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Аннотация
Цель. Оценить противоопухолевую эффективность разработанного нами препарата на основе цитотоксиче-
ских Т-лимфоцитов, генетически модифицированных химерным антигенным рецептором (CAR), специфич-
ным к антигену СА125 в отношении как СА125-позитивных, так и СА125-негативных клеточных культур.
Материалы и методы. Исследование было проведено в условиях in vitro на СА125-позитивных клетках рака 
яичника человека (OVCAR-3, OVKATE) и СА125-негативных клетках (рака молочной железы MCF-7, эмбрио-
нальной почки НЕК293). Цитотоксические эффекты в отношении опухолевых клеток оценивали через 0, 4, 
8 и 24 часа с помощью бромид 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолиевого (МТТ) и лактатдеги-
дрогеназного (ЛДГ) тестов. Также было проведено исследование изменения количества клеток в реальном 
времени при воздействии трансфецированных лимфоцитов при помощи прибора RTCA iCELLIgence (ACEA 
Biosciences, США). Контролем специфичности являлись лимфокин-активированные киллеры (ЛАК).
Результаты. На культурах клеток OVCAR-3 и OVKATE был получен выраженный цитотоксический эффект 
при использовании анти-СА125 CAR-T-лимфоцитов, превышающий воздействие ЛАК в 1,3 раза. Популяция 
клеток в исследуемых опытных образцах снижалась на 70 ± 4%, что превосходило эффект ЛАК на 9 ± 8,2%. 
В отношении MCF-7 цитотоксическое воздействие анти-СА125 CAR-T лимфоцитов имеет минимальное значе-
ние, что проявилось в снижении относительного количества живых клеток на 25,8%, по сравнению с цитоток-
сичностью ЛАК в 68%. Исследование изменения количества клеток в реальном времени доказало высокий 
специфический цитотоксический эффект анти-СА125 CAR-T-лимфоцитов в отношении опухолевых культур, 
экспрессирующих СА-125, при этом уступающий по эффективности ЛАК для культур, не экспрессирующих 
СА125 (MCF-7, HEK293).
Заключение. Применение анти-СА125 CAR-T-лимфоцитов в отношении СА125-позитивных опухолевых кле-
точных линий OVCAR-3 и OVKATE продемонстрировало выраженный специфический цитотоксический эф-
фект, превышающий цитотоксическое воздействие ЛАК, чего не удалось достигнуть в отношении СА125-
негативных клеток MCF-7 и НЕК293.
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Abstract
Aim. To evaluate the antitumor efficacy of our developed drug based on cytotoxic T lymphocytes genetically modified 
with a chimeric antigen receptor (CAR) specific to the CA125 antigen in relation to both CA125-positive and CA125-
negative cell cultures.
Materials and methods. We performed an in vitro study on CA125-positive human ovarian cancer cells (OVCAR-3, 
OVKATE) and CA125 negative cells (breast cancer MCF 7, embryonic kidney HEK293). Cytotoxic effects on tumor 
cells were evaluated after 0, 4, 8 and 24 hours using the 3’-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide 
(MTT) and Lactate Dehydrogenase (LDH) tests. We also studied the changes in the number of cells “in real time” when 
exposed to transfected lymphocytes using the RTCA iCELLIgence device (ACEA Biosciences, USA). Lymphokine-
activated killer (LAK) cells were used as a specificity control.
Results. The study demonstrated that anti-CA125 CAR-T lymphocytes exhibited a pronounced cytotoxic effect on 
OVCAR-3 and OVKATE cell cultures, exceeding the effect of LAK by 1.3 times. The cell population in the experimental 
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samples decreased by 70 ± 4%, which exceeded the LAK effect by 9 ±  8.2%. With regard to the MCF-7 cell line, the 
cytotoxic effect of anti-CA125 CAR-T lymphocytes was minimal as evidenced by a 25.8% decrease in the relative 
number of live cells in comparison to the LAK cytotoxicity of 68%. Real-time monitoring of cell proliferation and 
viability proved a high specific cytotoxic effect of anti-CA125 CAR-T lymphocytes against tumor cultures expressing 
CA-125, while inferior to LAK in cultures not expressing CA125 (MCF-7, HEK293).
Conclusions. The use of anti-CA125 CAR-T lymphocytes against CA125-positive tumor cell lines OVCAR-3 and 
OVKATE demonstrated a pronounced specific cytotoxic effect exceeding the cytotoxic effect of LAK, which was not 
achieved against CA125-negative MCF-7 and HEK293 cells.
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T-cell therapy; lymphokine-activated killer cells
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Список сокращений:
СА125 – Carbohydrate antigen 125, углеводный анти-
ген 125
CAR – Chimeric Antigen Receptor, химерный антиген-
ный рецептор
CAR-T – Chimeric antigen receptor T-cell therapy, адоп-
тивная Т-клеточная иммунотерапия
CD – Cluster of differentiation, кластер дифференци-
ровки

