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данных, описывающих стратегии совместного применения CAR�T и иммуноонкологических препаратов на
основе чекпойнт�ингибиторов, а также цитокинов. Обзор содержит описание результатов доклинических и
клинических исследований комбинаторных эффектов совместного применения CAR�T�терапии, монокло�
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Идея создания химерных рецепторов для
модификации Т�лимфоцитов была выдвинута
израильским ученым Зелигом Эшхаром (Zelig
Eshhar) более четверти века назад. В 1989 г. под
его руководством группа ученых из Института
Вейцмана (Weizmann Institute of Science) полу�
чила в своей лаборатории трансгенные Т�лим�
фоциты, несущие на поверхности химерный
Т�клеточный рецептор (chimeric T�cell receptor,
TcR). Рецептор представлял собой фьюжн�
комплекс из Т�клеточного рецептора и вариа�

бельных доменов антитела [1]. Впервые техно�
логии генной инженерии позволили приблизить
создание противоопухолевой иммунотерапии,
основанной на генетической модификации им�
мунных клеток человека. Ключевая идея лече�
ния с помощью генетически измененных Т�лим�
фоцитов – это высокая таргетная специфич�
ность такой клетки и ее способность к персис�
тенции в организме после введения. Несмотря
на кажущуюся простоту, эволюция этой концеп�
ции заняла более четверти века. Тем не менее се�
годня модифицированные химерным антиген�
ным рецептором (CAR, от англ. chimeric antigen
receptor) Т�лимфоциты (CAR�T) являются
крайне эффективным инструментом адоптив�
ной Т�клеточной иммунотерапии [2].

В настоящее время к основным показаниям
для CAR�T�терапии относятся только гематоло�
гические опухоли, преимущественно В�клеточ�
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ного происхождения. В лечении этих заболева�
ний CD19�специфичная CAR�T�терапия уже
успела продемонстрировать прорывной тера�
певтический потенциал. Беспрецедентный успех
CAR�T�терапии в онкогематологии привел к
началу клинических испытаний CAR�T�терапии
при солидных опухолях. Однако, вопреки ожи�
даниям, CAR�T�терапия солидных опухолей до
сих пор не смогла достичь сопоставимых по зна�
чимости клинических результатов по сравне�
нию с CAR�T�терапией гематоонкологических
заболеваний [3]. Несмотря на это, продолжается
активная разработка CAR, таргетирующих ан�
тигены солидных опухолей с высокой специ�
фичностью. Накапливается все больше доказа�
тельств того, что экспрессия антигенов�мише�
ней на поверхности здоровых клеток, недоста�
точная способность CAR�T к инфильтрации в
очаг опухоли и иммуносупрессивное микроок�
ружение, характерное для большинства солид�
ных опухолей, значительно снижают эффектив�
ность применения CAR�T [4]. Разработка под�
ходов к повышению эффективности CAR�T�те�
рапии в борьбе с солидными опухолями являет�
ся крайне важной задачей, как для ученых, так и
для врачей�онкологов. Одной из наиболее оче�
видных стратегий преодоления резистентности
солидных опухолей к CAR�T�терапии может
стать их совместное применение с другими ти�
пами иммуноонкологических препаратов или мо�
лекулами, модулирующими иммунный ответ [5].

В этой обзорной статье обсуждаются структу�
ра и механизм действия CAR, основные аспекты
технологии производства и дальнейшего приме�
нения CAR�T�терапии для лечения гематологи�
ческих и солидных злокачественных новообразо�
ваний. Особый акцент сделан на литературных
данных, описывающих совместное применение
CAR�T и иммуноонкологических препаратов на
основе чекпойнт�ингибиторов, а также цитоки�
нов. Обзор содержит описание результатов докли�
нических и клинических исследований комбина�
торных эффектов CAR�T�терапии, монокло�
нальных антител – чекпойнт�ингибиторов и ряда
интерлейкинов, часть из которых уже использу�
ется в терапии опухолей в качестве самостоятель�
ных препаратов или находится на различных эта�
пах доклинической и клинической разработки.

ТЕХНОЛОГИЯ ПОЛУЧЕНИЯ, 
СТРУКТУРА И МЕХАНИЗМ 

ДЕЙСТВИЯ CAR�Т

Принцип CAR�T�терапии основан на введе�
нии в организм пациента популяции Т�лимфо�
цитов, экспрессирующих на своей поверхности

CAR, способный узнавать опухолевые антигены
и связываться с ними, обеспечивая независимое
от молекул главного комплекса гистосовмести�
мости (MHC) распознавание мишени и даль�
нейшую инициацию иммунного ответа [6]. CAR
представляет собой химерную белковую моле�
кулу, которая состоит из нескольких доменов
природных белков, имеющих различные функ�
ции (рис. 1). Внеклеточный домен CAR чаще
всего представлен одноцепочечным вариабель�
ным фрагментом антитела, специфичным к
опухолевому антигену (scFv, от англ. single�chain
variable fragment), который обеспечивает связы�
вание с опухолевым антигеном. Внутриклеточ�
ная часть рецептора состоит из CD3�ζ�цепи и
дополнительных сигнальных доменов – фраг�
ментов костимуляторных рецепторов, чаще все�
го CD28 или 4�1ВВ (CD137). Эти домены обес�
печивают активацию, пролиферацию и реализа�
цию эффекторных функций CAR�Т при связы�
вании с антигеном на поверхности опухолевой
клетки [7, 8]. В настоящее время разработано и
протестировано несколько вариантов CAR, не�
сущих различные комбинации сигнальных и
костимуляторных доменов. В зависимости от
количества костимуляторных доменов и нали�
чия совместно экспрессирующихся дополни�
тельных элементов выделяют четыре поколения
CAR�T. К первому поколению CAR относят ре�
цепторы, не имеющие костимуляторных доме�
нов. В исследованиях in vitro клетки проходили
несколько циклов деления и подвергались
апоптозу, а также характеризовались низкой
способностью к секреции цитокинов [9]. Анало�
гичные данные были получены и в ходе клини�
ческих исследований [10, 11]. Позднее при со�
поставлении результатов изучения сигнального
пути активации Т�лимфоцитов было сделано
предположение, что помимо непосредственного
контакта Т�клеточного рецептора (ТКР) и анти�
гена в составе CAR можно использовать кости�
мулирующие молекулы СD28 и СD137 (4�1ВВ).
В результате удалось значительно повысить про�
тивоопухолевую активность и персистенцию
CAR�T in vivo [12–14]. Это открытие привело к
появлению следующих поколений CAR, вклю�
чающих один (второе поколение) или комбина�
цию из двух костимуляторных доменов (третье
поколение) [15]. Сегодня второе поколение
CAR получило наибольшее распространение,
СD19�специфичные CAR�T на основе второго
поколения рецепторов стали первым официально
зарегистрированным биомедицинским клеточным
продуктом этого типа в мире. Дальнейшее раз�
витие технологии CAR�T, в т.ч. ее применение
для лечения солидных опухолей, связывают с CAR
так называемого четвертого поколения. Четвер�
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тое поколение CAR создано на основе второго
поколения, при этом CAR�T одновременно экс�
прессируют CAR и цитокины, рецепторы цитоки�
нов или химерные комплексы этих молекул [3].

