

культивируемых в среде с 25, 50 или 100 нМ дазатиниба относительно меньших концентраций 

на поздних стадиях культивации 

Как видно из результатов, оптимальная концентрация дазатиниба для наработки 

CD45Δ CAR45 T клеток – 50 нМ. Действительно, при таких условиях CD45Δ CAR45 

T клетки успешно пролиферируют и сохраняют жизнеспособность (Рисунок 30).  

 

Рисунок 30 – Сравнительный анализ жизнеспособности и динамики количества CD45Δ CAR45 

T клеток, CAR45 T клеток и контрольных нокаутных и ненокаутных по CD45 CAR19 T клеток и 

Mock T клеток в присутствии 50 нМ дазатиниба 

Дазатиниб никак не вредит экспансии различных Т клеток, что соотносится с 

данными литературы.  
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Итоговая схема получения CD45Δ CAR45 T клеток представлена на рисунке 

ниже (Рисунок 31). 

 

Рисунок 31 – Схема получения CD45Δ CAR45 T клеток; LV – лентивирусы 

Начиная с трансдукции, на протяжении всего процесса экспансии в культуральную 

среду добавляется дазатиниб. Перед постановкой экспериментов эффекторные 

клетки помещаются в среду без дазатиниба. 

Методом проточной цитофлуориметрии мы показали, что процент CAR-

позитивных и CD45-негативных T лимфоцитов увеличивается со временем 

(Рисунок 32). 

  

Рисунок 32 – Сравнительный анализ динамики процентного содержания CAR-позитивной и 

CD45-негативной Т клеточных популяций в процессе экспансии (окрашивали клетки 

флуоресцентно меченными МкАТ к соответствующим маркерам и анализировали методом 
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проточной цитофлуориметрии); звездочки показывают значимые отличия в процентном 

содержании популяций между CD45Δ CAR45 T клетками и контрольными CD45Δ CAR19 T 

клетками  

Разделение CAR-позитивных и CD45-негативных популяций также наглядно 

показано на графиках с проточного цитометра (Рисунок 33). 

 

Рисунок 33 – Сравнительный анализ Mock T клеток и CAR T клеток по маркерам CAR и CD45 в 

разные временные точки экспансии с помощью окрашивания флуоресцентно меченными МкАТ 

к соответствующим маркерам и последующей детекции методом проточной цитофлуориметрии 

Полученные результаты показали, что в отличие от CD45Δ CAR19 T клеток, в 

процессе культивации CD45Δ CAR45 T клеток в присутствии дазатиниба популяция 

CD45-негативных CAR-позитивных Т лимфоцитов начинает превалировать. Это 
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значит, что концентрация дазатиниба 50 нМ создает такие условия экспансии 

CD45Δ CAR45 T клеток, которые позволяют им продержаться до момента 

полноценного исчезновения CD45 с поверхности клеток, после чего лизировать 

оставшуюся после нокаута популяцию CD45-позитивных Т лимфоцитов.  

Фенотипически CD45Δ CAR45 T клетки в основном представляют собой TCM 

и TEM лимфоциты, что обозначено на графике ниже (Рисунок 34). Для определения 

фенотипа мы использовали иммунофенотипирование. Так как на нокаутных по 

CD45 лимфоцитах отсутствовали используемые чаще всего маркеры фенотипа – 

изоформы CD45 – CD45RA или CD45RO, мы использовали флуоресцентно 

меченные МкАТ к другим характерным маркерам: CD62L, CD27 и CD95.  

 

Рисунок 34 – Сравнительный анализ фенотипа CD45Δ CAR45 T клеток, CAR45 T клеток и 

CD45Δ CAR19 T клеток на 14 день экспансии; популяции Т лимфоцитов: N – наивные 

(CD62L+CD27hiCD95-), CM – центральной памяти (CD62L+CD27hiCD95+), EM – эффекторной 

памяти (CD62L-CD27loCD95+), E – эффекторные , или терминально дифференцированные 

(CD62L-CD27-CD95+) 

Данные показывают, что экспансия CD45Δ CAR45 T клеток делает их более 

дифференцированными в сравнении с CD45Δ CAR19 T клетками (судя по 

соотношению TCM и TEM популяций). При этом CD45Δ CAR45 T клетки выгодно и 

ожидаемо отличаются от CAR45 T клеток, значительная доля которых – это 

терминально дифференцированные TE лимфоциты. 

Разработанный протокол позволяет получать жизнеспособные CD45Δ CAR45 

T клетки, которые в присутствии дазатиниба обогащаются по целевой популяции и 

сохраняют менее дифференцированный фенотип, чем ненокаутные по CD45 

CAR45 T клетки. 
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4.2.6. CD45Δ CAR45 T клетки эффективнее CAR45 Т клеток лизируют CD45-

позитивные клетки крови человека in vitro 

 

Для того, чтобы позднее протестировать активность CD45Δ CAR45 T клеток 

на панели опухолевых клеток мы охарактеризовали несколько линий опухолевых 

клеток по маркерам CD45 и CD19 методом проточной цитофлуориметрии (Рисунок 

35). 

 

Рисунок 35 – Окрашивание таргетных опухолевых клеток флуоресцентно меченными МкАТ к 

CD45 и CD19 и анализ экспрессии этих маркеров методом проточной цитофлуориметрии; 

CD19Δ – клетки, нокаутные по гену, кодирующему CD19 

Среди них Jurkat, представляющие Т клеточный лимфобластный лейкоз [145]; Jeko-

1, представляющие мантийно-клеточную лимфому [146]; THP-1, представляющие 

миелоидный лейкоз [147]; а также обычные и нокаутные по гену CD19, 

кодирующему CD19 человека, (CD19Δ) Nalm-6, представляющие B клеточный 

лимфобластный лейкоз (B-ALL, B-cell acute lymphoblastic leukemia) [148]. Такое 

разнообразие таргетных клеток подчеркнет широкий спектр терапевтической 

активности полученных CD45Δ CAR45 T клеток в отношении различных 

гемопоэтических опухолей, а включение CD45-негативных таргетов покажет, 

насколько специфична терапия полученными клетками. Мы модифицировали 

охарактеризованные по CD45 и CD19 клеточные линии ffLuc/GFP с помощью 

лентивирусной трансдукции, чтобы анализировать цитотоксичность CAR T.  
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Чтобы количественно оценить цитотоксичность CD45Δ CAR45 T клеток, мы 

использовали несколько методов. Во-первых – проточную цитофлуориметрию, 

детектирующую изменение количества GFP-позитивных таргетов (Рисунок 36). 