MUC16 – Mucin 16, муцин 16
sМUС16 – Mucin 16 extracellular segment, внеклеточ-
ный сегмент муцина 16
ЛАК – лимфокин-активированные киллеры
ЛДГ – лактатдегидрогеназа
МТТ – бромид 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифе-
нил тетразолия
ЭТС – эмбриональная телячья сыворотка
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Рак яичников занимает восьмое место в структуре 
онкологических заболеваний у женщин и третье ме-
сто в структуре заболеваний женской репродуктив-
ной системы [1, 2] и является второй по частоте при-
чиной смертности, связанной с гинекологическими 
заболеваниями [3, 4].

Примерно 90% опухолей яичника составляет 
эпителиальная карцинома яичника [5]. Из-за отсут-
ствия специфических ранних симптомов и адекват-
ных методов скрининга первичной эпителиальной 
карциномы яичников [6] более 51% ее случаев диа-
гностируют на стадии II и 29% – на стадии IV [7, 8]. 
Основным методом лечения для таких пациентов яв-
ляется обширное хирургическое вмешательство в со-
четании с химиотерапией, однако прогноз для таких 
пациентов на сегодня остается неблагоприятным [9, 
10]. Отсутствие серьезных изменений за последние 
десятилетия по показателю общей выживаемости 
у женщин с диагнозом «рак яичников» [11], высокая 
частота рецидивов и резистентных к химиопрепара-
там форм свидетельствуют о необходимости созда-
ния новых методов лечения этой высоколетальной 
нозологии.

Адоптивная Т-клеточная иммунотерапия с ис-
пользованием химерных антигенных рецепторов 
(Chimeric antigen receptor T-cell therapy, CAR-T) 
является одним из наиболее интенсивно развиваю-
щихся и перспективных методов лечения онколо-
гических заболеваний, позволяющим минимально 
воздействовать на нормальные ткани организма бла-
годаря своей высокой специфичности [12]. Однако 
если лечение гемобластозов с помощью кластеров 
дифференцировки 19, 20 (Clusters of differentiation 
19, 20, CD19/20) в составе CAR-T [13, 14] получило 
широкое распространение в клинической практи-
ке, то использование CAR-T для лечения солидных 
опухолей столкнулось с рядом принципиальных 
проблем: наличием побочных эффектов, связан-
ных с экспрессией целевого антигена нормальны-
ми клетками организма вследствие относительной 
специфичности опухолевых антигенов, а также ток-
сичностью вне опухоли (в маточной трубе, эндоме-
трии, перикарде, брюшине), локальной иммуносу-
прессией CAR-Т-лимфоцитов клетками микроокру-
жения опухоли и недостаточным цитотоксическим 
эффектом в отношении крупных новообразований 
[15, 16]. Для решения этих проблем ведутся актив-
ные исследования, направленные как на модифи-
кацию конструкции CAR с целью усиления эффек-
тивности генно-модифицированных Т-лимфоцитов 
[17, 18], так и на увеличение доставки CAR-T-
лимфоцитов в ткани опухоли с помощью хоминг-
рецепторов (homing receptors) [19, 20].

CAR-Т для лечения рака яичников является много-
обещающим подходом [21], в частности, с использо-
ванием CAR-T-продуктов, нацеленных на различные 
антигены, одним из которых является углеводный 

антиген 125 (Carbohydrate antigen 125, CA125), экс-
трацеллюлярный домен гликопротеина муцина 16 
(Mucin 16, MUC16) [21, 22].

MUC16 гиперэкспрессируется в различных 
опухолях и участвует в активации пролиферации 
и метастазировании раковых клеток [23]. Показано, 
что в 80% случаев эпителиальная карцинома яич-
ников экспрессирует MUC16 [21, 23], а его вне-
клеточный сегмент (Mucin 16 extracellular segment, 
sМUС16) благодаря десквамации и протеолитиче-
скому расщеплению N-концевого домена MUC16 по-
падает в кровоток с поверхности клеток опухоли [24, 
25]. sМUС16, антигенный эпитоп CA125, обнаружи-
вают в сыворотке крови методом иммунофермент-
ного анализа, его принято считать лучшим биомар-
кером эпителиального рака яичников [26]. МUС16 
и его растворимый фрагмент CA125 занимают осо-
бую позицию среди белков, являясь не только диа-
гностическим биомаркером, но и привлекательной 
терапевтической мишенью для антиген-позитивных 
опухолей, включая рак яичника [27].

