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Аннотация
В  данной работе методом ретровирусной трансдукции были получены антиген-специфические Т-клетки, которые 

экспрессируют химерный антигенный рецептор (CAR), нацеленный на дисиалоганглиозид (GD2), и GITR лиганд (GITRL). 
Полученные GD2-специфические CAR Т-клетки демонстрируют противоопухолевую активность и антиген-специфические 
свойства in vitro и in vivo в отношении GD2+ опухолевых клеточных линий.

Abstract
In this study antigen-specific T cells expressing chimeric antigen receptor (CAR) targeting disialoganglioside (GD2) and GITR 

ligand were generated using retroviral transduction. The generated GD2-specific CAR T cells exhibited antitumor activity and anti-
gen-specific properties in vitro and in vivo against GD2+ tumor cell lines.

Адаптивный перенос ex vivo генерируемых генно-модифицированных Т-клеток представляет собой пер-
спективный метод иммунотерапии онкологических заболеваний. Особенностью CAR Т-клеток является специфи-
ческое нацеливание на поверхностные антигены, а встраиваемый костимулирующий домен CD28 в конструкцию 
CAR способствует активации клеток при встрече с мишенью без предварительной антигенной презентации [1]. 
Среди большого разнообразия антигенов молекула GD2 стабильно экспрессируется на клеточной поверхности 
различных типов опухолевых клеток, при этом экспрессия антигена в основном ограничена злокачественными 
новообразованиями, что делает эту мишень привлекательной для нацеливания с помощью CAR-рецептора [2].

Противоопухолевый потенциал готового CAR Т-клеточного продукта задействует различные механизмы 
иммунной системы для усиления защитных функций, однако микроокружение опухоли и приобретение статуса 
истощения Т-клетками затрудняют терапию солидных образований. В данном исследовании для повышения про-
тивоопухолевой эффективности GD2-специфичных CAR Т-клеток в ретровирусный вектор дополнительно была 
встроена последовательность, кодирующая GITRL. Аутокринное воздействие на GITR-рецептор CAR Т-клеток 
с помощью растворимой формы GITRL может способствовать усилению пролиферации и продукции цитокинов 
и снижению порога CD28-костимуляции и апоптоза эффекторных CD8+ Т-клеток [3, 4].

Целью работы является оценка противоопухолевой активности и фенотипических свойств GD2-специфич-
ных CAR Т-клеток, экспрессирующих GITRL, in vitro и in vivo.

В данной работе Т-лимфоциты человека, выделенные из периферической крови условно-здоровых доно-
ров, были модифицированы путем трансдукции ретровирусными векторами, кодирующими GD2-специфичный 
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CAR-рецептор. После трансдукции было проведено транскриптомное профилирование с помощью платформы 
NanoString и фенотипическое исследование полученных субпопуляций GD2-специфичных CAR Т-клеток мето-
дом проточной цитометрии. Трансдуцированные клетки совместно культивировались с опухолевыми клетками 
(линии меланомы: GD2+ — SK-MEL-37 и S6; GD2‒ — V9) для оценки противоопухолевой активности и фенотипа 
in vitro методами проточной цитометрии и измерения содержания лактатдегидрогеназы и продукции цитокинов 
в кондиционных средах. Противоопухолевая эффективность GD2-специфичных CAR T-клеток in vivo оценива-
лась на мышиных моделях ксенотрансплантата опухолей человека.

В ходе исследования было выявлено, что трансдуцированные Т-клетки обладают выраженной антиген-
специфической цитотоксичностью против клеток-мишеней и по сравнению с нетрансдуцированными клетками 
достоверно больше секретируют IFN-γ, растворимую форму sFasL, гранзимы A/B. Популяция GD2-специфич-
ных CAR T-клеток имеет фенотип наивных CD45RA+CD62L+ клеток, среди которых преобладают цитоток-
сические CD8+CD40L+CD69‒CD107a+4-1BB+FasL+ Т-клетки с низкой экспрессией маркеров истощения TIM-3 
и  PD-1. Транскриптомное профилирование показало, что после трансдукции повышается экспрессия генов 
(CD8A, CD8B, SELL, IL7R, CD45RA и IL2RG), ассоциированных с дифференцировкой в сторону наивных CD8 
Т-клеток, и, напротив, снижается экспрессия генов (CD4, FOXP3, IL2RA и  CTLA4-TM), ассоциированных 
с дифференцировкой в сторону CD4 T-регуляторных клеток. В модели ксенотрансплантата опухоли человека 
GD2-специфичные CAR T-клетки демонстрируют стойкий противоопухолевый эффект, который выражается 
подавлением роста трансплантированной опухоли.

Таким образом, полученные GD2-специфические CAR T-клетки проявляют антиген-специфические свой-
ства, обладают мощным противоопухолевым потенциалом in vitro посредством регулирования цитотоксической 
оси гранзимов A и B, высвобождения провоспалительных цитокинов и индукции оси апоптоза Fas/FasL, и эффек-
тивно подавляют рост опухоли in vivo.
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