Независимо от конструкции рецептора, его
поколения и системы доставки, генетическая
модификация и появление CAR на поверхности
клетки приводят к приобретению Т�лимфоци�
том супрафизиологических свойств к распозна�
ванию и уничтожению клеток опухоли,
экспрессирующих целевой антиген. В состоя�
нии покоя внутриклеточная часть химерного ре�
цептора под действием электростатических взаи�
модействий удерживается на внутренней поверх�
ности плазматической мембраны. Связывание с
мишенью индуцирует конформационное изме�
нение CAR, в результате которого активацион�
ный сигнал передается через клеточную мем�
брану Т�лимфоцита внутрь клетки (рис. 2).

В цитоплазме внутриклеточные домены
CAR запускают как первичный сигнал актива�
ции через CD3ζ, так и костимулирующий сиг�
нал через костимулирующие домены CD28 или
4�1BB [7, 16]. В настоящий момент принято счи�
тать, что в основе молекулярного механизма ак�
тивации CAR�T через синтетический рецептор
лежат те же принципы, что и у природного Т�кле�
точного рецептора [17], за исключением того,
что для запуска сигнального каскада не требует�
ся презентация антигена молекулами MHC.
При взаимодействии CAR�Т и клетки�мишени

формируется иммунологический супрамолеку�
лярный синапс, созревание которого происхо�
дит через пространственное перераспределение
как ингибирующих, так и стимулирующих мо�
лекул на поверхности клетки (рис. 3).

Для реализации терапевтического эффекта,
опосредованного CAR, ключевое значение име�
ет технология переноса кодирующего его гена в
Т�лимфоциты. В процессе получения CAR�T ге�
нетическая конструкция, кодирующая CAR и
регуляторные элементы, должна быть эффек�
тивно доставлена в Т�лимфоциты для их генети�
ческой модификации ex vivo. В настоящее время
для получения CAR�T чаще всего используется
доставка генетических конструкций с помощью
рекомбинантных вирусных векторов, обеспечи�
вающих стабильную конститутивную экспрес�
сию в клетках. Для этих целей активно приме�
няются γ�ретровирусные и лентивирусные век�
торы. Необходимо отметить, что оба типа ре�
комбинантных вирусных векторов осуществля�
ют встраивание генетической конструкции в ге�
ном. Исторически γ�ретровирусные векторы
первыми были использованы для доставки гене�
тических конструкций в Т�лимфоциты [18].
Они обеспечивают эффективную доставку гене�
тического материала в целевые клетки, что по�
зволяет использовать их в качестве инструмента
в масштабном производстве CAR�Т для клини�
ческого применения [19]. Продолжительные
наблюдения за пациентами после введения

БИОХИМИЯ  том  84  вып.  7  2019

896

Рис. 1. Структура и принцип действия химерного антигенного рецептора (CAR) второго поколения.
С цветным вариантом рис. 1 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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Рис. 2. Пространственная организация CAR в покое (а) и после перехода в активное состояние при связывании специ�
фичного антигена на поверхности клетки�мишени (б).
С цветным вариантом рис. 2 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/

Рис. 3. Процесс образования иммунологического синапса в ходе взаимодействия CAR�T с клеткой�мишенью.
С цветным вариантом рис. 3 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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CAR�T, произведенных с помощью γ�ретрови�
русов, в рамках клинических исследований про�
демонстрировали безопасность этого типа век�
торов. Спустя более чем 10 лет наблюдений не
было показано ни одного случая вектор�опосре�
дованной иммортализации клеток [20]. Тем не
менее до сих пор существуют серьезные опасе�
ния в безопасности γ�ретровирусных векторов.
В литературе описаны случаи инсерционного
онкогенеза после применения модифицирован�
ных ретровирусными векторами гемопоэтичес�
ких стволовых клеток для лечения наследствен�
ного иммунодефицита (SCID�X1), что привело
к развитию Т�клеточного лейкоза у четырех из
девяти пациентов [21]. В свою очередь, лентиви�
русные векторы представляются более безопас�
ной системой доставки с точки зрения риска
возникновения инсерционного мутагенеза. В от�
личие от γ�ретровирусных векторов, они реже
встраиваются в области сайта старта транскрип�
ции и CpG�островков. Лентивирусы трансдуци�
руют не делящиеся клетки, при этом сохраняя
высокую эффективность доставки, сравнимую с
γ�ретровирусными векторами [22, 23]. В настоя�
щее время оба типа векторов активно использу�
ются для наработки CAR�T в масштабе, доста�
точном для проведения клинических исследова�
ний и производства зарегистрированных препа�
ратов CAR�T�терапии [24].

К наиболее эффективным и широко распро�
страненным альтернативным невирусным мето�
дам доставки можно отнести систему транспо�
зон/транспозаза, имеющую название Sleeping
Beauty, которая применялась для генетической
модификации Т�лимфоцитов, в т.ч. для клини�
ческих исследований [25]. Эта система переноса
генов показала свою эффективность и относи�
тельную безопасность [26] и с уверенностью мо�
жет рассматриваться в качестве альтернативы
вирусным векторам, особенно в тех случаях,
когда речь идет о модификации клеток ex vivo.
Исследователи активно работают над совершен�
ствованием этого типа векторов, и в последнее
время накапливается все больше доказательств
эффективности внедрения этой технологии в
процесс получения CAR�T [27]. По сравнению с
классическими плазмидными векторами, систе�
ма Sleeping Beauty является значительно более
эффективной, менее токсичной и обеспечивает
преимущество перед вирусными векторами на
основе ретровирусов и лентивирусов с экономи�
ческой точки зрения. Есть основания предпола�
гать, что переход на невирусные системы дос�
тавки генов с использованием этой или анало�
гичной, более совершенной, технологии может
стать новым стандартом для процесса получе�
ния CAR�T в следующие несколько лет.