В настоящее время нами разрабатывается сомато-
клеточный лекарственный препарат на основе анти-
СА125 CAR-T-лимфоцитов, предназначенный для ле-
чения СА125-позитивного рака яичников. Препарат 
представляет собой Т-лимфоциты, генетически мо-
дифицированные ex vivo ДНК-плазмидой, обеспе-
чивающей экспрессию на поверхности клеток CAR 
с высокой аффинностью к опухоль- специфичному 
антигену СА125. Отсутствие встраивания в ДНК 
клетки-хозяина Т-лимфоцита резко снижает риск по-
бочных эффектов, в частности, возможные мутаген-
ные реакции. Разработанная нами технология полу-
чения СА125 CAR-T-лимфоцитов не требует допол-
нительного наращивания клеток, что существенно 
снижает стоимость процедуры.

Цель исследования: оценить противоопухоле-
вую эффективность in vitro нового соматоклеточно-
го лекарственного препарата на основе анти-СА125 
CAR-T лимфоцитов. Оценить цитотоксичность 
на основе воздействия исследуемого препарата в от-
ношении СА125-позитивных и СА125-негативных 
клеточных линий, а также сравнить с эффектом лим-
фокин-активированных киллеров (ЛАК).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Получение фракции мононуклеаров 
периферической крови человека
Мононуклеары периферической крови выделя-

ли из гепаринизированной периферической крови 
человека (12–30 МЕ гепарина/1 мл крови) центри-
фугированием на ступенчатом градиенте фикол-
ла-урографина плотностью 1,077 г/мл (ООО НПП 
«ПанЭко», Россия) при ускорении в 700 g в течение 
25 мин. Далее их трижды отмывали фосфатно-соле-
вым буфером, pH 7,4 при 300, 160 и 300 g по 10 мин 
и культивировали в среде RPMI-1640, содержащей 
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содержащихся в мононуклеарной фракции крови, 
к дну чашек Петри. Неприкрепившиеся клетки, 
представляющие собой в основном активированные 
лимфоциты, смывали пипетированием и использо-
вали для электропорации.

Процедура трансфекции, получение 
CAR-T-лимфоцитов
Исследуемый препарат содержал Т-лимфоциты, 

генетически модифицированные ДНК-плазмидой 
pCI/3CА2-CAR3g. Данная плазмида, несущая ген 
CAR, специфичный к антигену MUC16, представля-
ла собой конструкцию третьего поколения, включа-
ющую шарнирную область CD8, трансмембранную 
область CD28 и активационные домены CD137 (4-1 
ВВ), CD 247 (ζ-цепь). Распознающая часть была 
сконструирована на основании моноклонально-
го антитела X181 [28]. Трансфекция лимфоцитов 
плазмидной конструкцией производилась на элек-
тропораторе Lonza Amaxa Nucleofector II с исполь-
зованием набора Human T-Cell Nucleofector Kit 
(Lonza, Швейцария), программы Т-020 или Т-023. 
Для трансфекции одного образца объемом 100 мкл 
использовали 5×106 клеток и 5 мкг стерильного рас-
твора плазмиды с концентрацией 1 мг/мл. После 
проведения трансфекции клетки переносили в чаш-
ки Петри и культивировали в течение 24–48 часов 
в стандартных стерильных условиях 5% СО2, 37 °С, 
с использованием среды RPMI-1640 с содержани-
ем 10% ЭТС и 10 мкг/мл гентамицина. Через сутки 
фракцию мононуклеаров дважды отмывали в 10 мл 
RPMI-1640 при 300 g в течение 5 минут, окрашивали 
антителами к CD3-FITC (Sony, Япония) и проводили 
выборку CD3-положительных Т-лимфоцитов на кле-
точном сортере SH8000 (Sony, Япония). Количество 
жизнеспособных лимфоцитов, несущих CAR, оце-
нивали на проточном цитофлуориметре Cytomics 
FC 500 (Beckman Coulter, США) с помощью окраски 
пропидием йодидом и антителами к CD3 (Beckman 
Coulter, США).

Клеточные линии
Противоопухолевую эффективность оценивали 

in vitro на моделях СА125-позитивных культур кле-
ток аденокарцином яичника человека OVCAR-31 
и OVKATE2 и СА125-негативных: рака молочной 
железы MCF-73 и эмбриональной почки человека 
НЕК2934. Клетки опухолевых культур культивирова-
ли в питательной среде DMEM (содержание глюко-
зы 4,5 г/л; ООО НПП «ПанЭко», Россия) с 10% ЭТС 

(Gibco, Thermo Fisher Scientifi c, США) и 10 мкг/мл 
гентамицина (ООО «ПанЭко», Россия).

Бромид 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-
дифенилтетразолиевый тест
Для оценки цитотоксических эффектов, оказы-

ваемых лимфоцитами на клетки исследуемых опу-
холевых линий, были использованы три метода: 
бромид 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-
тетразолиевый (МТТ) тест, лактатдегидрогеназный 
(ЛДГ) тест и оценка количества жизнеспособных 
клеток в условиях реального времени.