 

Рисунок 36 – Сравнительный анализ цитотоксичности CD45Δ CAR45 T клеток, CAR45 T клеток 

и контрольных нокаутных и ненокаутных по CD45 CAR19 T клеток и Mock T клеток в 

отношении разных опухолевых клеточных линий; звездочки показывают значимые отличия в 

уровне цитотоксичности CD45Δ CAR45 T клеток и CAR45 T клеток в случае CD45-позитивных 

таргетных клеток, а также, в случае CD19-позитивных и CD45-негативных клеток Nalm-6, 

между CAR45 T клетками и CAR19 T клетками  

Результаты показывают, что из-за наличия CD45 на поверхности большинства 

опухолевых гемопоэтических клеток, CD45Δ CAR45 T клетки лизируют более 

широкий спектр таргетных клеток по сравнению с CAR19 T клетками. Также CD45Δ 

CAR45 T клетки эффективнее, чем CAR45 T клетки, лизируют CD45-позитивные 

таргетные клетки. Кроме того, мы анализировали скорость лизиса таргетных клеток 

в реальном времени с помощью прибора Incucyte (Sartorius, Германия). Мы 

инкубировали CAR19/CAR45 T и CD19/CD45-позитивные опухолевые клетки в 

течение 48 часов при низком соотношении эффекторных и таргетных клеток 

E:T=1:3 (Рисунок 37). Аналогично предыдущему методу, изменение во 

флуоресценции от таргетных клеток отражало динамику их количества во времени. 
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Рисунок 37 – Сравнительный анализ динамики цитолиза опухолевых клеток CD45Δ CAR45 T 

клетками, CAR45 T клетками и контрольными нокаутными и ненокаутными по CD45 CAR19 T 

клетками и Mock T клетками 

Как показывают результаты, CD45Δ CAR45 T клетки действуют даже быстрее, чем 

CAR19 T и CD45Δ CAR19 T клетки в случае Jeko-1, экспрессирующих CD19 и 

CD45. Это интересная особенность несомненно является полезным дополнением, 

однако точные причины этого феномена необходимо дополнительно исследовать. 

При этом интересно было бы сравнить скорость лизиса таргетных клеток CD45Δ 

CAR45 T клетками и CAR T клетками к другим маркерам, например, миелоидным 

CD33, CD123. 

В процессе анализа секреции провоспалительных цитокинов методом ИФА 

мы обнаружили, что ненокаутные по CD45 CAR45 T клетки даже в отсутствие 

таргетных клеток находятся в состоянии активации и вырабатывают ИЛ-2 и ИФН-

γ (Рисунок 38). 
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Рисунок 38 – Сравнительный анализ продукции провоспалительных цитокинов CD45Δ CAR45 T 

клетками и CAR45 T клетками в присутствии различных таргетных опухолевых клеток; ctl – 

контрольные лунки без таргетных клеток; звездочки показывают значимые отличия в секреции 

цитокинов между CD45Δ CAR45 T клетками и CAR45 T клетками, особенно в отсутствие 

опухолевых клеток 

В то время как CD45Δ CAR45 T клетки дозозависимо активируются только в 

присутствии таргетных клеток. Хотя количество цитокинов в некоторых случаях 

несколько снижено в сравнении с ненокаутными по CD45 CAR45 T клетками, что 

соотносится с предыдущими результатами.  

Для оценки цитотоксичности CD45Δ CAR45 T клеток в отношении 

незлокачественных гемопоэтических клеток, мы инкубировали исследуемые 

эффекторные клетки с аутологичными Т клетками (Рисунок 39А) и PBMC (Рисунок 

39Б). 
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Рисунок 39 – Сравнительный анализ цитотоксичности CD45Δ CAR45 T клеток и CD45Δ CAR19 

T клеток в отношении аутологичных гемопоэтических клеток; А – цитолиз Т клеток; Б – 

цитолиз PBMC; звездочки обозначают значимы различия между CD45Δ CAR45 T клетками и 

CD45Δ CAR19 T клетками, которые особенно выражены при наибольшем соотношении 

эффекторных (E) и таргетных (Т) клеток 

Чтобы оценить динамику уничтожения таргетных клеток, ежедневно в течение 3 

дней детектировали уровень цитолиза PBMC CD45Δ CAR45 T клетками методом 

проточной цитофлуориметрии (Рисунок 40).  
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Рисунок 40 – Анализ цитолиза аутологичных PBMC CD45Δ CAR45 T клетками 

Сходным образом мы анализировали цитолиз аутологичных клеток костного мозга 

– более релевантной цели для демонстрации потенциала к элиминации 

гемопоэтических клеток (Рисунок 41). 
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Рисунок 41 – Анализ цитолиза аутологичных клеток костного мозга (T) CD45Δ CAR45 T 

клетками (E) в соотношении E:T=1:3; звездочки обозначают значимые различия в лизисе между 

теми лунками, где добавляли CAR T клетки, и где не добавляли 

Полученные результаты убедительно показывают, что CD45Δ CAR45 T клетки 

эффективно лизируют незлокачественные CD45-позитивные клетки крови 

человека. 

 Таким образом, in vitro часть экспериментов с CD45Δ CAR45 T клетками 

свидетельствует о том, что они цитотоксически активны против аутологичных 

CD45-позитивных гемопоэтических клеток человека, распознают широкий спектр 

опухолевых линий и их функциональная активность сопоставима с CAR19 T 

клетками.  