ПРИМЕНЕНИЕ CAR�T�ТЕРАПИИ 
В КЛИНИКЕ

На текущий момент Управлением по сани�
тарному надзору за качеством пищевых продук�
тов и медикаментов США (Food and Drug
Administration, FDA) уже одобрены к примене�
нию два препарата на основе CD19�специфич�
ной аутологичной CAR�T�терапии. Препарат
Kymriah (tisagenlecleucel) компании «Novartis»
(США) был зарегистрирован 30 августа 2017 г.
для лечения пациентов в возрасте до 25 лет с
B�клеточным острым лимфобластным лейкозом
(B�ОЛЛ). Препарат Yescarta (axicabtagene ciloleu�
cel) компании «Kite Pharma» (США) был одоб�
рен 18 октября 2017 г. для лечения взрослых па�
циентов с рецидивирующей или рефрактерной
диффузной В�крупноклеточной лимфомой.
Совсем недавно, 1 мая 2018 г., препарат Kymriah
также был одобрен для лечения В�клеточных
лимфом. 27 августа 2018 г. на основании реко�
мендательного решения Европейского агентства
по лекарственным препаратам (European Medi�
cines Agency, EMA) препараты Kymriah и Yescarta
также были одобрены Европейской комиссией
к применению в странах Европейского союза.
Кроме того, на продвинутых этапах разработки
находится еще несколько препаратов этого
класса, в частности JCAR017 (lisocabtagene
maraleucel; «Juno Therapeutics, Inc.»/«Celgene»,
США; анти�CD19 CAR), bb2121 («Bluebird Bio»,
США; BCMA�специфичные CAR�Т) и некото�
рые другие. Препарат bb2121 разрабатывается
для терапии множественной миеломы – нового
показания к применению CAR�T.

Производственный цикл зарегистрирован�
ных аутологичных CAR�T�препаратов занимает
2–3 недели и начинается в медицинском центре
с забора мононуклеарных клеток крови пациен�
та посредством лейкафереза. Все дальнейшие
манипуляции осуществляются в биотехнологи�
ческой лаборатории. Полученная клеточная
масса подвергается очистке от буферных раство�
ров и антикоагулянтов, после чего с помощью
проточного элютриационного центрифугирова�
ния клетки разделяют по их размеру. Выделен�
ные Т�лимфоциты затем помещают в биореак�
тор для их активации, генетической модифика�
ции с помощью рекомбинантных вирусных век�
торов и последующего культивирования до дос�
тижения терапевтической дозы CAR�T. После
культивирования суспензию CAR�T центрифу�
гируют и очищают от нежелательных компонен�
тов среды и реагентов, концентрируют до целе�
вого объема инфузии. Упакованный CAR�T�кле�
точный продукт чаще всего подвергают крио�
консервации и в замороженном состоянии на�
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правляют в медицинский центр. Инфузию про�
водят однократно в предустановленной для па�
циента дозе, в зависимости от массы тела. За
несколько дней до инфузии пациент проходит
короткий курс системной химиотерапии (как
правило, с применением циклофосфамида и
флударабина) с целью частичной деплеции эн�
догенных Т�лимфоцитов [24] (рис. 4).

CAR�T�терапия уже успела продемонстри�
ровать убедительные успехи в онкогематологии.
К основным показаниям для CAR�T�терапии
относятся гематологические опухоли, преиму�
щественно В�клеточного происхождения. При
В�клеточных лимфопролиферативных новооб�
разованиях оказались наиболее эффективны
CAR�T, которые нацелены на связывание с мар�
кером нормальных и трансформированных B�кле�
ток – поверхностным антигеном CD19. Среди
потенциальных В�клеточных мишеней CD19 –
один из наиболее предпочтительных поверхност�
ных антигенов для таргетирования при помо�
щи CAR�T. Его преимущества обусловлены уни�
версальной экспрессией на поверхности всех
В�лимфоцитов и отсутствием экспрессии в лю�
бых других клетках и тканях. В сравнении с мо�
ноклональными антителами (ритуксимаб, бли�
натумомаб) и ингибиторами тирозинкиназ
(ибрутиниб и др.), CAR�T�терапия характеризу�
ется не только высокой частотой ответа на лече�

ние, но и в большей части случаев отсутствием
минимальной остаточной болезни (minimal
residual disease, MRD). Таким образом, CAR�T�те�
рапия способна эффективно предотвращать ре�
цидивы заболевания. Действительно, опыт кли�
нических исследований последних лет свиде�
тельствует о высокой эффективности CAR�T�те�
рапии при лечении рефрактерных В�клеточных
злокачественных новообразований. Самые мас�
штабные клинические исследования, результа�
ты которых позволили получить регистрацию
сразу двум препаратам на основе CD19�специ�
фичных CAR�T, показали высокую эффектив�
ность в лечении злокачественных новообразо�
ваний В�клеток (В�клеточного острого лимфо�
бластного лейкоза, неходжкинских лимфом) –
полное выздоровление наблюдалось у 70–90%
пациентов с диагнозом рецидивирующий В�кле�
точный острый лимфобластный лейкоз (В�ОЛЛ)
[28, 29].