Для постановки МТТ-теста клетки рассеива-
ли в лунки 96-луночного планшета и инкубировали 
до получения 50% конфлюэнтности, затем к клеткам-
мишеням вносили эффекторные CAR-T-лимфоциты 
или ЛАК в количестве 10:1 по отношению к опу-
холевым клеткам. Ко-культивирование проводили 
в течение 8 часов в стандартных условиях (5% СО2, 
37 °С), затем отбирали ростовую среду, проводили од-
нократную промывку раствором Хенкса (ООО НПП 
«ПанЭко», Россия), далее в каждую лунку планшета 
вносили МТТ (Sigma-Aldrich, Германия) в концен-
трации 5 мг/мл в растворе Хенкса. После 2-часовой 
инкубации удаляли жидкость и в лунки планшета вно-
сили по 100 мл раствора диметилсульфоксида (ООО 
НПП «ПанЭко», Россия), измеряли оптическую плот-
ность на планшетном ридере SpectraMax i3 (Molecular 
Devices, США) при двух длинах волн, 540 и 690 нм. 
Контролем специфичности являлись ЛАК, получен-
ные путем аналогичного выделения лимфоцитов пе-
риферической крови и последующей их инкубации 
с интерлейкином-2. В качестве негативных образцов 
использовали культуры OVCAR-3, OVKATE и MCF-7 
без добавления эффекторных клеток.

Лактатдегидрогеназный тест
ЛДГ-тест, в отличие от МТТ-теста, отражает коли-

чество погибших клеток за все время инкубации (ак-
тивность ЛДГ во внеклеточной инкубационной сре-
де пропорциональна количеству погибших клеток). 
Объектом исследования явились линии OVCAR-3, 
OVKATE, MCF-7 и HEK293. ЛДГ-тест оценивал-
ся через 24 и 48 часов инкубации клеток-мишеней 
с CAR-T и ЛАК. При оценке цитотоксического эф-
фекта с помощью ЛДГ-теста были использованы 
два значения количества вносимых лимфоцитов: 250 
тыс. и 500 тыс. (соотношение эффекторов и клеток-
мишеней – 10:1 и 20:1). Контролем специфичности 
являлись ЛАК, негативным контролем – образцы 
клеточных культур без воздействия цитотоксических 

1 American Type Culture Collection (ATCC): Cell Products/Human Cells/HTB-161. https://www.atcc.org/products/htb-161 (дата обращения: 
02.02.2024).
2 Cellosaurus OVKATE (CVCL_3110). https://cellosaurus.org/CVCL_3110 (дата обращения: 02.02.2024). 
3 American Type Culture Collection (ATCC): Cell Products/Human Cells/ CRL-3435. https://www.atcc.org/products/crl-3435 (дата обраще-
ния: 02.02.2024). 
4 American Type Culture Collection (ATCC): Cell Products/Human Cells/ CRL-1573. https://www.atcc.org/products/crl-1573 (дата обраще-
ния: 02.02.2024). 
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клеток. Оценку уровня ЛДГ проводили на биохими-
ческом анализаторе AU400 (Olympus, Япония).

Оценка пролиферации в реальном времени
Технология RTCA iCELLIgence (ACEA 

Biosciences, США) позволяет проводить оценку коли-
чества жизнеспособных адгезивных клеток по изме-
нению показателя «клеточного индекса», отражающе-
го зависимость количества жизнеспособных клеток 
от времени инкубации. Среда инкубации в исследо-
вании цитотоксичности имела следующий состав: 
DMEM, 10 мкг/мл гентамицина (все – ООО НПП 
«ПанЭко», Россия) и 10% ЭТС (Gibco, Thermo Fisher 
Scientifi c, США). Клетки инкубировали в специализи-
рованных планшетах E-plate 16 (Agilent, США) в те-
чение 24 часов. На момент начала опыта достигалась 
конфлюэнтность 50%, что составляло около 50 тыс. 
клеток на ячейку. Исследуемые клеточные продукты – 
CAR-T-лимфоциты и ЛАК вносили в лунки планше-
та в количестве 250 тыс. и 500 тыс. в 50 мкл среды 
RPMI1640, что соответствовало 5:1 и 10:1 эффекторов 
и клеток-мишеней. В качестве контроля использова-
лись клетки опухолевых культур, к которым добавля-
ли 50 мкл среды RPMI1640.