 

4.2.7. CD45Δ CAR45 NK клетки лизируют нетрансформированные CD45-

позитивные гемопоэтические клетки человека in vitro 

 

CAR NK клетки считаются перспективной альтернативой CAR T клеткам 

благодаря широкому спектру механизмов запуска цитотоксичности, в том числе 

независимых от CAR, и низкому риску аллореактивности [149]. Еще одним 

преимуществом CAR NK клеток является более короткая персистенция, что делает 

их пригодными для кратковременной иммунотерапии, которая требуется при 

кондиционировании пациентов [150]. Поэтому в рамках исследовательской работы 
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мы нацелились на получение функциональных и устойчивых к аутотоксичности 

CD45Δ CAR45 NK клеток. Протокол, использованный для наработки CD45Δ CAR45 

T клеток, был оптимизирован для NK клеток (подробная информация о 

манипуляциях с NK клетками приведена в главе Методы работы с 

эукариотическими клетками). При этом нокаут гена PTPRC, кодирующего CD45, в 

NK клетках оказался столь же эффективен (Рисунок 42). 

 

Рисунок 42 – Окраска NK клеток после трансдукции и нокаута флуоресцентно меченными 

МкАТ к CD45 и CAR45 и анализ экспрессии этих маркеров методом проточной 

цитофлуориметрии 

Как и CD45Δ CAR45 Т клетки, CD45Δ CAR45 NK клетки активно лизируют Т клетки 

и PBMC (Рисунок 43).  
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Рисунок 43 – Сравнительный анализ цитотоксичности CD45Δ CAR45 NK клеток (E) и CAR45 

NK клеток (E) в отношении гемопоэтических клеток человека, окрашенных с помощью CFSE 

(осуществляли методом проточной цитофлуориметрии); А – цитолиз Т клеток; Б – цитолиз 

PBMC; звездочки обозначают значимые различия в лизисе между CD45Δ CAR45 NK клетками и 

CAR45 NK клетками, особенно при низком соотношении E:T=1:2. 

Как видно из результатов анализа методом проточной цитофлуориметрии, CD45Δ 

CAR45 NK клетки действуют ожидаемо эффективнее лизируют таргетные клетки, 

чем ненокаутные по CD45 CAR45 NK клетки.  

Результаты элиминации CD45-позитивных опухолевых таргетных клеток, 

полученных на предыдущем этапе, не представлены, так как одинаковы для всех 

NK клеток независимо от трансдукции геном CAR и нокаута за счет обширного 

спектра независимых от CAR литических механизмов, который практически 

исключает возможность отделить активацию цитотоксичности благодаря 

взаимодействию CD45 и CAR45 от других путей.  

Полученные результаты подтверждают возможность использования 

полученных CD45Δ CAR45 NK клеток для адоптивной иммунотерапии. 

Полноценная оценка безусловно предполагает эксперименты на релевантных 

животных моделях, создание которых значительно сложнее такового для Т клеток 

из-за особенностей NK клеток, которые требуют в том числе непрерывной 

цитокиновой поддержки in vivo [151]. Поэтому мы решили сосредоточиться именно 

на CD45Δ CAR45 T клетках в экспериментах с животными. 
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4.2.8. CD45Δ CAR45-Т-клетки эффективнее CAR45 Т клеток элиминируют CD45-

позитивные гемопоэтические клетки человека in vivo 

 

Для создания релевантной животной модели CD45-позитивной опухоли мы 

выбрали клеточную линию THP-1, которая является классическим объектом 

изучения особенностей развития острого миелоидного лейкоза in vivo [152-155]. 

Мышам линии NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgem1Smoc (NCG) внутривенно подсаживали 

клетки THP-1 ffLuc/GFP. Через три дня мышей делили на группы и вводили 

внутривенно Mock T клетки, CAR45 T клетки или CD45Δ CAR45 T клетки. Более 

подробно с протоколами экспериментов можно ознакомиться в главе Методы 

работы с животными. Развитие опухоли визуализировали еженедельно или раз в 

две недели методом прижизненной детекции люминесцентного сигнала (Рисунок 

44А, Б), а также наблюдали за выживаемостью мышей в долговременном периоде 

(Рисунок 44В). 
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Рисунок 44 – Сравнительный анализ элиминации CD45-позитивной опухоли CD45Δ CAR45 T 

клетками и CAR45 T клетками in vivo; А – визуализация развития опухоли; Б – динамика 

люминесценции в течение эксперимента; В – график выживаемости мышей по группам; 

звездочки показывают значимые отличия в динамике опухолевого сигнала и выживаемости 

мышей между группами животных с разной терапией, главным образом между получающими 

CD45Δ CAR45 T клетки и CAR45 T клетки 

THP-1 образуют локальные очаги с микроокружением, которое препятствует 

терапевтическому действию CAR T клеток. Но как показывают результаты, CD45Δ 

CAR45 T клетки достаточно эффективно лизируют CD45-позитивную опухоль и 

способствуют лучшей выживаемости лабораторных животных. При этом 
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терапевтический эффект от применения ненокаутных по CD45 CAR45 T 

лимфоцитов ожидаемо хуже из-за их склонности к аутотоксичности.  

Для оценки потенциала к элиминации незлокачественных CD45-позитивных 

клеток крови человека необходима адекватная животная модель. Наиболее 

релевантным является создание гуманизированных мышей, которым заменяют 

гемопоэз на человеческий с помощью CD34-позитивных клеток. Однако такие 

модели довольно сложно реализуемы, долго производятся и высока вероятность 

неудачи при их получении. Альтернативой могут быть мыши, «гуманизированные» 