ПЕРСПЕКТИВЫ СОВМЕСТНОГО 
ПРИМЕНЕНИЯ CAR�T С АНТИТЕЛАМИ

ЧЕКПОЙНТ�ИНГИБИТОРАМИ

На сегодняшний день хорошо изучены регу�
ляторы T�клеточной активности – контрольные
точки иммунного ответа, также именуемые чек�
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Рис. 4. Цикл производства и применения клеточных препаратов для аутологичной CAR�T�терапии.
С цветным вариантом рис. 4 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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пойнт�рецепторами: PD�1, LAG�3, CD160, TIM�3
и CTLA�4. Они обусловливают потерю проли�
феративной способности Т�лимфоцитов при
связывании со своими лигандами и ингибируют
продукцию интерлейкина�2 (IL�2), фактора
некроза опухоли (TNF) и интерферона гамма
(IFN�γ) [30]. PD�L1 является лигандом PD�1,
широко экспрессируемым при различных зло�
качественных новообразованиях (включая плос�
коклеточный рак головы и шеи, меланому и рак
легких) и позволяющим опухоли избегать им�
мунного надзора хозяина [31, 32]. Доступные на
фармацевтическом рынке блокирующие анти�
тела против PD�1/PD�L1, такие как ниволумаб
(Opdivo), пембролизумаб (Keytruda) и атезоли�
зумаб (Tecentriq) уже становятся золотым стан�
дартом иммунотерапии рака при лечении не�
скольких видов солидных опухолей, в т.ч. мела�
номы, немелкоклеточного рака легких, почечно�
клеточного рака и рака головы и шеи [33]. Инте�
ресным примером приложения чекпойнт�бло�
кады может стать хронический лимфолейкоз –
злокачественная опухоль с низким уровнем от�
вета на CAR�T, при которой наблюдается общее
подавление активности T�клеток. Было проде�
монстрировано, что блокирование PD�L1 на
миелоидных супрессионных клетках (MDSCs)
из периферической крови пациентов нормали�
зует соотношение лимфоцитов CD4/CD8 и вос�
станавливает цитотоксичность CD8�Т�лимфо�
цитов, стимулируя тем самым противоопухоле�
вый иммунный ответ [31].

Компания «Биокад» (Россия) развивает
свою линейку антител против ингибирующих и
активирующих чекпойнт�рецепторов для ком�
бинированной терапии онкологических заболе�
ваний (рис. 5). Антитело пролголимаб (BCD�100) –
антагонист PD�1�рецептора – показало высокую
эффективность в клиническом исследовании у
пациентов с метастатической меланомой. Прол�
голимаб был выделен из наивной фаговой дисп�
лейной библиотеки Fab�фрагментов антител че�
ловека (MeganLib) и в дальнейшем оптимизиро�
ван с применением in silico и генно�инженерных
методов для достижения необходимых характе�
ристик стабильности и аффинности. Получен�
ный в результате первый оригинальный рос�
сийский чекпойнт�ингибитор оказался намного
стабильнее своих зарубежных конкурентов Opdivo
(ниволумаб, «Bristol�Myers Squibb», США) и Key�
truda (пембролизумаб; «Merck & Co.», США)
благодаря использованию безэффекторной фор�
мы IgG1�изотипа, и это позволило начать разра�
ботку высококонцентрированной лекарствен�
ной формы для подкожного введения (с концент�
рацией действующего вещества > 100 мг/мл). При
этом in vitro активность пролголимаба соизме�
рима с пембролизумабом и выше таковой у ни�
волумаба. Для сравнительной оценки биологи�
ческой активности препаратов использовалась
эффекторная линия T�клеточного происхожде�
ния, содержащая репортерный ген, кодирующий
люциферазу, под контролем NFAT�чувствитель�
ного промотора. Взаимодействие PDL1 с PD�1
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Рис. 5. Рецепторы, контролирующие активность цитотоксических Т�лимфоцитов, и терапевтические антитела (BCD),
разрабатываемые в компании «Биокад» (Россия).
С цветным вариантом рис. 5 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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эффекторной клеточной линии ингибирует ак�
тивацию сигнального каскада NFAT. Добавле�
ние исследуемых антител препятствует образо�
ванию комплекса PD�1/PDL1, что восстанавли�
вает активацию сигнального каскада NFAT
(рис. 6).

CAR�T также содержат набор ингибирующих
их активность рецепторов типа PD�1, CTLA�4 и
LAG�3 и поэтому представляют собой важную
группу мишеней для усиления эффективности
CAR�T�терапии. По аналогии с наивными Т�лим�
фоцитами, CAR�T в процессе терминальной
дифференцировки приобретают истощенный
фенотип, ассоциированный с повышенной экс�
прессией PD�1 [34]. Показано, что специфич�
ные к мезотелину CAR�T коэкспрессируют PD�1
и LAG�3 или PD�1 и TIM�3 в ортотопической мо�
дели мезотелиомы плевры на мышах [35]. В дру�
гом исследовании было установлено, что специ�
фичные к мезотелину CAR�T быстро теряли
функциональную активность в присутствии
опухолевых клеток и начинали активно экспрес�
сировать поверхностные чекпойнт�рецепторы
PD�1, LAG�3, TIM�3 и 2B4 одновременно с ак�
тивацией ингибирующих белков (диацилглице�
ролкиназа и SHP�1) [36]. При удалении опухо�
левых клеток�мишеней фенотип CAR�T восста�
навливался. Добавление антитела против PD�L1

в значительной степени поддерживало цитоток�
сичность CAR�T и их способность секретиро�
вать IFN�γ. Аналогичный эффект при добавле�
нии анти�PD�1�антитела наблюдался и для
GD2�специфичных CAR�T третьего поколения,
которые демонстрировали снижение выработки
цитокинов после длительного культивирования
с клеточными линиями меланомы, экспресси�
рующими PD�L1 [37].

Сверхэкспрессия чекпойнт�рецепторов CAR�T
была также зарегистрирована при анализе кли�
нических образцов. У 8 из 11 пациентов с лим�
фомой после введения CD19�специфичных кле�
ток CAR�T экспрессия PD�1 на CD4+�CAR�T
увеличилась как минимум в 3 раза с момента ин�
фузии до выхода на плато по количеству CAR�T
в периферической крови [33]. В клиническом
исследовании с участием пациентов с B�клеточ�
ной лимфомой (рецидив после аллогенной
трансплантации стволовых клеток) проводили
однократную инфузию аллогенных CD19�спе�
цифичных CAR�T. В результате наблюдали уве�
личение количества CD8+� и CD4+�CAR�T,
экспрессирующих PD�1. Более того, экспрессия
PD�1 была выше на CAR+�клетках, чем на немо�
дифицированных Т�лимфоцитах [38]. Анало�
гичный пример был показан в исследовании, в
котором GD2�специфичные CAR�T демонстри�
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Рис. 6. Сравнительное исследование активности анти�PD1�антител ниволумаба, пембролизумаба и пролголимаба. Ре�
зультаты клеточного теста на определение анти�PD�1�зависимой реактивации NFAT�сигнального каскада.
С цветным вариантом рис. 6 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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ровали повышение уровня экспрессии PD�1 и
снижение срока персистенции у пациентов с
метастатической меланомой [37].