Статистический анализ
Все эксперименты были повторены три раза не-

зависимо друг от друга, показатели непрерывных 
переменных соответствовали нормальному распре-
делению (тест Колмогорова – Смирнова и Крамера 
фон Мизеса) и представлены в виде среднего значе-
ния и стандартного отклонения. Группы сравнива-
лись с помощью однофакторного дисперсионного 
анализа (ANOVA) и апостериорного теста Тьюки. 
Нормированное количество клеток представлено 
в виде доли (%), для сравнения групп по этому пара-
метру использовался критерий хи-квадрат с апосте-
риорным тестом. Статистическая значимость была 
установлена на уровне р < 0,05. Для обработки дан-
ных использовалась программа IBM SPSS v.23.0 
(SPSS: An IBM Company, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Оценка цитотоксического эффекта 
с помощью МТТ-теста
В ходе эксперимента проводили измерение 

количества метаболически активных клеток 
в культурах после воздействия исследуемого про-
дукта на основе анти-СА125 CAR-T-лимфоцитов 
и ЛAK. Цитотоксический эффект оценивали 
через 4, 8 и 24 часа. Сравнение эффектов было 
проведено в отношении культур клеток опухо-
лей женской репродуктивной системы MCF-7, 
OVCAR-3 и OVKATE.

Анти-СА125 CAR-T-лимфоциты оказывали стой-
кий цитотоксический эффект на клеточные культу-
ры линий OVCAR-3 и OVКАТЕ. Популяция клеток 

в исследуемых опытных образцах снижалась на 70 
± 4%, что превосходило эффект, оказываемый ЛАК, 
на 9 ± 8,2%. Разница для цитотоксических эффек-
тов, оказываемых анти-СА125 CAR-T-лимфоцитами 
и ЛАК, составила 1,3 раза.

В отношении СА125-негативной клеточной ли-
нии MCF-7 эффект исследуемого CAR-T продукта 
проявлялся в снижении относительного количества 
живых клеток на 25,8%. При инкубации клеток 
MCF-7 с ЛАК наблюдался более выраженный цито-
токсический эффект – количество жизнеспособных 
клеток снижалось на 67,9% (35 ± 4% клеток сохра-
няли функциональную активность после 24-часовой 
инкубации).

Средние значения оптической плотности 
для трех независимых экспериментов представле-
ны в таблице 1. Количество метаболически актив-
ных живых клеток вычисляли на основании при-
нятия среднего значения количества клеток в кон-
трольных образцах после 24-часовой инкубации 
за 100%, что выражено параметром «нормирован-
ное количество клеток». При сравнении значений 
контрольных и опытных образцов установлены 
статистически значимые отличия при воздей-
ствии ЛАК на все исследуемые клеточные куль-
туры после 8 и 24 часов ко-культивирования. 
Анти-СА125 CAR-T-лимфоциты оказывали ста-
тистически значимые эффекты при воздействии 
на СА-125-позитивные линии через 8 и 24 часа ин-
кубации и на клетки линии MCF-7 через 24 часа. 
Также при сравнении групп с применением ЛАК 
и CAR-T-лимфоцитов были обнаружены достовер-
ные отличия в эффективности воздействия на все 
клеточные популяции после 24 часов инкубации.

При сравнении результатов не было выявлено 
статистически значимых различий цитотоксиче-
ского эффекта ЛАК в зависимости от экспрессии 
СА125, в то же время разница в эффектах, оказывае-
мых на клетки с разным уровнем экспрессии СА125 
специ фичными CAR-T-лимфоцитами через 24 часа 
инкубации, составила 44,5% (табл. 1).

Оценка цитотоксического эффекта 
с помощью ЛДГ-теста
Как представлено в таблице 2, для клеток линии 

OVCAR-3 результаты ЛДГ-теста схожи с резуль-
татами МТТ-теста, внесение CAR-T-лимфоцитов 
вызывает гибель клеток исследуемой культуры. 
Цитотоксический эффект CAR-T сопоставим с ЛАК, 
пропорционален времени инкубации и возрастает 
примерно в 2 раза при увеличении времени воздей-
ствия до 48 часов. Также показано, что уменьшение 
количества добавляемого продукта в 2 раза приво-
дит к снижению цитотоксического эффекта в 1,3 раза 
при инкубации в течение 24 часов и незначительно-
му снижению (в 1,1 раза) при увеличении времени 
инкубации до 48 часов.
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Результаты ЛДГ-теста для культуры OVKATE по-
казали, что наибольший эффект оказывают CAR-T-
лимфоциты, экспрессирующие Т-клеточный рецеп-
тор к СА125. Эффект пропорционален времени ин-
кубации, но при уменьшении количества вносимого 
продукта снижается в 1,3 раза при инкубации 24 часа 
и в 1,1 раза при инкубации 48 часов. Цитотоксические 
эффекты CAR-T лимфоцитов и ЛАК по данным 
ЛДГ-теста для клеток, экспрессирующих СА125, 
статистически значимо не отличаются.

При исследовании и сравнении цитотоксиче-
ских эффектов, оказываемых CAR-T-лимфоцитами 
и ЛАК, на клетки, не экспрессирующие СА125 
(MCF-7, HEK293), было показано, что ЛАК для обе-
их культур превосходит CAR-T по эффективности. 
Также отмечалось усиление эффекта при увеличении 
времени инкубации до 48 часов и увеличении коли-
чества вносимых лимфоцитов.