с помощью человеческих PBMC [156]. Воспроизводимость этой модели гораздо 

выше, поэтому именно ее мы взяли за основу эксперимента. Иммунодефицитным 

мышам линии NCG внутривенно подсаживали аутологичные для CAR T клеток 

человеческие PBMC. Через 4 недели определяли химеризм (долю человеческих 

клеток среди всех CD45-позитивных клеток в крови мышей) методом проточной 

цитофлуориметрии. Затем мышей делили на группы и внутривенно вводили CD45Δ 

Mock T клетки (группа I), CD45Δ CAR19 T клетки (группа II) либо CD45Δ CAR45 T 

клетки (группа III) (Рисунок 45А). Более подробно с протоколами экспериментов 

можно ознакомиться в главе Методы работы с животными. Способность CD45Δ 

CAR45 T клеток к элиминации PBMC оценивали методом проточной 

цитофлуориметрии, детектируя изменение химеризма (Рисунок 45Б, В). 
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Рисунок 45 – Сравнительный анализ элиминации аутологичных PBMC CD45Δ CAR45 T 

клетками и CD45Δ CAR19 T клетками in vivo; А – схема эксперимента; Б – динамика химеризма 

(значения получены в результате анализа методом проточной цитофлуориметрии); В – окраска 

крови мышей флуоресцентно меченными МкАТ к человеческому и мышиному CD45 на 8 

неделю эксперимента и детекция CD45-позитивных и негативных популяций методом 
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проточной цитофлуориметрии; hu-PBMC – человеческие PBMC, hCD45 – CD45-позитивные 

клетки человека, mCD45 – CD45-позитивные клетки мыши 

 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что CD45Δ CAR45 T клетки 

эффективно элиминируют PBMC. В целом, проведенные доклинические 

эксперименты подтверждают эффективную элиминацию CD45-позитивных 

гемопоэтических клеток человека, в том числе злокачественных, полученными 

CD45Δ CAR45 T клетками.  

Для трансляции в клинику необходимо использовать различные способы 

защиты пациента от длительной персистенции CD45Δ CAR45 T клеток, так как 

донорские ГСК будут элиминироваться оставшимися после адоптивного 

клеточного кондиционирования. Вводить защитные меры можно либо после 

терапии, либо на этапе получения CD45Δ CAR45 T клеток. Например, можно 

проводить дополнительное кондиционирование пониженной интенсивности после 

введения CD45Δ CAR45 T клеток. На этапе производства CAR T клеток можно 

модифицировать Т лимфоциты дополнительными маркерами для их 

индуцируемого лизиса; можно модифицировать Т лимфоциты с помощью мРНК, 

кодирующей CAR45, которая обеспечивает временную экспрессию рецептора. Эти 

и другие методы модификации уже доказали свою эффективность в смежных 

исследованиях различных CAR T клеток [157-161]. 

В результате выполнения первой части исследовательской работы мы 

получили устойчивые к аутотоксичности CD45-специфичные CD45Δ CAR45 T 

клетки и CD45Δ CAR45 NK клетки, и продемонстрировали, что они эффективно 

элиминируют человеческие CD45-позитивные клетки крови, включая 

злокачественные, на релевантных животных моделях. 
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4.3. Исследование терапевтического потенциала аллогенных CAR19 T 

клеток, произведенных из CD45RA-негативных Т клеток памяти 

 

Благоприятным исходом терапии онкологических заболеваний является 

достижение ремиссии у пациента. К сожалению, в ряде случаев ремиссия способна 

перейти в состояние релапса, лечение которого часто предполагает новые раунды 

химио- или радиотерапии. Это негативно влияет на все активно делящиеся клетки 

и, в том числе, на Т лимфоциты пациента. Поэтому лечение аутологичными CAR T 

клетками может не сработать в таких случаях.  

 

4.3.1. История пациентов для терапии аллогенными CAR19 Tm клетками 

 

5 пациентов НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева с B-клеточным острым 

лимфобластным лейкозом перенесли целый ряд как традиционных методов 

лечения, так и иммунотерапевтических, включая терапию аутологичными CAR19 

T клетками, терапию блинатумомабом и ТГСК (Таблица 3).  

Таблица 3 – История пациентов столкнувшиеся с повторными релапсами 

 

К сожалению, эти пациенты столкнулись с повторными релапсами. Для их терапии 

теоретически можно было использовать CAR T клетки, полученные из аллогенных 

Т лимфоцитов, функциональное состояние которых значительно лучше, чем у Т 

лимфоцитов пациента. Но в этом случае высоки риски возникновения реакции 

трансплантат против хозяина.  

Предыдущий опыт ведения пациентов, прошедших ТГСК показал, что для 

борьбы с вирусными инфекциями после трансплантации можно использовать 
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инфузию Т клеток памяти от гаплоидентичных доноров. Они снижали риск 

вирусных заболеваний, не вызывая при этом тяжелой РТПХ [118, 119]. Кроме того, 

в доклинических исследованиях было показано, что CAR T клетки, полученные из 

Т клеток памяти элиминируют опухоли также эффективно, как и классические CAR 

T клетки, а при аллогенном введении не вызывают тяжелой РТПХ у животных 

[131]. Было решено впервые провести экспериментальное исследование CAR19 Tm 

клеток в качестве терапии “последней надежды” для этих 5-и пациентов.  

 

4.3.2. Полученные CAR19 Tm клетки отличаются по составу поверхностных 

маркеров от CAR19 T клеток 

 

CAR19 Tm клетки получали в системе CliniMACS (Miltenyi Biotec, Германия) 

(Рисунок 46), которая позволяет производить CAR T клетки из CD45RA-

негативных Т лимфоцитов в рамках закрытого контура в объеме, подходящем для 

проведения клинических исследований.  

 

Рисунок 46 – Состав системы для наработки CAR19 Tm клеток; CliniMACS Plus служит для 

обеднения или обогащения исходного клеточного материала определенными клеточными 

популяциями за счет магнитных шариков со стрептавидином и коктейля биотинилированных 
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антител к маркерам этих популяций, CliniMACS Prodigy служит для модификации исходного 

клеточного материала и наработки модифицированных клеток в клинических масштабах  

Полученные клетки перед введением пациентам были охарактеризованы по набору 

маркеров методом проточной цитофлуориметрии после окрашивания 

соответствующими флуоресцентно меченными МкАТ (Рисунок 47). 