КОМБИНАЦИЯ CAR�T�ТЕРАПИИ 
И БЛОКАДЫ PD�1

Существует несколько подходов, через кото�
рые может быть реализовано комбинаторное
применение CAR�T и блокады рецептора PD�1.
Ген PD�1 может быть выключен в CAR�T с ис�
пользованием инструментов редактирования
генома. Экспрессия гена PD�1 временно может
быть снижена с помощью введения в клетку ко�
ротких шпилечных РНК (shРНК). PD�1 на по�
верхности клетки может быть заблокирован с
помощью терапевтического моноклонального
анти�PD�1�антитела, вводимого внутривенно,
или одноцепочечного вариабельного фрагмента
антитела (scFv), продуцируемого самими CAR�T
с экспрессионной кассеты, доставляемой сов�
местно с геном CAR (рис. 7).

Результаты экспериментов in vivo показали,
что сочетание CAR�T и блокады PD�1 может су�
щественно повысить эффективность противо�
опухолевой терапии [38]. Введение анти�PD�1�ан�
титела может повысить терапевтическую актив�
ность CAR�T�терапии HER2+�опухолей в случа�
ях, когда после антиген�специфической стиму�

ляции наблюдается повышение уровня экспрес�
сии PD�1 на HER2�специфичных CAR�T. До�
бавление анти�PD�1�антитела повышало пред�
ставленность маркеров активации, увеличивало
скорость пролиферации CAR�T, а также значи�
тельно усиливало их противоопухолевую актив�
ность в моделях на мышах [39]. В другом исследо�
вании было показано, что блокада PD�1/PD�L1
может восстановить эффекторную функцию
специфических к мезотелину CAR�T в ортото�
пической модели мезотелиомы плевры [35].
Важно отметить, что количество анти�PD�1
имеет большое значение для эффективного ин�
гибирования рецептора. Например, при относи�
тельно высокой дозировке (250 мкг анти�PD�1
на мышь) PD�1�блокада была способна усилить
противоопухолевую активность анти�HER2�спе�
цифических CAR�T в сингенной модели рака
молочной железы [39], но в более низкой дози�
ровке (125 мкг на мышь) анти�PD�1 не приводи�
ло к повышению противоопухолевой активнос�
ти клеток CAR�T [40]. Эти результаты дают ос�
нование полагать, что дальнейшие доклиничес�
кие и клинические исследования позволят по�
добрать оптимальную дозировку и режим блока�
ды PD�1 и максимизировать терапевтический
эффект от совместного применения с CAR�T.

Альтернативным подходом к совместному
использованию CAR�T и блокады чекпойнт�ре�
цепторов может стать вектор, несущий бицист�
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Рис. 7. Стратегии совместного применения CAR�T с чекпойнт�ингибиторами на примере антитела, блокирующего рецеп�
тор PD�1.
С цветным вариантом рис. 7 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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ронную генетическую конструкцию. Действи�
тельно, существуют данные о том, что CAR�T,
коэкспрессирующие фрагмент антитела�антаго�
ниста PD�L1 и специфичный к антикарбоан�
гидразе IX (CAIX) CAR, проявляли более высо�
кую противоопухолевую активность. Подобная
локальная доставка антител приводила к пяти�
кратному снижению роста опухоли и уменьше�
нию опухоли на 50–80% по сравнению с CAIX�
специфичными CAR�T, не секретирующими ан�
титела [41]. В сравнительном исследовании вли�
яния коэкспрессии чекпойнт�ингибитора в
CAR�T и введения белкового препарата совмест�
но с CAR�T было показано, что системное вве�
дение не приводит к ингибированию роста опу�
холи у мышей, хотя количество циркулирующих
антител, блокирующих PD�1 в этой группе жи�
вотных, было в 15 раз выше, чем количество, об�
наруженное у животных после введения CAR�T,
секретировавших анти�PD�1. К тому же такие
CAR�T имели более высокий пролиферативный
потенциал и функциональный фенотип без
признаков истощения [40].

Несмотря на относительно непродолжитель�
ный опыт совместного клинического примене�
ния CAR�T и различных вариантов блокады
чекпойнт�рецепторов и их лигандов, в литерату�
ре начинают появляться обнадеживающие дан�
ные. Так, например, комбинированная терапия
с пембролизумабом при использовании CD19�спе�
цифичных CAR�T у детей с диагнозом острый
лимфолейкоз приводила к пролонгации сроков
персистенции CAR�T в периферической крови
и снижению опухолевой нагрузки [42]. Однако
есть свидетельства того, что не для всех показа�
ний блокада анти�PD1 может сохранять или
восстанавливать противоопухолевую активность
CAR�T. Данные клинических исследований
GD2�специфичных CAR�Т третьего поколения
говорят о том, что у пациентов с диагнозом ней�
робластома, которым вводился пембролизумаб
в двух дозах, не наблюдалось различия в эффек�
тивности лечения по сравнению с пациентами
из других когорт, которые получали монотера�
пию CAR�T или CAR�T совместно с циклофос�
фамидом и флударабином [43]. Таким образом,
использование блокады PD�1, хотя и является
перспективным в сочетании с CAR�T, однако
для каждого класса опухолей требует дальней�
шего изучения оптимальных доз и режима вве�
дения, необходимых для достижения макси�
мального терапевтического ответа. Несмотря на
это, широкое клиническое применение уже за�
регистрированных иммуноонкологических пре�
паратов на основе антител чекпойнт�ингибито�
ров в комбинации с CAR�T�терапией в совсем
недалеком будущем может стать новой парадиг�

мой в адоптивной клеточной противоопухоле�
вой иммунотерапии.

Еще более эффективным решением для
CAR�T�терапии солидных опухолей является
комбинаторная иммунотерапия, при которой
CAR�T сами способны секретировать фрагмент
антитела, блокирующего чекпойнт�рецептор.
На сегодняшний день в мире запущено сразу
несколько клинических исследований, в кото�
рых CAR�T секретируют антитела чекпойнт�ин�
гибиторы (таблица).