Таким образом, в ходе исследования было показа-
но, что CAR-T-лимфоциты оказывают выраженный 
цитотоксический эффект на СА125-позитивные куль-
туры. Данный эффект имеет зависимость от времени 
инкубации и количества внесенных лимфоцитов, 
а также превосходит цитотоксический эффект ЛАК. 
В отношении культур клеток, не экспрессирующих 

СА125, цитотоксический эффект ЛАК превышает 
эффект, оказываемый CAR-T.

Исследование влияния CAR-T 
на жизнеспособность клеток
Для исследования влияния CAR-T-лимфоцитов, 

экспрессирующих рецептор к СА125, на рост клеточ-
ных линий, различающихся по экспрессии СА125, 
проводили мониторинг в режиме реального времени 
(рис. 2).

Как представлено на рисунке 2, в контрольных об-
разцах наблюдается рост количества жизнеспособных 
клеток (увеличение показателя клеточного индекса 
в 3,5 раза). Внесение ЛАК и CAR-T к культуре кле-
ток OVKATE в соотношении 10:1 (500 тыс.) приводит 
к снижению показателя клеточного индекса, что сви-
детельствует о снижении количества жизнеспособ-
ных клеток в лунках и наличии выраженного цитоток-
сического эффекта для ЛАК и CAR-T. Через 64 часа 
после внесения лимфоцитов индекс пролиферации 
в контрольных образцах более чем в пять раз превы-
шает индекс в образцах с CAR-T-лимфоцитами.

Внесение CAR-T-лимфоцитов и ЛАК в количе-
стве 5:1 (250 тыс.) оказывает менее выраженный ци-
тотоксический эффект, однако показатель клеточного 

Таблица 1. Результаты МТТ-теста CAR-T-лимфоцитов и ЛАК по сравнению с контролем на культурах клеток 
OVCAR-3, OVКАТЕ и MCF-7

Table 1. Results of the MTT test CAR-T lymphocytes and LAK compared with control on OVCAR-3, OVKATE and MCF-7 cell cultures

Клеточная 
культура / 
Cell culture

Оптическая плотность / Optical density ANOVA, 
величина 
р / ANOVA, 

p value

Нормированное количество клеток, % /
Normalized cell count, %

Хи-квадрат, 
величина р /
Chi square,
р value

Контроль / 
Control

CAR-T /
CAR-T ЛАК / LAK Контроль / 

Control
CAR-T / 
CAR-T ЛАК / LAC

OVCAR-3
0 ч / 0 h 0,41 ± 0,024 0,414 ± 0,027 0,412 ± 0,035 n.s. 84,5 85,3 84,9 n.s.
4 ч / 4 h 0,41 ± 0,03 0,319 ± 0,091 0,333 ± 0,128 n.s. 84,6 65,7а 68,6а <0,05
8 ч / 8 h 0,419 ± 0,026 0,264 ± 0,084а 0,22 ± 0,043а <0,05 86,4 54,5а 45,4а <0,001
24 ч / 24 h 0,485 ± 0,019 0,129 ± 0,019а, b 0,168 ± 0,009а <0,05 100 26,7а 34,7а <0,001
OVKАТЕ
0 ч / 0 h 0,289 ± 0,06 0,291 ± 0,025 0,288 ± 0,02 n.s. 76,8 77,3 76,5 n.s.
4 ч / 4 h 0,29 ± 0,031 0,253 ± 0,087 0,243 ± 0,043 n.s. 77,1 67,4 64,5 n.s.
8 ч / 8 h 0,337 ± 0,027 0,216 ± 0,009а 0,206 ± 0,025а <0,05 89,6 57,5а 54,7а <0,01
24 ч / 24 h 0,376 ± 0,018 0,123 ± 0,0а, b 0,16 ± 0,008а <0,05 100 32,7 42,6 <0,001
MCF-7
0 ч / 0 h 0,337 ± 0,071 0,342 ± 0,051 0,337 ± 0,037 n.s. 82,3 83,5 82,1 n.s.
4 ч / 4 h 0,314 ± 0,036 0,333 ± 0,08 0,28 ± 0,041 n.s. 76,5 81,2 68,4 n.s.
8 ч / 8 h 0,342 ± 0,04 0,318 ± 0,128 0,214 ± 0,036а <0,05 83,4 77,6 52,1а <0,05
24 ч / 24 h 0,41 ± 0,023 0,276 ± 0,087b 0,132 ± 0,02а <0,05 100 74,2а 32,1а,b <0,05