 

Рисунок 47 – Сравнительная характеристика CAR19 Tm клеток и CAR19 T клеток перед 

введением пациенту; А – Соотношение CD8+ и CD4+ популяций Т лимфоцитов; Б – Доля CAR+ 

T клеток; В – Фенотип CD8+ и CD4+ популяций; Г – Окрашивание флуоресцентно меченными 

МкАТ к маркерам истощения LAG3 и TIGIT; данные получены с помощью 

иммунофенотипирования; звездочки обозначают значимую разницу в экспресии CD4, CD8 и 

CAR19 между CAR19 Tm клетками и CAR19 T клетками  

Как видно по результатам, в CAR19 Tm клетках превалирует содержание CD4+ T 

лимфоцитов (Рисунок 47А), хотя в ряде случаев у CAR19 T клеток тоже 

преобладают CD4+ Т лимфоциты. Разница в проценте трансдукции (Рисунок 47Б) 
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вероятно обусловлена разными донорами. Большая часть CAR19 Tm клеток – это 

ТEM лимфоциты (Рисунок 47В), что означает более дифференцированную 

популяцию с меньшей склонностью к пролиферации относительно CAR19 T 

клеток, большая часть из которых – это TCM лимфоциты. Кроме того, CAR19 Tm 

клетки склонны экспрессировать некоторые маркеры истощения (LAG3 и TIGIT) 

(Рисунок 47Г). Полученные данные хотя и свидетельствуют о том, что 

фенотипически CAR19 Tm клетки отличаются от CAR19 T клеток (при этом не в 

положительную сторону), ключевой характеристикой является терапевтический 

потенциал, который оценили в клиническом исследовании. 

 

4.3.3. CAR19 Tm клетки эффективно элиминируют B клеточный острый 

лимфобластный лейкоз и не вызывают тяжелой РТПХ 

 

Вся клиническая часть была выполнена на базе НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия 

Рогачева. Эффективность терапии пациентов CAR19 Tm клетками определял 

показатель минимального остаточного заболевания (MRD, Minimal residual disease).  

Адоптивная CAR19 Tm клеточная иммунотерапия привела к 

положительному клиническому исходу в 80% случаев (Таблица 4).  

Таблица 4 – Результаты лечения пациентов CAR19 Tm клетками 

 

Среди пациентов не наблюдалось тяжелой (3 и 4 степени) РТПХ (1 пациент с 1 

степенью РТПХ), CRS (2 пациента с 1 и 2 степенью) и нейротоксичности (те же 2 

пациента с CRS, но оба с 1 степенью нейротоксичности).  

Кроме проявления побочных реакций, на протяжении лечения отслеживали 

персистенцию CAR19 Tm клеток (Рисунок 48). 
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Рисунок 48 – Сравнительный анализ персистенции CAR19+ T лимфоцитов в организме 

пациентов после терапии CAR19 Tm клетками и CAR19 T клетками (с помощью окрашивания 

флуоресцентно меченными МкАТ к CD3 и CAR19 и последующей детекцией методом 

проточной цитофлуориметрии); каждая точка – отдельный пациент, при этом для ряда 

пациентов (#1-#4) присутствует результат как терапии CAR19 T клетками, так и CAR19 Tm 

клетками; стрелочками обозначены пациенты, у которых присутствовали CAR19 Tm клетки в 

крови в определенный момент после терапии 

Как видно по результатам, только у 20% пациентов в крови детектируются CAR19 

Tm клетки. Это отличается от полученных ранее данных, так же представленных 

на графике, после введения CAR19 T клеток, которые в той или иной степени 

присутствовали в крови у всех пациентов. Отличия вероятно связаны с разным 

популяционным составом, определяющим в том числе поведение Т лимфоцитов in 

vivo, у CAR19 Tm клеток и CAR19 T клеток.  

Для более детального сравнения CAR19 Tm клеток и CAR19 T клеток и 

понимания природы их различий, мы провели ряд in vitro и ex vivo экспериментов. 

 

4.3.4. CAR19 Tm клетки не уступают CAR19 T клеткам в реакциях активации и 

немедленной цитотоксичности, но быстрее теряют способность лизировать 

таргетные клетки при повторной инкубации с ними 
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Мы сравнили способность CAR19 Tm клеток и CAR19 T клеток к цитолизу 

CD19-позитивных опухолевых клеток, секрецию провоспалительных цитокинов и 

экспрессию маркеров активации. В качестве таргетных клеток использовали Jeko-

1, модифицированные ранее с помощью лентивирусного агента NucLight Red 

Lentivirus (Sartorius, Германия), чтобы продуцировать красный флуоресцентный 

белок mKate2. Мы ежечасно следили за падением флуоресценции от таргетных 

клеток Jeko-1 благодаря их лизису в течение двух дней инкубации (Рисунок 49). 

 

Рисунок 49 – Сравнительный анализ немедленной цитотоксичности CAR19 Tm клеток и CAR19 

T клеток методом, основанным на детекции падения флуоресцентного сигнала от таргетных 

клеток в течение определенного промежутка времени; X, Y – разные пациенты; К – контроли; 

звездочки обозначают значимую разницу в лизисе Jeko-1 между контрольными Mock T 

клетками и эквивалентными друг другу CAR19 Tm клетками и CAR19 T клетками 

Параллельно мы сравнили продукцию провоспалительных цитокинов (Рисунок 

50А) и цитолитических гранул эффекторными клетками (Рисунок 50Б) в 

присутствии Jeko-1 методом проточной цитофлуориметрии после окрашивания 

соответствующих маркеров флуоресцентно меченными МкАТ. 
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Рисунок 50 – Сравнительный анализ активации CAR19 Tm клеток и CAR19 T клеток после 

окрашивания флуоресцентно меченными МкАТ к провоспалительным цитокинам и маркерам 

дегрануляции методом проточной цитофлуориметрии; А – продукция провоспалительных 

цитокинов; Б – дегрануляция; ФНО-α – фактор некроза опухоли альфа; CD107a – маркер 