ПЕРСПЕКТИВЫ СОВМЕСТНОГО 
ПРИМЕНЕНИЯ CAR�T 

С ЦИТОКИНАМИ

Другим перспективным классом иммуномо�
дулирующих молекул, которые могут сущест�
венно расширить горизонты применения CAR�
T�терапии, являются цитокины. Это биологи�
чески активные вещества пептидной природы с
молекулярной массой 8–80 кДa, которые
действуют через высокоаффинные, высокоспе�
цифичные рецепторы на поверхности клеток�
мишеней. Цитокины регулируют широкий
спектр процессов, протекающих в организме,
среди которых важнейшими являются модули�
рование иммунного ответа, стимуляция или по�
давление роста клеток, гематопоэз и ангиогенез.
Различают следующие механизмы действия ци�
токинов: 1) аутокринный – действие на клетку�
продуцент, синтезирующую и секретирующую
цитокин; 2) паракринный – действие на клетки,
расположенные вблизи клетки�продуцента
(например, в очаге воспаления); 3) эндокрин�
ный – дистанционное действие на клетки орга�
нов и тканей через кровяное русло [44]. Интер�
лейкины – крайне важные представители клас�
са цитокинов, модулирующие иммунный ответ.
Известен ряд сигнальных путей, в которые они
вовлечены. Можно выделить несколько ключе�
вых молекулярных механизмов, влияя на кото�
рые с помощью интерлейкинов, можно повы�
сить эффективность CAR�T�терапии (рис. 8).

Таким образом, интерлейкины могут быть
использованы для усиления противоопухолево�
го эффекта CAR�T, особенно когда речь идет о
терапии солидных опухолей. Для этой цели рас�
сматриваются как системное введение препара�
тов на основе интерлейкинов совместно с CAR�T,
так и конститутивная или индуцибельная коэк�
спрессия интерлейкинов CAR�T.

Микроокружение многих опухолей не только
оказывает выраженный иммуносупрессивный
эффект на CAR�T, но и само по себе является фи�
зиологически неблагоприятной и малодоступной
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Рис. 8. Основные механизмы преодоления иммуносупрессивного воздействия микроокружения опухоли на CAR�T при
помощи цитокинов.
С цветным вариантом рис. 8 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
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для инфильтрации иммунных клеток нишей. Это
происходит из�за гипоксии, низкого содержания
питательных веществ и высокой концентрации
метаболитов, которые ингибируют способность
Т�лимфоцитов пролиферировать и вырабатывать
провоспалительные цитокины [45]. При этом ряд
исследований свидетельствует о пролонгирован�
ной in vivo персистенции CAR�T, коэкспрессиру�
ющих цитокины, и их способности в значитель�
ной степени подавлять иммуносупрессивное
микроокружение, которое характерно для солид�
ных опухолей [5]. Однако не стоит забывать, что
использование цитокинов сопряжено с риском
возникновения побочных эффектов при повы�
шении их системного уровня [46]. По�прежнему
нет единого представления о том, какой из цито�
кинов является наиболее эффективным. Это
справедливо в отношении возможных способов
комбинированного применения совместно с
CAR�T. Несмотря на принципиальную схожесть
функций ряда провоспалительных цитокинов
для иммунной системы в целом, выраженность
их влияния на механизмы регуляции наивных и
генетически модифицированных Т�лимфоцитов
существенно отличается.

ИНТЕРЛЕЙКИН�2

Интерлейкин�2 (IL�2) является наиболее
изученным цитокином. Он представляет собой
белок массой 15,5 кДа. Изначально IL�2 был
описан как «фактор роста Т�клеток». Позднее
было показано, что он также оказывает стиму�
ляторное воздействие на натуральные киллеры
и B�лимфоциты. IL�2 продуцируется антиген�
активированными CD4+�T�лимфоцитами, CD8+�
T�лимфоцитами, NK и дендритными клетками.
Он стимулирует клетки�мишени, которые экс�
прессируют на своей поверхности высокоаф�
финный тример рецептора IL�2 (rIL�2), состоя�
щего из α�, β� и γ�цепей, и низкоаффинный ди�
мер rIL�2, состоящего из β� и γ�цепей [47, 48].
IL�2 играет важную роль в регуляции пролифе�
ративной активности и клональной экспансии
Т�лимфоцитов и натуральных киллеров. IL�2�за�
висимая активация Т�клеток происходит при
наличии костимуляции CD28 [49], такая комби�
нация сигналинга приводит к усилению проли�
феративной активности Т�лимфоцитов и акти�
вации антиапоптотического фактора Bcl�2 [50].

IL�2 играет важную роль в современной
CAR�T�терапии, поскольку используется для
поддержания жизнеспособности и эффектив�
ной экспансии CAR�T в процессе производства
уже зарегистрированных продуктов CAR�T, дос�
тупных на рынке [24]. В связи с этим большой

интерес представляют недавно полученные дан�
ные о том, что длительное культивирование
CD19�специфичных CAR�T в присутствии IL�2
негативно сказывается на их противоопухоле�
вой активности при тестировании на модели
острого лимфобластного лейкоза in vivo, при
этом краткосрочное культивирование положи�
тельно влияет на соотношение эффекторных кле�
ток и клеток памяти в популяции CAR�Т [51].
Таким образом, востребованность исследований,
которые помогут повысить продуктивность
процесса производства CAR�T, по�прежнему
очевидна.

В свою очередь, изучение влияния комбини�
рованного применения IL�2 и CAR�T началось
задолго до прорывного успеха CD19�специфич�
ной CAR�T�терапии в онкогематологии. Ран�
ний клинический опыт показывал, что CAR�T
первого поколения требовали дополнительного
системного введения IL�2 для достижения опти�
мального ответа пациента на терапию [52].
Позднее было установлено, что CAR�T погибали
в течение шести дней при отсутствии IL�2 [53].
Такой срок является недостаточным для элими�
нации опухоли, что обусловливало необходи�
мость введения экзогенного IL�2 для повыше�
ния эффективности CAR�T�терапии. По мере
изучения молекулярных механизмов действия
CAR�Т появлялись новые данные о роли IL�2.
На примере CEA�специфичных CAR�T второго
поколения было установлено, что они секрети�
ровали значительно больше IL�2 и IFN�γ по
сравнению с CAR�T первого поколения. Это
обеспечивало более длительную персистенцию
и выраженный противоопухолевый эффект на
модели метастатической меланомы in vivo [54].
Аналогичный эффект наблюдался для HER�2�спе�
цифичных CAR�T – они проявляли противо�
опухолевую активность на модели меланомы
только в трансгенной линии мышей, экспресси�
рующих IL�2 человека [55].