Примечание: МТТ – бромид 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия; CAR-T – Chimeric antigen receptor T-cell therapy, адоп-
тивная Т-клеточная иммунотерапия; ЛАК – лимфокин-активированные киллеры.
n.s. – not significant, не значимо.
а р < 0,05 при сравнении с контролем в апостериорном тесте Тьюки / хи-квадрат.
b р < 0,05 при сравнении с ЛАК в апостериорном тесте Тьюки / хи-квадрат.
Note: MTT – 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; CAR-T – Chimeric antigen receptor T-cell therapy; LAK – Lymphokine-
activated killer cells.
n.s. – not significant.
a p < 0.05 when compared with control in Tukey’s / Chi-square post hoc test.
b р < 0.05 when compared with LAK in in Tukey’s / Chi-square post hoc test.
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индекса в исследуемых лунках также достоверно 
ниже, чем в контрольных.

При исследовании динамики показателя клеточ-
ного индекса на клетках линии OVCAR-3 при воз-
действии CAR-T и ЛАК получены результаты, ана-
логичные с данными для OVKATE.

При исследовании культур, не экспрессирую-
щих СА125 (MCF-7 и НЕК293), было показано, 
что при добавлении CAR-T регистрировалось сни-
жение показателя клеточного индекса в 3,5 раза, 
что демонстрирует выраженный цитотоксический 
эффект CAR-T. Однако снижение пролиферативной 

активности по уровню было близким с воздействи-
ем ЛАК и менее выраженным, чем при воздействии 
CAR-T на культуры OVCAR-3 и OVKATE.

ОБСУЖДЕНИЕ
В нашем исследовании было показано, что цито-

токсическое воздействие CAR-T и ЛАК сопоставимо 
для культур, не экспрессирующих СА125, при этом 
CAR-T оказывает специфический эффект в отноше-
нии клеток, экспрессирующих CA125.

Технология CAR-Т показала высокую эффектив-
ность в клинических исследованиях при лечении 

РИС. 2. Динамика количества клеток культуры OVKATE в процессе инкубации с/без CAR-T-лимфоцитами и ЛАК (получена 
с RTCA iCELLIgence).
Примечание: CAR-T – Chimeric antigen receptor T-cell therapy, адоптивная Т-клеточная иммунотерапия; ЛАК – лимфокин-активирован-
ные киллеры.
FIG. 2. Dynamics of OVKATE culture cell number during incubation with/without CAR-T lymphocytes and LAK (obtained from 
RTCA iCELLIgence).
Note: CAR-T – Chimeric antigen receptor T-cell therapy; LAK – Lymphokine-activated killer cells.
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Таблица 2. Результаты лактатдегидрогеназного теста после 24 и 48 часов инкубации с CAR-T-лимфоцитами и ЛАК 
по сравнению с контролем на культуры клеток OVCAR-3, OVKATE, MCF-7 и HEK293

Table 2. Results of lactate dehydrogenase test after 24 and 48 hours of incubation with CAR-T lymphocytes and LAK 
compared with control on OVCAR-3, OVKATE, MCF-7 and HEK293 cell cultures

Клеточная 
культура / 
Cell culture

Часы / 
Hours 

Контроль / 
Control

CAR-T 500 тыс. / 
CAR-T 500К 

CAR-T 250 тыс. / 
CAR-T 250К

ЛАК 500 тыс. / 
LAK 500К

ЛАК 250 тыс. / 
LAK 250К

ANOVA, 
величина р / 

ANOVA, p value
OVCAR-3 24 ч / 24 h 1 3,4 ± 0,8a 2,6 ± 0,8a 3,2 ± 0,7a 2,8 ± 0,6a <0,05

48 ч / 48 h 1,3 ± 0,6 5,7 ± 1,4a 4,8 ± 0,4a 6,5 ± 0,9a 5 ± 1,2a <0,05
OVKATE 24 ч / 24 h 1 4,8 ± 0,6a 3,8 ± 0,8a 4,9 ± 0,8a 3,7 ± 0,6a <0,01

48 ч / 48 h 1,5 ± 0,5 6,1 ± 1,2a 5,6 ± 1,0a 5,9 ± 0,8a 5,5 ± 1,1a <0,05
MCF-7 24 ч / 24 h 1 1,7 ± 0,6b 1,3 ± 0,4b 3,5 ± 0,9a 2,9 ± 0,5a <0,05

48 ч / 48 h 1,4 ± 0,7 3,1 ± 0,5a, b 2,8 ± 0,5b 5,8 ± 0,8a 5,2 ± 1,1a <0,01
HEK293 24 ч / 24 h 1 1,5 ± 0,8b 1,3 ± 0,6b 4,5 ± 0,9a 3,7 ± 0,9a <0,05