цитолитических гранул 

Полученные результаты показывают, что в краткосрочном периоде уровень 

активации у CAR19 Tm клеток и CAR19 T клеток эквивалентен. Для оценки 

динамики уровня цитотоксичности в долгосрочном периоде мы провели стресс-

тест (sequential killing), в котором к эффекторным клеткам (CAR19 Tm клеткам или 

CAR19 T клеткам) каждые три дня добавляли свежие таргетные клетки (Jeko-1) в 

соотношении E:T=1:5 и оценивали цитолиз методом проточной цитофлуориметрии, 

детектируя снижение количества флуоресцирующих Jeko-1 (Рисунок 51). 
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Рисунок 51 – Сравнительный анализ динамики уровня цитотоксичности CAR19 Tm клеток и 

CAR19 T клеток в стресс-тесте с регулярной повторной инкубацией со свежими CD19-

позитивными таргетными клетками Jeko-1 методом проточной цитофлуориметрии; звездочки 

означают значимые отличия между CAR19 Tm клетками и CAR19 T клетками в последние 

раунды инкубации 

Результаты показывают, что CAR19 Tm лимфоциты быстрее теряют способность к 

цитолизу опухолевых клеток (12-15 день). Данная особенность и не помешала 

CAR19 Tm клеткам эффективно элиминировать бласты у пациентов, тем не менее 

было решено провести сравнительный анализ экспрессии широкого спектра 

маркеров в CAR19 Tm клетках и CAR19 T клетках, чтобы выяснить какие еще 

факторы препятствуют сохранению длительного цитотоксического потенциала 

CAR19 Tm клеток. 

 

4.3.5. CAR19 Tm клетки значительно отличаются от CAR19 T клеток по 

экспрессии ряда маркеров – фенотипа, истощения, цитокинов и др. 

 

Для сравнения экспрессии панели маркеров анализировали транскриптом 

CAR19 Tm и CAR19 T клеток. Подробно методика анализа изложена в главе Анализ 

РНК. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что разные группы генов 

экспрессированы в большей или меньшей степени в CAR19 Tm клетках (Рисунок 

52).  
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Рисунок 52 – Профили экспрессии CAR19 Tm клеток и CAR19 T клеток 

Так, CAR19 Tm клетки значительно отличаются от CAR19 T клеток по профилю 

экспрессии маркеров дифференцировки Т лимфоцитов (LEF1, TCF7, CD86, CD38, 

IRF8), имеют набор маркеров более дифференцированных клеток, с минимальным 

количеством мРНК транскрипционного фактора TCF7. При этом недавно было 

показано, что TCF7 характеризует более функциональные CAR Т клетки с высоким 
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терапевтическим потенциалом [162, 163]. В то же время CAR19 Tm клетки 

содержат больше мРНК интерлейкинов суперсемейства ИЛ-2 (ИЛ-4, ИЛ-15, ИЛ-21 

и др.) и маркеров истощения Т лимфоцитов (CTLA-4, TIGIT, KLRB1 и др.), что 

расширяет полученные до этого результаты исследования маркеров истощения. В 

целом данные сравнительного анализа транскриптома показывают, что CAR19 Tm 

клетки более истощенные, более дифференцированные, чем CAR19 T клетки, и 

экспрессируют меньше маркеров, ответственных за более высокий 

терапевтический потенциал. Мы предполагаем, что это связано с тем, что CAR19 

Tm лимфоциты в принципе ограничены по количеству популяций только клетками 

памяти, большая часть из которых TE лимфоциты. 

 Для борьбы с истощением CAR T лимфоцитов разрабатываются 

многочисленные подходы – от регуляции иммунных чекпойнтов (CTLA-4, TIGIT, 

LAG3) до воздействия на метаболические пути и транскрипционные факторы [164-

172]. Большинство из них применимо и для модификации CAR19 Tm клеток. Кроме 

того, предыдущие исследования, проведенные в том числе в нашей лаборатории 

[138, 173], показывают, что снижение уровня PD-1 в CAR19 T клетках нарушает 

баланс активации/торможения и приводит к гибели клеток. Интересно было бы 

исследовать, как данный подход влияет на CAR19 Tm клетки.  

Суммируя, в результате выполнения второй части исследовательских работ 

впервые было показано, что аллогенные CAR19 Tm клетки, полученные из Т клеток 

памяти гаплоидентичных доноров, эффективно элиминируют B-ALL у пациентов, 

не вызывая при этом РТПХ и других побочных эффектов высокой степени тяжести. 

Кроме того, мы показали, что CAR19 Tm клетки обладают эквивалентной CAR19 T 

клеткам цитотоксичностью и активируются на сравнимом уровне относительно 

классических CAR19 T клеток. Однако за счет более выраженной экспрессии генов 

маркеров истощения и дифференцировки, они действуют в течение более короткого 

промежутка времени и, для будущей трансляции в клинику, вероятно, потребуют 

либо повторных введений, либо большей дозы. 
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5. ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Пан-лейкоцитарный антиген CD45 присутствует практически на всех 

гемопоэтических клетках человека. Это делает его привлекательной мишенью для 

щадящих режимов кондиционирования перед ТГСК у пациентов, которые по тем 

или иным причинам не могут переносить интенсивные режимы химио- или 

радиотерапии. К тому же, как показали последние исследования, для большинства 

онкогематологических заболеваний также характерно наличие CD45 на 

поверхности опухолевых клеток. Благодаря этим свойствам, CD45 можно 

использовать как универсальную мишень и совместить лечение опухолей и 

кондиционирование, так как часто эти процедуры выполняются последовательно. 

В процессе работы мы получили устойчивые к аутотоксичности CD45Δ 

CAR45 T клетки и CD45Δ CAR45 NK клетки. Установили, что нокаут гена, 

кодирующего CD45, не влияет на цитотоксичность, но способствует снижению 

продукции провоспалительных цитокинов. Мы продемонстрировали специфичный 

лизис CD45-позитивных клеток крови человека, включая злокачественные, in vitro. 