Аспекты применения комбинации CAR�T
совместно с IL�2 в клинике остаются недоста�
точно изученными. Судя по опубликованным
данным клинических исследований, при введе�
нии низких доз рекомбинантного IL�2 совмест�
но с биспецифичными СD20/CD19�CAR�T вы�
раженной токсичности не наблюдалось [56]. В
то же время низкие дозы IL�2 не влияли на эф�
фективность CAR�T, таргетирующих простат�
специфический мембранный антиген (PSMA) у
пациентов с раком простаты [57]. При этом в
литературе были описаны эпизоды тяжелых по�
бочных явлений, ассоциированных с введением
больших доз IL�2 пациентам с раком яичников
на фоне применения CAR�T, специфичных к
фолатному рецептору (FR) [10].
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ИНТЕРЛЕЙКИН�4

Интерлейкин�4 (IL�4) является членом се�
мейства цитокинов IL�2, который выполняет
фундаментальную функцию в развитии и гомео�
стазе иммунной системы. По этой причине его
уже пробовали использовать для повышения те�
рапевтического потенциала иммунотерапии ра�
ка на основе CAR�T. Экспериментально подтверж�
дено, что CAR�T, специфичные к муцину 1
(MUC1) и экспрессирующие химерный цитоки�
новый рецептор 4αβ, при культивировании в
присутствии IL�4 увеличивали скорость проли�
ферации и приобретали более выраженную ци�
тотоксическую активность по отношению к
MUC1+�клеткам�мишеням [58]. Другая группа
ученых продвинулась в исследованиях значи�
тельно дальше и разработала ErbB�специфич�
ные CAR�T, экспрессирующие рецептор 4αβ,
для лечения рака головы и шеи. Концепция ис�
пользования такой CAR�T�терапии, получив�
шей название T4 иммунотерапии, заключается в
локальном введении CAR�T для минимизации
рисков неспецифической токсичности, которая
обусловлена фоновой экспрессией ErbB на
клетках ряда здоровых тканей организма [59].
Первая фаза клинических исследований T4 им�
мунотерапии (NCT01818323, www.clinicaltrials.gov)
началась в 2015 г., однако результаты пока не
опубликованы.

ИНТЕРЛЕЙКИН�7

Интерлейкин (IL�7) играет важную роль в
поддержании гомеостаза и физиологического
соотношения CD4+� и СD8+�Т�лимфоцитов че�
рез рецептор IL�7, экспрессированный на
СD8+�клетках [60]. Многочисленные исследо�
вания подтверждают, что совместное использо�
вание CAR�T c IL�7 и IL�15 приводят к более
выраженной активации, увеличению скорости
пролиферации и стимуляции противоопухоле�
вой активности [61–63]. Молекулярный меха�
низм в основе наблюдаемого эффекта представ�
ляет большой интерес. Было установлено, что
CD19�специфичные CAR�T, коэкспрессирую�
щие IL�7, лучше переносили многократную сти�
муляцию антигеном in vitro, однако не отлича�
лись от контроля по продолжительности пер�
систенции in vivo [64]. По всей видимости, конс�
титутивная экспрессия IL�7 со временем приво�
дила к истощению рецептора IL�7 на поверхно�
сти CD8+�клеток. Действительно, экспрессия экзо�
генной α�субъединицы рецептора IL�7 (IL�7Rα)
на GD2�специфичных эффекторных CAR�T
приводила к повышению жизнеспособности,

увеличению скорости пролиферации и усилению
их эффекторной функции на модели нейроблас�
томы [65]. Этот факт не исключает возможной
пользы от применения IL�7 в составе коктейля
цитокинов при производстве CAR�T, однако де�
лает его менее предпочтительным кандидатом
для создания комбинации CAR�T и IL�7 для
дальнейшего терапевтического применения.

ИНТЕРЛЕЙКИН�12

Интерлейкин�12 (IL�12) является провоспа�
лительным цитокином, который в норме секрети�
руется фагоцитами и дендритными клетками [66].
Показано, что IL�12 вовлечен в регуляцию как
врожденного, так и адаптивного иммунитета
[67, 68], ингибирует эндотелиальные клетки и
обладает выраженным антиангиогенным эф�
фектом [69], а также, по некоторым данным,
проявляет антиметастатическую активность
[70]. Безусловно, способность IL�12 к мобилиза�
ции иммунных клеток против опухоли является
одним из наиболее важных его свойств. IL�12
стимулирует пролиферацию Т�лимфоцитов и
натуральных киллеров [71, 72], а также способ�
ствует сохранению популяции CD4+�клеток па�
мяти [44]. Обратной стороной многочисленных
проявлений биологической активности IL�12
является чувствительность организма к повы�
шению его концентрации в плазме крови.
Действительно, в ходе проведения клинических
исследований при внутривенном введении IL�12
был зарегистрирован выраженный токсический
эффект, ассоциированный с резким повышени�
ем уровня IFN�γ [73].

Очевидно, что альтернативой системному
введению IL�12, которое приводит к возникно�
вению побочных эффектов, является локальная
доставка. Ранние опыты по введению плазмид�
ной ДНК, кодирующей ген IL�12, в очаг опухо�
ли позволили получить некоторый положитель�
ный клинический результат у пациентов с ме�
тастатической меланомой [74].