48 ч / 48 h 1,3 ± 0,6 1,9 ± 0,8b 1,7 ± 0,6b 5,9 ± 1,1a 4,9 ± 0,8a <0,05

Примечание: CAR-T – Chimeric antigen receptor T-cell therapy, адоптивная Т-клеточная иммунотерапия; ЛАК – лимфокин-активирован-
ные киллеры.
а р < 0,05 при сравнении с контролем в апостериорном тесте Тьюки.
b р < 0,05 при сравнении с аналогичной группой ЛАК (250 тыс. или 500 тыс.) в апостериорном тесте Тьюки.
Note: CAR-T – Chimeric antigen receptor T-cell therapy; LAK – Lymphokine-activated killer cells.
a p < 0.05 when compared with control in Tukey’s post hoc test.
b р < 0.05 when compared with a similar LAK group (250К or 500К) in Tukey’s post hoc test.
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гемобластозов и включена в протоколы лечения. 
Однако для солидных опухолей на данный момент 
еще нет зарегистрированных CAR-T продуктов, раз-
решенных к медицинскому применению [29].

Тем не менее литературные данные, а также опыт 
проведенных нами экспериментальных исследова-
ний свидетельствуют о высокой перспективности 
CAR-T по сравнению с ЛАК-терапией, что связано, 
в первую очередь, с более высокой специфичностью 
воздействия CAR-T-лимфоцитов [30].

ЛАК способны эффективно воздействовать 
на клетки опухоли различного гистогенеза, неза-
висимо от экспрессии специфических рецепторов 
на поверхности опухолевой клетки [31]. CAR-T-
лимфоцитам требуется наличие специфических ре-
цепторов на поверхности опухолевой клетки для ее 
активации, благодаря которым они не оказывают ци-
тотоксического воздействия на другие клетки, не экс-
прессирующие данный рецептор [17, 18]. Эти пре-
имущества CAR-T позволяют применять данный 
метод при создании таргетных противоопухолевых 
препаратов не только для СА125-позитивных опухо-
лей, но и против других опухолей, экспрессирующих 
специфические рецепторы.

В данной работе нами была проведена оценка эф-
фективности CAR-Т-лимфоцитов, полученных пу-
тем трансфекции плазмидной конструкции третьего 
поколения, несущей ген CAR, специфичный к анти-
гену MUC16 (СAR-СА125) [32]. Исследование 
цитотоксического действия CAR-T-лимфоцитов 
на культурах клеток OVCAR-3 и OVKATE показало 
выраженный специфический цитотоксический эф-
фект. Воздействие CAR-T-лимфоцитов на СА125-
негативные клетки, видимо, неспецифично и яв-
ляется проявлением собственной цитотоксичности 
аллогенных лимфоцитов. В то же время увели-
чение количества погибших СА125-позитивных 
клеток от CAR-T по сравнению с воздействием 
ЛАК может свидетельствовать о наличии спец-
ифической токсичности разработанного нами пре-
парата в отношении СА125. Проведенное иссле-
дование показало неспецифичность воздействия 
ЛАК на СА125-негативные и СА125-позитивные 

линии, что согласуется с литературными данны-
ми и, как следствие, увеличивает риск возникно-
вения побочных эффектов при терапии ЛАК [30, 
31]. В то же время в представленном исследовании 
противоопухолевый эффект, оказываемый CAR-T-
лимфоцитами, был пропорционален времени инку-
бации, что дает основания для возможного сниже-
ния количества препарата при получении адекват-
ного цитотоксического эффекта.

Полученные нами результаты показывают важ-
ность и необходимость дальнейших исследований 
разработанного продукта, являющегося потенциаль-
ным соматоклеточным лекарственным препаратом 
на основе CAR-T-лимфоцитов, экспрессирующих 
рецептор к СА125.

Ограничения исследования
Настоящее исследование было нацелено на оценку 

конкретного CAR-T продукта, направленного на опу-
холевый антиген СА125. Потенциальных мишеней 
для разработки конструкций CAR, а также способов 
создания CAR-T продукта, существует большое ко-
личество, выбор мишени, конструкции CAR, вектора 
и способа доставки генетического материала во многом 
определяют свойства полученного продукта.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В проведенном исследовании был достигнут вы-

раженный специфический цитотоксический эффект 
in vitro вследствие применения анти-СА125 CAR-T-
лимфоцитов в отношении СА125-позитивных опу-
холевых клето чных линий OVCAR-3 и OVKATE, 
превышающий цитотоксическое воздействие ЛАК. 
Применение методов МТТ, ЛДГ-тестов и RTCA 
iCELLIgence позволило получить детальное пред-
ставление о величине противоопухолевого действия 
разработанного нами препарата CAR-T, направ-
ленного на опухолевые клетки, экспрессирующие 
СА125. На культуры СА125-негативных клеток 
MCF-7 и НЕК293 его цитотоксическое воздействие 
имеет минимальное значение, а воздействие ЛАК 
на эти клетки сравнимо с воздействием на OVCAR-3 
и OVKATE.
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