Мы получили релевантные животные модели с ксенографтами CD45-позитивных 

человеческих опухолей THP-1 и человеческих PBMC. In vivo был 

продемонстрирован высокий терапевтический потенциал полученных CD45Δ 

CAR45 T клеток. Адоптивная терапия полученными агентами, при 

соответствующей защите пациента от длительной их персистенции, может стать 

клиническим инструментом для борьбы с онкогематологическими заболеваниями, 

а также может применяться для совмещенного лечения опухолей и 

кондиционирования.  

CAR T клеточная терапия аутологичными клетками является клинически 

одобренным стандартом на сегодняшний день. Однако она предполагает 

использование истощенных предыдущими раундами лечения Т лимфоцитов 

пациента, что ухудшает качество конечного продукта и повышает риски при его 

производстве. Аллогенная терапия CAR T клетками, полученными из T 

лимфоцитов здоровых доноров, в перспективе способна стать альтернативой и 
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предлагает более эффективное лечение и снижение затрат и рисков при 

производстве. Однако, аллогенная природа CAR T клеток сопряжена с высокой 

вероятностью возникновения РТПХ. Недавние доклинические исследования 

убедительно показали – Т клетки памяти менее склонны к развитию РТПХ. При 

этом CAR T клетки, полученные из них, аналогичны классическим в 

эффективности элиминации опухолей и не вызывают РТПХ. Популяцию Т клеток 

памяти определяет отсутствие у них на поверхности изоформы CD45 – CD45RA. 

В рамках данной диссертации мы охарактеризовали аллогенные CAR19 Tm 

клетки, полученные из CD45RA-негативных T лимфоцитов гаплоидентичных 

здоровых доноров. Мы обнаружили, что среди CAR19 Tm клеток преобладают 

CD4-позитивные Т лимфоциты эффекторной памяти. На базе НМИЦ ДГОИ им. 

Дмитрия Рогачева впервые были получены клинические данные применения 

CAR19 Tm клеточной терапии для 5-ти пациентов. Была продемонстрирована 

эффективная элиминация клеток B клеточного острого миелоидного лейкоза 

CAR19 Tm клетками (в 80% случаев), при этом не проявились побочные эффекты, 

включая РТПХ, высокой степени тяжести. В рамках сравнительного in vitro и ex 

vivo исследования и транскриптомного анализа CAR19 Tm клеток и CAR19 T 

клеток мы показали их эквивалентность в реакциях немедленной цитотоксичности 

и активации. В то же время мы обнаружили различия CAR19 Tm клеток в динамике 

уровня цитотоксичности в стресс-тесте (в сторону ее уменьшения) и в экспрессии 

нескольких групп генов, ответственных в том числе за наиболее функциональный 

фенотип Т лимфоцитов (в сторону уменьшения экспрессии маркеров, 

ассоциированных с более функциональным фенотипом). Открытые особенности 

CAR19 Tm клеток, не помешали им продемонстрировать эффективную 

элиминацию опухоли в отсутствие РТПХ. Необходимо и далее исследовать CAR19 

Tm клетки, модифицируя их профиль экспресии, и адаптируя режимы введения, 

для более успешной интеграции аллогенных CAR T клеток в клиническую 

практику.  

Суммируя, следует сказать, что данная работа является важной частью 

современных исследований, направленных на совершенствование терапии 
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онкогематологических заболеваний в России и в мире, и помогает обозначить в том 

числе направления будущих исследований в сфере иммунотерапевтических 

подходов в онкологии. 
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6. ВЫВОДЫ 

 

1. Методами генной и клеточной инженерии получены устойчивые к 

аутотоксичности CD45Δ CAR45 T клетки и CD45Δ CAR45 NK клетки;  

 

2. Показана функциональная активность CD45Δ CAR45 T клеток и CD45Δ 

CAR45 NK клеток в отношении человеческих CD45-позитивных клеток 

крови in vitro; 

 

3. Показана способность CD45Δ CAR45 T клеток элиминировать человеческие 

CD45-позитивные опухоли и PBMC-трансплантат in vivo; 

 

4. Впервые показана эффективная элиминация B-клеточной опухоли у 

пациентов аллогенными CAR19 Tm клетками, полученными из популяции Т 

клеток памяти гаплоидентичных доноров, в отсутствие тяжелой РТПХ; 

 

5. В сравнительном in vitro и ex vivo исследовании показано, что CAR19 Tm 

клетки отличаются от CAR19 T клеток по ряду характеристик (фенотип, 

профиль истощения) и быстрее теряют цитотоксическую активность. 
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СОКРАЩЕНИЯ 

Русскоязычные: 

АПК – антигенпрезентирующие клетки 

ГСК – гемопоэтические стволовые клетки 

ИЛ – интерлейкин 

ИФН-γ – гамма-интерферон 

НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева – Национальный медицинский 

исследовательский центр детской гематологии, онкологии и иммунологии имени 

Дмитрия Рогачева 

МкАТ – моноклональные антитела 

РТПХ – реакция трансплантат против хозяина 

ТГСК – трансплантация гемопоэтических стволовых клеток 

ТКР – Т клеточный рецептор  

Англоязычные: 

B-ALL – B клеточный острый лимфобластный лейкоз (B-cell acute lymphoblastic 

leukemia) 

BiTE – биспецифический активатор Т клеток (bispecific T cell engager) 

CAR – химерные антигенные рецепторы (chimeric antigen receptors) 

CAR NK – NK клетки, модифицированные химерным антигенным рецептором 

(chimeric antigen receptors modified NK cells) 

CAR T – Т клетки, модифицированные химерным антигенным рецептором 

(chimeric antigen receptors modified T cells) 

CAR Tm – CAR T клетки, полученные из CD45RA-негативных Т клеток памяти 

(CD45RA-CAR T) 

CAR19 Tm – CAR19 T клетки, полученные из CD45RA-негативных Т клеток памяти 

(CD45RA-CAR19 T) 

CD – кластер дифференцировки (cluster of differentiation) 

CD45Δ – клетки, нокаутные по гену CD45 

CFD – значение, отражающее вероятность неспецифической активности Cas9 для 

конкретного сайта (cutting frequency determination) 
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CRS – синдром выброса цитокинов (cytokine release syndrome) 

ffLuc – люцифераза светлячка (firefly luciferase) 