ИНТЕРЛЕЙКИН�15

Интерлейкин�15 (IL�15) был впервые иден�
тифицирован как цитокин, обладающий мито�
генной активностью по отношению к Т�лимфо�
цитам и натуральным киллерам [75, 76]. Он яв�
ляется членом семейства цитокинов IL�2 и про�
дуцируется моноцитами, дендритными клетка�
ми, макрофагами и клетками стромы [77]. По
аналогии с IL�2, IL�15 стимулирует пролифера�
тивную активность, повышает жизнеспособ�
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ность и влияет на эффекторные функции нату�
ральных киллеров и Т�лимфоцитов. Однако IL�15,
в отличие от IL�2, не вызывает индуцированную
активацией гибель эффекторных CD8+�клеток и
не активирует пролиферацию регуляторных
Т�лимфоцитов [78]. Это делает его более прив�
лекательной альтернативой IL�2 для использова�
ния в адоптивной Т�клеточной иммунотерапии
[79], в т.ч. в процессе производства CAR�T [61].
В литературе описан метод эффективной экс�
пансии CD19�специфичных CAR�T, получен�
ных из Т�лимфоцитов здоровых доноров и па�
циентов с лейкозами и B�клеточными лимфо�
мами, в присутствии экзогенного IL�15 [80].
Имеются данные о том, что CAR�T, культивиру�
емые в присутствии IL�15, проявляют более вы�
раженную цитолитическую активность in vitro [81].
Доставка хемокина, экспрессируемого и секрети�
руемого T�клетками при активации (RANTES),
и IL�15 с помощью онколитического аденовируса
Ad5D24 поддерживала продолжительную пер�
систенцию in vivo GD2�специфических CAR�T
и повышала выживаемость экспериментальных
животных [82]. Вероятно, усиление противоопу�
холевых свойств CAR�T, экспрессирующих IL�15,
обусловлено активацией антиапоптотического бел�
ка Mcl�1, стимулирующего экспрессию Bcl�2 [83].

По данным сайта www.clinicaltrials.gov, на тер�
ритории Китая зарегистрировано два клиничес�
ких исследования (NCT02992834, NCT02652910),
в которых предполагается оценить эффектив�
ность лечения лейкозов и B�клеточных лимфом
с помощью CD19�специфических CAR�T, полу�
ченных с использованием коктейля IL�7/IL�15.
Упоминаний о других аналогичных клиничес�
ких исследованиях нами обнаружено не было.
Таким образом, данные о безопасности и эф�
фективности использования IL�15 в комбина�
ции с CAR�T в клинике в настоящее время не
опубликованы. Тем не менее IL�15 можно рас�
сматривать как альтернативу IL�2 в процессе
производства CAR�T ex vivo.

ИНТЕРЛЕЙКИН�21

Интерлейкин�21 (IL�21) продуцируется в
основном Т�лимфоцитами и оказывает влия�
ние на врожденный и приобретенный иммуни�
тет. Он не только играет важную роль в проти�
воопухолевых и противовирусных реакциях ор�
ганизма, но также оказывает значительное вли�
яние на процесс воспаления, в т.ч. при аутоим�
мунных заболеваниях [84]. Важно отметить,
что IL�21, в отличие от IL�2, стимулирует гене�
рацию CD8+�Т�лимфоцитов, что сопровожда�
ется уменьшением количества регуляторных

Fox3+�клеток [85]. По некоторым данным, до�
бавление коктейля из IL�7, IL�15 и IL�21 при
культивировании Т�лимфоцитов приводило к
генерации стволовых клеток памяти [86]. На
мышах с сингенной моделью тимомы показа�
но, что IL�21, как и IL�15, не вызывает актива�
ционного апоптоза Т�лимфоцитов и обладает
защитным эффектом, продлевающим персис�
тенцию CD8+�клеток [87]. Рекомбинантный
IL�21 уже применяется в клинических исследо�
ваниях для лечения пациентов со злокачественной
почечно�клеточной карциномой, меланомой и
неходжкинской лимфомой и продемонстриро�
вал приемлемый профиль безопасности и от�
носительную эффективность в качестве моно�
терапии [88].

С точки зрения процесса получения CAR�T,
IL�21 может быть полезен для увеличения ско�
рости пролиферации цитотоксических клеток и
повышения их жизнеспособности. Стимуляция
IL�21�зависимого сигналинга через сокультиви�
рование CAR�T с клетками�мишенями в присут�
ствии IL�21 или экспрессирующими на своей
поверхности химерный IL�21 приводила к по�
вышению противоопухолевой активности
CD19�специфичных CAR�T на модели острого
лимфолейкоза in vivo [89]. Суммируя приведен�
ные выше данные, можно сделать вывод о том,
что IL�21 сам по себе или в составе коктейля ци�
токинов может повысить продуктивность про�
цесса получения CAR�T ex vivo. Возможность
его совместного применения с CAR�T�терапией
представляет интерес и требует дальнейшего
изучения.

После громкого успеха адоптивной иммуно�
терапии на основе CAR�T в лечении гематоло�
гических злокачественных новообразований
многие исследователи включились в работу по
созданию более совершенных CAR�T с целью
повышения их эффективности и расширения
списка заболеваний, поддающихся лечению с
помощью данного вида терапии. Не подлежит
сомнению, что следующим этапом в развитии
CAR�T должно стать появление по�настоящему
эффективной терапии солидных опухолей. Для
этого ученым предстоит не только решить ряд
технологических задач в рамках создания плат�
формы для получения более доступных CAR�T�
препаратов, но и найти способы повышения
противоопухолевой активности данного вида
терапии. Иммуноонкологические препараты на
основе антител чекпойнт�ингибиторов могут
существенно увеличить эффективность CAR�T�
терапии, в то время как цитокины и их коктей�
ли – повысить продуктивность процесса произ�
водства клеточных препаратов на основе CAR�T.
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Уже в ближайшем будущем, по мере заверше�
ния клинических исследований CAR�T�тера�
пии нового поколения, будет сформировано
более полное понимание положительных эф�
фектов от использования комбинаций CAR�T с
чекпойнт�ингибиторами и цитокинами в тера�
пии как гематологических, так и солидных опу�
холей.
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This review is focused on the structure and molecular mechanism of chimeric antigen receptor (CAR) efficiency, main aspects
of the cell�based product manufacturing technology and clinical application of CAR�T (CAR�modified T lymphocytes) the�
rapy for treatment of hematological and solid tumors. Data referred with an emphasis on the strategies using CAR�T combined
with immuno�oncological monoclonal antibodies – checkpoint inhibitors – or various cytokines to boost survival, persistence
and anti�tumor efficiency of CAR�T. In addition, the review describes preclinical and clinical data on additive effects of CAR�T
therapy combined with monoclonal antibodies targeting immune checkpoints and with a number of interleukins.
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