GFP – зеленый флуоресцентный белок (green fluorescent protein) 

gRNA – гидовая РНК (guide RNA) 

HLA – человеческие лейкоцитарные антигены (human leukocyte antigen) 

ITAM – иммунорецепторные тирозиновые мотивы активации (immunoreceptor 

tyrosine-based activation motif) 

MRD – минимальное остаточное заболевание (minimal residual disease) 

NCG – линия иммунодефицитных мышей NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgem1Smoc 

NK – натуральные киллеры (natural killer) 

ТCM – Т клетки центральной памяти (central memory T cells)  

TE – эффекторные, или терминально дифференцированные, Т клетки (effector T 

cells) 

TEM – Т клетки эффекторной памяти (effector memory T cells) 

TN – наивные Т клетки 

PBMC – мононуклеарные клетки периферической крови (peripheral blood 

mononuclear cells) 

PTP – белковая тирозиновая фосфатаза (protein tyrosine phosphatase) 

SFK – тирозиновые киназы семейства Src (Src family kinase)  

Y394 – активирующий тирозин киназы Lck 

Y505 – ингибирующий тирозин киназы Lck 
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ПРИЛОЖЕНИЯ 

 

Приложение А 

Таблица 5 – Использованные в работе МкАТ с флуоресцентными метками 

Наименование Производитель Каталожный номер 

Античеловеческие 

CD45-APC-Cy7 Sony Biotechnology, США 2120070 

CD45-PerCP BD Biosciences, США 345809 

CD45-BV786 BD Biosciences, США 563716 

CD45-PE-Vio 615 Miltenyi Biotec, Германия 130-110-777 

CD4-FITC Biolegend, США 317416 

CD4-APC-Cy7 Thermo Fisher Scientific, США A15441 

CD4-APC-A750 Beckman Coulter, США A94682 

CD4-KO525 Beckman Coulter, США A96417 

CD8a-PE Biolegend, США 300908 

CD8a-PE-Cy7 Beckman Coulter, США 6607102 

CD45 Abcam, США ab214437 

GAPDH Abcam, США ab185059 

CD137-APC Biolegend, США 309810 

CD137-APC-Cy7 Biolegend, США 309830 

IL2-APC-Cy7 Biolegend, США 500342 

IFNγ-PE-Cy7 Biolegend, США 502528 

CD45RA-PE Biolegend, США 304108 

CD45RA-APC Miltenyi Biotec, Германия 130-109-777 

CD62L-APC Biolegend, США 304810 

CD62L-BV711 BD Biosciences, США 740783 

CD27-FITC Biolegend, США 356404 

CD197-PE Miltenyi Biotec, Германия 130-120-463 

CD95-PE Biolegend, США 305608 

CD44-APC Biolegend, США 397506 

CD3-APC Biolegend, США 300312 

CD3-FITC Biolegend, США 317306 
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CD3-KO525 Beckman Coulter, США B00068 

CD3-VioGreen Miltenyi Biotec, Германия 130-113-142 

CD107a-PE BD Biosciences, США 555801 

TIGIT-APC Biolegend, США 372706 

TIM3-PE Biolegend, США 345006 

PD-1-FITC Biolegend, США 329904 

LAG3-FITC Biolegend, США 369308 

LAG3-PE-Cy7 Biolegend, США 369208 

CD56-BV510 BD Biosciences, США 563041 

IgG Fc-DyLight 650  

(использовали для детекции 

CAR45) 

Invitrogen, США SA5-10137 

CD19 CAR Detection 

(использовали для детекции 

CAR19)  

Miltenyi Biotec, Германия 130-129-550 

Антимышиные 

CD45-PE Sony Biotechnology, США 1115530 

Антикроличьи 

IgG-HRP Sigma, США A0545-1ML 
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Приложение Б  

Таблица 6 – Результаты анализа неспецифической активности Cas9, направленной gRNA2 
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Приложение В 

 

Рисунок 53 – Схема лентивирусного вектора, несущего ген CAR45; CMV (cytomegalovirus) – 

цитомегаловирусный конститутивно активный промотор; LTR (long terminal repeat) – длинные 

концевые повторы, необходимые для встраивания лентивируса в геном клетки; ψ – сигнал 

сборки вирусных частиц; RRE (Rev response element) – элемент ответа Rev, усиливающий 

ядерный экспорт мРНК транскриптов; cPPT/CTS (central polypurine tract/central termination 

sequence) – центральный полипуриновый тракт/центральная терминирующая 

последовательность, которые усиливают ядерный импорт лентивирусного генома; EF1α 

(elongation factor alpha 1) – человеческий фактор элонгации 1 альфа, который является 

конститутивно активным промотором; IL-2 SP (interleukin-2 signal peptide) – сигнальная 

последовательность гена ИЛ-2 человека; anti-CD45 scFv (single-chain variable fragment of CD45 

antibody) – одноцепочечный вариабельный фрагмент антитела к человеческому CD45; VH 

(variable heavy chain) – вариабельный фрагмент тяжелой цепи антитела; VL (variable light chain) 

– вариабельный фрагмент легкой цепи антитела; IgG4 hinge (immunoglobulin G4 hinge) – 

шарнирная область CAR, которая содержит участок последовательности иммуноглобулина G4 

человека; CD28 – трансмембранная и внутриклеточная часть человеческого CD28, которые 

формируют трансмембранный и первый ко-стимулирующий домены CAR; OX40 – 

внутриклеточная часть человеческого CD134, которая формирует второй ко-стимулирующий 

домен CAR; CD3ζ – внутриклеточная часть человеческого CD3ζ, которая формирует домен 

активации CAR; WPRE (Woodchuck posttranscriptional regulatory element) – регуляторный 

элемент, повышающий ядерный экспорт мРНК транскриптов; BGH (bovine growth hormone 

polyadenylation signal) – сигнал остановки трансляции.  

 

 

 

 


